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Introduction générale

Alors que les activités industrielles et urbainestsgénératrices d'un grand nombre de
polluants, les inquiétudes de la société faceltétation de la qualité de I'environnement évoluent
et tendent a croitre depuis plusieurs années. @axqupations motivent le besoin de mieux
connaitre les effets toxiques de ces polluants ddines contréler et d’en limiter la nocivité. Le
cadmium (Cd) est un métal lourd, découvert en J@8Magnus Martin af Pontin, qui est de plus
en plus présent dans l'industrie moderne. |l emveamment dans la composition de colorants
rouges (Cd(S, Se)) et jaunes (CdS) utilisés eniehii®s polymeéres, il est utilisé pour galvanisation
de matériaux, il est présent dans les fluides cateprs des centrales nucléaires pour la captige de
neutrons, ou encore dans les piles et batterie49H6, sa consommation annuelle par les industries
de I'Union Européenne (UE) atteignait 5 329 tonrtes.parallele, les émissions dans le milieu
naturel (d’origine anthropique ou non) représemtajgus de 1%6 de cette valeur, avec un total
cumulé supérieur a 837 tonnes annuelles pour 'UE.

Le cadmium n’a aucune fonction physiologique connlieest au contraire un toxique
important, et son accumulation dans l'organismevquae des troubles physiologiques graves.
Chez les mammiferes, il touche principalement é@ssr(ou il se fixe a hauteur de 30 a 40 %) et les
os. Il peut alors entrainer I'apparition de cancefsine déficience rénale, d'ostéoporose, et de
diverses autres affections des poumons, des nerf$es articulations notamment. Entre 1912 et
1946, l'intoxication d’une partie de la populati@ponaise par de fortes concentrations de cadmium
suite a la contamination de la riviere Jinzar une exploitation miniére a provoqué I'appariti
d’'une maladie des reins et des os appelée maladi#-itai. Contaminée par plusieurs métaux
lourds (plomb, mercure, cadmium), cette riviergurait les exploitations de riz, qui ont concentrés
le cadmium et qui ont ensuite été consommés paofaulation locale. Cette assimilation du
cadmiumvia la chaine alimentaire est la premiére source disitjpn au toxique, et 'accumulation
des ions dans les feuilles consommeées (saladexctahac ...) est connue pour étre la principale
origine de contamination par le cadmium chez leaarhes, avec une ingestion moyenne de 12 mg
par an et par personne. L’épandage d’engrais &zbté premiére cause de contamination des sols
(263 tonnes de cadmium par an pour 'UE), et lestgls, cultivées ou sauvages, sont constamment
soumises a la toxicité de ce métal. Afin de s’evtgger, elles ont développé des mécanismes de
résistance aux meétaux lourds, certaines especissamo sur des sols tres contaminés (exploitation
miniere notamment) présentant méme une tolérandeydgrement importante a ces toxiques
(Arabidopsis halleri Thlaspi caerulescens.).

L’équipe « Stress Environnementaux et Métaux Lourdki Laboratoire de Physiologie
Cellulaire Végétale (UMR 5168 CNRS INRA UJF CEAG&enoble) étudie les processus mis en
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place par la plante lors d’'une exposition aux métaurds et aux radionucléides. Ceux-ci peuvent
notamment aboutir a la compartimentation des méiaurxis, dont la vacuole est un site privilégié
(Clemens, 2006). Cet organite est en effet connur ptre essentiel a 'homéostasie de la quasi-
totalité des éléments cellulaires : eau, ions iaoigues ou meétabolites (protéines et acides
organiques notamment). Il est aussi impliqué daagrocessus de dégradation et de recyclage, et
contient a cet effet une grande variété d’hydraadeutefois si ces activités de stockage et de
dégradation sont prépondérantes dans la vacuetesdinble des fonctions qui lui sont associées ne
s’arréte pas a ces seuls aspects. Elle est égalememue pour étre le lieu de certains processus
anaboliques, ou pour son role dans la protectiolulaee contre certains pathogenes.
L’accumulation du cadmium dans cet organite ausolun stress a été démontrée (Vogeli-Lange
& Wagner, 1990), et est décrite pour étre primdeddans la tolérance de la plante au métal, sur la
base de résultats obtenus a partir d’expérienadisées en systeme levure (Ordizal, 1992). Or
chez les plantes, les mécanismes a l'origine dédaestration vacuolaire des métaux lourds ne sont
pas connu, de méme que les processus permettastdéiisation, dans des sels ou des complexes
d’acides organiques par exemple (Kretzl, 1989). L’identification des protéines impliquétmns

ces processus, et en particulier les composants signalisation aboutissant a I'établissement de
la réponse et les transporteurs conduisant a lsltreation des ions, permettrait de mieux
comprendre le rbéle prépondérant de la vacuole dmnmotection cellulaire contre les métaux
lourds. Les études envisagées nécessitent toutlfoisaliser une analyse approfondie de la vacuole
végétale, spécialement d’'un point de vue protéidpeeprotéome de cet organite est en effet peu
connu, et aucune analyse par spectrométrie de mass®t été réalisée lors de la mise en place de
ce projet. Le laboratoire bénéficie d’'une expéreemportante dans I'analyse de protéomes sub-
cellulaires (Ferreet al, 2002 ; Ferrcet al, 2003 ; Bardegt al, 2002 ; Brugiereet al, 2004) et dans
I'utilisation de la spectrométrie de masse pouddlitification de protéines et la caractérisation de
leur structure primaire (Bourguignost al, 1993; Bourguignoret al, 1996), pour analyser les
modifications post-traductionnelles et caractérdgnouvelles voies métaboliques (Machetedl,
1996; Guegueet al, 2000). Plus récemment, I'équipe a pu mettre angoline étude de la réponse
de la plante au cadmium a travers des approcheslgbd’analyses transcriptomique (Herbette
al., 2006), protéomique (Sarrgt al, 2006) et métabolomique (Ducruit al, 2006). Dans un
contexte ou de nombreux travaux visant a mieux cengpe le réle de la vacuole dans la tolérance
aux métaux lourds n’ont pas permis d’identifier iesisporteurs principaux impliqués, I'utilisation
de telles approches pourrait aboutir a la misewvethedce de mécanismes essentiels aux fonctions
étudiées.

La synthese bibliographique présentée décrit bmere I'état de l'art en matiere de
fonctions vacuolaires dans une premiere partideetponse végétale au stress métallique dans une
seconde partie. Ces connaissances ont détermiménéthodologie mise en place et les objectifs
gue nous avons pu nous fixer, présentés dans niredpearagraphe.
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Synthése bibliographique

| - La vacuole végétale

Les vacuoles sont des organites intracellulairesncons a un grand nombre d’organismes
vivants. Décrites pour la premiére fois en 1776 $y@allanzani, leur fonction supposée a évolué au
fil de I'acquisition de nouvelles connaissancessmas acteurs métaboliques de ces différentes
fonctions restent tres mal connus. Délimitées parsimple membrane, elles sont présentes chez la
majorité des cellules eucaryotes, et sont impliguw#ns un grand nombre de processus essentiels.
Elles peuvent ainsi participer au maintien de I'eostasie de I'eau, et donc a la régulation de la
turgescence cellulaire, au contréle de la conceotracytosolique des composés organiques et
inorganiques, aux processus de dégradation etcgelage des éléments cellulaires ou encore a la
protection cellulaire contre divers stress biotgjee abiotiques. Souvent comparées aux lysosomes
des mammiféres, elles se distinguent de ces dsrmiar la place qu'elles tiennent dans des
processus autres qu’hydrolytiques (stockage ouhsgget par exemple). Il existe d’ailleurs chez
certaines plantes des structures plus prochesydesomes de mammifére (également appelée
lysosomes) qui n’ont toutefois qu’un role de stagkd’enzymes hydrolytiques (De, 2001).

Ce chapitre a pour but de présenter les foncti@mssiraes par les vacuoles, en insistant

particulierement sur les vacuoles végétales. Hilétégalement en partie les protéines assurant ce
fonctions, et notamment les transporteurs du t@sie!

.1 - Occurrence des vacuoles dans le vivant

Les vacuoles sont présentes uniquement chez learyetes. Les seules structures
procaryotes sujettes a comparaison sont en effetcdacuoles de gaz » identifiées chez certaines
bactéries (cyanobactéries pour la plupart), epgunettraient a celles-ci de flotter. Dépourvues de
toute activité métabolique, elles ne sont pas aEsmaux vacuoles telles que celles observées chez
la cellule végétale.

Les algues, unicellulaires ou pluricellulaires, tfpartie des organismes les plus ancestraux
chez lesquels on observe des vacuoles (excepiterdiacas particulier des cyanobactéries, parfois
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classées parmi les algues, discuté précédemment)e naniére générale, ces vacuoles sont trés
diverses en termes de forme, de structure, ou detiéms, et sont présentes en un ou plusieurs
exemplaires, bien que certaines cellules plus ajigées (spores ou zygotes par exemple) puissent
en étre dépourvues. Elles sont également hétéregemaermes de taille, et peuvent aussi bien
correspondre a plus de 90 % du volume cellulair&topu difficilement détectables sous un
microscope. Certaines algues présentent égalemertype particulier de vacuoles, appelées
vacuoles contractiles. Ces dernieres, transitoinesfont généralement pas plus de 10 um de
diametre, et sont spécialisées dans le maintidindeéostasie cellulaire de I'eau. Lorsque l'influx
d’eau dans la cellule menace d’induire la lyse alenembrane, ce type de structure apparait en
plusieurs endroits, et fusionne en une large vacaohtenant I'excédant d’eau cellulaire (phase
diastolique). La vacuole contractile fusionne akota membrane plasmique (phase systolique) pour
libérer son contenu, et le processus est réitérédaf créer un flux d’eau sortant constant. Ce
mécanisme est majoritairement observé chez legsldépourvues de paroi, donc plus sensibles a
la pression osmotique, et pour les espéces évatua@dau douce.

Ces vacuoles contractiles sont aussi observéedehenospores biflagellés des oomycetes,
un clade de champignons aquatiques. Comme lessaltegechampignons présentent une variété
importante de vacuoles (formes et tailles diversetjouvées dans tous les types cellulaires de ce
taxon (De, 2001). Au sein de ce regne, les lev(ssomycetegt Basidiomycétéscontiennent
egalement des vacuoles. Présentes en un ou plisieemplaires et de taille variable, leur fonction
est relativement comparable a celle des vacuolsepldmtes supérieures et, a ce titre, les levures
sont souvent utilisées dans I'étude des fonctiass \chcuoles végétales (Schneideral, 2008 ;
Kawachiet al, 2008). Elles se distinguent néanmoins par leopipété unique de ségrégation lors
de la division cellulaire (Conradit al, 1992), permettant a la vacuole de la cellule nikrese
répartir dans les deux cellules filles.

Chez les bryophytes (mousses) et ptéridophytegy¢i@s), la vacuole est ubiquitaire, a
'exception d’'un seul type cellulaire, les anth@fes (gametes males). A l'inverse, toutes les
cellules des gymnospermes présentent une ou pigsiaauole(s), et en particulier les gametes. La
vacuole participe en effet a I'élargissement dades/pour I'ensemble des gymnospermes (excepté
le genreWelwitschig, associé a une division importante des noyauss darcytoplasme (jusqu’a
256 noyaux dans un ovule). Présente également ldangollens (excepté encore pour le genre
Welwitschid, elle permet une meilleure diffusion anémochase gametes.

La distribution des vacuoles chez les angiospemsgsla aussi, quasiment ubiquitaire. De
facon générale, la plupart des cellules différeegi@résentent une large vacuole centrale, qui
remplit I'ensemble des fonctions métaboliques pEsp cet organite. Il existe cependant quelques
exemples pour lesquels on retrouve plusieurs tgpasacuoles, plus spécialisées dans des fonctions
particulieres et éventuellement associées a unsiamultifonctionnelle. C’est par exemple le cas
des cellules d’'aleurone des graines d'orge (Bethkal, 1996), qui accumulent des quantités
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importantes de protéines dans des vacuoles deagfedRrotein Storage VacuoldPSV), et les
protéases chargées de leur dégradation dans dawstceolesl{ytic Vacuole LV). La coexistence

de ces deux types de vacuoles, avérée chez certedieles et pour lesquelles des marqueurs
tonoplastiques spécifiques ont été identifies (Jeuhl, 1999), reste indéterminée pour d’autres
types cellulaires (Olbrickt al, 2007 ; Hunteet al, 2007 ; Rogers, 2008). Pour d’autres cellules, la
modulation de la turgescence cellulaita I'hnoméostasie hydrique de la vacuole permet dexer
un effort mécanique (Lobes des piéges a insectgeideDionaea; Cellules de garde, Wast al,
1995).

[.2 - Roles de la vacuole végétale et transporteurs imgliés dans ses

fonctions

La vacuole végétale a souvent été assimilée aganie uniquement dédié au stockage de
divers composés potentiellement génant pour lauleellet ses activités Iytiques en font
frecquemment un objet de comparaison avec les lysesodes cellules animales. Si ces deux
fonctions, stockage et dégradation, sont effectergmeprésentées dans la vacuole, 'ensemble des
processus impliqguant cet organite dépasse de les seuls aspects. Outre le maintien de
’'homéostasie cellulaire d’'un grand nombre d’'iohsle toxiques ou métabolites essentigdsleur
rétention et éventuellement leur libération dansysol, la vacuole est aussi impliquée dans le
turnover de nombreux éléments cellulaires (des protéinggujaux organites) ainsi que dans des
voies de biosynthese spécifiques. Ces fonctions tlieerses nécessitent la présence sur la
membrane vacuolaire (tonoplaste) de transportearmgitant la translocation des ions et des
meétabolites vers ou depuis la vacuole, et donpézificité, I'efficacité, et la capacité a étre uéss
sont trés variables. Deux types de transport péemted’assurer les flux métaboliques et ioniques a
travers le tonoplaste : le transport passif, indépat de toute forme d’énergie autre que le gradien
électro-chimique de I'élément transporté, et lagport actif, qui nécessite une dépense d’énergie
pour que le soluté suive un trajet thermodynamiceréndéfavorable. Concernant cette derniere
famille, I'énergie peut étre, dans le cas de lauoss sous forme d’ATP ou de PPi, qu’elle soit
utilisée de facon direct®ja leur hydrolyse, ou indirectda le gradient électrochimique qu’ils sont
capables de générer. Les fonctions vacuolaires nd@mées de ces transporteurs peuvent étre
réparties en trois grands groupes : (i) Le maintiedhoméostasie cellulaire de nombreux éléments
essentiels, (i) la régulation de plusieurs fonwsianétaboliques (anaboliques et cataboliques) dont
elle est le site privilegié ou exclusif, et enfiii)(la protection cellulaire contre divers stress
biotiques ou abiotiques.
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.2.1 - Maintien de 'homéostasie cellulaire

La vacuole végétale peut, dans certaines condjtimmsésenter jusqu’'a 90 % du volume
cellulaire total, le volume cytosolique correspamdalors a moins du dixieme de celui de la
vacuole. Cette particularité fait de la vacuole anganite adapté au maintient d’'une certaine
« inertie » ionique et métabolique dans le cytodalhs la mesure ou un faible flux moléculaire
entre ces deux compartiments permettra un ajustepnénis de la concentration du cytosol sans
influer de fagcon prononcée sur 'osmoticum de leuwade. Celle-ci est a ce titre un lieu privilége d
stockage d'ions inorganiques (HC&*, Na', CI, K*, NOs, Pi ...) et de molécules plus complexes
(carbohydrates, acides aminés, protéines ...), er@a$s stockage ou I'export de ces éléments en
fonction de leur concentration cytosolique et desons de la cellule.

[.2.1.1 - Homéostasie des micro-éléments essentiels

a) Régulation du pH par la vacuole

Parmi les ions transportés de facon active dansdaole, les protons (M constituent un
cas particulier puisqu’ils sont a l'origine de lasmen place d’'un gradient de pH de part et d’autre
du tonoplaste. Ce gradient contribue non seulemeagguler le pH cytosolique, mais également a
maintenir un environnement propre a la vacuolepHevacuolaire (pkd est généralement compris
entre 5,5 et 6,5, mais peut en quelques occasieseddre jusqu’a 2,5 (Mullat al, 1996). La
valeur du pH est le plus souvent régulée par les flux de potantravers du tonoplaste, bien que
la présence d’acides organiques dans la vacuoléat@naitrate) puisse en quelques occasions
influer de maniere prononcée sur le,pH

La balance entre I'entrée et la sortie des @dt assurée par plusieurs protéines. Deux
transporteurs sont en charge de l'influx des ptonne ATPase vacuolaire (V-ATPase), qui
hydrolyse I'ATP comme source d’énergie, et une pkasphatase (V-PPase) qui consomme du
pyrophosphate. Les contributions relatives de eex @nzymes dans I'établissement du gradient ne
sont pas connues, mais la densité de la PPasesarfece du tonoplaste est décrite pour étre
supérieure a celle de la V-ATPase (Maeshima, 20tg,deux pompes constituant, avec les TIP
(Tonoplast Intrinsic Proteiy les principales protéines de la membrane vaoeola

L’ATPase vacuolaire est un complexe de 400 a 758, kibmposé de 2 domaines : le
domaine catalytigue ) soluble et responsable de l'hydrolyse de I'ATP,lee domaine ¥
membranaire, qui permet la translocation des pso{@zeet al, 2002, Figure 1). Chacun de ces
domaines est un complexe macromoléculaire de Zipext pour Y et de 8 protéines pouriV
Chacune de ces protéines est représentée par ibadofmes (Szeet al, 2002, Figure 1). Son
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fonctionnement est comparable a celui de 'ATPaséyde F, localisée notamment a la membrane
interne des mitochondries et des chloroplastess msalon un principe inverse, I'ATP étant
consommeé pour générer le gradient. L'énergie chimiggsultant de I'hydrolyse de 'ATP est
convertie en énergie mécanique, matérialisée pantéion de la sous-unité;\par rapport a la
sous-unité Y (Imamuraet al, 2003). Ce changement de conformation force d®rsassage au
travers de la membrane, contre leur gradient decesdration, de 2 Hpar molécule d’ATP
hydrolysée (Kawasaki-Nislat al, 2003).

Sous-unité et fonction Nom zl-j:)”:ae)
ATP ADP + P,
Domaine catalytiqgue
A Sous unité catalytique de liaison a I'ATP VHA-A 65
B Sous unité non-catalytique de liaison a I'ATP HA/B 54
" C  Stabilité¢ du domaine VHA-C 42
D  Axe central, couplage VHA-D 29
E  Axe central ou périphérique VHA-E 26
F  Laison entre les domaines &t Vo VHA-F 14
croptsem G  Couplage entre les domaineset Vo VHA-G 12
H  Sous unité régulatrice VHA-H 50
Hen bl Canal a protons Vb
a  Couplage, assemblage VHA-a 89-95
}P Lumen ¢ Translocation des protons VHA-c 16
c” Translocation des protons VHA-c” 18
d  Assemblage et stabilité du domaing V VHA-d 40
D'aprés Szeet al, 2002 e VHA-e ~8

Figure 1: Structure de I’ATPase vacuolaire de plantee domaine soluble ;Vhydrolyse I'ATP, ce qui
permet le passage de protons a travers le domaigemémbranaire. La nomenclature des sous-unités
protéiques composant chacun des domaines est igigfllaprés Sze et al., 2002), ainsi que leur fonogt

leur taille.

Le second transporteur de protons participant &ablissement du gradient est la
pyrophosphatase, une protéine trés majoritaireadeatuole qui peut représenter de 1 a 10 % du
protéome tonoplastique (Red al, 1992). Clonée en 1992 (Sarafiahal, 1992), cette enzyme
n'est toutefois pas pleinement caractérisée aujouirét son substrat exact, MgPPi ou }®i, n'a
pas été identifié depuis que son activité strictenmeagnésium-dépendante a été mise en évidence
(Walker & Leigh, 1981). Cette pompe est inhibée fdgon réversible par le calcium &g
probablementvia la formation de CaPPi, un inhibiteur compétitiftgntiel. Le potassium est
également régulateur (activateur) de l'activitégpyrosphatase (Walker & Leigh, 1981 ; Davits
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al., 1991), certains travaux suggérant méme que kspioim lui-méme pourrait étre transporté en
méme temps que les protons par la V-PPase (Daves 1992).

L’instauration d’'un tel pH dans la vacuole est aesisle au fonctionnement de cet organite,
en particulier pour deux raisons : Il caractériseenvironnement particulier pour un grand nombre
d’enzymes vacuolaires, dont I'activité peut étnedment réduite, voire inhibée, dans un milieu plus
alcalin (Mayne & Kende, 1986 ; Caneital, 1987), de plus la pression électro-chimique edgsn
par le gradient de protons (aussi appelée Foraeiridotrice ou FPM) permet d’activer un certain
nombre de transporteurs secondaires, symports iporterselon qu’ils transportent dans le méme
sens ou dans des sens opposeés les protons eliEs sGes deux types de protéines sont d’ailleurs
les seules responsables de I'efflux deaHtravers le tonoplaste, et plusieurs d’entresetiet été
mises en évidence dans la vacuole : des sympors/MD (Blumwald & Poole, 1985a), SO/ H'
(Hive et al, 1995), glucose / H(Neuhaus, 2007), ou encore lactose’/ (Be, 2001), et des
antiports Na/ H" (Apse & Blumwald, 2007), G4/ H' (Szeet al, 2000), NQ / H' (De Angeliet
al., 2006) ou saccharose | KBriskin et al, 1985) par exemple.

b) Stockage d’ions inorganiques

Le stockage de divers ions dans la vacuole pelt pligsieurs implications : la régulation
de la concentration ionique cytosolique pour ajudeur disponibilité pour les activités
métaboliqgues ou pour contrebalancer un influx paligrement important dans le cytosol, la
régulation de la signalisation induite par certaifes ces ions (G4 par exemple), ou encore la
régulation de la turgescence de la vacuole, encpber dans les cellules de garde des stomates
(Wardet al, 1995).

Flowers proposait des 1975 que, chez les espetamrites au stress salin, I'excédant
cytosolique d’'ions pouvait étre accumulé dans leueke. Quelques années plus tard, il confirmait
son hypothése grace a I'analyse par microscopies<cdncentrations intracellulaires de’Nal” et
K* de coupes d8uaeda maritimaune chénopodiacée halophyte (Hajibagheri & Flsw&089) :
alors que les concentrations cytosoliques étaieniIB et 90 mM pour les ions Nat CI, les
concentrations vacuolaires atteignaient respecevem23 et 445 mM, démontrant la capacité de la
cellule & concentrer dans la vacuole les ions ex@@dtes. Des travaux similaires, conduits sur des
tabacs habitués au stress salin, ont égalementiabbabservation de concentrations vacuolaires
de 780 et 624 mM pour les ions Net CI contre des concentrations cytosoliques de 96 miy po
les deux (Binzekt al, 1988).

L’'observation de la disparition d’'un gradient detpns préétabli dans des vésicules de
tonoplaste lors de leur incubation dans une soludi® Nd (Blumwald & Poole, 1985b ; Garbarino
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& Dupont, 1989) a suggéré pour la premiére foigisence d’un antiport Na/ H*, probablement
impliqué dans la détoxication cytosoliqgue du*Ndne telle activité a ensuite pu étre confirmée
chez I'espéce halophyRlantago maritimaalors qu’elle est absente chelantago mediasensible
au NaCl (Staaét al, 1991), ce qui confirme que la résistance au aseedtaines especes exploite ce
type de transporteur (Fukueaal, 1998).

La concentration intra-vacuolaire en” @st également impliquée dans la régulation de
I'activité de transporteurs d’anions, et en patieue transport de phosphates et de nitrates{Pla
et al, 1994), la vacuole étant d’ailleurs décrite potre &ne site majeur de stockage du nitrate
(Granstedt & Huffaker, 1982). Les travaux de Plenal (1994) ont mis en évidence I'existence
d’'un transporteur de type uniport permettant lumflde nitrate dans la vacuole (grace au potentiel
électrochimique existant de part et d'autre du pbeste), I'efflux de N@ étant régulé par un
symport NQ / H" (Blumwald & Poole, 1985b).

Si chez les plantes le phosphate semble majoritainé vacuolaire (jusqu'a 95 %), des
travaux conduits sur la levure évoquent sa présdans la vacuole dans des proportions variables
(entre 15 % (Kulaewt al, 1999) et 100 % (Ureclet al, 1978) du pool cellulaire). De facon
surprenante, pourtant, aucun transporteur tonaglesin’a clairement été identifié a ce jour. Le
stockage vacuolaire du phosphate semble cependambrdial pour la croissance cellulaire en
carence de phosphate (Westenbatrgl, 1989), ce qui suggére que la vacuole est lepsitdégié,
sinon exclusif, de maintien de 'homéostasie calteldu phosphate.

Le soufre est un élément essentiel de la vie edliket il est principalement assimilé sous
forme de sulfate au niveau des racines. Lorsgstiea excés dans le milieu, et notamment dans le
sol, sa concentration cytosolique peut étre régdéplusieurs facons par la vacuole. La présence
sur le tonoplaste d’ATPases permettant le tranghoioufre vers la vacuole (Kaisetral, 1989)
permet notamment d’augmenter la concentration Jageode soufre d'un facteur 10 dans les
cellules de mésophile d’orge cultivées sur un miliehe en soufre. Une telle accumulation a pu
aussi étre observée sur des vacuoles isolées (Kaiisal, 1989), maintenues dans un milieu
concentré en soufre (3. Chez les coniféres, un symport du sulfate aee€&’, le K" ou le
Mg** a pu étre mis en évidence (Hirteal, 1995). De facon trés intéressante, 'augmentat®ia
concentration de soufre dans la vacuole condusgiausn rétrocontrole de I'assimilation du soufre
a travers la membrane plasmique (Cram, 1983), vésdrez la lentille d’eal.émna minoy ou la
carotte Daucus carota Cette régulation passe par 'augmentation deiVae de pompes d’efflux
plasmalemmique, jusqu’a atteindre un équilibre eemiflux et efflux du sulfate au niveau de la
membrane cellulaire, qui stabilise alors la con@gian cytosolique (Rennenberg, 1984).

Le sulfate vacuolaire peut ensuite étre libéré Versytosol en fonction des besoins de la
cellule. ChezArabidopsis deux transporteurs, de type SULTRA4, sont respesale I'efflux de
sulfate. Observés a la vacuole grace a des expésede fusion traductionnelle avec la GFP
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(Kataokaet al, 2004), SULTR4;1 et SULTR4;2 ont été clairemens em évidence pour leur role
essentiel dans 'homéostasie du soufre.

Une autre source importante de soufre dans laleadkt due a I'absorption par les feuilles
de dioxyde de soufre (SDgazeux, généralement présent & hauteur de 1 § b’ dans
I'atmosphére. L’hydratation du S@ans le cytosol conduit & la formation de HSGQ?® et H',
nocifs pour les fonctions métaboliques. La vacupémet de stocker le dioxyde de soufre
excédentaire, pour des plantes soumises a des rntmat@ns atmosphériques allant jusqu’a
140 pg / M (Kaiseret al, 1989). Le devenir du soufre provenant du, &nosphérique est ensuite
incertain, mais il semble qu’il soit majoritairemie@duit en sulfate, qui est alors stocké dans la
vacuole. Ce dernier est utilisé dans le chloroplasbmme précurseur dans la synthése de la
cystéine et il a été proposé que cet acide amingi, @ue la méthionine, constituent deux formes de
stockage du soufre (De, 2001).

Le calcium est un composant essentiel du réseaigdalisation cellulaire. Sa concentration
libre cytosolique est maintenue a un tres faibleeamu en absence de signal, inférieure au
micromolaire (100 a 350 nM ; Felle, 1989), alorsilqueut représenter jusqu'a 5 % de la masse
seche d'une plante (Broadle} al, 2003), sa concentration vacuolaire étant de f&mau milli-
molaire (1,5 a 2,3 mM; Felle, 1988). L'accumulatide ces ions dans la vacuole nécessite un
transport actif, assuré par 2 types de transpatedes ATPase de type P (Steal, 2000), et des
antiports C&' / H', appartenant a la famille CaxXtion eXchangerShigaki & Hirschi, 2006). Si
les ATPases présentent une plus haute affinité fgooalcium (K, = 0,2 a 1 uM) que les CaX
(Km ~ 10 uM), leurturnoverest décrit pour étre plus lent, ce qui suggérerdies différents pour
ces deux transporteurs dans le maintien et le liedainent des concentrations calciques
cytosoliques. A l'inverse de linflux vers la vadap la libération du calcium ne nécessite pas
d’énergie, et passe par au moins 4 transportelgsx canaux voltage-dépendants (VVCa et SV), et
deux canaux de typeligand-gated» (Sandergt al, 2002).

De facon surprenante, les canaux de type V\AZm((olar Voltage-gated G8 s'ouvrent
pour des potentiels de membrane positifs coté oltes notamment pour des potentiels compris
entre + 25 et + 40 mV (Johannes al, 1992). Ces valeurs sont en dessous des potedgels
membrane mesurés entre le tonoplaste et le cytasyur de + 50 mV c6té cytosol (Sze, 1985), et
compte tenu de la différence de concentration s ©&" entre ces deux compartiments, ce type
de régulation semble peu compatible avec le maintie 'homéostasie calcique cytosolique.
L'ouverture de ce transporteur est également aetpay le calcium, mais aussi inhibée par les
protons vacuolaires, susceptibles alors de comttéléermeture du canal en conditions normales,
mais non lors de la libération de Cadans le cytosol, ce qui pourrait I'impliquer dans
I'amplification d’un signal calcique existant, iaération de CZ faisant basculer le canal vers une
conformation ouverte.
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Les canaux de type S\&lpw-activating Vacuolarsont parmi les canaux ioniques les plus
connus de la vacuole, en particulier grace a llifieation d’'un membre de cette famille : TPC1
(Two Pore Chanel,IFuruichiet al, 2001). Ce transporteur est lui aussi activé @aalcium, mais
également par le magnésium (leeial, 1999), ce qui suppose la présence de deux stdaison
aux métaux : I'un, catalytique, spécifique du aateiet I'autre, activateur, acceptant le calcium ou
le magnésium avec des affinités comparables (deréodu millimolaire, Peiet al, 1999). A
linverse, certains métaux lourds @nNi?*) présentent une activité inhibitrice (Carpane@)3.

Ce transporteur est décrit pour étre le canal Us pbondant du tonoplaste, avec une densité de
'ordre de 1 protéine / umz2, et la perte d’efflldaque vacuolaire de type SV (réponse lente) chez
les mutantspcl (Peiteret al, 2005) suggéere qu'il est le seul de ce type Iséadiu tonoplaste.

On peut noter que plusieurs études conduites sweliules de gardes, dont I'ouverture et la
fermeture des stomates font intervenir le*’‘Caomme messager secondaire, montrent une
implication de I'inositol 1,4,5-triphosphate gIFDeWaldet al, 2001) et du cADP Ribose (cCADPR,
Grabov & Blatt, 1999) dans la libération de calciuers le cytosol. La caractérisation moléculaire
de tels transporteurs n’a toutefois pas encorecéiésée, et leur localisation tonoplastique njest
totalement avérée. Le calcium libéré pourrait detefvoir pour origine le réticulum endoplasmique
(Martinecet al, 2000 ; Navaziet al, 2001), des expériences de patch-clamp réalisgessuoles
isolées n'ayant pas permis de confirmer leur prés¢Rottosin & Schonknecht, 2007).

c) Stockage de lI'eau

La vacuole est le lieu principal de stockage dau’'dans la cellule végétale, et participe a ce
titre au maintien de la turgescence cellulaire. &gsaporines vacuolaires (TPonoplast Intrinsic
Protein) assurent toutefois un transport passif des m@écet c’'est grace a l'instauration d’'un
gradient de solutés de part et d’autre de la memebvacuolaire que I'eau y est accumulée. Les
cellules de garde sont, en particulier, soumisede afréquents changements de leur pression
osmotique, qui permettent l'ouverture et la fermetdes stomates. Si plusieurs mécanismes
participent a ce processus, c’est principalemedclimulation et le re-largage de solutés dans la
cellule qui induisent I'accumulation et le re-laggade I'eau, permettant respectivement I'ouverture
et la fermeture du stomate (Schroederal, 2001). La concentration cytosolique en calcium es
déterminante dans la transmission du signal, et @encipalement la concentration cellulaire en
potassium (K), qui permet de modifier la pression osmotiquejaic la turgescence des cellules
de garde. Il est toutefois intéressant de noterlgugradient ionique n’est pas le seul moyen de
régulation des flux d’eau a travers le tonoplaségtaines TIPo(-TIP) présentant une régulation de
leur activitévia la phosphorylation d’un site spécifique (Maueehl, 2008).
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[.2.1.2 - Stockage de molécules plus complexes

a) Les acides aminés

La présence d’acides aminés dans la vacuole estieaepuis longtemps (Martinoé al,
1981), et résulte de plusieurs processus. La dagioadde certaines protéines par des protéases est
notamment une source importante d'aminoacides dansacuole, mais Iidentification de
nombreux transporteurs tonoplastiques impliquéss daar translocation, dans un sens ou dans
l'autre, atteste du réle actif majeur de la vacutdes I’homéostasie de ces éléments au cours de la
vie cellulaire, et notamment de leur influx depléscytosol. Plusieurs études, conduites sur des
vacuoles de mésophylle d’'orge, ont abouti & la raisévidence de transporteurs de phénylalanine
(Homeyer & Schultz, 1988), d’alanine, de glutamide, leucine et de méthionine (Diett al,
1990), d’arginine et d’aspartate (Martin@tal, 1991), ou encore de glycine (Goerlach & Willms-
Hoff, 1992). D’'une maniére générale, et bien queate de partition des acides aminés entre le
cytosol et la vacuole dépende fortement de l'antitzaet de I'espece végétale considéres, leur
concentration vacuolaire (LCreste relativement faible comparée a leur comagoh cytosolique
(Co). Certains travaux mentionnent par exemple uneamnation totale vacuolaire inférieure a 2
mM contre 275 mM dans le cytosol (Wintetr al, 1993). D’autres travaux concluent a un rapport
CJ/C, de 41, 38 et 26 pour respectivement la glutanienglutamate et I'aspartate, dans les feuilles
d’épinard (Winteret al, 1994), confirmant la faible teneur en acides @&witde la vacuole.

De facon intéressante, la partition cytosol / véewbez la levure semble tres différentes, la
C, étant décrite pour étre bien supérieure a:lal€s travaux de Wiemken et Nurse (1973) font état
chez Candida d'un pool vacuolaire correspondant a 90 % du tatellulaire. Si, chez
Saccharomycegerevisae la concentration vacuolaire est également plupomante que la
concentration cytosolique (d’un facteur 20), I'aciglutamique, qui compte pour un tiers du total
d’acides aminés, est par contre quasiment absdatv@euole (Wiemken & Diirr, 1974).

b) Les sucres

Sur terre, les plantes supérieures produisent 4i0idms de tonnes de saccharose par an,
constituant la forme principale d’énergie et deboae dans la plante. Synthétisé dans les feuidles,
saccharose est ensuite véhiculé a travers la plaatée phloeme, et si dans certains cas la
concentration de saccharose vacuolaire est deslgérieure a celle du cytosol (betterave sucriere :
C.=76 mM, G =514 mM; Saftneret al, 1983), elle lui est souvent inférieure (orge :
C.=232mM, G =21 mM ; Winteret al, 1993, épinard : &= 53 mM, G =11 mM ; Winteret al,
1994). Il arrive alors que, si le saccharose necsimule pas dans la vacuole, certains hexoses s’y
concentrent (Preisset al, 1992 ; Heineket al, 1994).
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Le transport du saccharose a travers le tonopiaistetervenir des voies de transport passif
de simple diffusion (De Leost al, 1988), ou actif (Wilson & Lucas, 1987). Dans eriler cas
c’est un transporteur secondaire de type antigartisarose / Hqui assure la translocation (Thom
& Komor, 1984). Plusieurs publications suggerentdois I'existence d’'un transporteur d’hexoses
(glucose, fructose ...), qui expliquerait la présedeeces derniers dans la vacuole. En 1986, les
travaux de Thom et de Maretzki mettent en évidemoe accumulation de saccharose et de
saccharose-phosphate a l'intérieur de veésicule®mgplaste de canne a sucre incubées dans une
solution d’'UDP-glucose (Maretzki & Thom, 1986). @etobservation reprenait I'’hypothese,
formulée quelques années plus tét, d’'un complextemue de synthese et de translocation des
sucres enchéassé dans le tonoplaste (Browne & Cqob®i8d), dont I'activité sucrose-phosphate
synthase serait cytosolique et I'activité sucrosesphate phosphatase vacuolaire (Havekeal,
1987). Un tel processus a dailleurs pu étre comdirensuite sur des vacuoles de betterave rouge
(Vol3 & Weidner, 1988), avec I'identification deaétivités enzymatiques permettant la synthese et
le transfert du saccharose, ATP-dépendant, depuisytosol vers la vacuole. Toutefois aucun
mécanisme similaire n’a pu étre observé jusqu’dseme sur d’autres especes végétales, pour
lesquelles I'hypothése de transporteurs indépesddas mécanismes de synthése semble plus
probable (De, 2001). Plus récemment, un groupetiite chezArabidopsis thalianaine famille
de transporteurs tonoplastiques de monosaccharidppelée Tonoplast Monosaccharide
Transporter (TMT, Wormit et al, 2006), qui catalyse l'import de glucose et frsetadans la
vacuole via la force proton-motrice. Ces transporteurs sonteajour les seules protéines
responsables de l'influx d’oses dans la vacuolaatarisées d’'un point de vue moléculaire et
fonctionnel cheArabidopsis Les membres d’'une autre famille de protéinesytitiés chez I'orge
(HVSUT, Weschkeet al, 2000) etArabidopsis(AtSUT4, Weiseet al, 2000), agiraient plutét
comme symport saccharose 7, ldt participeraient donc a I'efflux, de la vacuots le cytosol, du
saccharose (Neuhaus, 2007).

c) Acides organiques

Plusieurs autres composés organiqgues sont stoehes ld vacuole, certains d’entre eux
participant a des processus meétaboliques cellsladmadamentaux. Parmi ceux-ci, des acides
organiques de plusieurs types peuvent étre idéstiflans la vacuole. Il s’agit soit d’acides
dicarboxyliques (oxalate, malate, ou tartrate ; Wemg1981), soit d’acide tricarboxylique (citrate,
Muller et al, 1996). Ces métabolites sont décrits comme étaguantité suffisante pour atteindre
parfois 50 % de la masse seche de certaines fgudteleur concentration vacuolaire peut étre
amplement supérieure a celle du cytosol (jusqu®iadans le cas de I'acide citrique ; De, 2001).

Leurs fonctions sont diverses : le citrate estlstatans les vacuoles des fruits du citronnier
et entraine une baisse du pH vacuolaire jusqu'avaleur de 2,5, et le malate peut participer au
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maintien de 'homéostasie cellulaire (contrdle aléurgescence par exemple) ou a la photosynthese
chez les plantes a métabolisme crassulacéen (pldatgype CAM). Chez celles-ci, le €6st fixé
durant la nuit par la phosphoénol-pyruvate carbasg| et stocké dans la vacuole sous forme
d’acide malique, apres l'action de la malate deshy@nase. De jour, les stomates se ferment pour
limiter les pertes d’eau et le malate vacuolaitdibéré dans le cytosol, ou il est transformé &3 C
+ pyruvate par I'enzyme malique NADP-dépendanterdplastique. Le C@est alors fixé par la
RuBisCO pour sa réduction en glyceraldehyde-3-patep

Le premier transporteur vacuolaire d’acides orgaesqa été identifié en 200&tDT,
Emmerlichet al, 2003) sur la base de son homologie avec un syni\@tacide dicarboxylique
humain localisé dans le rein. De fagon intéressaatecontrairement a son homologue de
mammifére AttDT semble transporter plus particulierement leateglet n’est pas énergisé par un
co-transport des acides organiques avec le soddums. récemment, un second transporteur a été
également identifieAtALMT9, Kovermannet al, 2007), ces deux protéines participant a l'influx
de malate dans la vacuole.

d) Anthocyanes

Les anthocyanes sont des pigments souvent prédants les vacuoles des cellules des
pétales de fleurs, ou elles ont un réle attractgaur les insectes, quoiqu’elles puissent étre
egalement impliquées dans la protection celluleirgtre les UV (Moriet al, 2005). Non seulement
essentielles pour leur stockage, les vacuoles sgrnalissi étre le lieu de synthése des anthocyanes,
certaines activités ayant été suggerées pourdtoplastiques (De, 2001).

Le transport des anthocyanes a travers la membanmlaire peut étre le fait de plusieurs
mécanismes. Leur acylation dans le cytosol, pamei® permet leur prise en charge par un
transporteur (Hopp & Seitz, 1987), et une autrenforde transport, conjugués a un glutathion, a
aussi été mis en évidence (Mares al, 1995). Une fois dans la vacuole, le changement
conformationnel induit par le pH piege le pigmentileest alors fréquent que les anthocyanes
forment des structures denses globulaires, appey@e®plastes. Cette concentration particuliére de
pigments comprend également des protéines dont \gBR4& été décrite comme étant impliquée
dans la formation de ces cyanoplastes (N&twsd, 1997).

.2.2 - Implication de la vacuole dans des fonctions méiabes

[.2.2.1 - Anabolisme

Si le rble le mieux connu des vacuoles est le sipelou la dégradation, elles peuvent étre
également, en quelques occasions, le siege deaedifés activités de biosynthése, que ce soit a
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l'intérieur de la vacuole ou lors du passage detabodites a travers le tonoplaste (Browne &
Coombe, 1984). Ces processus de biosynthese vaeuaféectent des voies métaboliques tres
diverses.

La synthése du saccharose au niveau du tonoplaspartd du glucose-phosphate
cytosolique, évoquée précédemment, est un exengatvité anabolique reliée au tonoplaste. Des
invertases sont également présentes dans la vaeti@ssurent un équilibre entre les hexoses
(glucose, fructose) et le saccharose. Le métabeldes sucres est d’'ailleurs également représenté
dans la vacuole a travers la synthése de fructdakssque I'inuline), des polymeres de fructose
constituant une réserve de carbone (Kedteal, 1988).

La derniere étape de la synthése de I'éthyléngrtr gle I'acide 1-aminocyclopropane-1-
carboxiligue, a également été observée dans laolaoiMayne & Kende, 1986). Une telle
localisation de I'étape ultime de la synthese d’hoamone est intéressante, et semble résulter de la
nécessité d’'un environnement particulier, optin@lmnxcette synthese. Les auteurs montrent en effet
gue, si la synthése d'éthylene a lieu dans desolesuntactes, la destruction du tonoplaste par
divers moyens (découplants ou congélation par el@rhibe cette activité, suggérant la nécessité
d’'un gradient ionique de part et d’autre de la memé. Cette hypothése est d’ailleurs soutenue par
'observation d’'un accroissement de la synthes¢hgléne avec I'augmentation du pH du milieu
d’incubation entre 5 et 7,5.

Un grand nombre de plantes, principalement desllEsrilesApocynaceadex. pervenche
de Madagascar), deSolanaceagex. tomate) et dePapaveraceadex. pavot), est capable de
produire et de stocker des alcaloides dans la V@cla pervenche de Madagasc@atharanthus
roseu$ a été particulierement étudiée pour sa capacigyrdhétiser plus de cent alcaloides
différents, dont certains ont une forte valeur piagologique (tels que la vinblastine un inhibiteur
de la polymérisation de la tubuline utilisé notamingans le traitement de cancers). Cette synthése
nécessite comme préecurseur le géraniol, produs taonhloroplaste, qui est transporté a l'intérieur
de la vacuole, ou vont se dérouler les premiemgseétde synthese conduisant a la production des
alcaloides. Le transport du géraniol est assuraiparprotéine de type cytochrome P450 liee a la
membrane, G10H (geraniol-10-hydroxylase, Meigr al, 1993), qui convertit également le
géraniol en 10-hydroxygéraniol. Ce dernier est gagrtansformeéyia plusieurs étapes vacuolaires,
en secologanine, qui est alors couplée a la tryipeumar une strictosidine synthase pour former la
strictosidine, le précurseur de tous les alcaloiddsliques. La suite du processus de synthése est
moins bien connue, et pourrait faire intervenir dapes cytosoliques et vacuolaires. La
strictosidine serait transportée vers le cytosaoleogroupement glucose serait €liminé, conduisant a
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la formation d’ajmalicine, ensuite ré-importée ddasvacuole (De, 2001). Elle y subirait alors
d’autres modifications, notamment sous I'actiorpdeoxydases (ajmalicin® serpentine).

Les alcaloides une fois synthétisés sont en régiérgle retenus dans la vacuole, leurs réles
dans la défense contre les pathogénes (Vazquez-Etoal, 2004) en faisant des molécules
potentiellement toxiques pour le métabolisme cailal Cette importance de la séquestration
vacuolaire des alcaloides a d'ailleurs été récenmmmnfirmée par I'observation de la formation de
nombreuses vacuoles dans des cellules en cultumeises a une exposition de quelques minutes a
de la cocaine (Yet al, 2008).

[.2.2.2 - Dégradation et recyclage des constituants cellg@sir

Surtout connue pour son réle dans les processusayelage et d’autophagie, la vacuole
présente effectivement un potentiel hydrolytiquepamant, incluant tout autant des activités
protéasiques et glycosidiques, relativement biemi@s dans la littérature, que des activités ge ty
estérases (phosphomonoésterases, phosphodiéstetrasgsylésterases) et nucléases (Aedl,
1989), probablement impliquées dans le turn-oves dembranes et dans celui des acides
nucléiques.

a) Activités protéasiques

Parmi les protéases cellulaires, les endopeptidsses décrites pour étre exclusivement
vacuolaires. Les aminopeptidases majoritairemeiaisojiques, peuvent aussi étre présentes dans la
vacuole. Comparées aux formes cytosoliques, lesidaspes vacuolaires présentent une grande
stabilité lorsqu’elles sont soumises a des attaguetolytiques, et sont capables de dégrader les
protéines du cytosol plus efficacement que leséasss cytosoliques (Carett al, 1987), ce qui
souligne leur role fondamental au cours des mécwmssd’'autophagie. Leur activité est toutefois
extrémement réguléeja leur dépendance a un pH optimum d’activité (Castual, 1987), mais
eégalemenvia la présence d’inhibiteurs de protéases dans laola¢Ryan, 1980).

Moriyasu et Tazawa (1988) furent parmi les premimnettre en évidence une activité
protéasiques a l'intérieur de la vacuole en rengsicpar perfusion, une partie du contenu de
vacuoles purifiés par une solution de BSA qui ediceement digéré apres 16 h d’incubation. Le
remplacement total et non plus partiel, de la foacsoluble ne permettant pas d’observer une
guelconque activité protéasique, les auteurs comia la présence de peptidases solubles, et non
associées a la membrane, dans les vacuoles (Moydsizawa, 1988). De facon tres intéressante,
ce type d’expérience mit également en évidencepbirtance de l'intégrité du tonoplaste pour cette
activité, aucune dégradation protéique n’étant oése lors de I'incubation de BSA dans une
suspension de vacuoles lysées (Canal, 1985).
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Les activités protéasiques de la vacuole intengahmlans le cadre de plusieurs fonctions
cellulaires. Elles sont par exemple impliquées dandégradation de protéines annormales, qui
peuvent étre spécifiguement dirigées vers la vacafih d'y étre recyclées. Un tel mécanisme a pu
étre mis en évidence suite a I'expression de pregéimutées, fonctionnelles ou non, dans des
cellules de plantes, redirigées vers la vacuolelgpanétabolisme cellulaire pour y étre dégradées
(Pueyoet al, 1995 ; Chang & Fink, 1995).

Les protéases vacuolaires peuvent également imierdans la maturation de certaines
protéines. Celles-ci, non fonctionnelles dans kesyl, deviennent actives apres maturation dans la
vacuole (phosphatase alcaline vacuolaire par exenmdaet al, 1995). A l'inverse, la vacuole
peut étre impliquée dans la régulation négativd'atgivité de certaines protéines a travers leur
dégradation, dans le cadre dwmnoverplus ou moins rapide (Canet al, 1985).

Quoique mis en évidence uniquement chez la levuneautre aspect particulierement
intéressant des activités protéasiques de la va@aoisiste en la régulation de la signalisatioerint
cellulaire (Chvatchkaet al, 1986). Certaines levures émettent en effet désoptones protéiques
(facteurs a et), qui se lient a des récepteurs plasmalemmiques. c@mplexes sont ensuite
internalisés puis transportés dans la vacuolesosoiht dégradeés.

b) Autophagie

L’autophagie est un processus particulier au caluguel des fractions entieres non
sélectives de cytosol, pouvant éventuellement iedlies organites, sont transférées dans la vacuole
pour y étre dégradées. Ce phénomeéne est connusdiemgitemps et fait partie des premieres
fonctions attribuées a la vacuole (Villiers, 196Ce processus peut avoir principalement deux
origines : une carence en éléments nutritifs caahiia un recyclage d’'une partie des éléments
cellulaires, ou une évolution de la cellule vers spécialisation.

Le phénomene d’autophagie lors d’'une carence caganpu étre mis en évidence suite a
I'observation par microscopie électronique d’'unedaégression du cytoplasme, associée a une
expansion de la vacuole, chez des cellules cultid@ms un milieu pauvre en carbone (Auleért
al., 1996). Ces mémes travaux montrent toutefois ‘@eévation des processus d’autophagie dans
la cellule ne dépend pas de la quantité de suacelfarose ou hexoses) disponible, mais plutdt de
la présence de substrats de la respiration (pyeustiglycérol en particulier) pour les fonctions
mitochondriales. L'importance de ces processus dang®ponse de la plante aux carences est
également soulignée par I'hypersensibilité de nistaffectés dans les mécanismes d’autophagie
(Atatg4adb-) lorsqu’ils sont cultives dans des conditions tanies en différents nutriments
(Basshanet al, 2006).
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L’autophagie prend des proportions extremes lordgueacuole est lysée dans le but de
libérer dans le cytosol les hydrolases qu’elle iemt ce qui conduit a la mort de la cellule. Ces
processus particuliers ont par exemple lieu lorkad#fférenciation cellulaire et ont été notamment
observés lors de la formation de cellules latie$érchez Euphorbia characias lors du
développement des cotylédons ou lors de la gaméésge(De, 2001 ; Basshagh al, 2006). Ce
phénomeéne est également a l'origine de la formadiorxyleme primaire, a partir des cellules du
meéristeme (Wodzicki & Humphreys, 1973). Dans umpeg temps, la cellule stoppe son activité
photosynthétique et commence a produire la parcorstaire. Elle augmente alors la synthése
d’enzymes hydrolytiques, DNase ou protéases aes@rotamment, qui sont stockées dans la
vacuole. Lorsque la consolidation de la paroi eshinée, la vacuole est lysée et I'ensemble des
enzymes libéré dans le cytosol.

On retrouve un processus identique lors de l'attmadu programme de mort cellulaire
induit par des pathogenes (réponse hypersensiBGle)mécanisme requiert la présence d’une
protéase particuliere-VPE (Vacuolar Processing Enzyeune protéase a cystéine comparable
aux caspases (intervenant dans le programme decelbraire chez les mammiferes). Lors d’'une
attaque par certains pathogenes, cette protéassumstprimée sous forme de préprotéine. Son
autolyse en proprotéine dans le cytosol permetabeumuler dans la vacuole, ou une nouvelle
maturation permet de l'activer. La vacuole estsalgsée et les protéases libérées (Seay & Dinesh-
Kumar, 2005).

.2.3 - Protection cellulaire

Le troisiéme réle principal de la vacuole tient slaa capacité a assurer la protection de la
cellule contre un grand nombre de toxiques. Ellengé non seulement de confiner ces éléments
loin des fonctions métaboliques principales, médles leéberge en outre des enzymes capables de
dégrader certains de ces toxiques et des métab(diteles organiques par exemple) qui participent
a la réduction du potentiel toxique de certainsokéstiques.

[.2.3.1 - Détoxication des xénobiotiques

Les xénobiotiques définissent les composés d’aiginthropique. De fagon générale, ils
désignent plus particulierement les drogues, pdsscou herbicides présents dans la nature et
auxquels peuvent étre soumis les organismes biplegi Chez les plantes, leur détoxication est
étroitement liée a la vacuole, qui intervient ddesr séquestration et éventuellement leur
dégradation. On peut définir trois phases dans rlicgssus conduisant a leur détoxication
(Ishikawa, 1992).
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La phase d’activation (phase I) est cytosoliqudaitintervenir des enzymes et notamment
des cytochromes P450 (Barrett, 1995) catalysantydiation, la réduction ou I'hydrolyse du
xénobiotique. Cette étape a pour but d’ajouterdeuendre accessible, un groupement fonctionnel
permettant I'adjonction d’'un glucose, d’un glutatiiou d’un acide glucuronique (phase II).

Le conjugué résultant de la phase Il est généralemgmoins actif sur sa cible initiale, ii)
plus hydrophile, iii) moins mobile et, iv) plus fement transportable pour sa compartimentation.

L’élimination, ou la compartimentation, des conjagu(phase 1) est généralement
considérée comme [|'étape ultime dans le processysatection. Si le transport des molécules vers
'apoplaste est connu mais peu mentionné dansttiraiure, leur compartimentation dans la
vacuole a fait I'objet de plusieurs travaux. Lexamsport a travers le tonoplaste est assuré par des
protéines de type ATP Binding Casette (&ual, 1997), capables de prendre en charge un large
spectre de métabolites. Un méme transportatMRP2) est par exemple décrit pour étre capable
de transporter tout autant les conjugués du glatatiqgue les produits du catabolisme de la
chlorophylle (Luet al, 1998).

1.2.3.2 - Détoxication des espéces actives de I'oxygéne

Les especes actives de I'oxygene (EAO : peroxydgdibgene HO,, radical hydroxyle
OH, ion superoxyde © ion hydroxyle OH...) apparaissent dans la vie cellulaire suite &iplurs
facteurs (exposition aux UV, a certains métaux deuou a certains xénobiotiques) et leur
accumulation dans le cytosol est extrémement daoger pour la cellule. Particuliérement
nucléophiles, ils sont susceptibles de réagir awectrés grand nombre de métabolites, mais
également avec les membranes, induisant leur d@éstiu La production de telles molécules est
d’ailleurs un mécanisme de défense de la planttreaertains pathogenes, en tant que molécule
toxigue mais également en tant que composante daidade signalisation (Garcia-Bruggetrr al,
2006).

Outre le glutathion qui participe activement a &odication des EAO, la cellule végétale
bénéficie de plusieurs autres molécules intervedans la protection contre les EAO : ascorbate,
caroténoides ou flavonoides par exemple. Les flaid@s, en particulier, sont décrits pour étre en
forte proportion dans la vacuole. lls interviendrdi toutefois plus spécifiquement dans la
détoxication de I'HO,, suffisamment stable pour diffuser a travers lesntoranes. Certains travaux
suggerent méme une action conjointe d’'une peroxydasuolaire avec les flavonoides dans la
réduction du peroxyde d’hydrogéne (Yamasgtial, 1997).

[.2.3.3 - Compartimentation des métaux lourds

b

Un autre aspect du rble de la vacuole dans la grote cellulaire a travers la
compartimentation de divers toxiques est sa capaciséquestrer les métaux lourds (métaux de
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densité supérieure a 5g / YmOnN distingue généralement les métaux lourds tayaa activité
biologique (ZA*, CU* par exemple), de ceux n'en ayant pas, qui sonlusixement toxiques
(Hg**, Cd* par exemple). Cette notion de toxicité reste toigefortement dépendante de la
concentration considérée et la cellule végétalé fdtwment réguler la quantité d’'ions métalliques
libres dans le cytosol. L’excédent peut alors eétefiné dans la vacuole soit sous forme de sels
d’acides organiques (Krotgt al, 1989), soit lié a des molécules plus spécialisélass que les
phytates ou les phytochélatines (pour revue vant@ns, 2006).

Cet aspect du réle de la vacuole dans la détogitates métaux lourds, et en particulier
dans la détoxication du cadmium, sera plus dévélaans la suite de la synthese bibliographique.

Il - Le stress cadmium chez les plantes

L’industrialisation croissante de cette derniéreaidie est a I'origine de la libération dans
la nature de quantités toujours plus importantesndgaux lourds, et notament de cadmium (Cd).
Tous les écosystémes, aquatiques ou terrestres,tamhés, soit du fait d’'une contamination
directe (épandage d’engrais, exploitations miniergs soit suite a la libération dans 'atmospheére
des métaux\ia la combustion d’énergie fossile par exemple) quitsensuite disséminés. Les
concentrations en cadmium sont alors trés variagtlednscrivent dans un intervalle compris entre
0,04 et 35 uM (Sanita di Toppi & Gabrielli, 1998 plupart des sols présentant une concentration
en cadmium inférieure a 0,32 uM (correspondanat@oihdance naturelle de cet €élément). Une terre
est considérée comme modérément polluée si la ntratien en cadmium est comprise entre 0,32
MM et 1 uM. Dans la plante, le cadmium est exckmient toxique et affecte de nombreuses
fonctions physiologiques telles que la photosyrghsmétabolisme de I'azote ou I'assimilation de
nutriments (Sanita di Toppi & Gabrielli, 1999) put également étre a I'origine d’une dérégulation
de la balance hydrique (Poschenrieg¢ral, 1989), en particulievia son homologie avec le
calcium (dérégulation de I'ouverture des stomates)cadmium est également décrit pour étre a
I'origine de la production d’espéces actives deygene, bien qu'il ne participe pas directement a
leur formation, comme c’est le cas par exemple pewuivrevia les réactions de Fenton et/ ou
Haber-Weiss. Il est également susceptible de s@& FADN, et donc de modifier I'expression des
genes (Deckert, 2005).

Au-dela d’'une concentration de 1 uM le sol est itléomme fortement pollué, et pour les
cas extrémes, seules les especes végétales hypemndatrices peuvent se développer.
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1.1 - Entrée du cadmium dans la plante

Il n’est toutefois pas aisé de faire un parallélesla concentration des métaux lourds dans
le sol et leur concentration dans les végétaux.biocglisponibilité du métal est soumise a de
nombreux facteurs tels que le pH, la quantité detémes organiques, la température, ou encore la
concentration du sol en ions divers.

L’assimilation du cadmium par les plantes se faxclesivement par les racines
(concentration atmosphérique quasi nulle) et esirée par des transporteurs ioniques {ZReé*,

Cd* par exemple) suffisamment peu spécifiques poumptre au cadmium de s'y lier et d’étre
transporté. Une concentration importante de ceae¥és dans le sol contribuera, par compétition, a
limiter I'entrée du cadmium dans les racines (Clespe2006). Chez le blé, le transporteur de
calcium LCT1 Low-affinity Cation Transporter)la par exemple été caractérisé quant a sa capacité
a transporter le cadmium, sa surexpression enrsgdi@vures rendant ces dernieres hypersensibles
(Clemenset al, 1998). Le transport de cadmium par LCihlplanta n’a toutefois pas pu étre
confirmé. ChezArabidopsis si 'homologue de LCT1 n’'a pas été identifié, undre catégorie de
transporteurs de métaux (ZIZRT/IRT-like Proteip a été décrite pour étre la principale voie
d’assimilation du fer dans la plante (Curie & Bria003 ; Vertet al, 2002, Figure 2), et leur faible
spécificité les conduit a transporter égalementite, le manganese, le cobalt ou le cadmium
(Korshunovaet al, 1999). Ce n’est toutefois pas le cas de tousrgasporteurs de cette famille,
IRT2 ne transportant pas de cadmium en systemedéViertet al, 2001).

Une autre protéine de cette famille, IRT1, a étéemén évidence pour sa capacité a
transporter le cadmium (Korshunogtal, 1999). L’expression de IRT1 est induite par uaence
en fer (Connollyet al, 2002), ce qui confirme encore l'influence de tm@entration en métaux
autres que le cadmium sur son assimilation parldat@ Le transport du zinc par certaines
protéines (ZIP1, ZIP2 et ZIP3) a aussi été mordréroe étant partiellement inhibé par le cadmium
en systeme levure (Gro&t al, 1998), le transport du cadmium par des protéieetype ZIP ayant
été démontré chez les mammiferes (Dakbl, 2005). Ces résultats suggérent, la également, une
compétition entre les ions métalliques (dont lenaiakin) dans leur assimilation.

Si, d'une maniere générale, I'accumulation de cadmidans la plante semble résulter
exclusivement d’'un transport peu spécifique deét&mnent strictement toxique, on peut toutefois
mentionner I'existence d’'un écotype de I'especeemgrcumulatricd hlaspi caerulescen®&cotype
Ganges) présentant unyKelativement faible pour le cadmium (0,2 uM - Landd al, 2001)
associé & une assimilation du cadmium méme en kxgeés de Zfi. Les auteurs concluent &
'existence chez cette espece d'un transporteucifigpée du cadmium, seul exemple de la
littérature. Une deuxiéme particularité concermistence, chez la diatomée marirtealassiosira
weissflogij d’'une enzyme (anhydrase) contenant un site @egidix pour le cadmium (Lanet al,
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2005). Ceci représente l'unique cas d'un organigooer lequel la présence de cadmium
intracellulaire correspond a une réalité physiajogi qui pourrait expliquer I'existence dans le
vivant de transporteurs spécifiques de ce métal.

1.2 - Chélation des métaux, et plus particulierement duadmium, dans la

plante / Répartition tissulaire des ions métalligue

bY

La faculté des plantes a répartir les métaux lqunddamment entre les racines et les
feuilles, est liée a la nature du métal et a I'espeegétale considérée. Le cadmium a, plus que
I'arsenic par exemple, une certaine propensiorigdndre les feuilles, les fruits et les grainesgta
généralement les organes les moins exposes (Cle2@ds). C’est d'ailleurs cette distribution du
cadmium a traves les différents tissus de la plante conduit a son entrée dans la chaine
alimentaire (pour revue, voir Graet al, 2008) et expose les hommes a ses effets.

Chez certaines plantes (dites hyperaccumulatrices),capacité importante a concentrer le
métal dans les feuilles est associée a un phéndigypelérance, ce qui révele le caractére essentiel
de cette répartition dans la résistance contrmtggaux lourds.

[1.2.1 - Transport par le systéeme vasculaire

La capacité d'une plante a distribuer le cadmiumsddivers tissus, et ainsi a limiter son
accumulation au niveau des racines, dépend prilecEnt de sa capacité a utiliser le systeme
vasculaire comme vecteur de cette répartition. €node, conduite sur le blé et visant & comparer la
répartition du cadmium entre deux cultivars a m®nfu’'une concentration particulierement
importante du cadmium dans les graines de l'unétegypes était associée a une concentration
importante du cadmium dans le phloéme de ce méotgper(Harris & Taylor, 2004).

Cette mobilité des métaux a lintérieur de la pbargst fortement dépendante de
'environnement chimique des toxiques. La plantgpdse de chélatants, dont la synthese peut étre
modulée en fonction de la concentration intra-¢aite de métaux et capables de lier ces ions afin
de limiter leur réactivité dans la cellule et deemd contrdler leur dispersion.

Le chargement par le xyleme des métaux toxiquest @¢ne décomposé en trois
phases (Figure 2) :

- (i) la chélation de I'ion dans le cytosol des delturacinaires

- (ii) le transport des complexes ainsi formeés, oenéwellement de I'ion seul, a travers la

voie symplastique pour aboutir &
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- (iii) la libération de l'ion dans le xyleme.
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Figure 2 : Principaux flux intra-cellulaires du cadmium, depa son entrée dans les cellules racinaires jusqga
libération dans le systéme vasculaitee cadmium entre par les racines via des transpostée métaux (ZIP) ou des
canaux calciques (LCT1). Une fois dans le cytdesl,ions métalliques en exces sont chélatés, laraatu ligand
déterminant le devenir du métal. Ce dernier pete &) exportévia la voie symplastique vers le systéme vasculaire

ou il est distribué a I'ensemble de la plante, danb(ii) stocké dans la vacuole. Le transport dessi passe
généralement par leur complexation a des molécatesidentifiées (X), bien que des ATPases de tyfleMA4)
puissent assurer une translocation des ions, soused non liée, délivrés par des complexes de diligat Une fois
dans le xyléeme, d’autres ligands peuvent éventuelte prendre le relais (Y = nicotianamine ou acdaiteique par
exemple). Dans le cas d’'une compartimentation Viaigo le cadmium peut traverser le tonoplaste sfuume non
liée, via un transporteur de type antiport €a/ H* (CAX2). L'accumulation du cadmium dans la vacupéeit
également passer par sa chélation, dans le cytpsolles phytochélatines (PC), des peptides détidarglutathion.
Les complexes PC-Cd ainsi formés, de faible poidééculaire (LMW) traverseraient le tonoplaste via u
transporteur non identifié (transporteur ABC ?), gurraient évoluer ensuite vers des formes de phwg poids
moléculaire (HMW), peut-étre suite a l'incorporatia@e soufre. Certains auteurs suggérent égalensefdrination
d’'autres complexes Cd-Z (Z = acides organiques).cbafinement du cadmium de cette maniére assurart
séquestration a long terme du toxique, et limitesai re-libération vers le cytosol, notamment g ¢ransporteurs
de métaux peu spécifiques tels que NRAMP3. D'dplérsens, 2006.

Plusieurs travaux mettent en évidence I'importasthedigand dans le transport des métaux
par le xyleme. Dans le cas du nickel, la présenaistiiine exogéne permet d’élever le taux de
transport du métal par le xyleme d’'un facteur 5@zcAlyssum montanunet plusieurs hyper-
accumulateurs de nickel répondent au stress nugtallpar une élévation de leur concentration
intra-cellulaire en histidine (Kramest al, 1996). De la méme maniere, d’autres travaux ont p
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montrer que la nicotianamine (Pieh al, 1994 ;Mariet al, 2006), I'acide citrique (Sendest al,
1995), ou les phytochélatines (Goagal, 2003 ;Chenret al, 2006) sont susceptible de lier des
meétaux pour en faciliter le transport xylémien neaissi phloémien.

Ces mécanismes de prise en charge d’'ions métalligaiele xyleme pour en assurer la distribution
a travers I'ensemble de la plante sont primordidams I'assimilation de métaux essentiels (Zn ou
Fe par exemple). Il est alors fort probable queélaartition des métaux exclusivement toxiques
comme le cadmium exploite ces mémes meécanismes &maeens, des travaux réalisés sur le blé
ont pu montrer qu’un exces de Zn dans le milieuitifutle la plante induit une diminution de la
répartition feuilles / racines du cadmium. A cerjaune ATPase de type P (HMAHKIgavy Metal
transporting ATPase )4 localisée a la membrane plasmique, a été idéatifpour sa capacité a
transporter les métaux lourds et pour son réle givtebdans la redirection des ions vers le systeme
vasculaire (Verregt al, 2004).

[1.2.2 - Distribution du cadmium dans la plante : cas paligc des trichomes

La distribution du cadmium a travers I'ensemble ldeplante permet entre autre de
multiplier les sites de stockage, notamment enuteancerne la séquestration vacuolaire du métal,
décrite plus loin. Mais elle peut également perraatie transporter le métal vers des sites depuis
lesquels il est possible de I'excréter. Ce typ@mbeEessus a, en particulier, été mis en évidenee ch
le tabac (Choet al, 2001). Les auteurs montrent en effet que desgptimtabac soumis a de fortes
concentrations de cadmium présentent une augnamtli nombre de leurs trichomes, des cellules
particulieres présentent sur les feuilles de aeetaiplantes. La fonction de ces trichomes varie
d'une plante a l'autre, et peut étre impliquée dandéfense contre les pathogénes aussi bien que
dans la diffusion du menthol chez le geRtentha Chez le tabac, elles sont notamment le siége de
la formation de sels de cadmium, solides, qui sdots excrétés. De facon trés intéressante, ce
mécanisme a pu également étre mis en évidencedesurmétaux essentiels, tels que le zinc, en
complexe avec des carbonates de calcium ou dessamidaniques (Sarret al, 2006).

1.3 - Mécanismes cellulaires de la détoxication du cadnul

Deux voies principales conduisent a la détoxicatiea ions métalliques excédentaires dans
le cytosol. La premiére, détaillée précédemmentples spécifique des cellules des racines, depuis
lesquelles les ions sont exportés le xyleme, vers les parties aériennes. La secoodgiste en un
confinement des ions toxiques dans la vacuole. €&rielr mécanisme a fait I'objet de hombreux
travaux, mais un certain nombre d’acteurs prot&ges particulier les transporteurs, restent a
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identifier. Il peut étre décomposé en trois phasetwipales : (i) la chélation des ions cytosoligjue
principalement par les phytochélatines, (ii) letanslocation dans la vacuole, et enfin (iii) leur
neutralisation.

[1.3.1 - Synthese des phytochélatines

[1.3.1.1 - Structure et occurrence des phytochhk&si

Les phytochélatines (PC) sont des peptides de fermGlu-Cys}-Gly, ou n est compris entre 2 et
11, généralement inférieur a 5 (Rauser, 1995). dbgaiht appelées métalothionéines de classe I,
elles sont synthétisées de maniere enzymatiquetia ga glutathion (Figure) et constituent une
composante essentielle de la tolérance au cadmiisgue des mutants affectés dans la synthése
des PC présentent un phénotype d’hypersensibilfiusieurs métaux lourds (€d Hgf*, Zr?*;
Howdenet al, 1995). La présence de nombreux thiols, portésgsacystéines, permet la chélation
de certains cations divalents, ce qui conduit,ecatitre, a diminuer la concentration de métause libr
dans le cytosol et de limiter leur grande réadiviEn conditions standards, la quantité de cuivre
libre dans une cellule de levure est, par exempiérieure, a 1 atome (Rast al, 1999). Ces
processus de chélation sont & eux seuls un fadeuolérance important, et certains travaux
mentionnent, pour des lignées surexprimant les gohgiatines, une augmentation de la
concentration en cadmium cellulaire, associée phémotype de résistance (Clemensl, 1999).

Ces peptides sont représentés de facon ubiquidains le regne végétal, des algues aux
dicotylédones, en passant par les monocotylédddasles retrouve également chez certaines
levures, notammen$chizosaccharomyces pomlmeais aussi chez le vé&aenorabditis elegans
(Vatamaniuket al, 2001). Toutefois, si la structure de base desgohglatines reste globalement
constante d’'une espece a l'autre, elle peut présentelques variations, notamment en ce qui
concerne l'acide aminé terminal, habituellement uglgcine (Gly), constituant alors les
isophytochélatines (Figure). Cet acide aminé peut étre remplacé par une reda@andida
glabrata- Rauser, 1995), une sérine (riz - Klaphetlal, 1994), ou un glutamate (mais - Meuwly
et al, 1995). De facon trés surprenante, de récentaurarealisés au laboratoire dans I'équipe ont
permis de mettre en évidence, chimbidopsis 'ensemble des isoformes de phytochélatines
connues (Sarrgt al, 2006 ; Ducruixet al, 2006).

[1.3.1.2 - Synthése des phytochélatines — indud®la synthése par le cadmium

Purifiée et caractérisée pour la premiére foisréirpde Silene cucubaluéGrill et al, 1989),
la phytochélatine synthase (PCS) catalyse l'adjonati’'un dipeptide [Glu-Cys], provenant d’'un
glutathion, sur un groupemeniQGlu-Cysh-Gly. La premiére isoforme caractérisée sur un plan
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moléculaire, PCS1, a été simultanément clonée gmuges indépendantes en 1999 (Vatamaniuk
et al, 1999 ; Clemenst al, 1999 ; Haet al, 1999). Plus tard, une seconde PCS, PCS2, a égalem
pu étre identifiée et clonée (Cazale & Clemens,120Cette derniére semble toutefois moins
déterminante dans la réponse au stress cadmiusayesgoression ne permettant pas de restaurer un
phénotype sauvage chez un mufacdl(Lee & Kang, 2005).

L’activité de la phytochélatine synthase, génénalet active sous forme oligomérique, est
strictement dépendante de la présence de métaexces dans le cytosol. Le cadmium est l'ion le
plus activateur, puis viennent, par potentiel diation décroissant, I'argent, le plomb, le zine, |
cuivre, le mercure et I'or (Cobbett, 2000). En 2086s travaux sur la PC@1Arabidopsispurifiee
ont montré que ce n'est toutefois pas une liaismactt du cadmium a un site spécifique de
'enzyme qui permet son activation, mais plutétdt&déduit du substrat, le glutathion, en thiokdg¢e
glutathion : Cd(GS)ou Zn(GS) par exemple (Vatamaniu al, 2000).

Si ce type de régulation est sans doute le prihoqale de contréle de la production des
phytochélatines au cours d’'un stress, des résutatgadictoires évoquent toutefois une possible
régulation transcriptionnelle de la PCS par le cdadm Alors que certains auteurs concluent a une
constance de I'expression de PCS1, méme au counssifess (Cobbett, 2000), des expériences
d’analyse transcriptomique sur puce a ADN montrere augmentation transitoire de la quantité
d’ARNmM codant pour PCS1 pour les temps courts diskn au cadmium (Herbetet al, 2006).

Figure 3: Synthése des phytochélatines et des isophytochélat (A) : Le

| oSt |/~ Glu . s 3

; i glutathion est synthétisé a partir de la cystei@gq), du glutamate (Glu) et de
E yGlu-Cys i la glycine (Gly) sous les actions successives dag dnzymes GSH1 et GSH2.
Glutathion csia| ~0 La phytochélatine synthase catalyse ensuite I'adtjon d'une sous-unité
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! Glutathion i sur une phytochélatine (PC) précédement synthétigéer former des

E \ (Glu-Cys-Gly) 1 holymeres » de glutathion, de formuleGlu-Cys}-Gly. (B): Suivant
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: Phytochélatine synthase (PCS) b L . . .

; \ v i isophytochélatines (IsoPC) apparaissent. Cellesanit des PC dont l'acide

E F Gly  aminé terminal n’est pas une glycine mais une alarfila), une sérine (Ser),
Phytochélatines(PGC,) une glutamine (GIn) ou un glutamate (Glu). L'origimles IsoPC n’est pas
o [yGlu-CyskGly ' connue chezArabidopsis et pourrait résulter, comme c'est le cas chez

frmmmmmmmmmmmemeeeeeeeeeo—._.. Ordeum de la synthése d'Isoglutathion, GSH2 catalysdajolit d’une
1 (B) IsoPhytochélatines (IsoPC)
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i yGlu-Cys]-Gin i

i [yGlu-Cys]-Glu
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11.3.1.3 - Conditions limitantes de la synthése plegtochélatines

La synthése des phytochélatines dérive de celle gtliathion, une seule étape
supplémentaire, éventuellement réitérée un cenambre de fois, permettant la synthése dg &@C
partir de PG, et d’'une nouvelle molécule de glutathion. La caggade la plante a augmenter la
guantité de PC cytosoligue est donc strictemeneidgnte de la quantité de glutathion disponible,
et par conséquent des quantités de chacun desatiioies aminés le composant : la cystéine, le
glutamate et la glycine.

a) Régulation de la voie d’assimilation du soufre |dign stress cadmium

La cystéine est un acide aminé soufré qui suppartenction thiol (-SH) indispensable au
potentiel de chélation du glutathion et des phyétatimes. La disponibilité du soufre et sa
réduction, qui a lieu principalement dans le chiteiste (Buchneet al, 2004), est doncyia la
production de cystéine, un facteur limitant impottde la production des phytochélatines.

Ce phénomene a été clairement mis en évidence sauitkes expériences d’analyse
d’expression génique sur puce a ADN (Herbedteal, 2006). Une exposition de plantules
d’Arabidopsisau cadmium conduit a une induction de I'accumaiatiie soufre dans la plante,
corrélée a une augmentation de I'expression deieuitss transporteurs de sulfatS8ULTR1;),
localisés au niveau des racines. D’autres transpis;t tels qusSULTR2;1 localisé au niveau du
systeme vasculaire racinaire (Takahasthal, 2000) ouSULTR4;1 localisé au tonoplaste pour le
transport du sulfate vacuolaire vers le cytosot ggalement induits par le cadmium.

Une étape importante dans I'assimilation du soafreonduisant a la synthese de cystéine
est la réduction du sulfate. Celle-ci est réalisge3 étapes, aboutissant a la synthése de sulfure
d’hydrogene (HS) directement utilisé par la cystéine synthasetteCeduction est catalysée
successivement par une ATP sulphurylase, une AR t&Ese, et une sulfite réductase. Les travaux
réalisés par Herbett al. (2006) mettent en évidence, dans les racinegjugtion de I'expression
de l'une des 4 ATP sulfurylase (At3g22890), et dedes 4 APS réductases (At1g62180,
At4g04610) identifiees cheArabidospsis Conjointement a cette augmentation des activités
d’assimilation et de réduction du sulfate, on obseune redirection tres claire de la voie
d’assimilation du soufre vers la synthese de cyst€Barryet al, 2006), au détriment de celle des
glucosinolates. Ces métabolites secondaires, ingdiglans la défense contre les pathogénes et les
herbivores, constituent en effet un pool importdat soufre réduit. Leur synthése, a partir de
certains acides aminés (et notamment la cystéindlndenosine 5’-phosphosulfate, est fortement
réprimée lors d’'un stress cadmium (Figure 4) cepgumet d’augmenter le flux métabolique vers la
synthése de cystéine puis ¢g&lu-Cys, premiéres étapes de la synthése du giomathl est
intéressant de noter que cette régulation de ld/aissimilation du soufre est tres semblable la cel
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observée lors d’'une carence en soufre, en ce aquiecoe le métabolisme des glucosinolates par
exemple (Hiraket al, 2004), ou I'induction des transporte@9LTR1;1let SULTR2;1(Takahashet
al., 2000).

b) Importance de la disponibilité en glycine lorssttess

Au cours de la premiére étape de la synthése dathion, leyGlu-Cys formé est pris en
charge par la glutathione synthase (GSH2), quiyssd’ajout d’une glycine (Gly) pour former le
glutathion (Figure 3). Des travaux menés par I'pguiSarryet al, 2006 ; Ducruixet al, 2006) ont
montré que, lors d’une exposition au cadmium, lantgité de glutathion présente dans des cellules
en culture décroit de facon dramatique, dés lesartmations les plus faible (5 uM). En paralléede, |
guantité de PC augmente, de méme que celle de€isofhomoPC) et des isoRE Cette
induction est proportionnelle a la dose de cadmiutaquelle sont exposées les cellules, et révéle
une apparition échelonnées des difféerentes isofarnhes PC sont détectées, quoique trés
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Figure 4 : Régulation de I'expression génique des enzymesligoges dans I'assimilation du soufre dans les
racines de plantules d’Arabidopsis thaliana exposéeun stress cadmiuni.es ARNm des plantules exposées a 0, 5
et 50 uM de cadmium pendant 2, 6 et 30h ont étdidéds a des puces CATMA (Complete Arabidopsis
Transcriptome MicroArray), et les rapports d’exps@s (Traité vs. Controle) de 24.576 génes mesl@sigure
indique les valeurs obtenues pour certains gemapligués dans la voie d'assimilation du soufre éhandant a
I'exposition au cadmium (les génes dont I'exprassst stable ne sont pas figurés). Le chiffre epaeenthése
indique le nombre total d’enzymes catalysant lactiém considéréeD’apres Herbette et al. (2006)
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faiblement, méme en absence de cadmium, alorsepuédmoPC ne sont observées qu’a partir
d’'une exposition a 5 uM Cd, et que les isgR@soPGn, et isoPGy, ne sont mesurées qu’a partir
d’'une exposition a 200 uM Cd (Saryal, 2006 ; Ducruixet al, 2006).

Ces analyses ont également mis en évidence, pswolecentrations fortes d’exposition
(200 uM Cd), une augmentation significative dedargité deyGlu-Cys. Cette observation suggere
une limitation importante de la synthése de glidattdans sa derniére étape, due a une faible
disponibilité en glycine. Ce phénomene pourraitligxer I'apparition des isoformes des PC, qui
seraient alors produites a partir d’isoGlutathi@u¢Cys-Ala, Glu-Cys-Ser, Glu-Cys-GIn ...). La
production d’homoPC a d’ailleurs été précédemmentétée a la production d’homoglutathion
chez plusieurs especes (Rauser, 1995).

Cette hypothese a été testée par I'ajout de glyekugene dans le milieu de culture des
cellules lors d’'une exposition au cadmium. Si ceti@érience a bien conduit & un retard de
I'apparition du pic deGlu-Cys et entraine une augmentation de la quasieiteC, elle a également,
conduit & une augmentation de 'ensemble des ig@RICruix et al, 2006). Ces résultats indiquent
gue, si la quantité de glycine disponible est d¢iffement un facteur limitant de la synthese des PC,
ce n'est pas une carence en cet acide aminé qailastgine de I'apparition des isoformes RC
PGser PGoin et PGy. Cette observation renvoie a I'hypothése seloudle la phytochélatine
synthase posséderait des affinités différentes mms$r substrats au niveau du site accepteur
(accueillant la PE4) et du site donneur d&lu-Cys (Overet al, 2002). Pour la synthése de Ple
site accepteur serait capable d'utiliser un lafggce de substrats (GSH, PCmais aussi iSoGSH
et isoPG.1), alors que le site donneur @&lu-Cys serait plus spécifique du GSH que de ses
isoformes.

[1.3.2 - Compartimentation des métaux lourds dans la vacuole

[1.3.2.1 - Transporteurs tonoplastiques responsside I'influx de Cd

Les mécanismes succédant a la chélation cytosoligueadmium, en particulier par les
phytochélatines, sont relativement mieux connug cleetaines levures que chez les végétaux. Chez
ces levures, les complexes PC-Cd formés dans lesalytlou bien (GSLd dans le cas de
Saccharomyces cerevisjagui ne produit pas de PC) sont transloqués dansatuoleyvia une
protéine de type ATP Binding Cassette (ABC). Cagpmrteur, YCF1Yeast Cadmium Factor) 1
chez Saccharomyces cerevisidei et al, 1997) ou HMT1Heavy (Metal Transporter)lchez
Schizosaccharomyces pom{@rtiz et al, 1992), a été caractérisé pour son réle primodhals la
résistance au cadmium, des levures mutées pour poegines présentant un phénotype
d’hypersensibilité au cadmium (Szczypitaal, 1994).
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En dépit de travaux visant a l'identifier (Bowett al, 2005), un tel transporteur n’a jamais
été caractérisé chez les plantes. Toutefois, Imctation conjointe de phytochélatines et de
cadmium dans la vacuole lors d’'un stress a étdiét@fogeli-Lange & Wagner, 1990), bien que
leur transport a travers le tonoplaste sous foremeatinplexes PC-Cd n’ait jamais pu étre confirmé.
Le réle de la vacuole dans la protection cellulawatre le cadmium n’est donc pas remis en cause,
les auteurs mesurant dans des vacuoles purifiégstdbté du cadmium et des phytochélatines
présents dans les cellules. Si le transport du wadmeous forme de complexes PC-Cd n’a jamais
été clairement établi chez les plantes, d’autrassporteurs tonoplastiques, a linverse, ont été
caractérisés pour leur implication dans la ségatstr vacuolaire du cadmium. En particulier, une
activité de type antiport GdH* a pu étre détectée dans des fractions microsond@escine
d’avoine (Salt & Wagner, 1993), et il a alors éuggéré qu'un transporteur €41" vacuolaire
puisse catalyser la translocation du*Cdeux antiports Ca/H" ont été localisés & la membrane
vacuolaire, CAX1, de relativement haute affinitg,(K 13,1 uM), et CAX2, de plus basse affinité
(Km > 100 pM) (Hirschiet al, 1996). Les auteurs proposerent alors que CAX2responsable de
transport C8/H*, ce qui fut confirmé plus tard (Koren'ket al, 2007; Korenko\et al, 2007b).

[1.3.2.2 - Devenir du cadmium vacuolaire

L’'une des formes de stabilisation du cadmium vaau®lpourrait consister en une chélation
des ions par des acides organiques tels que keitfoxalate ou le malate. Cette hypothese,
proposée a l'origine pour expliquer la compartimaéion vacuolaire du Zn (Mathys, 1977), fut
reprise plus tard pour le cadmium (Kragg al, 1989) sans toutefois étre démontrée. Un travail
original de simulation informatique de la spéciatidu cadmium cellulaire (Wangt al, 1991)
suggere une répartition du Cd entre des ligand&igies (PC) et des ligands de type acides
organiques (AO) dépendante de la concentrationcert@n soufre, et du pH du milieu considéré.
Les auteurs concluent a une prédominance des crespl®C-Cd pour les plus hautes
concentrations en cadmium (de l'ordre du micromelaau millimollaire), alors que pour des
concentrations nanomolaires les complexes AO-Cds(ue exclusivement citrate-Cd) seraient
majoritaires.

Des extraits obtenus a partir 8e pombeexposés a du cadmium contiennent deux types de
complexes PC-Cd, résolus par gel-filtration : demglexes de faible poids moléculaire (LMW,
Low Molecular Weight comprenant essentiellement des, lBCdes Pg; et d’autres de haut poids
moléculaire (HMW,Heavy Molecular Weight Ces derniers sont toutefois absents des soutshes
levureshmtl (transporteur vacuolaire des complexes phytodhélsicadmium, Wt al, 1995), ce
qui suggere que la translocation dans la vacudecdmplexes PC-Cd est essentielle a la formation
des complexes de haut poids moléculaires. L'exitgtale ces deux types de complexes est moins
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claire chez les plantes, bien gu’ils aient pu ésolus chez plusieurs espéces végétales (Rauser,
1995).

La modification de ces complexes d'un faible venshaut poids moléculaire permettrait,
d'une part, de diminuer le pouvoir osmotique desléndes séquestrées, mais également
d’augmenter la stabilité des complexes, notammemt Ijmcorporation de soufre. Ce type de
structure, associant le cadmium, les phytochélatieele soufre, est observé chez les levures
(Dameronet al, 1989) comme chez les plantes (Rauser, 1995)apport $/Cd semble différent
d’'une espéce a l'autre, et s'il est généralementpeis entre 0,15 et 0,40, il peut aller jusqu’a 1.
L’évolution vers une équimolarité entre le soufréeecadmium dans ces structures entraine alors la
cristalisation, et donc la précipitation, de pateés de sulfure de cadmium (CdS). Celles-ci,
retrouvées chez les levures comme chez les pléReeseet al, 1992), sont encore associées a des
phytochélatines et constitueraient la forme dekstge privilégiée du cadmium dans la vacuole.

Il - Obijectifs de la thése

Il ressort de la synthése présentée sur la vamdglétale que, si les fonctions métaboliques
associées a cet organite sont relativement biemitecdans la littérature, peu de protéines
impliquées dans ces mécanismes sont identifiéegragome vacuolaire représentant moins de
1 % du total protéique cellulaire et la purificatide ces organites étant relativement délicate, ce
n’est que récemment que des analyses protéomiguéssur cet organite ont été mises en place
(Szponarsket al, 2004 ; Shimaokat al, 2004 ; Carteet al, 2004 ; Endleet al, 2006 ; Schmidt
et al, 2007). Cette faible connaissance du protéomeolaicae est probablement a l'origine du
manque d’information concernant les mécanismestdaestration vacuolaire du cadmium. Si les
étapes cytosoliques ont été identifiees, cellediguant directement la vacuole (transport au trawver
du tonoplaste et prise en charge des ions su@erdrinslocation) restent a déterminer.

Dans le but d’identifier les protéines a I'origimacuolaires impliquées dans la lutte contre
le cadmium, mon travail de these a consisté dangramier temps a proposer une méthode
d’isolement de vacuoles, dont jai pu verifier 8étde pureté. Dans un second temps, nous avons
initié une analyse protéomique de ces organitesgeatrométrie de masse, en collaboration avec le
Laboratoire d’Etude de la Dynamique des ProtéoGes.analyses avaient non seulement pour but
d’établir une liste des protéines vacuolaires lasptxhaustive possible, exposée dans le premier
chapitre, mais également de mettre en place dds etides méthodes d’analyse destinés a suivre
I'évolution qualitative et quantitative du protéante deuxieme chapitre détaille les cartographies
protéiques réalisées par IEF / SDS-PAGE et BluaeviaPAGE, qui devraient constituer une
référence pour le suivi de I'évolution des protéinacuolaires lors d’'un stress. L'ensemble de ces
données a pu étre ensuite exploité afin d’'idemtiians des analyses préliminaires, des candidats
aux fonctions étudiées. Le chapire Il présenttaliération d’'une base de données informatique
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destinée a réaliser cette étude, et l'identificatitun acteur potentiel de la signalisation celhgla
engagée lors d’'un stress provoqué par la cadmium.
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Matériels et Méthodes

I Biologie cellulaire

[.1 - Matériel Végétal

[.1.1 - Cellules en culture liguide Arabidopsis thaliana

L’étude protéomique a été réalisée sur des vacuddegellules de méristeme foliaire
d’Arabidopsis thalianavar. Columbia. Ces cellules sont maintenues dans ureuntie culture
liquide Murashige & Skoog (poudre basal medium gn&i, ref. M5519 - 0,44 % [p/ V],
saccharose 3% [p/v]; 2-4 D (acide 2,4- dichitwnoxyacétique) 0,02 g'L K;HPO, 0,3 M;
NaHPO, 30 mM; pH 5,5), dans des erlenmeyers de 250 riés Bont repiquées tous les 7 jours a
raison de 5 mL de cellules (sédimentées par cagaifon a 85 g, 5 min) dans 100 mL de milieu, et
placées sous agitation (135 rpm) & 22°C, en luntiénstante (35 pmoles de photorié.g1).

[.1.2 - Culturesin vitro

Les expériences visant a étudier linfluence de dancentration endogéne en
brassinostéroides sur la tolérance au cadmiuknattidopsis thalianant été réalisées sur de jeunes
plantules cultiveem vitro sur milieu nutritif gélosé. Les graine&rébidopsis thalianavar. Col-0)
sont stérilisées dans la solution de compositiovasite : Javel 15 % [v / v], Triton X-100 0,01 %
[v/v]. Elles sont ensuite semées dans des bdke®étri, sur un milieu ¥2 MS (poudre basal
medium (Sigma, ref. M0404) 0,22 % [p /v]; saacdsa 0,5% [p/v]; MES 0,05% [p/vV]; pH
5,7 ; Agar 0,8 % [p/V]), et les boites sont saedl avec du sparadrap. Apres 4 jours en chambre
froide pour synchroniser la germination des graitessboites sont placées en phytotron, sous 16 h
de jour (120 pE.fAs?, 56 % d’humidité, 21°C) et 8 h de nuit (56 % d'Hdité, 20°C). Pour
évaluer I'impact d’'un élément sur la croissance mlastules, celles-ci sont mises a germer 4 ou 7
jours sur un milieu standard, puis transféréesisunilieu de composition identique contenant le ou
les élément(s) a tester (CdBlCsigma, ref. 247510 ; EpiBrassinolide : sigmaf. rE1641 ;
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Brassinazole : TCI, ref. B2829). Les concentratiutdisées sont mentionnées dans la partie
résultats. Les plantules de 10 jours, ayant étésgs 6 jours, sont prélevées pour étre analysées.

.2 - Purification de vacuoles de cellules en culture Arabidopsis thaliana

[.2.1 - Préparation de protoplastes

La premiére étape consiste a préparer des proteplasgartir de cellules. Pour ce faire, les
cellules sont prélevées en phase exponentielleralssance (5 jours aprés repiquage), rincées a
'eau et séchées sur papier filtre a I'aide d’'ur@mpe a vide. Les cellules (environ 18 g) sont
ensuite incubées 2 h dans un cristallisoir a 3@8%0s agitation (70 rpm), en présence de 20 mL de
milieu de digestion (Mannitol 0,6 M; MES 25 mM; Gehse 2 % [p / v]; Pectolyase 0,5 % [p / v];
pH 5,5). La suspension est ensduite filtrée surtoile a bluter de 52 um de vide de maille afin de
retenir les cellules, en agrégats, tandis quera®plastes passent a travers. Le filtrat est ifagé
1 min & 1270 g et le surnageant éliminé. Le calotntenant les protoplastes, est remis délicatement
en suspension dans un tampon de rincage (MannifoMQ Tris-HCI 10 mM ; MES 15 mM ;
pH 7). Aprés une nouvelle concentration par cargafion, les protoplastes peuvent étre observés
au microscope et comptés sur lame de Malassezoirbne de protoplastes ainsi obtenu est de
9510° (+ 1310°) par gramme de cellules.

1.2.2 - Isolement de vacuoldméthode adaptée de Frangteal, 2002)

.2.2.1 - Méthode 1

La rupture ménageée des protoplastes est ensusietefe de facon a préserver les vacuoles.
Les protoplastes sont dilués trois fois dans uiemnifle lyse (milieu A : mannitol 0,2 M; ficoll 10 %
[p/Vv]; EDTA 20 mM; HEPES-KOH 5 mM (pH 8); préchédia 42°C) et 'ensemble est maintenu
a 25°C pendant 15 min. Les vacuoles sont alorsfi@esi sur un gradient discontinu de Ficoll
composeé de trois couches. Dans un tube de cerdttifugde 40 mL (tube SS34, Sorvall), on place
successivement un volume de protoplastes lység,\a#umes d’un mélange 1:2 [v:v] des milieux
A et B (milieu B : bétaine 0,4 M ; KCl 30 mM ; HEBEKOH 20 mM ; pH 7,5), et un volume de
milieu B. Ce gradient est alors centrifugé 20 mirl%00 g et les vacuoles sont prélevées a
linterphase des milieux A+B et B. Apres additioe dhilieu B (10 % du volume prélevé), la
suspension est centrifugée (1800 g pendant 20 omie) derniére fois afin de concentrer les
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vacuoles. Le surnageant est éliminé et le culotu(5@&n moyenne), composé des organites, est
délicatement prélevé.

1.2.2.2 - Méthode 2

Apres la lyse des protoplastes, la suspensionl@astgen premiere couche d’un gradient de
trois couches 7,5 % - 5 % - 0 % de Ficoll (la caugttermédiaire est composée d’'un mélange 1:1
[v:v] des milieux A et B). Apres centrifugation @%g, 20 min, 4°C) les vacuoles sont récoltées a
l'interphase des milieux A+B et B, puis diluées xléois dans un milieu de composition identique
(mélange 1:1 [v:v] des milieux A et B) supplémeat&c 5 % [p / v] de Ficoll (concentration finale
de 10 % de Ficoll). Cette suspension (1 volume)eastite placée dans un tube (SS34, Sorvall),
puis recouverte de 2 volumes d'un mélange 1:2 [d&§ milieu A et B (3,3 % de Ficoll), et de
1 volume de milieu B. Le gradient est centrifugéQQg, 20 min, 4°C), et les vacuoles purifiees
sont récoltées a l'interphase des milieux A+B epiis sont concentrées et récoltées comme décrit
précédemment.

.3 - Préparation de fractions enrichies en cytosol

La lyse ménagée des protoplastes, qui liberens ddsrvacuoles qu’ils contiennent, permet
également de préserver I'ensemble des organités clule. Le lysat cellulaire placé en premiere
couche du gradient de purification contient domtreeautres, le cytosol cellulaire, peu contaminé
par les protéines des matrices des différents degar(mitochondries ou chloroplastes par
exemple). Aprés centrifugation, les organites dsatycellulaire sont majoritairement sédimentés
tandis que les protoplastes sont remontés paaiiott, ce qui permet de recueillir une fraction
fortement enrichie en cytosol. Celle-ci est aloeatdfugée (15 min, 20 00§) pour éliminer les
éventuels organites restants, puis une derniérgifogation a haute vitesse (30 min, 100 Qf)0
sépare de la fraction cytosolique soluble d’évdstdébris membranaires résultant de la lyse du
plasmalemme.
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Il - Technigues biochimiques

1.1 - Séparation d’échantillons protéigues par électrophiese

[1.1.1 - Seéparation des protéines par électrophorese sdegalyacrylamide en

conditions dénaturantes

[1.1.1.1 - Electrophorése en une dimension (SD3GP)

Les échantillons protéiques sont solubilisés pauffage (a 90°C, pendant 90 s) dans un
milieu dénaturant et réducteur (glycérol 10% [p®JfT 100 mM; bleu de bromophénol 0,002%
[p/v]; Tris-HCI 0,05 M; pH 6,8)Quinze a cinquante microgrammes de protéines sepuses par
puits. Les gels sont constitués d’'une premieréegdite de concentration (acrylamide 5 % [p / v],
pH 6,8), et dune seconde dite de résolution (aomde 12% |[p/v], pH 8,8). Le
tampon d’électrophorése est constitué de glycine il; SDS 0,1 % [p/v]; Tris-HCI 25 mM
(pH 7,3). L’électrophorése se déroule a tempéraarkiante a un voltage de 60 V pendant 20 min,
puis de 150 V pendant environ 40 min. Les protéimiesi séparées en fonction de leur masse
moléculaire peuvent ensuite étre révélées par atdbor ou transférées sur membrane

[1.1.1.2 - Electrophorese en deux dimensions (lE3DS-PAGE)

Les cartographies protéiques par électrophorésanéigionnelle ont été réalisées en
collaboration avec Thierry Rabilloud (Laboratoird®8®, CEA - Grenoble). Les protéines sont
séparées en fonction de leur point isoélectriquea@us de la premiere dimension (focalisation
isoélectrique, ou IEF) puis en fonction de leur seasnoléculaire au cours de la deuxieme
dimension. Cent soixante quinze microgrammes dé&éimes (vacuolaires ou cytosoliques) sont
solubilisés dans 400 uL d'une solution de compmsiti urée 7 M; thiourée 2 M; CHAPS 4 %
[p/Vv]; DTT 20 mM et ampholytes. L'isofocalisati@tectrique est réalisée sur une bande de gel (ou
strip) de gradient de pH 3 - 6,75. La focalisats@nfait en plusieurs étapes au cours desquelles le
voltage est peu a peu augmenté : 12 h a 50 V, 2304/, 7 h a 1000 V, et enfin 12 h a 7500 V. Le
bas voltage permet d’éliminer les sels, et 'augiaton progressive permet d’éviter une surchauffe
du strip. Apres la focalisation, le strip est plaae sommet d’'un gel de polyacrylamide 12 % et
recouvert par la solution suivante : agarose apoast de fusion 1 % [p/v] SDS 0,2 %; Bis-Tris
0,15 M et bleu de bromophénol 0,002 % (indicateumndgration). L’agarose permet de maintenir
un milieu solide entre les deux gels et d’évitee des protéines ne diffusent latéralement. Un
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voltage fixe a 25V pendant 1 h est suivi d'un &gé fixe a 300 V pendant 5 h. Le gel est incubé
dans une solution d’acide acétique 10 % [v / \Jeeméthanol 50 % [v / v] avant d’étre coloré avec
du bleu de Coomassie colloidal.

[1.1.2 - Seéparation des protéines par électrophoréese sdegsdlyacrylamide en

conditions non dénaturantes

[1.1.2.1 - Premiére dimension : Blue Native PAGE

Cette technique, développée initialement par Sairagg von Jagow (Schagger & von
Jagow, 1991) pour isoler les complexes respiragaeela mitochondrie, est utilisée pour séparer les
complexes protéigues d’'un échantillon sans dissdéeseprotéines qui les composent. Elle utlise le
bleu de Coomassie G250, connu pour sa capacitér deB protéines, comme composé chargé
permettant la migration des protéines dans un chaewgtrique. A l'inverse du SDS, généralement
utilisé pour les électrophoréses en conditions wWeaates, ce dernier permet de charger les
protéines sans les dénaturer, la migration desnéitbas protéigues dans un gel de gradient
d’acrylamide permettant de séparer les complexdsrarion de leur masse moléculaire.

a) Méthode 1 : échantillons solubles

Les échantillons de vacuoles lysées sont centsfud®0 000 g, 30 min, 4°C) afin de
séparer les fractions solubles et membranaires.pt@®ines solubles sont alors concentrées sur
membrane de filtration (seuil d’exclusion de 3 kDa&prises dans un tampon de composition NaCl
50 mM ; acide amino-caproique 5 mM ; imidazole-HEOIlmM (pH 7). L’échantillon (100 pg au
minimum) est alors de nouveau centrifugé sur mengour atteindre une concentration finale
d’environ 1 pg.ul. Le gel est constitué d’'un gradient d’acrylamiBedq - 13 %) dans le milieu
suivant : acide amino-caproique 500 mM; imidazo{@-B5 mM (pH 7). Le gel de concentration ne
contient que 4 % [p / v] d’acrylamide dans un nulge composition identique. Le tampon cathode
est dans un premier temps composé de tricine 50imMazole 7,5 mM; bleu de Coomassie G250
0,02 %o [p / v], puis remplacé (aprés migration &8 tlu gel environ) par un tampon ne contenant
gue 0,002 %o [p / v] de bleu. Le tampon anode essimé d’'imidazole-HCI 25 mM (pH 7).

b) Méthode 2 : échantillons membranaires

Le culot membranaire est repris dans un tamponodgposition : acide amino-caproique
750 mM; dodécylmaltoside 1 % [p/v]; Bis-Tris 50Mm(pH 7), a une concentration proteique
finale de 5 pg.putt. L’échantillon (100 pg de protéines minimum) estibé 1 h dans la glace, puis
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de nouveau centrifugé (100 000 g, 30 min, 4°C)sluaageant contenant les protéines solubilisées
par le détergent est prélevé et le bleu de Coomassiajouté a raison de 0,5 % [p / v]. La totalité
de I'échantillon est ensuite déposée au sommet dkinde gradient d’acrylamide (5% -13 %
[p / v]) dans le tamponsuivant : acide amino-caguei500 mM; Bis-Tris 50 mM ; pH 7. Le tampon
cathode est composé de Tricine 50 mM ; Bis-Trisl; Bleu de Coomassie G250 0,02 %0 ou
0,002 %o [p / V], et le tampon anode de Bis-Trisndd pH 7.

[1.1.2.2 - Seconde dimension : SDS-PAGE

La piste de migration est découpée puis incubémiB0dans du tampon d’électrophoréses
en SDS-PAGE supplémenté avec du SDS (1 % [p /tvilug-mercaptoéthanol (1 % [v /V]), afin
de dénaturer les protéines constituant les comgpldx@ bande de gel est ensuite rincée 3 fois 10
min dans de l'eau et placée au dessus d'un gelype $DS-PAGE, incluse dans le gel de
concentration. La migration, de type SDS-PAGE fetdfie alors comme décrit précédemment.

[1.1.3 - Coloration des gels

[1.1.3.1 - Coloration au bleu de Coomassie

a) Bleu de Coomassie non colloidale

Le gel est placé dans une solution de compositiéthamol 50 % [v /v]; acide acétique
10 % [v / v]; bleu de Coomassie R250 0,005 % [p /Aprés 15 a 30 min, le milieu de coloration
est alors éliminé et remplacé par un milieu déewib(méthanol 50 % [v / v]; acide acétique 10 %
[v/V]), jusqu’a visualisation des protéines.

b) Bleu de Coomassie colloidale

Le gel est incubé 2 h dans une solution de bleCademassie colloidal (méthanol 34 %
[v/v]; acide o-phosphorique 2 % [v/V]; sudat’lammonium 17 % [p/ V] ; bleu de Coomassie
G250 0,065 % [p / v]), et la coloration spécifiqies protéines a l'intérieur du gel est totale afires
a 2 jours d’incubation. Le gel est ensuite consdavis une solution d’acide acétique 5 % [v / v].

[1.1.3.2 - Coloration au nitrate d’argent

Les protéines sont dans un premier temps fixées darbain de d’éthanol 30 % [v/V];
acide acétique 10 % [v/v] pendant 7 min, puigét est transféré dans une solution identique
supplémentée avec du thiosulfate de sodium (2,5,rpbHdant 7 min également. Apres 3 ringages
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a I'eau, le gel est placé dans une solution d’AgQ % [p / v] ; formaldéhyde 0,075 % et incubé
pendant 7 min a I'obscurité, puis rincé brievemess protéines sont révélées dans une solution de
composition NgCOs; 2,5 % [p/v] ; formaldéhyde 0,075 %. La réactaa coloration est ensuite
stoppée par ajout d’acide acétique (10 % du volume)

1.2 - Western-blot

[1.2.1 - Transfert des protéines sur membrane

Apres séparation sur gel de polyacryamide en camditdénaturantes, les protéines sont
transférées sur membrane de nitrocellulose perlard 80 V dans le tampon suivant : TGS 80 %
[v/v]; éthanol 20 % [v/v]. Apres transfert (MifProtean Ill electro module, BioRad, USA), la
membrane est lavée dans un tampon de ringcage : NlGhM; Triton X100 0,05 % [p / V] ; Tris-
HCI 50 mM (pH 7,5), et incubée 5 min dans une smtutle rouge ponceau (rouge ponceau 0,1 %
[p / v] ; acide trichloroacétique 0,5 % [p / v])jrafie vérifier le transfert des protéines.

[1.2.2 - Immunorévélation des protéines

La membrane est saturée dans le tampon de ringagenant 5 % [p/ v] de lait écrémé,
puis incubée 3 h a température ambiante en présiEntanticorps primaire. Aprés rincage (3 fois
10 min) dans le tampon sans lait, elle est incub&a température ambiante en présence de
I'anticorps secondaire. Celui-ci, couplé a la pgaase, est dirigé contre le fragment constant du
premier anticorps et s’y fixe. Dans un tampon deposition luminol 1,25 mM ; acide coumaric
0,2 mM ; HO, 0,025 % [v/V]; Tris-HCI 100 mM (pH 8,5), la mxydase catalyse une réaction
libérant un photon, la lumiére émise au niveauaderbtéine recherchée pouvant alors étre détectée
sur un film autoradiographique. Les anticorps piregautilisés sont décrits dans la partie Résultats

1.3 - Mesure d’activités enzymatiques

[1.3.1 - Activité de I'o-mannosidase - adapté de Boller & Kende, 1979

Le rendement de purification des vacuoles a étéurdea l'aide d’'un marqueur
enzymatique spécifique de celles-ai-thannosidase, qui catalyse la réactibncf. ci-dessous).
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Dix a cing cent microgrammes de protéines (vactesapu protoplastiques) sont ajoutés a 1,5
mL du milieu réactionnel suivant: acide citriquéd M (pH 5); p-nitrophényd-D-
mannopyrannoside 1 mM. La réaction est conduité°&€3Une aliquote de 450 uL est prélevée
a 15, 30 et 45 min de réaction et I'ajout de 720delNaCO; (1 M) permet d’arréter la réaction.
Apres, Les protéines précipitées sont éliminéedtribegation (15 min a 16 00§) et la
concentration de-nitrophénol §ne = 18,5 mM' cm™) libérée par la réaction, est dosée par

spectrophotometrie a 405 nm.
a-mannosidase
(1) p-nitrophényle-D-mannopyrannoside——» mannopaitrophénol

1 - Techniqgues de biologie moléculaire

.1 -  Amplification d’'un fragment d’ADN par PCR

Environ 0,5 puL d’ADN matrice est ajouté a 25 pL dilieu suivant: tampon Taq
polymerase (New England Biolab, USA) 1 X ; amorocew» : 2 UM ; amorce «fwd »: 2 uM ;
dNTP (désoxyribonucléide triphosphate) : 2 uM daqete ; Tag polymerase (New England Biolab,
USA) : 1,25 unités. L’amplification est réalisée saviron 30 cycles, chacun comprenant les étapes
suivantes : 45 s de dénaturation a 94°C, 30 s dilgtion a 58°C et 1,5 a 3,5 min d’élongation a
72°C (1 min par kilobase). L’amplification est agBe par 10 min d’élongation des extrémités a
72°C. Lefficacité de la PCR peut ensuite étre fidi par analyse par électrophorése sur gel
d’agarose de 5 pL de volume réactionnel.

Les RT-PCR, effectuées a partir d’ADNc, sont réagsa I'aide de ’ADN polymérase Taq
Titanium (Clontech, Takara Bio, USA). Pour 'ampiétion de fragments destinés au séquencage,
I’ADN polymérase utilisée est la Pfu (Promega, US#Y) présence de 3 mM de Mg@irsqu’elle
est utilisées sur des cDNA.
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1.2 - Expression de plasmides en systeme bactérien

[11.2.1 - Construction du plasmide

[11.2.1.1 - Clonage traditionnel

a) Vecteur pCR-Blunt [I-TOPO® (Invitrogen, USA)

Cette technique utilise la topoisomérase | du vWascinig qui se lie spécifiquement a
'ADN et clive le double brin aprés la séquenceC&CTT-3'. L'énergie résultant de cette
hydrolyse est alors conservée sous la forme d’is&oh covalente entre un résidu tyrosyl de la
topoisomérase et le phosphate en 3’ du brin cl3gtte liaison peut toutefois étre attaquée par
'extrémité 5’-OH d’'un nouveau fragment nucléotidegqui se liera alors au brin clivé, libérant la
topoisomérase. Un microlitre du « vecteur activBngarisé et lié a la topoisomérase | a ses deux
extrémités, est mis en présence de 0,5 a 4 pLfdagment d’ADN amplifié par PCR, et dont les
extrémités ont été déphosphorylées (1 h d'incubatad37°C, en présence de 0,1 U de phosphatase
alcaline par pmol d’extrémité).

Aprées 60 min d’incubation a température ambiants HactériesH. coli DH5a) sont
transformées avec les plasmides résultants du gdonia « vecteur activé » contenant le gene de
résistance a la kanamycine, et un insert (le gentusion) empéchant I'expression du géene létal
ccdB contenu dans le vecteur, seules les bactésiesformées par les vecteurs contenant I'insert se
multiplieront en présence de kanamycine.

b) Vecteur pGEM-T Easy® (Promega, USA)

Apres amplification par PCR d’un fragment d’int¢f@fuL de produit de PCR sont ajoutés a
5 uL de tampon de ligation 2X, 1 pL (50 ng) de gactet 1 pL (3 unités) de ligase. La réaction est
maintenue a 28°C pendant 1h, puis 5 uL de miliagtiénnel sont utilisés pour la transformation
de bactérie€. coli DH50, placées sur un milieu de culture LB, supplémewic 50 pg.mt de
kanamycine, 500 pg.mLd'IPTG et 80 pug.mt* de X-Gal. L'insertion du fragment au milieu du
géne de I@-Galactosidase permet de discriminer les coloresemant I'insert (colonies blanches,
n’exprimant pas I#-Galactosidase) de celles contenant le vecteur(ciolenies bleues, exprimant
la B-Galactosidase). Cette méthode de clonage utdsextrémités cohésives T-sortant du vecteur
linéarisé, qui se lient aux extrémités A-sortarg ffagments d’amplification générés par certaines
polymérases. Si la Pfu est utilisée pour I'étapargblification, une derniére élongation de 10 min
avec une polymérase de type Taq doit étre régisaeajouter les nucléotides dA aux amplicons.
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[11.2.1.2 - Clonage Gateway® (Invitrogen, USA)

Cette méthode est basée sur les propriétés de Ibbataison site-spécifiqgue du
bactériophage lambda. Un cocktail d’enzymes (clehgsermet une recombinaison entre les
séquences nucléotidiques attR1 et attR2 conteraresuh « clone entrée » et les séquences attL1 et
attL2, contenue dans un « vecteur destination si @@met un clonage directionnel de n'importe
guel fragment nucléotidique, placé entre attR1tt&23 dans n’importe quel « vecteur destination ».
De cette maniere, les ADN complémentaires (ADN@act plusieurs protéines identifiées par les
travaux de protéomique vacuolaire et présentes dang clone entrée » ont été clonés dans un
« vecteur destination », en aval du promoteur domitp35S du virus de la mosaique du choux
fleur (CaMV) et du géne rapporteur de la Green fescent Protein (GFP). La présence d’'un gene
de résistance a la spectinomycine sur le « vectestination » et celle du gene létal ccdB entre les
séquences attL1 et attL2 du « vecteur destinatigupprimé apres la recombinaison, permet la
sélection des seules bactéries ayant été transésrmar le « vecteur destination » contenant
I’ADNCc, alors appelé « vecteur d’expression ».

Les « clones entrées » contenant ’TADNc codantrdipeotéines (Tableau I) ont été achetés
au Arabidopsis Biological Resource Center (ABR@)NA Stock Center, et amplifiés dans des
bactérie€scherichia colDB3-1.

Le vecteur destination utilisé (pK7WGF2) a été obtelu VIB (Flanders Interuniversity
Institute for Biotechnology).

Tableau |: Clones « entré » obtenus via 'ABRC et contenams | ADNc des
protéines dont la localisation est a confirmer.

Clone ABRC Locus Protéine codée

U15125 At3g19820 DWF1

U16352 At1g19450 Transporteur de sucre hypothétique
U16861 At3g63520 CCD1

U17005 At5g58070 Lipocaline

U17016 At5g62740 Band 7

Uu17252 At3g16240 S-TIP
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[11.2.2 - Transformation de bactéries

[11.2.2.1 - Escherichia coli thermocompétentes

Quarante microlitres de bactéries coli DH50, DB3.1 ou TOP10 (Invitrogen) sont placés
dans la glace en présence d’environ 10 ng de piesmAprés 30 min d’incubation, les bactéries
sont soumises pendant 25 s a un choc thermiqué@ Puis replacées a 4°C pendant 2 min. La
suspension bactérienne est alors placée dans 96@ellB (Luria-Bertani) sans antibiotique a
37°C, sous faible agitation (80 rpm), pendant Elles peuvent ensuite étre étalées dans des boites
de Petri sur du milieu LB contenant de l'agar @8[p/Vv]) et l'antibiotique de sélection
(spectinomycine 100 pg.riLlou kanamycine 50 pg. ).

[11.2.2.2 - Agrobacterium tumefaciens électrocompétentes

Les bactéries\. tumefacien€58 (40 uL) sont placées dans une cuve a élecatipo, dans
la glace, en présence de 0,5 a 1 pL de plasmideEs.bhctéries sont alors soumises a un choc
électrique (2,5 kV), puis diluées avec 960 uL dedaBs antibiotique et placées a 28°C, sous faible
agitation (80 rpm), pendant 3 h. Elles sont ensgiitdées dans des boites de Petri sur milieu LB
contenant de l'agar (0,8% [p/v]) et l'antibiatigy de sélection (gentamicine 20 ug:hL
rifampicine 50 pg.mL et spectinomycine 100 pg.ilou kanamycine 50 pg.r).

[11.2.3 - Extraction de plasmides

Les plasmides sont purifiés a partir de culturebaeéries selon le protocole décrit par la
société Qiagen. Des cultures de 5 a 500 mL de testéont réalisées sur la nuit a 28%& (
tumefaciens ou 37°C E. coli) sous agitation constante (160 a 200 rpm). La bisaline des
bactéries permet de libérer 'ensemble de leursstitoants, notamment les acides nucléiques
(plasmides, ADN génomique et ARN). La lyse, en @nég de RNAses afin d’éliminer en partie les
ARN, est suivie d'un abaissement brutal du pH oquiane la précipitation de 'ADN génomique,
les plasmides restant en solution. Aprés centrifagapour éliminer les débris cellulaires et le
préecipité, le surnageant est passé au travers doioane de silice a laquelle se lient les plasmide
en condition de haute salinité. Apres plusieurad@s, les plasmides purifies sont élués par un
tampon alcalin (pH: 8,1), a faible teneur en sels.
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1.3 - Expression transitoirein vivo de protéines chimeres

[11.3.1 - Expression dans des feuilles de tabac

Des bactériesAgrobacterium tumefaciensouche C58 contenant les clones d’expression
sont cultivées a 28°C, en boite de pétri, sur milid8 (1,1 % [p/v] d’agarose, spectinomycine
100 pg.mLY). Aprés 72 h, les bactéries sont transférées dieuniquide et remises en culture
pendant 24 h, puis diluées 5 fois dans un milienddiction (MES 78 mM ; NapPO, 1,734 mM ;
NH4CI 18,7 mM ; MgSQ 1,2 mM ; KCI 2 mM ; CaGl 0,06 mM ; FeS®9 uM ; glucose 0,5 %

[p / v]; acétosyringone 0,2 mM) (Lawt al, 2002). Aprés 6 a 10 h, la suspension de bastést
diluée avec de I'eau pour ajuster la densité optigeesurée a 600 nm a une valeur de 0,5, puis elle
est infiltrée sous pression, a l'aide d’une seregans aiguille, dans la face inférieure de feuille
tabac Nicotianabenthamianfde 8 a 10 semaines. L’expression des fusions @6tine est alors
observable entre le$"? et £™jours, avec un maximum d’intensité at™Sour.

[11.3.2 - Expression dans des protoplastes

Les protoplastes sont préparés comme indiqué peéugdt (cf. p. 45), et leur densité
ajustée a 5.f0protoplastes / mL. Le milieu de rincage est remglpar du milieu W5 (NaCl 154
mM ; CaC} 125 mM ; KCI 5 mM ; glucose 5 mM ; MES-KOH 1,5 mMH 5,6). Dans un tube de
2 mL, 100 pL de protoplastes (soit 5%16ont ajoutés & 10 uL d’ADN (correspondant & 16Pat
incubés 10 min a 22°C. Une solution de PEG (PE@ 4% [p / v]; mannitol 0,4 M ; CagD,1
M) est ajoutée et 'ensemble est maintenu 30 nHA°&. Les protoplastes sont d’abord dilués avec
440 pL de milieu W5 et centrifugés 5 min a Ipafin de les concentrer, puis repris dans 1 mL de
milieu W5. lls peuvent alors étre conservés enebaie Petri pendant 4 jours sous faible
éclairement, jusqu’a observation.
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IV - Equipements particuliers

IV.1 - Identification de protéines par spectrométrie de mase

IV.1.1 - Principe de la spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est une technique pamheg déterminer la masse d’éléments
chargeés. Appliquée a l'identification de protéinebe que nous I'avons réalisée, elle consiste en
l'ionisation de peptides et de fragments peptidiguont la masse est ensuite mesurée par la
mesure de leur vitesse apres accélération danshampc électrique. Le spectrogramme obtenu
regroupe généralement I'ensemble des fragmenteplide a identifier, 'incrément de masse entre
deux fragments consécutifs correspondant le plusesd a un fragment alourdi d’'un acide aminé,
que I'on peut alors identifier. En calculant ceagae masse entre chaque pic du spectrogramme,
du fragment le plus Iéger (1 acide aminé) au pusd (peptide entier), il est possible d’accédkr a
séquence protéique.

L’ensemble des analyses par spectrométrie de mmaspa étre réalisée grace a une
collaboration importante avec le Laboratoire d’'Etudk le Dynamique des Protéomes (LEDyP,
CEA-Grenoble), et plus particulierement avec Michafjuinod, Lauriane Kuhn, Sylvie Kieffer-
Jaquinod et Jérome Garin.

IV.1.2 - nanoLC ESI-MS/MS

Lorsque plusieurs protéines différentes sont ptésedans un extrait a analyser, il est
nécessaire d’en réaliser un séquencage partiellgeigentifier. Pour ce faire, I'extrait est sosni
une digestion trypsique et les peptides résultagtgmrés par chromatographie liquide. Lorsque
plusieurs peptides différents apparaissent en méemps en sortie de la colonne
chromatographique, un premier spectrométre agitnoemn filtre et ne permet le passage que des
peptides identiques (en général le peptide le psesenté). Ces peptides sont ensuite fragmentés
par collision et un second spectrophotométre megsrenasses des fragments ainsi générés. Ceci
permet alors un séquencage des peptides et césngaite séquence protéique sont comparées aux
éléments d’'une base de données (http://www.matemse.com/cgi/ search_form.pl?FORMVER
=2&SEARCH) afin d’identifier les protéines présentians I'extrait.
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IV.1.2.1 - Préparation des échantillons

a) Préparation des échantillons apres électrophorasegel d’acrylamide

La piste de migration des protéines est découpdwiste en plusieurs fragments d’environ
1,5 mm. Chaque bande est alors décolorée (100 pNHIEICO; : CH;CN [50 : 50]) 30 min a
température ambiante, puis déshydratées dans 1@®pteonitrile (ACN) 100 %. L’ACN est alors
eliminé et les morceaux de gel, séchés sous uii¢, réhydratés par 100 uL &8, 7 %, 15 min a
'obscurité. Les bandes sont ensuite incubées @&nsglL d’'une solution de digestion (CaCl
10 mM, Urée 100 mM ; Tris-HCI 150 mM ; pH 8,1 : ¢EN [95 : 5], contenant 150 ng de trypsine
modifiée (Promega, Madison, WI)). Apres 5 h de sligm a 37°C, les peptides protéolytiques sont
extraits des bandes de gel par diffusion dans 5@’'uhe solution de composition Urée 300 mM ;
CH3CN 90 % pendant 30 min, sous sonication. Les swigtd’extraction et de digestion sont enfin
rassemblées puis sécheées, pour étre reprise per 88 CHCN 5 % [v / v], acide formique 0,2 %,
avant analyse en spectrométrie de masse.

b) Préparation des échantillons directement en sofutio

La fraction membranaire est resuspendue dans 8@quNHHCO; 25 mM pH 8,1 et
chauffée a 90°C pendant 10 min. La dénaturatioaless stoppée par 120 puL de méthanol froid a -
20°C. La digestion est alors réalisée sur la RUB5°C, avec un rapport trypsine / substrat de 1 %.
Enfin, du tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCP) hydhimride est ajouté pour une concentration
finale de 10 mM et la réduction des peptides réalipendant 30 min a 35°C. Les peptides
trypsiques sont enfin déshydratés dans 25 puL dg€C@IHb % [v / v], acide formique 0,2 %.

IV.1.2.2 - Analyse

Les échantillons (6 pL) sont injectés sur une cmdorPepMap pfg (LC Packings,
Sunnyvale, CA). L’élution séquentielle des peptidesd réalisée grace a 2 gradients linéaires
successifs : i) 10 % a 40 % de solutiof®N 90 % [v / V] ; acide formique 0,1 % [v / jpendant
40 min, puis i) 40 % & 90 % de solution B pendantin, avec un débit de 200 nL.rtin

Pour les analyses consécutives a la digestion latiso(150 ng de peptides), les gradients
utilisés sont de 15 % a 60 % de solution B pen@nmin, puis de 60% a 90% de solution B
pendant 5 min. Le spectromeétre de masse est calilsrées ions générés par la fragmentation du
Glu-fibrinopeptide B. Les parametres utilisés slest suivants : temps d’'analyse de 1 s de scan et
0,1 s d’interscan en mode MS, fenétres de rappaitsde 400-1400 en mode MS et de 50-2000 en
mode MS/MS. Une seconde analyse du méme échanaillea une liste d’exclusion des rapports
m/z majoritaires de la premiere analyse a été s@aliafin d’améliorer I'exhaustivité des
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identifications. Les fichiers générés sont tragegce au logiciel MASCOT, parametré comme suit :
enzyme = trypsine/proline, 1 «missed cleavagetormé, tolérance en masse des peptides =
0,25 Da, tolérance en mode MS/MS = 0,25 Da, chatgepeptides : +2 et +3.

Pour la digestion en gel : acétylation des extr&snN-ter, oxydation des méthionines en
sulfones et sulfoxides, FMA +1, FMA -1, acide cygte.

Pour la digestion en solution: acétylation desémités N-ter, oxydation des méthionines en
sulfones et sulfoxides, FMA +1, FMA -1.

Les protéines identifiées par au moins deux pegptieiedont le score Mascot est supérieur a
50, ont été automatiquement retenues. Pour lessaldis spectres ont été interprétés manuellement
et les protéines identifiées confirmées ou non.

IV.2 - Inductively Coupled Plasma - Mass Spectrometer (ICEIMS)

IV.2.1 - Principe

L’'ICP-MS est une technique permettant de doserusigges minutes plus de 50 éléments
de la table périodique & des concentrations relatant faibles : trés souvent inférieures a 1 jig.L
(1 ppb). Elle repose sur I'association d'une torzlptasma, capable d’ioniser les composants d’'une
solution, et d’'un spectrometre de masse quadrigolaérmettant de séparer ces ions et de les
envoyer sur un détecteur.

L'échantillon a analyser est amené jusqu'a une loteade nébulisation (chambre de Scott),
maintenue a basse température par un refroidissefiet Peltier. La nébulisation est assurée par de
'argon (gazeux) et un nébuliseur de type Babingtirle parcours en U de la chambre de Scott
favorise la sélection de fines gouttelettes qui msuite dirigées vers la torche a plasma. Celle-c
est constituée d'un plasma d’argon ou les tempégatatteignent 6000 a 10 000 °C et ou les
constituants de I'échantillon sont ionisés en cegtimonovalents. Une interface constituée de deux
cbnes de nickel permet d’affiner le faisceau d’jopsis un systeme de lentilles électrostatiques
permet d’extraire les cations et de débarrasséiseeau des photons et autres €léments neutres.
Enfin, un quadripble permet de sélectionner un oatpmasse / charge, correspondant a un isotope
d’intérét, qui est envoyé vers un détecteur de typéiplicateur d'électrons (HP4500 ChemStation
ICP-MS, Yokogawa Analytical Systems Inc, Tokyo, aap
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IV.2.2 - Préparation des échantillons et dosage du cadmium

Les feuilles (environ 200 mg) et les racines (emvit00 mg) de plantules de 10 jours sont
placées a 50°C pendant 3 jours afin de les désteydpaiis pesées. Elles sont alors minéralisées 8 h
a 85°C dans un bain a sec en présence de 4 mLnidlenge HN@ 75 % [v / v] (HNQ 65 %,
Merck, ref. 1.00441); HCI 25 % [v / v] (HCI 30 %, evtk, ref. 1.00318). L’échantillon est ensuite
repris dans 5 mL de HNQL % [v / V], et apres dilution, la concentratiom eadmium (isotopes
H2cd, Mcd et'?®Cd) est mesurée contre des étalons.
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Chapitre I : Analyse protéique globale de la

vacuole d’Arabidopsis thaliana

| - Mise en place d’une stratéqgie d’étude protéomigueld

vacuole d’Arabidopsis thaliana.

Chez la cellule végétale, la vacuole est, notamymiensite privilégié de stockage de
composés divers. Elle intervient tout autant dansaintien précis de 'homéostasie des ions ou
molécules essentiels que dans la séquestraticoxdpies, en particulier de certains métaux lourds.
Plusieurs publications font état de I'accumulaties ions métalliques (cadmium en particulier)
dans la vacuole au cours d'un stress, et il esérgggment admis que cette compartimentation
assure une protection de la plante, tout au moitéchelle cellulaire. Cependant, les mécanismes
conduisant a cette séquestration sont mal conhu&st principalement en extrapolant les résultats
obtenus & partir de travaux réalisés sur levuresgusont construits les modeles de la détoxication
meétallique cellulaire végétale. Le réle essenteelalvacuole dans ce mécanisme n’est toutefois pas
remis en cause et une étude ciblée sur cet orgamiteettrait probablement de préciser son role et
d’en établir les acteurs protéiques, en particukertransporteurs chargés de la translocation des
ions métalliques. C’est dans ce but que nous avos&n place une approche protéomique destinée
a établir la liste des protéines de la vacuole. téHie identification en série, qui n’avait jamaite
publiée a l'initiation de ces travaux, devait np@smettre de mieux connaitre cet organite. Dans un
premier temps, nous avons mis en place un protamlpurification des vacuoles sur gradient de
Ficoll a partir de protoplastes de celluleAmdibidopsis thalianaen culture, puis nous avons
caractérisé la qualité de nos préparations pagréifites approches (analyses par immuno-détection
et mesures d'activités enzymatiques) et identifed gpectrométrie de masse les protéines
vacuolaires majoritaires. L’ensemble de ces résylfaésenté dans ce chapitre, a mis en évidence
le niveau de pureté satisfaisant des préparatiéatisées, et nous a permis d’envisager la
caractérisation protéomique, par spectromeétrie aesm des vacuoles purifiées.
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.1 - Purification de vacuoles a partir de cellules en dture d' Arabidopsis
thaliana.
.1.1 - Mise en place du protocole d’isolement de vacualpartir de cellules en culture

d’Arabidopsis thaliana

Les analyses protéomiques envisagées nécessitabtgntion de vacuoles intactes et
dépourvues de contaminants. Plusieurs techniquesirifecation décrites dans la littérature ont été
testées et modifiées, au terme de quoi nous avonsgitre en place un protocole adapté a nos
conditions et nous donnant satisfaction.

La premiére étape de purification de vacuoles sb@msn la préparation de protoplastes,
cellules végétales dépourvues de parois. Cette, gatiacipalement composée de pectine et de
cellulose, confere aux cellules une grande résistaux forces de pressions, et notamment aux
forces osmotiques misent en jeu pour leur lyselaQibération des vacuoles, fragiles, doit étre
réalisée dans des conditions de maintien de l'rittégle ces organites, ce qui suppose une
libération ménagée des constituants intracellidait@eci est réalisé par I'incubation des cellules
dans une solution d’enzymes pectolyase et celllagthode adaptée de van der Rasdl, 2002),
ce qui permet, aprés deux heures, d'obtenir envitént 3).10 protoplastes par gramme de
cellules (Figure 5). Plusieurs méthodes ont été&dsspour la rupture des membranes cellulaires, et
nous avons retenu la lyse par choc osmotique amntgee (Frangnest al, 2002). Celle-ci permet
d’obtenir un meilleur rendement qu’une lyse mécaejqitilisée notamment par van der Ratsil.
(2002) ou par Martinoiat al (1986). Le passage des protoplastes, sous pnessiavers une toile
a bluter de 10 a 20 um de vide de maille (van destBt al, 2002) a en outre tendance a
standardiser la taille des vacuoles obtenues ebvoguer la lyse des plus grandes. Les cellules
végeétales comptent souvent plusieurs vacuoles,lddanction de chacune peut étre spécialisée. La
composition protéique est alors adaptée a cet@aigation et la sélection de vacuoles d’'unedsaill
particuliere est susceptible d’introduire un bidens I'analyse de la composition protéique. Une
lyse osmotique permet de conserver intactes deslesd’une taille variant entre 8 et 45 um, et le
choc thermique permet quant a lui d’augmenter Egent le rendement de la préparation.

L’étape suivante de purification des vacuoles aégalement adaptée du protocole de
Frangneet al. (2002). Le lysat cellulaire (contenant 7,5 % Jmle Ficoll) est placé dans un tube et
recouvert d’'un gradient de densité discontinu (363 puis 0 % [p/v] de Ficoll) et, aprés
centrifugation, les vacuoles intactes remontentflpéation et se localisent entre les couches?3,3
et 0 % de Ficoll (Figure 5). Les autres organitedes protoplastes non lysés, plus denses,
sédimentent au fond du tube ou se positionnent das couches 7,5 % et 3,3 % de Ficoll. La
présence d’'une couche de milieu au dessus desleac{o% de Ficoll) permet de récolter plus
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facilement les organites, mais nécessite ensuite atape de concentration. Pour ce faire, la
suspension de vacuoles est Iégerement diluée danslieu B (voir Matériels et Méthodes), puis
centrifugée. Le culot de vacuoles ainsi obtenu @nat prélevé et observé au microscope (Figure
5).

Digestion enzymatique de la paroi cellulaire Lyse des protoplastes par choc osmotiqgue  Centrifugation du gradient
(préparation des protoplastes) Dép6t du lysat sur gradient de Ficoll Récolte des vacuoles purifiées

s 0 % Ficoll

3,3 % Ficoll

5 .
A 7,5 % Ficoll
-——---> 1  ----- >

Woxt.

Cellules Protoplastes Protoplastes lysés Vacuoledfipas

Figure 5 : Principe de la purification de vacuoles a partiredcellules d’Arabidopsis thaliana en
culture liquide. Les cellules sont prélevées en phase exponendiel&roissance et, apres ringage,
incubées dans une solution de pectolyase et cedildéin de digérer la paroi. Les protoplastes ainsi
obtenus sont alors lysés par choc osmotique, etvissuoles, libérées, sont purifiées par
centrifugation du lysat sur un gradient de dendigéFicoll.

Le suivi de chaque étape par observations micpigges a été déterminant lors de la mise
au point de la méthode que nous utilisons. L'obestésm des préparations de vacuole par
épifluorescence nous a notamment permis de compesequantités de vacuoles isolées selon
diverses méthodes. Leur observation en transmisssbirelativement difficile, mais nous avons
remarqué gue sous éclairage UV (excitation a 36plesvacuoles se distinguent plus facilement.
Elles apparaissent en bleu, trés certainementlparetcence de composés phénoliques contenus
dans le suc vacuolaire (Figure 6-A). Mais c’esttautr dans I'estimation de la nature et de la
guantité des contaminants présents que ces ohisel/ae sont révelées étre utiles. La chlorophylle
est en effet excitable a 365 nm, et fluoresce tkansuge (Figure 6-Al). La contamination par des
chloroplastes pouvant étre facilement détectée,s noous sommes attachés a modifier les
protocoles testés pour réduire leur présence dampnméparations (Figure 6-A2), essentiellement en
changeant la densité de la couche intermédiaigrallient de purification.
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.1.2 - Evaluation de la gualité des préparations de vasuol

Si les observations microscopiques nous ont geidiéms I'ajustement du protocole pour
ameliorer la qualité des préparations, la confiromatle 'absence de contaminants a été obtenue
par des analyses de type western-blot. Pour cBlpglde protéines protoplastiques et vacuolaires
ont été soumis a une électrophorese de type SDEPA@Es transférés sur membrane de
nitrocellulose (Figure 6-B). Nous avons alors chéré& mettre en évidence dans nos préparations
vacuolaires I'éventuelle présence de certainegpresd caracteristiques de différents compartiments
cellulaires. Les anticorps spécifiques utilisést slirgés contre :

- La protéine 21 de la membrane externe du chlortp(&EP21, Bolteet al, 1999)

- La protéine b du complexe de I'antenne collectdedumiére (LHC) des thylacoides

- Latranslocase 40 de la membrane externe de lzobarie (TOM40, Jansddt al, 1996)

- Une H-ATPase de type P (PMA2) de la membrane plasmibioesommeet al, 1998)

- Une séquence peptidique caractéristiqgue de plissigutéines du réticulum endoplasmique
(domaine HDEL, Napieet al, 1992; Baluskat al, 1999)

Chacun de ces marqueurs protéiques a été rechaaciséles préparations protoplastiques
(Figure 6-B), et s’est révélé étre absent des éitloas vacuolaires, a I'exception toutefois du
marqueur du réticulum endoplasmique (Figure 6-Be @sultat confirme l'absence de
contamination par des chloroplastes, déja obsegvéee aux analyses par microscopie et met
également en évidence I'absence d’autres contamsirpientiels que sont la mitochondrie et la
membrane plasmique. On remarque toutefois la pcésdans I'extrait vacuolaire d’'une bande a

Figure 6 : Evaluation de la pureté des

préparations de vacuoles purifiées a

Plasma membrane
marker P Vv

(B) partir de cellules d'Arabidopsis en
P-type . .
H*ATPase culture. (A)L’excitation des vacuoles
Plastid marker Plastid marker intactes a 365 nm permet de les
(envelope) P v (thylakoid) p v
visualiser en fluorescence en bleu, et
OEP 21 === LHC —
de visualiser les contaminants
Mitochondrial marker — ER marker . . .
b v v chlorophylliens qui apparaissent en
TOM 40 - ger?&e — rouge dans les  préparations
contaminées (A.1), et qui sont absents
Vacuolar marker (1) ——  Vacuolar marker (2) —— des préparations pures (AZ)(B)
P \% P Vv .
__‘ . 15ug de protéines  d'extra
o-TIP y-TIP
protoplastique (P) ou vacuolaire (V)

ont été séparés par électrophorése
(SDS-PAGE, 12 % d'acrylamide) puis transférés samforane de nitrocellulose. Les protéines marqueéerslifférents
organites ont été révélées dans chacune des daatioins par I'emploi d’anticorps spécifiques (vidr description des
anticoprs dans le texte).
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70 kDa correspondant a la protéine a domaine HDBJontaire du réticulum endoplasmique. La

protéine mise en évidence n’est cependant pashémmians la fraction vacuolaire, et nous avons
considéré cette contamination comme relativememieore. Celle-ci est d’ailleurs probablement

inévitable compte tenu des mouvements de membraneny été décrits entre la vacuole et le

réticulum endoplasmique (Herman & Schmidt, 2004).

La présence de peroxysomes dans les préparationslaaes a également été vérifiée par
mesure de l'activité glycolate oxydase, spécifigigecet organite. Si celle-ci a pu étre quantifiee
dans les fractions protoplastiques (activité sjoef de 250 nmol d'@consommeée / h / mg de
protéines), elle est restée indétectable danscleanéllons vacuolaires, démontrant que cet organit
ne contamine pas les préparations de vacuolesudsen

L’enrichissement en protéines vacuolaires a al@rs@nfirmé par western blatia 'emploi
d’anticorps spécifiques, dirigés contre deux prasiintrinseques du tonoplastes, I'une de type
(o-TIP de tabac; Gerbeaat al, 1999) et l'autre de type (y-TIP du chou-fleur; da Silva
Conceicacet al, 1997) (Figure 6-B) ainsi que par le suivi de tidté d’'une enzyme spécifique,
Ia-mannosidase (Boller & Kende, 1979). Comme atteffidamunorévélation des TIP confirme
I'enrichissement en protéines vacuolaires. L’atdivi-mannosidase, enzyme spécifique de la
vacuole, a également été mesurée dans les vaaidessprotoplastes. Sur la base de cette activité,
le rendement de la purification a été estimé a%,l’activité spécifigue de cette enzyme a
egalement été calculée dans les extraits vacuslaivefies et dans les extraits protoplastiques.
Nous avons pu ainsi calculer le facteur d’enricdnsent des vacuoles par rapport aux protoplastes,
qui est de l'ordre de 42.

Les différents tests biochimiques visant a étdelidegré de pureté des préparations de
vacuoles réalisées concourent a mettre en éviddiatsence de contamination majeure
(chloroplastes, mitochondries, plasmalemme, pemxgs) et attestent du fort enrichissement en
protéines vacuolaires caractéristiquesT(P, y-TIP, a-mannosidase). Ces résultats ont permis
d’envisager la caractérisation protéomique de leuvke de cellules drabidopsis thalianaen
culture.

.2 - Identification des protéines majeures de la vacuole

Alors gu’a l'initiation de nos travaux aucune arsgyglobale du protéome de la vacuole
végétale n'avait été réalisée, plusieurs équipespmrsque simultanément publié des résultats de
protéomique vacuolaire pendant que nous mettionmant le protocole de purification de vacuoles
(Carteret al, 2004; Sazukat al, 2004; Shimaokat al, 2004; Szponarsket al, 2004). Afin de
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Figure 7 : Identification des

protéines majeures de nos

xl\::) P v Tripeptidyl peptidase 1{At4g20850)
échantillons vacuolaires.
Sous-unité de la V-ATPase (VHA-AAt1g78900) . , .
_/—‘ Protéine similaire a TolRAt1g21680) Apres séparation de 20 pg de

98p»
s B protéines protoplastiques (P)
45 g —n—| Sous-unité de la V-ATPase (VHA-B{At1g76030)

>

Leucine aminopeptidase ¢At2g24200) et vacuolaires (V) par SDS-
0 ' i
»—‘ Pectin methylesterase putatifAt1g11580) PAGE (12% d'acrylamide),
a1 9 Glycosyl hydrolas€At4g16260) les bandes majeures de
Protéines de type Band(At5g62740, At5g51570, AT19g69840) Pextrait vacuolaire ont été
. Endochitinas€At3g12500) découpées, puis leur contenu

Gluthathione S-transferase (AtGSTF18}29g30870) protéigue  soumis a une
p—— Protéine de type SOUL heme bindit&t1917100) digestion trypsique. Les

peptides résultant sont alors

séquencés par spectrométrie de masse (nanoLC-MS/@iSes protéines présentes dans chaque bande
identifieées. MW : marqueurs de poid moléculaires.

comparer nos premieres analyses dans le contexie gi@ venait d’étre publié, nous avons dans un
premier temps cherché & identifier les  protéines jortaires de  nos
préparations. Pour cela, 20 ug de protéines vaiceslant été soumises a une électrophorese de
type SDS-PAGE suivi d’'une coloration au bleu de @assie (R250) (Figure 7). Le contenu
protéiqgue des bandes les plus marquées a ensaitenatysé par spectrométrie de masse apres
séparation par chromatographie liquide (LC-MS/MSy(re 7). Les protéines identifiées sont les
suivantes : deux sous-unités de I'ATPase vacuol@ffidA-A, VHA-B1), trois protéases (une
tripeptidyl peptidase Il, une leucine aminopeptelasitative et une endochitinase), trois protéines
de type Band 7, une glycosidase, une glutathionear&férase (AtGSTF10), une pectine
méthylestérase putative, une protéine de type «LSkHhe-binding » et une protéine similaire a la
protéine bactérienne TolB, impliquée dans la stébidles membranes chez les bactéries Gram
négatives (Gram-).

Par comparaison avec les identifications réalipaedes equipes ayant publié sur le méme
sujet, nous avons pu remarquer que, sur ces l18ipestmajoritaires, une seule était présente dans
tous les travaux (VHA-A, At1lg78900) et une autre@wvdit au contraire jamais été identifiee
précédemment (GH, At4g16260). D’'autre part, deuxtdgis analyses publiées ne concernant que
la fraction membranaire, l'identification des pliogs solubles de la vacuole provenaient
majoritairement des travaux de Canttral. (2004), réalisés sur des protoplastes isolésta pa
feuilles. Nous proposions quant a nous une caraati@m globale (membranaire et soluble) a partir
de cellules en culture, ce qui pouvait débouchedss identifications différentes de celles deecett
equipe. En effet, Cartat al (2004) mentionnent comme protéine tres majoetde leurs extraits
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une MAP (Myrosinase-Associated Prot¢jrabsente de nos premiéres identifications. Ce ty@
protéines intervient notamment dans la défenseredas pathogenes lors de la rupture de tissus
foliaires par des herbivores, et a une expressallule-dépendante au sein d’'un méme tissu
(Thangstacet al, 1990; 1991), illustrant les variations d’expressqui peuvent exister entre les
systemes « plante entiére » et «cellule en culiur€es différentes observations suggérant le
caractere complémentaire de notre étude par rajppogt qui avait pu étre décrit précédemment,
nous avons décidé de poursuivre les analyses etemiplace une stratégie de caractérisation
protéomique a partir des vacuoles purifiées.

.3 - Mise en place d'une stratégie d’étude protéomiqueeadla vacuole

d’Arabidopsis thaliana.

L’étude que nous souhaitions réaliser avait padrd@établir un profil protéique vacuolaire
de référence, constituant une base de connaissassestielle a I'étude de la dynamique de ce
protéome lors d’'un stress cadmium. Dans cette optiglusieurs aspects de l'organisation du
protéome vacuolaire ont été étudiés au cours deavalil, présenté de facon schématique dans la
Figure 8 :

- Dans un premier temps, nous avons souhaité réaliseétude qualitative du protéome
de la vacuole drabidopsis thalianaa travers une analyse la plus exhaustive possdsgrotéines
de cet organite. Cette premiére étude, réaliséesuractions membranaires d’'une part et solubles
d’autre part, nous a permis i) d’identifier les ggines vacuolaires constitutivement exprimées dans
nos conditions de culture, et ii) de compléterdaactérisation protéique qualitative de la vacuole
déja initieée par les travaux précédemment publiés.

- Un second aspect de I'étude mise en place a céraistine évaluation quantitative de la
composition du protéome soluble de la vacuole. Reufaire, une cartographie bidimensionnelle
des protéines solubles de la vacuole a été régdmél=F / SDS-PAGE. Ce type d’analyse a permis
d’évaluer les proportions relatives des protéinegenres de ce protéome, et ainsi d’établir une
cartographie de référence pour en étudier lesudiitins en fonction dstimuli extérieurs. Ce
travail a également été I'occasion de comparerlgenu protéique de la vacuole avec celui de
fractions enrichies en protéines cytosoliques dahsit d’'identifier de potentiels contaminants dans
nos préparations. Cette étude comparative a étlétda par une analyse protéomique de vacuoles
soumises a une digestion par la protéinase K,rdEst éliminer les protéines associées a la vacuole
du cété cytosolique du tonoplaste.

- Enfin, nous avons souhaité aller plus loin dangutié protéomigue en évaluant
'organisation en complexes des protéines vacwedaiPour ce faire, nous avons réalisé des
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analyses des protéomes solubles et membranaireglgrophoreses sur gel d’acrylamide en
conditions non dénaturantes (BN-PAGE), qui houspeninis de mieux appréhender I'organisation
supramoléculaire de ce protéome.

Identification des contaminants potentiels

O ®

Milieu enrichi en cytosol

Stratégie d’analyse protéomique

de la vacuole R
—— Purification

des vacuoles|

(A)

/s /Y T I

Y Y ' Identification des !
Vacuoles ! protéines majeures du
/ \ E cytosol E
Lyse + o Traitement a la (F)\ Ha 1

Lavage NaCl {) C | Lyse protéinase K L_ft]?y‘_ef_(_:c_”_]_??f__:
E Analyse comparativei
(B) 591 1 des « abondances » de
/\) ; protéines E
U Ultracentrifugation U
S Soluble
- i Membranes
Jex<T e . .
Membranes Soluble + «associe» (G) / \ (D)
lavées R o (ol - I i [y A I s
{ 2D BN / SDS-PAGE | 2D IEF/ SDS-PAGE !
s P 4 W o R | |
! / \ SDS-PAGE} b 'g - Vo 1
| Anal.en ! — | - - o ]
| solution ;! : > S el > S ]
i i = %] - : ® | 1
i === 3 24| |
I | A . St D :
' \ I i B - s —| ' ]
| Identification des protéines par spectrométrie dssae (LC-MS/MS) €oll. LEDyP, CEA-Grenbole |
] Analyse globale i1 Analyse de I'organisation supramoléculaire i Cartographie 2D |

Figure 8: Stratégie générale d'analyse protéomique de la uae d'Arabidopsis thaliana. Aprés
purification des vacuoles sur gradient de FicO) les organites ont été centrifugés afin de sépaser |
fraction membranaire de la fraction solub(B), et les protéines constituant chacune de cestifras
identifiées par spectrométrie de mag§d. Cette étude qualitative du protéome vacuolairensuite été
complétée par une analyse plus quantitative derdatibn soluble par séparation des protéines suf ge
bidimensionnel IEF / SDS-PAGID), et identification des protéines majeures par fjpecétrie de masse.
Une telle analyse a également permis de réaliser ecmmparaison du protéome vacuolaire avec celui de
fractions enrichies en protéines cytosoliqu& dans le but d'identifier les contaminants cytogoés
potentiels de nos échantillons. Des expériencedigiEstion de vacuoles intactes par la protéinasg)Xont
également été réalisées dans cette optique. Enfins avons souhaité évaluer plus avant I'organisati
supramoléculaire des protéomes solubles et membeande la vacuole en réalisant des électrophoréses
gel de polyacrylamide en conditions non dénatusu(BN-PAGE, G). Les gels de type IEF / SDS-PAGE ont
été réalisés en collaboration T. Rabilloud (LBBSEA-Grenoble), et les identifications par spectromeée
masse en collaboration avec le laboratoire LEDYPEACGrenoble), et plus particulierement avec M.
Jaquinod, L. Kuhn et S. Kieffer-Jaquinod.
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Il - Analyse du protéome membranaire de la vacuole

d’Arabidopsis thaliana

La premiére étape de I'étude mise en place consisttne analyse globale des constituants
protéigues membranaires de la vacuole. La Figuepfnd la stratégie générale de I'analyse mise
en place (Figure 8) et met en évidence la paréegntée dans ce chapitre.

Apres purification sur gradient de Ficoll (Figuré\y les vacuoles isolées ont été lysées par
deux cycles de congélation / décongélation, purgrifegées en présence de 500 mM de NacCl
(Figure9-B) afin de « décrocher » les protéines associd¢gsreembrane. La fraction membranaire a
alors été analysée par spectrométrie de masse. d@odaire, nous avons réalisé une courte
électrophorése de type SDS-PAGE (environ 2,5 comigation) a partir de 40 pg de protéines
membranaires, et la piste de migration a été démep quinze fragments analysés séparément par
spectrométrie de masse afin de diminuer la comi@ataes échantillons (Figure 9-C). Pour cela, le
contenu protéique de chague morceau de gel a ébdisa I'action de la trypsine, une protéase qui
hydrolyse spécifiguement aprés une lysine ou ugaiae. Les peptides résultants ont alors fait
I'objet d’une étape d’oxydation ménagée par unetsm d’H,O, et ont été extraits du gel avant
leur chargement sur une colonne chromatographitaeo(_C). Cette étape particuliere d’oxydation
permet la transformation des cystéines en acids®igues (+48 Da), et 'oxydation maximale des
meéthionines (+32 Da). Une limite importante a fedtité du séquencage est en effet la variation de
'état d’'oxydation des protéines analysées, et plagiculierement de ces acides aminés. Ces
oxydations peuvent intervenir sdit vivo, soit lors de la préparation des échantillonssaait
difficilement contrdlables. Elles sont alors sudaps d’entrainer une hétérogénéité de la masse des
peptides, et cette procédure originale, différetés étapes de réduction / alkylation souvent
effectuées, a permis d’améliorer sensiblement Eitgudes spectres grace a la stabilisation des
résidus cystéine et méthionine, conduisant aingina meilleure identification des protéines
analysées.

Les identifications des protéines ont été realistas le cadre d’'une collaboration avec le
Laboratoire d’Etude de la Dynamique des Protéorh&DYP) du CEA de Grenoble, et ont été
effectuées par Michel Jaquinod, Sylvie Kieffer-Jaqd et Lauriane Kuhn.

Cette étude a débouché sur l'identification de BBx®éines, ce qui représente la plus importante
identification protéique réalisée sur des fractitorsoplastiques a ce jour. Cette premiére analyse a
alors fait apparaitre plusieurs transporteurs, dertains étaient identifiés pour la premiere fuis

le tonoplaste (cf. ci-apres). Cette observation sn@u incités a approfondir le travail de
caractérisation, en réalisant une identificationt@gue a partir d’'un échantillon complet, sans
fractionnement préalable par électrophorese, o&tipe étant parfois critique dans le cas de
protéines hydrophobes. Nous avons alors effecteéétempe de dénaturation et de solubilisation a
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haute température (90°C pendant 10 min) suivie defnoidissement immédiat par ajout de
méthanol froid (-20°C). Ceci a été suivi d’'une dijen trypsique directement sur les membranes en
solution (Figure 9-D). L’ensemble des peptides sigpes obtenus a alors pu étre analysé par
nanoLC-MS/MS et a permis l'identification de 122gines, dont 33 nouvellement détectées.

Stratégie d’analyse protéomigue Identification des protéines membranaires
—de la vacuole Purification I cTETTITTN e o
des vacuoles| E As—cr:lault.i:: i E—SDS'PAGEE
Méthode :
(A A |
27 ™ [l ietie Sniuinieliieiuiniel it
V
Vacuoles
Lyse + - / - Protéines identifiées : 122 387
L y 2N (@ Lyse
avage NaCl | ; Q C/ 5
(B) Protéines non redondantes : 420
U Ultracentrifugation U

Soluble
Q = Membranes
ex + « associé »
Soluble +
« associé »

! | 2D IEF / SDS-PAGE |

______________________________________________________________________

1 Cartographie 2D i

Figure 9 : Analyse par spectrométrie de masse de la commosjtrotéique de la membrane de vacuoles
d’Arabidopsis thaliana.Les vacuoles purifiée@\) ont été lysées par congélation / décongélatiors pui
centrifugées en présence de 500 mM de NBEI40 pg de protéines de la fraction membranairesiain
isolée ont alors été séparés par électrophoreseS(BBGE, 12% d’acrylamide, 2,5 cm de migration) puis
divisés en 15 fractions analysées chacune par n@AdiS/MS(C). Une analyse complémentaire a consisté
en une identification du contenu protéique de l&tfilon par spectrométrie de masse sans électrof®
préalable(D), les deux approches conduisant respectivemendentification de 387 et 122 protéines, ce
qui correspond a 420 protéines membranaires noomdentes.
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1.1 - Analyse de la composition protéique du tonoplaste

Les identifications réalisées sur la fraction mesnhire des vacuoles ont conduit a
I'établissement d’une liste de 420 protéines nalonelantes, a partir des deux analyses, en gel et en
solution (Jaquinodet al, 2007a). Parmi celles-ci, 195 peuvent étre conde comme
intrinsequement membranaires car comportant un dusigqurs (jusqu'a 16) domaines
transmembranaires. D’autres ne sont composeés gteuiletsp (5 protéines), ou des sites prédits
de liaison covalente a des lipides : myristoylatib® protéines), prénylation (9 protéines) ou ancre
glycosylphosphatidylinositol (ancre GPI: 4 pro&sh Vingt-neuf protéines, en particulier des
sous-unités de I'’ATPase vacuolaire, sont égalemenhues pour étre liees a la membrane par
l'intermédiaire d’'une protéine intrinsequement meamaire. La Figure 10 présente les types de
liaison a la membrane de 260 protéines identifetesonnues ou prédites pour étre associées a la
membrane.

B-barrel : 5

Assoc. aune

protéine Lipoprotéine : 6

membranaire : 29
. rAncre GPI : 4

N-myristoylation : 12

Prenylation : 9

Figure 10 : Types de liaison au tonoplaste de 260 protéinemntiiées dans la
vacuole et connues pour étre associées a la memtar@n distingue les protéines
intrinséquement membranaires (contenant une ou iqits hélice(s)
transmembranaire(s) ou bring: 200), les protéines solubles associées a des
protéines membranaires (29), et les protéines l&#aas lipide (31).

Cette forte représentation de protéines hydropholgentenant jusqu’'a 16 segments
transmembranaires est particulierement intéressaete souligne [l'efficacité du protocole
d’identification utilisé. Les 420 protéines iderdd#s dans la fraction membranaire ont pu faire
I'objet d’'une classification en catégories fonctieties principales, sur la base de celle propoaée p
le MIPS. Huit groupes ont été définis : TranspadeGlycosidases, Protéases, Protéines de réponse
au stress, Transduction de signal, Métabolismepsgytelette et Autres (Figure 8). Cent vingt et
une protéines n'ont pas été classeées, soit paredagprotéine est identifiée mais son réle exacte
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n'est pas connyBand 7 SOUL / Heme binding proteipar exemple), soit parce que la protéine
n'est pas caractériséexpressed proteiprincipalement).

L’'un des réles majeurs de la vacuole est le staegkgnporaire ou permanent, de composés
variés. Le caractere essentiel de cette fonctioillestré par la proportion élevée de protéines de
transport retrouvées dans la fraction tonoplastiples de 25%), qui constituent la catégorie
fonctionnelle la plus importante de la vacuole (fFggll). C’est également ce groupe qui compte
les plus de protéines identifiées lors de I'analgsesolution. Les scorddASCOTélevés obtenus
suggerent que, si les membres de cette catégaorievanés (110 transporteurs différents identifiés)
ils sont aussi fortement représentés pour certaoctse = 2080 pour MRP14 par exemple).

Parmi les principales fonctions de la vacuole,desvités hydrolytiques sont caractérisées
par l'identification de 7 glycosidases et 17 pregsidentifiées. Il est intéressant de noter que 8
sous-unités du protéasome (appartenant aux dom2dsest 19s) sont présentes. Décrites pour étre
cytosoliques, leur co-purification avec les membgawmacuolaires, en dépit du lavage salin effectué,
suggere leur association au tonoplaste, probabliepoem des raisons physiologiques. Ce point sera
approfondi par la suite.

Figure 11 : Principales catégories

1404

O Solution fonctionnelles des protéines
O Gel & Solution — . e s N . .
1207 o Gel 10 identifices a partir de la fraction
(6] 11 .
100+ = membranaire des vacuolesLes
804 - proportions des protéines identifiées
57
12 N . epg s
o0 » a partir des différents protocoles
q 1
» 37 T 10 sont mentionnées, avec
40 .
25 éventuellement le nombre exact de
0l 47 17 17 > o B ..
7 ﬁ ﬁ ﬁ ; protéines: Bleu = protéines
0 £ : : - . : ‘ identifiées uniquement par I'analyse
N 4 N ) N
@&‘6 60\&‘36 @&% &@9@ ° gci\é(\ Q&\e\@ & \Q,é‘zé’ aprés électrophorése, Jaunes =
QO Q&
2 S Q‘\ s S @ & O L. . e, .
& . N Q@e \)@oo KOS & protéines identifiées uniqguement par
oY & @96 lanalyse en solution, Vert =
&\

protéines identifiées par les deux

approches. Lorsque les contributions
des différents protocoles ne sont pas détailleéesaleur indiquée est celle du nombre total deséines de la catégorie
considérée.

Trente-sept protéines impliquées dans la répondelatee au stress sont également
représentées. Il s’agit notamment de nombreuses thStioredoxines, impliquées dans la réponse
aux stress oxydants, ou encore d’une strictosisign¢hase qui pourrait participer a la réponse de la
plante lors d’agressions de type lacération (heriy.

-71 -



Chapitre | : Analyse protéique globale de la vaewbtArabidopsis thaliana

Plusieurs protéines décrites pour étre des intaaiméd de la transduction de signaux (7) ont
également été identifiées, et notamment deux mesrdwda famille des 14-3-3. Ces protéines sont
les ligands directs d’'une grande variété de subystaaeiques : récepteurs membranaires, kinases ou
phosphatases par exemple, pour lesquelles elledesnactivités régulatrices (Roberts, 2003). La
co-purification avec le tonoplaste des 14-3-3 idiéats, alors qu’on ne leur connait pas de domaine
de liaison a la membrane, suggére qu’elles sonidodes dans des mécanismes de régulation de la
transduction de signaux au niveau de la vacuoleteBeprocessus n'ayant jamais été décrits, ces
résultats sont particulierement intéressants dam®mpréhension du fonctionnement de la cellule
veégetale et du réle qu’y tient la vacuole.

1.1.1 - Les transporteurs

Les transporteurs localisés sur

le tonoplaste et qui sont a l'origine de
Carter et al.

la capacité de la vacuole a séquestrer Shimaoka ¥ /. (46)

(40) ™\
et éventuellement libérer des
composeés cellulaires sont trés mal

connus. Particulierement hydrophobes

du fait de leur fonction, qui nécessite Szponarski et al. ~

Jaquinod et al.
(13) ?

(110)

de nombreux domaines

transmembranaires, ces protéines sont Figure 12: Contributions de différents travaux de

BN

souvent difficiles a extraire des protéomique vacuolaire a I'établissement d’une éistle 123

membranes ou & sur-exprimer, ce qui transporteurs tonoplastiquesLe nombre de transporteurs

rend leur caractérisation délicate. La identifié par chacune des équipes est indiqué grarentheses.
stratégie d'analyse protéomique que
nous avons mise en place a permis d’identifier rdisporteurs. Par comparaison, les publications
de Szponarsket al. (2004), Shimaokat al (2004) et Carteet al (2004) font état, respectivement,
de 13, 40 et 46 transporteurs qui représententotat e 63 protéines non redondantes. Notre
contribution a I'étude du protéome tonoplastiqueeamis d’ajouter 60 protéines a la liste établie,
portant a 123 le nombre de transporteurs non redaaddentifies par 'ensemble des travaux. La
Figure 12 présente les contributions relatives 4lgmiblications considérées (Cartdral, 2004,
Shimaokaet al, 2004; Szponarsket al, 2004; Jaquinockt al, 2007a) dans l'identification des
transporteurs tonoplastiques. Les transporteunstifies par Schmidiet al (2007) ne sont pas
inclus, du fait qu’il est difficile d’attribuer ung&entification sans équivoque a certains peptides
séquencés a cause du matériel initial (le choufletilisé par cette équipe. Il est intéressant de
noter que, sur 'ensemble des 123 transporteurstrdéégie d’analyse protéomigue que nous avons
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adoptée nous permet d’identifier la grande majatiedtre eux (pres de 90 %). Cette particularité
est intéressante si I'on considére que les pelispsatie ce travail sont d’identifier mais également
de suivre la dynamique de transporteurs éventuehenmpliqués dans la détoxication du
cadmium. Les transporteurs que nous avons identifi¢ été répartis en 9 classes majeures (Figure
13) : sous-unités de 'ATPase vacuolaire, aquapsri(TIP), canaux ioniques, transporteurs de
métaux, transporteurs de sucres, transporteurgddmaminés et de peptides, protéines a domaine
SPFH (MATE efflux), et transporteursAd P Binding Cassett@BC).

Transporteurs ABC

Autre 13%

MATE efflux
5%

AA & peptides
13%

IMetaux
5%
17% TP Canaux ioniques
4% 10%

Figure 13 : Principales classes de transporteurs identifiéems le tonoplaste
de la vacuole, classées selon 'ontologie du Munikctiormation for Protein
Sequence (MIPS).

[1.L1.1.1 - Les pompes a protons

Deux types de pompes sont responsables de I'inftugrotons a l'intérieur de la vacuole et
ont pu étre identifiés par nos analyses : le corgplie ’ATPase vacuolaire, dont la quasi-totalité
des sous-unités a été retrouvée, et la pyrophaaphdf-PPase), dont une isoforme a été identifiée
avec un score MASCOT de 2193. L’'ATPase de typet\W@s des transporteurs les mieux connus
de la vacuole. C’est un complexe protéique de 1&-smités chargé de I'import actif de protons
dans la vacuoleia I'hydrolyse d’ATP (cf. synthese bibliographique 7 et Tableau II). Il est
formé de deux domaines, I'un, soluble, catalysdmydrolyse de I'ATP (domaine V1), et l'autre,
transmembranaire, permettant le passage des pratdre/ers le tonoplaste (domaine VO0). Ce
complexe est un constituant majeur de la vacualé&jdentification de 11 des 13 sous-unités le
composant avec pour certaines de tres hautes sa8NSCOT (jusqu’a 2368, la valeur moyenne
des scores étant de 700) traduit cette abondare®.1C sous-unités ont été retrouvées dans la
fraction membranaire (Tableau 1), et pour certaid@ntre elles, codées par plusieurs genes, toutes
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les isoformes ont pu étre identifiées. En parteylies 8 sous-unités du domaine V1 ont toutes été
identifiées. Parmi celles-ci, 5 n'ont pas d’isof@sret sont codées par un seul géne, alors que les 3
autres ont chacune 3 isoformes. Les différentes-saiiés du domaine V1 sont donc codées par 14
loci, dont 13 ont été retrouvées lors de nos aralyke domaine membranaire VO comprend 5
sous-unités, toutes codées par 2 a 5 genes. Nouas au identifier 3 de ces sous-unités, avec dans
chaque cas 2 isoformes (Tableau II).

Tableau Il : Sous unités-de 'ATPase vacuolairkes scores MASCOT des sous-unités identifiéesrdznavaux
pour les analyses de la fraction membranaire agléstrophorese sur gel d’acrylamide (Gel) et diegnent en

« solution » (Solution) sont précisés.

Sous-unité Locus Score MASCOT Sous-unité Locus Score MASCOT
Gel Solution Gel Solution
V1 - Domaine catalytique VO - Canal a protons

VHA-A - Sous unité calalytique de liaison I'ATP VHA-a - Couplage, assemblage
VHA-A At1g78900 2038 157 VHA-al  At2g28520 -

VHA-B - Sous unité non-calalytique de liaison I'AP VHA-a2  At2g21410 1270 1048
VHA-B1  Atlg76030 1455 - VHA-a3  At4g39080 2368 1920
VHA-B2  At4g38510 1364 140 VHA-c - Translocation des protons
VHA-B3  At1g20260 1402 - VHA-c1  At4g34720 -

VHA-C - Stabilité du domaine V1 VHA-c2  At1g19910 - 97
VHA-C At1g12840 998 139 VHA-c3  At4g38920 -

VHA-D - Axe central, couplage VHA-c4  Atlg75630 -

VHA-D At3g58730 471 92 VHA-c5  At2g16510 172

VHA-E - Axe central ou périphérique VHA-c" - Trans| ocation des protons

VHA-E1  At4g11150 888 51 VHA-c"1  At4g32530 -
VHA-E2  At3g08560 144 - VHA-c"2  At2g25610 -
VHA-E3  Atlg64200 422 - VHA-d - Assemblage et stabilité du domaine VO

VHA-F - Laison entre les domaines V1 et VO VHA-d1  At3g28710 579
VHA-F At4g02620 250 - VHA-d2  At3g58715 539

VHA-G - Couplage entre les domaines V1 et VO VHA-e
VHA-G1  At3g01390 389 163 VHA-e1  At5g55290 -

VHA-G2  At4g23710 145 - VHA-e2  At4g26710 -

VHA-G3  At4g25950 -
VHA-H - Sous unité régulatrice
VHA-H At3g42050 857 81

Ces résultats suggérent I'absence d'une spécifiiciséilaire forte quant a I'expression des
isoformes des sous-unités composant le domaine &/ TATPase vacuolaire. A l'inverse, le
domaine VO est composé exclusivement de sous-ugib@sprenant plusieurs isoformes (14
protéines représentant 5 sous-unités), dont séutag été identifiees (Tableau Il). Il est possible
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gue le caractere membranaire de ces protéinenet tdes hydrophobe, soit a l'origine de cette
difficulté d’analyse, cependant le scoMASCOT élevé des sous-unitées VHA-a2 et VHA-a3
(respectivement 1270 et 1368) laisse supposer tpisehce d’isoforme VHA-al de nos
identifications est plus probablement due a saldaibprésentation dans les échantillons. Cette
hypothése d’'une probable spécificité des soussimté domaine VO est également appuyée par
I'identification d’isoformes des sous-unités VHAdifférentes dans les travaux de Canberal
(2004) et dans les notres. Cette équipe, qui a ded vacuoles a partir de feuilles, n’a retrouve q
'isoforme VHA-c3 (scoreMASCOT= 91, Carteret al, 2004), alors que nous identifions les
isoformes c2 (score = 97) et ¢5 (score = 172).ttasux de Schmidit al (2007) n’ont pas permis
d’identifier précisément la (ou les) isoforme(s)addte sous-unité présente(s) dans leurs extraits.
L’identification de 11 des 13 sous-unités connues IATPase vacuolaire démontre
I'efficacité du protocole que nous avons mis erc@lan vue d’analyser les protéines vacuolaires.
De facon intéressante, les travaux de Shimaolké (2004), de Cartest al (2004) et de Schmidt
al. (2007) ont abouti & une couverture équivalensdégentification des sous-unités de 'ATPase
vacuolaire, les mémes sous-unités VHA-c” et VHAayant pas été retrouvées non plus. La faible
représentation de ces protéines au sein du comgkeiae V-ATPase et la petite taille (8 kDa) de la
sous-unité VHA-e pourraient étre a l'origine depb€&nomene.

[1.1.1.2 - Transporteurs a « ATP Binding Casset{dBC)

Les transporteurs ABC sont impliqgués dans I'impamtif, grace a I'hydrolyse d’ATP, de
composeés divers : sucres, lipides, conjugués diatgion, alcaloides, stéroides ou encore acides
organiques (Theodoulou, 2000). Le génom&rabidopsis thalianaompte 129 transporteurs de ce
type, divisés en 12 sous-familles (Sanchez-Fermamdeal, 2001). Nos travaux ont permis
d’identifier 14 transporteurs ABC représentant Gsstamilles (Tableau lll) : MultiDrug Resistance
protein (MDR), Pleitropic Drug Resistance (PDR@jrNntrinsic ABC Protein (NAP), Transporter
associated with Antigen Processing (TAP), MultidResistance-associated Protein (MRP). Quatre
d’entre elles ne sont représentées que par une peattine (MDR17, PDR8, NAP3 et TAP2), et
10 protéines appartiennent a la méme sous-farMlRR1 a 8, MRP10 et MRP14). Jusqu’'a présent,
seuls 3 transporteurs ABC ont été localisés auptiaste par des expériences de fluorescémce
vivo: MRP1, (Kleinet al, 2004), MRP2, (Leeet al, 2004) et TAP2 (Larseet al, 2007). La
présence de ces trois protéines est confirmée gmidentifications (Tableau Ill). La localisation
vacuolaire de 6 autres transporteurs que nous ifideist est confirmé par des travaux de
protéomique de différentes équipes : MRP3, MRR@RP6 (Dunkleyet al, 2006) ; MRP4 (Carter
et al, 2004; Shimaokat al, 2004; Szponarslat al, 2004; Dunkleyet al, 2006) ; MRP14 (Carter
et al, 2004; Shimaokat al, 2004; Dunkleyet al, 2006). Enfin, 6 transporteurs ont pu étre
localisés a la membrane de la vacuole pour la gnenfois grace a nos analyses. Si 5 d’entre eux
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(MDR17, MRP7, MRP8, MRP10, NAP3) n'avaient pas dealisation connue, PDR8 avait été
décrite pour étre plasmalemmiqui@ des expériences de localisationvivo (Kobaeet al, 2006 ;
Kim et al, 2007), et grace aux travaux de protéomique dekBByret al. (2006). Une double
localisation de cette protéine est toutefois emashle, avec une relativement faible représentation
dans le protéome vacuolaire qui expliquerait sasenbe des identifications réalisées par d’autres
équipes. Le score MASCOT relativement élevé (29%&cdequel nous l'identifions et I'absence
notable de protéines majoritaires du plasmalemmes das identifications rend tres improbable une
éventuelle contamination. Cette localisation ad& facuolaire et plasmalemmique est d’ailleurs
egalement observée pour MRP4. Identifiee dans Bsigotalité des travaux avec des scores
importants (Tableau Ill), cette protéines sembleefgartie des composants principaux du
tonoplaste alors que les travaux de Kleiral. (2004) I'avaient situé a la membrane plasmique pa
des expériences de fusion a la GFP.

Tableau 11l : Transporteurs ABC identifiés dans la fraction memamaire de la vacuolelLes valeurs de score
MASCOT, de couverture (exprimés en pourcentage)redmbre de peptides identifiés sont reportés pesianalyses
apres électrophorese sur gel d’acrylamide (Gelgret« solution ». Les valeurs de couverture obtepagsShimaoka
et al. (2004)(Sh), et les meilleurs scores obtenus par Carter et(2004) (C), et Dunkley et al. (2006D) sont
également spécifiés. (* : protéine assignée a lenbrane plasmique par Dunkley et al., 2006).

Gel Solution
Nom Locus i . Sz Sh C D
Score (cov.) # peptides Score (cov.) # peptides

MultiDrug Resistance proteins (MDR), 22 membres

AtMDR17 At3g62150 64 (4) 2 - - - -
Multidrug Resistance-associated Proteins (MRP), 1Biembres
AtMRP1  Atlg30400 1180 (23) 23 1549 (23) 27 26% 5% 80 716
AtMRP2  At2g34660 710 (21) 19 887 (14) 15 - 4% - 553
AtMRP3  At3g13080 328 (13) 8 312 (9) 6 - - - 445
AtMRP4  At2g47800 856 (19) 19 1738 (24) 30 15% 5% 55 700
AtMRP5  Atlg04120 529 (13) 11 474 (10) 9 - - - 224
AtMRP6  At3g13090 100 (2) 2 - - - - - -
AtMRP7  At3g13100 - - 86 (2) 2 - - - -
AtMRP8  At3g21250 212 (12) 5 273 (7) 6 - - - 110
AtMRP10 At3g59140 75 (3) 2 75 (3) 2 - - - -
AtMRP14 At3g62700 1296 (26) 27 2080 (29) 41 - 6% 171 489
Pleiotropic Drug Resistance protein (PDR), 13 memlas
AtPDR8  At1g59870 296 (11) 8 45 (1) 1 - - - 1267

Non-intrinsic ABC Protein (NAP), 15 membres

AtNAP3  Atlg67940 113 (9) - - - -
Transporter associated with Antigen Processing (TAR 3 membres

AtTAP2  At5g39040 86 (5) 2 88 (3) 2 - 9% 38 264
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Les transporteurs ABC de type TAP ont été cara@srchez ’lhomme pour leur implication
dans les processus de présentation d’antigeénes$e pawmplexe majeur d’histocompatibilité de
type |1 (CMHI). Localisés sur la membrane du rétcnlendoplasmique (RE), ces transporteurs sont
alors chargés du transfert de peptides antigénigeessl’intérieur du RE pour leur présentation a
I'extérieur de la celluleia le CMHI, et pourraient, a ce titre, étre en intéi@ avec le protéasome.
Localisé a la vacuole par plusieurs travaux dedmmique (Carteet al, 2004; Shimaokaet al,
2004; Dunkleyet al, 2006) et par fusion a la GFP (Larsetnal, 2007), ce transporteur pourrait,
chez les plantes, avoir une autre fonction quedastocation de polypeptides puisqu’une plante
mutée sur ce transporteur présente un phénotypgeatrtensibilité a I'aluminium (Larseet al,
2007).

[1.1.1.3 - Aquaporines (Tonoplast Intrinsic Protg)n

Les « Tonoplast Intrinsic Proteins » (TIP) sont daguaporines a la localisation
exclusivement vacuolaire. Le génomeAdibidopsisen code 10 isoformes, réparties en 5 sous-
familles (cf. Synthese bibliographique et Johansbal, 2001). Deux d’entre elles sont présentes
dans nos identifications, chacune représentée {gaf@&mes (Tableau V).

Tableau IV : Tonoplast Intrinsic Proteins (TIP) identifiées pamos travaux.Les scores MASCOT
obtenus a partir des analyses en gel et en solsioT précisés, ainsi que les scores d'identifarati
obtenus par Carter et al. (2004) (C). La TIP présedans les travaux de Schmidt et al. (2007) (Sc)
est marquée d’'un astérisque.

Nom Locus Score MASCOT c Sc

Gel Solution

TIP1 (= yTIP - 3 membres)

TIP1.1 At2g36830 88 -

TIP1.Z At392652( 40 - 10¢ *
TIP2 (= 8TIP - 3 membres)

TIP2.1 At3g1624( 447 311 234

TIP2.2 At4g17340 45 - 108

La variété importante d’isoformes de TIP codéed@aénome dArabidopsis thalianast a
relier a la grande spécificité tissulaire et / o@veloppemental des aquaporines vacuolaires
(www.genevestigator.com et Tableau V). Chaabidopsis les ARN codant les protéines de la

-77 -



Chapitre | : Analyse protéique globale de la vaewbtArabidopsis thaliana

sous-famille 3 (TIP3.1 et TIP3.2) ne sont prodgilte dans les graines, la sous-famille 4 (TIP4.1) et
la TIP2.3 sont spécifiques des racines, et le gienkisoforme TIP5.1 est exclusivement exprimé
dans le pollen, de méme que celui de I'isoforme(Tableau V).

Ces données permettent de mieux comprendre pousgutas les isoformes 1.1, 1.2, 2.1 et
2.2 ont été identifiees si I'on considere I'enseendes travaux de protéomique vacuolaire qui
mentionnent des TIP. Ces derniéeres présentent feh wafe expression relativement ubiquitaire,
excepté dans les cellules en cultures qui constitieetissu dans lequel I'expression des TIP est, d
loin, la plus faible. De fagon intéressante, cédible expression des aquaporines dans les cellules
en culture est confirmée par les scores d’idemtiibcn de Carteet al (2004) sur ces protéines,
globalement plus élevés que ceux obtenus a patimod analyses (Tableau IV). Alors que cette
équipe a en moyenne des scdv8SCOTplus faibles que les noétres, cette différence péat la
conséquence d’'une expression variable de ces pestdiun matériel a I'autre.

Au dela d’'une expression tissu-dépendante, le®r®es des aquaporines tonoplastiques
sont décrites pour étre dans des proportions velagpécifiques du type de vacuoles (lytique ou de
stockage) dans lesquelles elles s’expriment (Jetulal, 1999). Toutefois ces travaux ont été
principalement conduits sur des cellules de racieieses résultats peuvent étre difficilement
extrapolées a d’autres types cellulaires, et @reparées notamment aux analyses publiées sur le
protéome vacuolaire (Olbriatt al, 2007 ; Hunteet al, 2007 ).

Tableau V : Expression génique des 10 isoformes de TIP d’Addpsis thaliana en fonction du tissu considétées
nuances de bleu rendent compte des niveaux d'adatiorudes ARNm correspondant aux différentes isuds
(blanc : pas d’expression détectée, bleu clairpression faible, bleu foncé : expression forte)s @ennées sont issues
du site genevestigatohtfps://iii.genevestigator.ethz.¢imai 2008).
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[1.1.1.4 - Autres transporteurs

Soixante-treize autres transporteurs ont été EEsla la vacuole suite aux identifications
gue nous avons realisées (Tableau VI).

Parmi eux, 18 sont impliqués dans le transport deabolites de grande taille, tels que des
sucres, des lipides, ou des toxiques divers. Huit exembres de I&lajor Facilitator Superfamily
(MFS), 6 appartiennent a la famille d&ultidrug / Oligosaccharidyl-lipid / Polysaccharide
(MOP), 3 protéines sont de la famille dBsug / Metabolite Transporte(DMT) et 1 représente le
groupe desResistance / Nodulation / DivisiofRND). Les membres de la MFS sont des
transporteurs secondaires, symport, antiport opantjicapables d’assurer la translocation de divers
meétabolites : sucres, intermédiaires du cycle deb&rou antibiotiques par exemple. La famille des
MOP est particulierement intéressante puidgabidopsisexprime plusieurs membres de cette
famille, non présente dans le régne animal. Elleprend les protéines de la sous-famille des
Multidrug And Toxin ExtrusiofMATE), qui présente des homologies importanteecades
pompes d'efflux bactériennes et dont 4 représentant été identifiés. Le génomeAdabidopsis
code 54 membres de cette famille, qui reste toistgfeu caractérisée. Seuls quelques uns ont été
identifiés pour leur implication dans les mécanismde détoxication, et la présence de 6 d’entre eux
au niveau de la vacuole est tres probablementachatr au réle de la vacuole dans la séquestration
de toxiques.

Cing transporteurs de peptides ont été retrouvés tkafraction membranaire. Trois sont
membres de la famille dé&oton-dependent Oligopeptide TransportéPOT), et deux font partie
desOligoPeptide Transporter@OPT). Cette derniere famille, qui n’existe paszles mamiféres,
est impliqguée dans le transport de peptides dé Zmino-acides (Stacest al, 2002). Un cluster
particulier de celle-ci comprend notamment le tpamteur Yellow Strip 1, caractérisé chez le mais
pour son activit¢ de symport™H phytosidérophore (Curiet al, 2001). Cette protéine est
essentielle pour I'assimilation du fer chez ceti@nfe, mais est également capable de prendre en
charge d’autres métauxia des phytosidérophores ou des nicotianamines (Sehah, 2004). Les
deux OPT identifiés (At5g41000 et At3g27020) foattie de cette famille.

D’autres transporteurs de métaux ont egalementid&gtifies : le transporteur de fer
Nramp3, dont la localisation vacuolaire a été aqomfie par des expériences de fusion a la GFP
(Thomineet al, 2003), de méme que IRT3, un transporteur de d&tih. Le transporteur de zinc
ZAT1, l'antiport H/Na” NHX4, ou encore les perméases a potassium KuPRB5ka KuP7 ont
également été identifies, de méme que TPC1, quicime a I'efflux de calcium vers le cytosol
(Furuichi et al, 2001), et plusieurs ATPases permettant I'inflexcalciumvia I'hydrolyse d’ATP
(At1g07810, At2g41560).
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Tableau VI : Transporteurs identifiés dans la vacuole par n@avaux. Les 37 transporteurs décrits précédemment (souésude la V-ATPase, transporteurs ABC et protéines
TIP) ont été omis dans ce tableau. Pour chaqueépretsont indiqués la masse (MW), le point isoétpat (pl), le nombre de domaines transmembranafi@édD) donné par
Aramemnon (http://aramemnon.botanik.uni-koeln.@e)dcores d’identification en gel et en solutienfdmille et le type de transporteur (transportesecondaire, ATPase, canal
ionique), et enfin les pourcentages de couverter&eponarski et al., (2004), le nombre de pepitlstifiés par Shimaoka et al. (2004) et les scaf@entification de Carter et

al. (2004). ni =non identifié.

MW Score  Score . Sz Sh Ca
Nom Locus pl TMD Famille Type

(Da) (Gel) (Soal) (% cov) (#pep) (score)
Potassium transporter family protein (KUP7, HAK7TK POT7) At5g09400 95292 5.1 13 76 99 KuP 2d Tpans ni ni ni
Integral membrane protein Atlg75220 52867 8.7 12 239 206 MFS 2d Transp. ni i n ni
Integral membrane protein At1g19450 52753 8.7 12 163 122 MFS 2d Transp. ni i n 91
Sugar transporter At2g48020 49667 9 12 34 - MFS 2d Transp. ni ni 97
Transporter-related similarity to D-xylose protomvgporter At1g20840 79433 51 11 78 86 MFS 2d Transp ni ni 91
Sugar transporter family protein At5g17010 53504 4 6. 12 - 32 MFS 2d Transp. ni ni ni
Sugar transporter family protein At3g03090 31 FM 2d Transp. ni ni ni
Transporter-related, low similarity to hexose tgzorser At4g35300 79674 54 10 354 354 MFS 2d Transp ni ni 50
Transporter-related, similar to cAMP inducible »tgin and . .

At4g17550 59037 7.1 13 124 82 MFS 2d Transp. ni i n ni

glycerol 3-phosphate permease
MATE efflux family protein At3921690 54916 4.2 12 131 127 MOP 2d Transp. ni 6 ni
MATE efflux family protein At3g26590 54286 5.7 12 103 119 MOP 2d Transp. ni i n 33
MATE efflux family protein At4925640 53190 6.5 12 112 128 MOP 2d Transp. ni i n ni
MATE efflux protein At50952450 52439 8.1 12 168 166 MOP 2d Transp. ni i n ni
Ripening-responsive protein Atlg47530 52389 7.2 12 209 173 MOP 2d Transp. ni i n ni
Ripening-responsive protein Atlg75530 52426 6.4 11 65 - MOP 2d Transp. ni ni ni
Nodulin MtN21 family protein Atlg75500 42544 9.2 10 291 204 DMT 2d Transp. ni ni ni
Glucose-6-phosphate/phosphate translocator 2 (GTP2) At1g61800 42726 9.6 8 52 - DMT 2d Transp. ni ni ni
Mechanosensitive ion channel domain-containingganot Atlg78610 96543 8.7 6 102 68 DMT 2d Transp. ni ni ni
Patched family protein similar to Niemann-Pick Gatpin At4g38350 116900 5.3 13 438 283 RND 2d Tpans 11 5 66
Proton-dependent oligopeptide transport family girot Atlg22570 62897 9.1 12 44 - POT 2d Transp. ni ni ni
Proton-dependent oligopeptide transport family girot Atlg72140 61347 8.2 12 34 - POT 2d Transp. ni ni ni
Peptide transporter (His transporter)(PTR2-B) AZ2y0 64380 5.5 10 807 567 POT 2d Transp. ni 7 103
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MW Score  Score . Sz Sh Ca
Nom Locus pl Famille Type
(Da) (Gel) (Soal) (% cov) (#pep) (score)

Oligopeptide transporter OPT family protein, pwatiFe(lll)- . ) )

. . At3g27020 73525 5.9 15 236 184 OPT 2d Transp. ni i n ni
phytosiderophore uptake mediator (YSL6)
Oligopeptide transporter OPT family protein, putatiFe(lll)- ) ) .

] . At5g41000 73526 8.3 14 - 65 OPT 2d Transp. ni ni ni
phytosiderophore uptake mediator (YSL4)
NRAMP metal ion transporter 3 (NRAMP3) At2g23150 168 4.8 11 91 84 Nramp 2d Transp. ni 4 ni
Zinc transporter (ZAT1, MTP1) At2g46800 43810 6.6 7 48 47 CDF 2d Transp. ni 3 ni
Sodium proton exchanger (NHX4, putative) At3g0637055570 7.4 14 92 93 CPA 2d Transp. ni ni ni
Metal transporter, putative (IRT3) At1g60960 45060 6.2 7 47 a7 ZIP 2d Transp. ni ni ni
Potassium transporter family protein (KUP5/KT5) 838530 94677 5.2 13 44 40 KuP 2d Transp. ni ni i n
Potassium transporter / tiny root hair 1 protein#frier required . ) )

i At4923640 86786 9.6 13 46 48 KuP 2d Transp. ni ni ni
for auxin transport (TRH1/KT3/KUP4)
Lysosomal Cystine Transporter At5g40670 31007 7.4 37 - LCT 2d Transp. ni ni ni
Cationic amino acid transporter (CAT9) Atlg05940 188 7.7 15 52 51 APC 2d Transp. ni ni ni
Cationic amino acid transporter (CAT2) At1g58030 0BZ 5.8 14 287 24 APC 2d Transp. ni ni 58
Cationic amino acid transporter (CAT4) At3g03720 583 5.8 14 180 145 APC 2d Transp. ni ni 40
Cationic amino acid transporter (CAT8) Atlgl7120 863 8.26 12 32 - APC 2d Transp. ni ni ni
Amino acid transporter family protein At3g30390 894 6.1 11 50 50 AAAP 2d Transp. ni ni 30
Amino acid transporter family protein At2g41190 288 4.8 10 185 179 AAAP 2d Transp. ni ni ni
Amino acid transporter family protein At2g39130 800 5.6 10 62 - AAAP 2d Transp. ni ni ni
Amino acid transporter family protein At2940420 396 6.3 10 - 62 AAAP 2d Transp. ni ni ni
Amino acid transporter family protein At3g28960 456 8.9 10 32 - AAAP 2d Transp. ni ni ni
Proton-dependent concentrative adenosine transg&he 1) Atlg70330 49312 6.8 11 75 74 ENT 2d Transp nii ni ni
ADP, ATP carrier protein 2 At5913490 41720 9.8 3 198 - MC 2d Transp. ni ni in
Putative ADP, ATP carrier protein 1 At3g08580 41449 9.8 3 424 - MC 2d Transp. ni ni ni
Mitochondrial phosphate transporter (PHT3-1) At5e4@ 40064 9.3 3 83 - MC 2d Transp. ni ni ni
Peroxisomal membrane protein (PMP36) At2g39970 8619 9.9 3 43 - MC 2d Transp. ni ni ni
Dicarboxylate/tricarboxylate carrier (DTC) At5glar6 31891 9.4 2 324 - MC 2d Transp. ni ni ni
Putative mitochondrial substrate carrier familytpio At4g01100 38301 9.6 1 155 - MC 2d Transp. ni ni ni
Putative plant uncoupling mitochondrial protein 853110 32641 9.6 1 227 - MC 2d Transp. ni ni ni
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MW Score  Score . Sz Sh Ca
Nom Locus pl Famille Type

(Da) (Gel) (Soal) (% cov) (#pep) (score)
Two-pore calcium channel (TPC1) At4g03560 84819 4.9 10 413 268 VIC lon Channels 21 ni 167
Zinc finger (DHHC type) family protein At3g51390 p. 2 8.4 4 45 45 VIC lon Channels ni ni ni
Chloride channel protein (CLC-c) At5g49890 85177 78. 10 79 - CLC lon Channels ni ni ni
Putative plasma membrane P3A-type H+-ATPase (AHA2) At4g30190 104335 6.5 10 159 117 P-ATPase ATP-Dep i n ni ni
Putative C&-transporting P2B-type ATPase (ACA11) At3g57330 &nd 6 11 731 593 P-ATPase ATP-Dep 29 2 91
Putative plasma membrane P3A-type H+-ATPase (AHA9) At1g80660 105142 6 10 84 51 P-ATPase ATP-Dep ni i n o ni
Calmodulin-regulated Ca2+-ATPase 4 (ACA4) At2g41560112678 5.8 9 196 200 P-ATPase ATP-Dep ni ni 105
Ca2+/Mn2+-transporting P2A-type ATPase (ECA1/ACA3) Atlg07810 116291 5 38 - P-ATPase ATP-Dep ni ni ni
Porin family protein At3g20000 34228 6.3 177 - MPT ATP-Dep ni ni ni
Vacuolar proton-translocating pyrophosphatase (8YP- Atlg15690 80768 5.1 15 2193 1948 H-PPase ATP-Dep 21 17 88
Copper transporter family At5g20650 15774 9.2 2 86 75 CTR2 UNK ni ni 58
Expressed protein Atlg73650 32939 9.1 6 194 177 UNC UNK ni ni 68
Nodulin family protein At5g14120 63108 7.2 12 108 - UNC UNK ni ni 68
Epressed protein At1g64650 50625 6.2 11 31 - UNC UNK ni ni ni
Expressed protein At29g20230 29702 5.1 4 - 48 ni ni ni
Endomembrane protein 70, putative At5g10840 74418 2 8 10 103 - UNC UNK ni ni ni
Endomembrane protein 70, putative At4g12650 59670 .9 5 10 39 - UNC UNK 21 ni ni
Endomembrane protein 70, putative At3g13772 74185 .7 8 9 59 - UNC UNK ni ni ni
Endomembrane protein 70, putative At2g01970 68005 .7 6 9 71 - UNC UNK ni ni ni
Transmembrane protein-related (TOM1) At4g21790 8298 8.7 7 72 73 UNC UNK ni ni ni
Putative drought-induced protein At1g53210 63376 2 5. 10 703 574 UNC UNK 28 ni 88
Early-responsive to dehydration stress protein (ERD At1g30360 81883 9.3 10 225 121 UNC UNK ni ni 4 6
Putative outer envelope protein At3g46740 89133 89 b 151 - Omp IP UNK ni ni ni
Porin, putative At5g67500 29577 8.9 b 155 - MPP UNK ni ni ni
Porin, putative At3g01280 29407 8.8 b 356 - MPP UNK ni 29 103
Porin, putative, Voltage-dependent anion-seleathennel protein  At5g15090 29193 7.9 b 464 - MPP UNK ni 35 99
Porin At3g20000 34250 6.8 b 177 - MPP UNK ni ni ni
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[1.1.2 -  Autres protéines

[1.1.2.1 - Protéines de types Band 7

Les analyses protéomiques ont également révéléékepce de protéines appartenant a la
famille des Band 7. Les membres de cette familleasactérisent par la présence d’'un domaine
Stomatin Prohibitin Flotilin Hbc(SPFH). De facon tres intéressante, 11 d’entreselsur 19
annotées dans le génome, ont été identifiees darisadtion membranaire vacuolaire. La co-
purification de ces protéines avec la fraction membire apres traitement salin (voir Matériels et
Méthodes) suggere leur liaison forte a la membraeequi est appuyé par la prédiction d’un
domaine transmembranaire ou d’'un site de myristimylgpour 9 d’entre elles (Tableau VII). Le
domaine SPFH est caractéristique des prohibitihée® stomatines, qui ont un réle probable dans
le cycle cellulaire ou la régulation de canaux gois. Ces protéines pourraient aussi controler des
processus importants au sein de fonctions membesndiverses, et sont, par exemple, retrouvees
au niveau des rafts lipidiques. La présence de @uS0 % des membres de cette famille dans la
fraction membranaire de la vacuole est tout a siaiprenante, et suggere leur aspect fondamental,
sans doute dans la régulation d’activités de trarisu de mouvement des membranes.

Tableau VII : Protéines a domaine SPFH identifiées dans la valgud.es scores et couvertures obtenues par
I'analyse apres électrophorése sont spécifiés,iajne les scores de Carter et al. (20Q@) et les couvertures de
Shimaoka et al. (20045h). DTM ou MPT : Nombre de domaines transmembranaiesype de modification
post-traductionnelles.

Nom Locus DTM ou MPT Score Cov(%) C Sh
Band 7 family protein At29g03510 1 328 18 - -
Band 7 family protein At3g01290 N-myristoylation P6 23 - 12
Band 7 family protein At5g51570 N-myristoylation 59 39 298 39
Band 7 family protein At5g62740 N-myristoylation 46 55 237 29
Band 7 family protein At1g69840 N-myristoylation 21 18 98 14
Expressed protein At5g25250 N-myristoylation 183 7 - -
Prohibitin At5g40770 N-myristoylation 473 38 109 24
Prohibitin, putative At4g28510 - 373 30 -

Prohibitin, putative At1g03860 N-myristoylation 305 22 -

Prohibitin, putative At3g27280 - 457 38 - 10
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[1.1.2.2 - Autres protéines

Plusieurs protéines a domaines transmembranairddegofonctions sont inconnues ont été
localisées a la vacuole. C’est en particulier & da la protéine At1g21680, similaire a la protéine
bactérienne tolB. Chez les bactéries gram-négatoeatte derniére a été caractérisée comme étant
impliquée dans la stabilité des parois de peptigzgies, et la cohésion de celles-ci avec les
membranes internes et externes (Lazzaebral, 2002). Elle intervient dans un complexe, formé
des protéines PAL (membrane externe), TolA (pesipk) et TolR / TolQ (membrane interne),
dont on ne connait pas d’homologues chAeabidopsis Ce complexe peut également, de facon
occasionnelle, servir de porte d’entrée a certagodisines. La présence de cette protéine dans le
tonoplaste pourrait étre nécessaire aux processusndaniement ou de biogenése de la membrane
vacuolaire, souvent décrits dans la littératuresm@our lesquels peu d’acteurs protéiques sont
connus. Ce type de processus pourrait égalemeatifiaervenir une protéine de type Niemann-Pick
Cl. Cette glycoprotéine a 13 domaines transmembesnanitialement identifiée a partir des
endosomes de cellules de mammiféres, n'a pas deodihu, mais pourrait étre impliquée dans des
activités de transport, et/ ou dans des phénosndmeocking ou de fusion membranaire.

1.2 - Localisation in vivo de protéines fusionnées a la GFP

Les analyses réalisées par spectrométrie de massdauti a I'identification d’'un nombre
important de protéines peu caractérisées expérateenént et dont la présence dans la vacuole
n'était pas connue. Afin de confirmer leur locdiiga in planta 6 protéines ont fait I'objet de
constructions de fusion traductionnelle aveGtaen Fluorescent ProteifGFP) placée en Nter :

- Une aquaporine (témoin de localisation tonoplastifjiP2.1, At3g16240)

Une protéine a 12 domaines transmembranaires [fivetesir de sucre putatif, At1g19450)
Une lipocaline (At5g58070)

Une protéine de type Band 7 (At1g69840)

Une enzyme de la voie de biosynthése des brassinaits (DWARF1, At3g19820)

Une enzyme du catabolisme des caroténoides (CCB168520)

Ces protéines ont été sélectionnées sur la bakiddisponibilité en systeme Gateway et
de leur diversité fonctionnelle (transport, synthést catabolisme). Un second témoin de
localisation tonoplastique, constitué de la comstom Nramp3::GFP (pNB96, obtenu auprés de
Sébastien Thomine, Thomiee al, 2003), a également été utilisé.
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[1.2.1 -  Transformation transitoire de cellules de tabac

La Figure 14-A présente une cellule de tabac exprtmla protéine de fusion
NRAMP3::GFP, observée en microscopie confocale ufieigl4-Al) et par microscopie en
transmission (Figure 14-A2). La superposition degxdmages (Figure 14-A3) permet de constater
gue la paroi vacuolaire épouse le contour de laleglce qui est cohérant avec la présence d’une
vacuole principale, turgescente, pouvant représ@mqu’a plus de 90% de volume cellulaire.

Les 6 constructions testées ont été expriméesgtn ftransitoire en cellule de tabac. La
fluorescence alors observée marquant les contoess céllules, la localisation des protéines
correspondantes pouvait donc étre vacuolaire ngategent plasmalemmique ou cytosolique, le
cytoplasme étant comprimé entre la vacuole et lalonane plasmique. Les profils de fluorescence
observés ont alors été comparés aux profils obtaprés transformation de cellules par un témoin
de localisation cytosolique Glucuronidase::GFP (GGBP, Figure 15-A). La fluorescence
cytosolique est aisément reconnaissable a la présdiamas de fluorescence plus ou moins
importants sur le pourtour de la cellule (FigureAllbet A3 a A5). En outre, la mise au point du
focus dans I'épaisseur de la zone de fluorescercmgi de deviner les impacts des différents
organites dans le cytosol, conduisant a une certaétérogénéité de fluorescence (Figure 15-A2)
comparé a celle observable dans le cas d'une $at@ih membranaire, obtenue avec la
construction GFP::TIP par exemple (Figure 15-B2ptt€ fluorescence particuliere a pu étre
observée pour toutes les constructions, attestantrdarquage membranaire, et non cytosolique,
pour I'ensemble des protéines étudiées (Figurel1a-B1 et B2 a G2).

L’observation des cellules transformées avec lasttoation Nramp3::GFP (Figure 14) met
aussi en évidence, pour les plus grandes d’entes, aln certain nombre de « segments » qui
traversent la vacuole pour relier entre eux dewés®pposés du tonoplaste. Ceux-ci sont plus
facilement visualisables sur des reconstitutions/agiole entiere, réalisées a partir de plusieurs
clichés de microscopie confocale (Figure 14-B).Higure 14-B3, en particulier, correspond a une
section d’environ 21 um d’épaisseur dans la vacwsle laquelle il est possible dobserver
distinctement les travées, représentées plus ail déhs la Figure 14-B4. Ce type de structure est
spécifiguement vacuolaire, et a été précédemmeatitd@eisenet al, 2005). Une seconde
structure, correspondant a I'empreinte du noyaulestionoplaste, confirme encore la localisation
tonoplastique de la fluorescence. Cet impact esemible apres reconstruction tridimensionnelle
(Figure 14-B6 et B7) mais également, bien que dams moindre mesure, sur les images
bidimensionnelles (Figure 14-B8 et B9). Ces matésticuliers de fluorescence ont été recherchés
pour I'ensemble des constructions, et mis en écelgrour 5 d’entre elles : la TIP (Figure 15-B3 a
B5), DWF1 (Figure 15-C3 a C5), la protéine de tygamd 7 (Figure 15-D3 a D5), la lipocaline
(Figure 15-F3 a F5) et CCD1 (Figure 15-G3 a G5xleant une éventuelle localisation a la
membrane plasmique pour ces protéines.
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Figure 14 : Cellules épithéliales de tabac transformées deofagransitoire, via Agrobacterium, avec la
construction Nramp3::GFP.(A) : Cellule de tabac observée par microscopie caalfo¢Al), en transmission
(A2), et superposition des images (AB) : Cellule de tabac observée en microscopie conéodan total de 39
acquisitions, sur environ 57 pm de hauteur, a éadisé (B1 : acquisition a z = 22,6 um), et a pexme réaliser
une reconstitution tridimensionnelle de la vacu@e a B7). Cette reconstitution permet de visualise travées
vacuolaires, en particulier lorsque la vacuole a®fprésentée sur une fraction de son épaisseur (B3:
Az =21,1 um; B4 : détail agrandi de I'image B3)e Gype de représentation permet également d’observe
'empreinte du noyau sur la membrane vacuolaire @59), visible en détail sur la représentation 3D
(B6:Az=33,1 um; B7:Az= 28,6 um) et, dans une moindre mesure, suraicert images 2D (B8: z
=33,1 um; B9 :z = 28,6 um). La barre indique uoegueur de 30 pm.
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o-TIP
(At3916240)

DWF1
(At3g19820)

Band 7
(At1g69840)

T. Sucres
(At1g19450)

Lipocaline
(At5g58070)

CCD1
(At3963520)

Figure 15 : Cellules épithéliales de tabac transformées de fagoansitoire avec les constructions(A) :
GUS::GFP (témoin de localisation cytosolique}B) : GFP::TIP2.1 (At3g16240 — témoin de localisation
vacuolaire) ; (C): GFP::DWF1 (At3g19820);(D): GFP::At1g69840; (E): GFP:At1g19450 ; (F):
GFP::At5g58070 {(G) : GFP::CCD1 (At3g63520), et observées en microgopnfocale. Dans les deux cas de
localisation, cytosolique et vacuolaire, le marqeagst périphériquél). Il est toutefois irrégulier dans le cas
d’'un marquage cytosolique (Al, A3 a Ab5), et régutlans le cas d’'un marquage vacuolaire (B1) et pour
I'ensemble des constructions testées (C1 a Glidum la mise au point est réalisée dans I'épaisdeun zone
fluorescente(2), la marquage cytosolique (A2) est hétérogéne istdaapparaitre les impacts des organites,
alors que l'on retrouve un marquage homogéne dansds d’'une localisation tonoplastique des protgine
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chimeéres (B2), ainsi que pour les 5 constructie@stiées (C2 a G2). Le marquage tonoplastique faitedgent
apparaitre des travées vacuolaires a l'intérieusqsus grosses cellules, visibles pour le témoitodalisation
tonoplastique (B3) sur certaines images, et plsimtitement sur les reconstruction 3D réaliséesagtipdes
clichés confocaux (B4 ; B5). Ces structures paligcas ont été retrouvées pour quatre constructitesiées :
GFP::DWF1 (C3 a C5), GFP::At1g69840 (D3 a D5), GER5g58070 (F3 a F5), GFP::CCD1 (G3 a G5). Les
fleches indiquent les travées vacuolaires.

[1.2.2 -  Transformation transitoire de protoplastes

De facon surprenante, aucune cellule exprimanotetcuction GFP::transporteur de sucres
putatif (At1g19450) n’a présentée de travées vadred. Bien que, en dehors de cette particularite,
les profils de fluorescence observés pour cettestoaction soient tout a fait comparables a ceux
obtenus avec les autres constructions, nous awautsagé confirmer plus avant sa localisation.
Pour cela, nous avons procédé a la transformatamsitoire de protoplastes de cellules en culture
avec le vecteur exprimant GFP::At1g19450, maisefgaht avec la construction GFP::lipocaline,
pour laquelle nous avions pu noter une certainérbg@énéité dans les profils de fluorescence
observés. La Figure 16-A présente un protoplastnstormé avec le vecteur codant
GFP::At1g19450, observé en transmission (Figurdlpet en microscopie confocale (Figure 16-
A2). La superposition des deux images (Figure 1p-&dhfirme sans ambigiité le marquage du
tonoplaste, et donc la localisation vacuolaire d@e t@nsporteur. De fagon intéressante, les
protoplastes exprimant la construction GFP::lipmea(Figure 16-B et C) présentent quant a eux un
profil de fluorescence qui ne semble pas excluserémvacuolaire (Figure 16-B1 a B3),
'observation d’'une vacuole libérée d'un protoptadysé mettant néanmoins en évidence le
marquage sans equivoque du tonoplaste (Figure 1&%C3).

1.3 - Conclusion

Le travail d’analyse protéomique que nous avonkségéa débouché sur lidentification de
420 protéines membranaires ou associées a la meebdela vacuole (Jaquinat al, 2007b;
Jaquinodet al, 2007a), constituant I'étude la plus compléte atfée a ce jour sur le protéome
tonoplastigue. Les analyses effectuées par Saetikal (2004), Szponarsket al (2004) et
Shimaokaet al (2004) avaient débouché, respectivement, suertification de 34, 72 et de 163
protéines dans la fraction membranaire, et lesatravde Carteet al. (2006) sur les protéomes
membranaires et solubles avaient conduit a I'idieation de 402 protéines. Plus récemment, un
travail original de localisation sub-cellulaire gtéines membranaires par tag isotopique a permis
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(At1g19450)
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Figure 16 : Protoplastes de cellules en culture d’Arabidopdisliana transformées de facon transitoirgservés

en microscopie en transmission (1), et en microscaonfocale pour I'observation de la GFP (2) et ke

chlorophylle (3) en acquisition séquentielle. (4puperposition des images. (A): GFP::Atlg19450,:(B
GFP::At5g58070, (C) : GFP::At5g58070 (détail d'umacuole). Si le marquage est exclusivement tontbglees

pour la construction GFP::At1g19450 (transportede sucres putatif ; A4), il semble que ce ne sastlp cas pour
la construction GFP::At5g58070 (lipocaline ; B4)eh que le marquage tonoplastique soit confirmé)(C4

d’assigner 24 protéines a la vacuole (Dunkétyal, 2006}, et deux études réalisées sur des
fractions enrichies en tonoplaste d’orge (Endierl, 2006) et sur des vacuoles intactes de chou-
fleur (Schmidtet al, 2007) ont abouti a I'identification de 88 et 3drf®téines respectivement.
L'utilisation d’une méthode originale d’oxydatioresl échantillons protéiques, associée a
une analyse des protéines majoritaires directemant solution dans du méthanol, sans
fractionnement préalable par électrophorése sur djatrylamide, ont notamment permis

1 A linverse des autres travaux mentionnés, ceuxDdekley et al. (2006) avaient pour objectif d'identifier la
localisation subcellulaire de plusieurs protéinemmhbranaires aprés séparation de fractions micrdesnpar ultra-
centrifugation, et ne constituaient donc pas unglétspécifiquement tonoplastique : Les microsorséparés sur
gradient d’iodixanol, sont récoltés en plusieurctions correspondant a des densités différentes.protéines de
chaque fraction sont alors digérées a la trypshédes peptides résultants marqués avec I'TRAQréactif présent
sous 4 formes (114, 115, 116, 117) isobariquesodientiques en mode MS), mais différentiables edenMS/MS.
Les fractions, chacune marquée avec une formerelifté d'iTRAQ, sont ensuite rassemblées pour entiitkr le
contenu en une seule analyse, et il est alors lgesgour chaque protéine identifiée, d’en conealr répartition a
travers les fractions. Une analyse statistique @mposantes principales permet alors de générercldssers de
protéines, au sein desquels certaines, dont ldidatian sub-cellulaire est bien connue, permet@affecter une
localisation a I'ensemble du cluster (Sadowetial, 2006).
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d’identifier 110 transporteurs, dont 60 n'avaieas gté mis en évidence par les précédentes études.
Cette classe de protéines est particulierementesgante dans le cadre d’'une recherche des
eléments impliqués dans la séquestration vacuati@semétaux lourds, et le fait que nous soyons
capable de suivre, par spectrométrie de massedpré® % (110 / 123) des transporteurs localisés
au tonoplaste par cette approche est un atout targigoour la suite que nous souhaitons donner a
ce travail. La confirmation de la localisatiam vivo d’'une part des protéines identifiées est un
aspect relativement peu pris en compte dans |leegforotéomiques vacuolaires publiées puisque
seule celle de Schmidit al (2008) comprend ce type de travail. Nous avonqifirmer la
localisation de 6 protéines identifiées dans latiom membranaire de la vacuole, 'ensemble de ce
premier travail d’analyse validant la méthode defimation de vacuoles qui a été mise en place. I
permet en particulier de confirmer I'absence det@mimations majeures par d’autres organites, les
identifications protéiques ne faisant pas apparas protéines majoritaires du chloroplaste
(protéines de la chaine de transfert des électpamsexemple), de la mitochondrie (complexes
respiratoires), ou du plasmalemme (aquaporine ke BYP Plasmalem Intrinsic Protejn

Toutefois la mise en évidence de fonctions vactedgparticulieres, relieées a la détoxication
métallique ou non, nécessite une vision globaléessemble des protéines de cet organite. Nous
avons donc complété le travail effectué sur lestivas membranaires par une analyse de la
fraction soluble de la vacuole, regroupant les gnas strictement solubles et les protéines
associées de facon transitoire au tonoplaste.

I - Analyse du protéome soluble de la vacuole

Suite a l'identification des protéines majeures ladraction membranaire des vacuoles
purifiées, nous nous sommes intéressés aux cargstule la fraction soluble et associée aux
membranes (Figure 17). Cet aspect de la protéomiqueolaire (fraction soluble) est moins
détaillé dans la littérature que I'analyse des @nats tonoplastiques, probablement a cause des
difficultés pour obtenir des organites intacts.

L’étude de la composition protéique membranairés@ntée préecédemment, a été réalisée
sur des fractions de membranes obtenues aprésractége » des protéines solubles associées
(incubation en présence de 500 mM de NaCl). Ce#tpeéde « lavage » a permis de diminuer la
complexité protéiqgue de la fraction membranairgjspbélicate a analyser, mais également
d’augmenter, dans la fraction soluble, la quanties protéines en équilibre entre une forme
« libre » et une forme « associée au tonopladt&c#itant I'identification de celles-ci.

Pour leur identification par spectrométrie de matese protéines contenues dans la phase
soluble ont été soumises a une courte électrophiomss la piste de migration divisée en 15
parties. La digestion trypsique a alors été réalis@mme décrite préecédemment, et les peptides
résultants chargés sur une colonne chromatograghiigqanolLC). L’élution séquentielle de ces
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peptides trypsiques vers le spectrometre de maakasapermis d’identifier les peptides contenus
dans chacun des morceaux de gel, conduisant aréiabl liste de 371 protéines vacuolaires ou
associées aux vacuoles. Ce travail d’identificaioaté réalisé par Michel Jaquinod et Lauriane
Kuhn du Laboratoire d’Etude de la Dynamique desddmes du CEA-Grenoble. Les protéines
identifiées ont été réparties en 10 catégoriestimmaelles (Figure 18), sur la base de celle prépos
par le MIPS Munich Information center for Protein Sequened®tp://mips.gsf.de).

Stratégie d’analyse protéomique Identification des protéines solubles

delavacuole ket

| SDS-PAGE!

Purification
des vacuoles|
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) |
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Figure 17 : Analyse par spectrométrie de masse de la commositirotéique de la fraction soluble de
vacuoles d’Arabidopsis thaliand.es vacuoles purifiég#\) ont été lysées par congélation / décongélation
puis centrifugées en présence de 500 mM de NBJCI40 pg de protéines de la fraction soluble ainsi
isolée ont alors été séparés par électrophoreseS(EBGE, 12% d’acrylamide, 2,5 cm de migration) puis
divisé en 15 fractions analysées chacune par naAdISIMS. Cette approche a conduit a I'identification
de 371 protéines.
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Les hydrolases, impliquées dans les processuggtadhtion et de recyclage des composés
cellulaires, représentent environ un tiers desémes identifiées, et se répartissent entre preséas
glycosidases, lipases et nucléases. D’autres fmmiiellulaires majeures telles que la réponse au
stress / défense contre les pathogénes ou la isigiah cellulaire constituent également une part
importante des protéines identifiées (respectivém@net 11 % du protéome). Les activités de
transport et de stockage, particulierement misegwdence dans le prottome membranaire a
travers la présence de 110 transporteurs, somjuegient moins représentées dans le protéome
soluble ou elles ne concernent que 8 % des ideatiifins (sous-unités de la V-ATPase, protéines
de liaison aux métaux : ferritines, protéine ddstia au Zn ...). Le métabolisme primaire
(glycolyse, cycle des acides tricarboxyliques emtlsyse des acides aminés) est quant a lui
relativement présent puisque 60 enzymes de cetifgarde ont été retrouvées dans les analyses
effectuées. Certaines enzymes impliguées dans tiegbolisme secondaire (synthéses d’alcaloides,
maintenance de la paroi cellulaire ...) sont égalémeprésentées. Enfin, 33 protéines (soit 6 % du
protéome soluble) n'ont pas été classées. Uneadfmartre elles (13 protéines) correspond aux genes
annotés « expressed protein », qui n'ont ni fomctiomotif structuraux connu a ce jour. D’autres
possedent des domaines particuliers (liaison auctesicnucléiques par exemple) ou un profil
d’expression connu (réponse a l'auxine) mais nfa# de fonction identifiée.

Remaniemeni Transd. de signa
lipidi Régulation 3
Iplalcf/tues 12% Réponse au stres

Protection

cellulaire ) té d |
7% representees ans e

soluble des

Figure 18 : Catégories fonctionnelles
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grace au site web TAIR.

I11.1 - Protéines a activité hydrolytigue

Les enzymes impliquées dans la dégradation dessdoomposés (peptides, carbohydrates,
lipides ou acides nucléiques par exemple) représemius de 30% de I'ensemble des protéines
identifiées. Elles constituent la catégorie fontielle la plus importante du protéome vacuolaire et
mettent particulierement en évidence la faculté cg¢ organite a recycler I'ensemble des
constituants cellulaire en fonction de la demanugsplogique.
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[11.1.1 - Protéases

Les protéases sont les principales hydrolasesadeatuole. Soixante cing protéines
identifiées peuvent étre rattachées a cette ca&gggu’il s'agisse de protéases (regroupées en
plusieurs familles) ou de protéines participard &lgulation des activités protéolytiques (ubiameiti
ou inhibiteurs).

L'analyse du génome Arabidopsispermet de prédir 818 protéases (base de données
MEROPS, http://merops.sanger.ac.uk/, Rawliegal, 2008), correspondant a un peu plus de 2,5%
du protéome potentielvia I'annotation du génome) de cet organisme. Cellessnt classées en
fonction de leur site catalytique et réparties astaSses majeures : métalloprotéases (M), protéases
a acide aspartique (A), protéases a sérine (Skegwes a cystéine (C) et protéases a thréonine (T).
Ces 5 catégories sont représentées dans le protemuelaire.

l11.1.1.1 - Protéases a acide aspartique (famille A)

Les protéases a acide aspartigue sont présentestchs les organismes, depuis les
vertébrés jusqu’aux virus, en passant par les ggaet les bactéries (Dunn, 2002 ; Davies, 1990 ;
Hill & Phylip, 1997). Chez les plantes, ces enzynmsssedent deux résidus aspartiques
responsables de leur activité (Rawlings & Barrgfi95) et un insert spécifique des protéases a
aspartate de planteléant Specific Insert PSI). Similaire a certaines saposines (protéines
activatrices des lipases), ces PSI n'ont, a ce pucun réle connu (Simoes & Faro, 2004). Suivant
I'espece considérée, ces enzymes sont activesfaone simple-chaine (riz, tabac ...) ou double-
chaine (maisArabidopsis...), les conditions de cette activation par protéeln’ayant toutefois pas
été établies. D’'une maniére générale, les protéaseside aspartique interviennent dans les
mécanismes de maturation et de dégradation degimest mais aussi dans les processus de
sénescence, de réponse au stress, de mort cellptagjrammée ou encore de reproduction (Simoes
& Faro, 2004). Elles sont également connues pow @ajoritairement vacuolaires (Ramalho-
Santoset al, 1997).

Deux protéases de cette famille, et deux autrestipas, ont été identifiées et sont
présentées dans le Tableau VIII. Trois d’entreseltat partie de la sous-famille A1, majoritaire
chez les plantes. La quatrieme, prédite (At3g1323®sente quant a elle un intérét tout particulier
car elle possede un motif (pfam 001995) qui la ragpe de la sous-famille A2 des protéases a
acide aspartique (Figure 19). Connu chez certainss (VIH par exemple), les bactéries, les
champignons et les mammiferes, ce type de proté&gdement appelée rétropepsine, n'avait
jamais été mis en évidence chez les plantes.
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I HER0O0O0981 LARSRPSYAYYLS---GPHLOPSONOALHLYDTGAENTYLPONHLYRDYPRIPAAYLGAGGYSRNRYNHLOGPLTLA-LKPEG--PFITIPKILYDTFDKHOILGRDYLSRLOASISI
I HER0O16601 DPARRPYIKAQYD---TOTSHPKTIEALL--DTGADHTYLPIALFSSHTPLKNTSYLGAGGOTODHFKLTSLPYLIR-LPFRT--TPI¥LTSCLYDTKNNHAIIGRDOALQOCOGYLYL
I HER0M0984 ROOMOPILGYRIS---YHGOTPQPTOALL--DTGADLTYIPQTLYPGPYKLHDTLILGASGATHTAFKLLOTPLHIF-LPFRR--5PYILSSCLLDTHNKHTIIGRDALOOCOGLLYL
| HEROODIE0 RLDKOPFIKYFIGGRHYKGLYDTGADEYYLENIHHDRIKGYPGTPIKOIGYNGY -—NYAKRK THYEHRFKD—--—KTGIIDYLFSDTPY--HLFGRSLLRSI¥TCFTL
| HER001447 HLEKRPTTIYLINDTPLHYLLDTGADTSYLT TAHYHRLK-YRGRKYOGTGLIGYGGHYETFSTPYTIKKKG——-—RHIKTRHLYADIPY--TILGRDILODLGAKLYL
| HER001448 TLHORPLYTIKIGGOLKEALLDTGADDTYLEE==HSLPGRHKP===KHIGGIGGFIKYROYDO=-IL TETCG==-=~-HKAIGTYLYGP TPY=~NITGRHLL TQIGCTLHF
HEROO1468 SLHKRPYYTAYIEDOPYEYLLDTGADDSIVAG--TELGDNY TP---KIVGGIGGF INTKEYKN-YEIKYLN----KRYRATIHTGDTPI~--NIF GRMIL TALGHSLHL
0! HEroo1486 PLMRRPIKTYYIEGYPIKALLOTGADDTIIKENDLOLSGPHRP==-KIIGGIGGGLHYKEYHD=REYKIED====KILRGTILLGATPI-~NITGRHLLAPAYPRLYH
O ! HERON0IE3 YTEAPPKIEIKYGTRHKKLLYDTGADKTIYTSHOH---SGIPKGRIILOGIGGI TEGEKHEQYHLOYKDK————— HIKGTIVYLATSPY--EYLGRONHRELGIGLIH
O | HEROODIES TLERRPEIQIFYNGHPIKFLLOTGADITILHRKDFOIGHSIEMGKONHIGYGGGKRGTHY INYHLEIRDENYRHOCIFGHYCYLEDNSLIOPLLGRDNHIKFHIRLYH
>>I1 HER00(0972 EHKDRPLYRYILTHTGSHPYKORSYYITALLDSGADITIISEEDHPTDHPYHEAANPOIHGIGGGIPHRKSROHIELGYINRDGSLERPLLLFPAVYAHVRGSILGROCLOGLGLRLTH
ts 1 HER015481 TSEQOPTCTIHIOGKKFKGLLOTGSDYSITSSHLHPSSHRKHPTHI-XLAGIGKADEYHOSTTFI-—-LPCTGPEGAKGKIOPY IHP-ISTHIHGRDLL TQHGAETHI
— | HERODDIGE VSENRPYCKAIIOGKOFEGLYDTGADYSITALNOHPKNHPKOKAYT-GLYGIGTASEYYQSHE-T~~~LHCLGPDNOESTYQPHITS~IPLNLHGROLLOOMGAEITH
C)l HERO(O0970 SDSRPHLHIYLNGRRFLGLLDTGADKTCIAGRDHPANHPIHATES-SLAGLGHACGYARSS50-P-—-LRHOHED-KSGITHPFYIPTLPF TLHGRDIHKDIKYRLHTD
T | HER000369 ITCOKPSLTLHLDDKHFTGLIDTGADYTIIKLEDHPPNHPITOTLT-HLRGIGOSHNPKASSK-Y——-L THROKENNSGLIKPFYIPHLPYNLHGRDLL SOHKIHHCS
HER(016353 ITHORPHLKLILDGKGFEGYIDTGADYTIIRGADHPSHHPLSYSLT-HLAEIGYASHPKRSSK-L-—-L THRDEDEKSGKIAPYYHSHLPYTLHGRDLL SAHGYILCS
I HER00O0975 SLHDRPKLRLKINGKEFEGILDTGADKSIISTHHHPKAHPTTESSH-SLOGLGYOSCPTISSY-A-—-LTHESSEGOOGKFIPYYLP-LPYNLHGRDINOHLGLILSN
I HER043651 SLADRLLHTLTIRGKSIOGLLDTGADYSIISENDHPKSHPLOPGDN-TLYGLGAAHTPSRSAQ-Y-—-LHHOODQEGNKGHYQPYYSA-LPITLHGROILEQLGLTLTH
I HER015479 YSEDRPYCTYTIOGKEFEGLYDTOADYSYI GIGTASEYYOSAHI====LHCPGSDHOESTYQPYITS=IPTHLHGRDLLOOKHHAEITI
1 HEROO4380 PSPSEPRYCLTIESOEYHCLLDTGAAFSYLLS--—-CPROLSSRSYTIRGYLGOPYTTYFSOP—————-| LSCOMGTLLFSHAFLIWPESPTPLLGRDILAKAGATTHL
1 HER015446 ITERELRYTLTYEGKSIPCLIDTGATHSTLPS==-==FOGPYSLAPITYYGIDGAASKPLKTPP====== LHCOLGOHSFHHSFLYIPTCPLPLLGRNILTKLSASLTI
| HER0O1812 PHPLGAHGDCHTGGOPIRFLIDTGAEHLYLOI----PLGSYSHKKYAYOGSHGATOEYPY THS—————~ REYSLGOKRYTHSFLAYPECPFPLLRROLLHKLOTSISL
| HER001480 EPPPEPRITLKYGGOPYTFLYDTGAQHSYLTQ====HPGPLSDKSAHYOGATGG=KRYRHT TD===m—m=| RKYHLATGKYTHSFLHYPDCPYPLLGROLL TKLKAQTHF
\ HER0(O4364 DPLPEPRYTLKYEGOPYEFLYDTGAEHSYLLO--—-PLGKLKEKKSHYHGATGO-ROYPHT TR—————-| RTYDLAYGRYTHSFLYIPECPYPLLGRDLL TKHGROISF
HER037833 EYEYAGAKHKGLLOTGASYSLLGOGCRELYEKLGHEARPYESHYRTAC
CONSENsSuS  ..iveveessssane Pevesans Heveas LDTOAd. e ssssseeerssasennsssan BB rsassesrssssssesssssssestrssssesssrnnes 1.Grd,%..0e.. 1..
At3g13235 EHNPEGFARYIHL---YVDHEYHGYPLKAFYDSGAGSTIISKSCAERCGLLRLHDORYKGIAHGYGATEILGRIHYAPIKIGH--HFYPCSFYVYLDSPHHEFLFGLDHLRKHACTIDLK
190 303

Figure 19 : Identification d’'un motif de type A2 (protéasesacide aspartique 2) chez une protéine identifiéendda
vacuole.Les protéines holotypes obtenues a partir de leebds données MEROPS permettent d’établir une séq
consensus caractéristique des peptidases A2, nefmen grande partie chez la protéine At3g1323%eQmotéine serai
la seule protéase de type A2 identifiée a ce jbezdes plantes.

[11.1.1.2 - _Protéases a sérine (famille S)

Contrairement aux protéases a acide aspartigueuourmgtalloprotéases, les protéases a
sérine (de méme que les protéases a cystéine) ibumecomplexe covalent enzyme-substrat lors
de I'hydrolyse des peptides. Ubiquitaires, elles @® identifiées dans les racines, les feuilles, |
graines ou les fruits, et interviennent dans destfons physiologiques trés diversdarnoverdes
protéines, sporogenése, développement des storeétescence, vascularisation, réponse au stress
ou encore symbiose (Antao & Malcata, 2005). La fienté plus représentée dans nos extraits est la
famille 10, correspondant aux Serine CarboxyPeptidake (SCPL). Six d’entre elles, sur 51
prédites dans le génomeAdabidopsis ont été identifiées dans la fraction vacuolaokilsle. Ces
protéases sont tres souvent impliquées dans laugtiod de métabolites secondaires dédiés a la
protection de la plante contre les herbivores auU¥ (Lehfeldtet al, 2000), et possedent des
profils d’expression assez spécifiqgues des différeéissus de la plante (Frasetr al, 2005). De
facon intéressante, trois des six protéines de attille identifiees (SCPL3, SCPL 29 et SCPL 49)
présentent un niveau d’accumulation d’ARNm, évgdaeRT-PCR (Fraseat al, 2005), quasiment
indétectable quelque soit le tissu considéré, atprs leur score MASCOT sont relativement
importants (respectivement 37, 129 et 140, Tab\ddy
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Une autre catégorie de protéases fortement repéesast la famille deSubitilisin-like
Serine Protease®u subtilases, dont 3 (sur 56 codées dans lenggnBRautengarteat al, 2005)
ont été identifiees au cours de notre travail. Qreg€ines possedent également des fonctions tres
diverses, et I'une d'entre elles, ARA12, a été déccomme étant réprimée par les stress,
notamment le stress cadmium (Golldatkal, 2003). La raison physiologique de cette regutatio
n'est pas connue mais les auteurs suggérent qulerait prendre part a la cascade de
signalisation via I'hydrolyse d'un peptide signé@le type de réponse est d’ailleurs décrit chez la
tomate, ou la libération de la systémine est dii@céion d’une subtilase (Schaller & Ryan, 1994).
Une autre subtilase, la TriPeptidylPeptidase IIRMPAt4g20850), peut quant a elle étre associee
au protéasome, et joue un rbéle dans la dégradalies protéines (Booket al, 2005).
L’identification de cette protéine est particuligrent intéressante. Décrite pour étre cytosolique,
elle a été identifiée ici avec un score MASCOT tréportant (4786, soit le plus haut score associé
a une protéine dans nos analyses), ce qui soueygadstion d’'une éventuelle contamination des
vacuoles par des protéines cytosoliqgues, assoaéedacon non spécifigue au tonoplaste.
Cependant, considérant le score MASCOT considéraddecié a cette protéine, il est également
probable que celle-ci soit spécifiguement assoaig¢d¢onoplaste, suggérant un mécanisme, inédit
chezArabidopsis thalianade coopération directe entre une peptidase dygogoet la vacuole.

[11.1.1.3 - Métalloprotéases (famille M)

Le génome dArabidopsis compte 81 génes prédits ou connus pour coder des
meétalloprotéases, dont le site catalytique esttitagsd’'un ou plusieurs atomes métalliques. Ces
enzymes, exo ou endopeptidases, sont peu caraewriaotamment du point de vue de leur
localisation. Ce travail en assigne 11 a la vacugmi celles-ci, 6 coordonnent un ou plusieurs
atomes de zinc (familles M1, M3, M14, M16, M28)s lautres n’ayant pas de site catalytique
connu, a I'exception de la famille M24 dont certareprésentants bactériens ont un site catalytique
constitué de deux atomes de cobalt ou de manganese.

Parmi les métalloprotéases les plus abondantamédisin d’apres le score MASCOT), les
leucine-aminopeptidases (LAP - famille M17) catelys’hydrolyse d’un résidu leucine en position
amino-terminale d’'une protéine. Cette sous-famdlbat la fonction est particulierement liée a la
défense cellulaire (Matset al, 2006), se caractérise par I'existence de deusstge protéines qui
se distinguent par leur point isoélectrique : rewin acide (LAP-N et LAP-A, respectivement ; Gu
et al, 1996). Seules des protéases de type LAP-N onteétéuvées dans nos extraits (LAP1 et
LAP3, Tableau VIII), la troisieme protéine de ceftrus-famille (LAP2) n'ayant pas été identifiée.
Prédites pour étre cytosoliques, les LAP1 et 3éédtassignées, par des analyses par spectrométrie
de masse, a d’autres compartiments tels que la na@elplasmique (LAP1 - Alexanderssetnal,
2004) et le plaste (LAP3 - Zybaila®t al, 2008). Il est toutefois intéressant de noterlgadravaux
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de Shimaokeet al (2004) ont également conduit a leur identificataans la vacuole, avec des
couvertures relativement importantes (respectiver2&fb6 pour LAP1 et 12 % pour LAP3).

[11.1.1.4 - Protéases a thréonine (famille T)

Sur les 14 protéases a thréonine identifiees, b8 des sous-unités du protéasome. Huit
isoformes de la sous-unité alpha et 5 de la soité-hata ont été retrouvées dans la fraction selubl
de la vacuole, indiqguant une co-purification de coemplexe protéolytique avec les vacuoles.
L’identification de deux protéines liées a la fdmilles ubiquitines (une ubiquitine : At1g31340, et
une protéine de fusion a l'ubiquitine : At2g21271@pleau VIII) est particulierement intéressante.
Elle pourrait confirmer que certains processus aledie de dégradation ubiquitine-protéasome
pourraient étre associés a la vacuole.

Une autre protéase de cette famille, At4g29210gadeénent été identifiee. Il s’agit d’'une
gammd&luthamyl Transpeptidase (GGT4), dont quatre reprimts sont codés dans le génome
d’Arabidopsis thaliana (TAIR). Ces enzymes sont connues pour étre imgigudans la
dégradation des conjugués du glutathion, et soatitdé pour travailler conjointement avec la
phytochélatine synthase dans la dégradation de &&bhjugués en CyS-conjugués, (premieres
étapes de la dégradation du conjugué ; Blum et28lQ7). De facon intéressante, GGT4 a
récemment été localisée a la vacuole par des exp@&s de fusions traductionnelles (Grzztnal,
2007), les auteurs démontrant également que l&meésde cette enzyme est fondamentale dans
I'initiation des étapes de dégradation des G&tnjugués

1.1.1.5 - Protéases a cystéine (famille C)

Cette famille de peptidases est principalementigogke dans la maintenance cellulaire, et
participe par exemple a la dégradation des pratémm@ormales ou mal repliées. Elles sont
également connues pour contribuer aux activitégéplytigues des vacuoles digestives des
protozoaires et des lysosomes des mammiferes eirspliquées dans la maturation de protéines,
leur dégradation ou leur reconstruction suite déddhts stimuli extérieurs (tels qu’un déficit
hydrique par exemple). Dans certaines conditicess plkotéases a cystéine peuvent contribuer pour
plus de 90% a l'activité protéolytique totale.

Douze protéines de cette famille ont été identfiéans la vacuole par nos analyses
(Tableauvin). Trois sont de type RD21 ou RD21-like (Atlg471285943060 et At3g19390), et
semblent particulierement abondantes dans la dractioluble. RD21A est connue pour étre
impliquée dans la réponse cellulaire au stress tigoe(Koizumiet al, 1993), et présente un profil
d’expression similaire a celui dgVPE (Vacuolar Processing Enzyme) lors de certaingss
(blessures : Hatsugat al, 2004 ; Hayashet al, 2001). Cette derniere, identifiée par nos travaux
(At4g32940), appartient aussi a la famille des fiygéases et a été décrite comme étant impliquée
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dans la maturation des protéines dans les vacdeletockage des graines (Tametaal, 2003)
ainsi que dans le programme de mort cellulaire (Pi@f@rvenant lors de la réponse hypersensible
(Kuroyanagiet al, 2005).

D’autres protéases sont connues pour leur réle dasgprocessus particuliers, tels que les
mécanismes protéolytiques intervenant lors de $gawlarisation (XCP2 : Xylem Cystein Proteinase
2, At1g20850 - Kuppeet al, 2000) ou dans le métabolisme du folate. Concéroamernier cas,
les 3 gammaGlutamyl Hydrolases (GGH) connues dh@bidopsisont été identifiees par nos
travaux (Atlg78660, At1g78680, Atlg78670). Ces emzy sont responsables de I'hydrolyse des
gueues polyglutamate du folate (Folyl-polyglutamate vitamine B9) et dy-aminobenzoyl-
polyglutamate. Une telle activité a déja été idexidans les vacuoles des feuilles de pois et des
racines de betterave (Orsomaretal, 2005). La vacuole est en effet un site connutoekage du
folate et du methyl-tetrahydrofolate (methyl-THE®rrespondant respectivement a 20 et 38 % du
total cellulaire. De facon surprenante, la moitié chethyl-THF vacuolaire est sous forme
polyglutamylées, alors que l'activitt GGH mesuréesaiffisamment importante pour hydrolyser la
totalité du pool vacuolaire en 7 secondes (feuitlespois, Orsomandet al, 2005). Ceci sous-
entend que l'activité de ces protéases doit &enient régulées.

[1.1.1.6 - Inhibiteurs protéigues de peptidases

La régulation de l'activité protéolytique, et notaent de I'activitc GGH mentionnée
préecédemment, pourrait étre le fait d’'inhibiteuespaiotéases, notamment de type protéique. Quatre
d’entre eux ont été identifies dans les extraityam@s (Tableau VIII) : 2 inhibiteurs de protéases
cystéine (At4gl16500, Cystatinl : At59g12140), 1 nteiur de protéase a sérine (Serpsetjne
protease inhibitor 1At1g47710) et un dernier (Atlg73260) apparterzala famille des inhibiteurs
de type Kunitz, susceptibles d’'agir sur les deyesyde protéases (ser- et cys-protéases). Deux de
ces inhibiteurs (cystatinl et serpinl) présentard activité inhibitrice du programme de mort
cellulaire (Belenghiet al, 2003 ; Vercammemt al, 2006), la serpinl ayant méme présenté, de
facon surprenante, une activité inhibitrice surmatacaspase 9 Afabidopsis une protéase a
cystéine (Vercammeet al, 2006).
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Tableau VIII : Protéases et protéines régulatrices d’activité tgasique identifiées dans la fraction soluble de la
vacuole.Les scores MASCOT, ainsi que les couvertures (eincpotage) et le nombre de peptides identifiésréent
parenthéses), sont mentionnés (Pl = protease itdripi

Locus Description Famille Score Co@gg;re
Protéases a acide aspartique

At1g62290 Aspartyl protease family protein Al 68,83 4,48 (2)
At1g11910 Aspartyl protease family protein (similar to pepéin Al 411,80 25,89 (8)
At1g03220 Extracellular dermal glycoprotein, putative / EDGP Al, putative 301,04 14,09 (5)
At3g13235 Ubiquitin family protein, has aspartic-type endoipdgse activity A2, putative 36,05 3,38 (1)
Protéases a serine

At3g14067 Subtilase family protein, similar to cucumisin-ligerine protease AtSBT1.4 S8 (subtilase) 1164,06 27,67 (15)
At4g20850 Subtilase family protein, tripeptidyl-aminopeptidds (TPP-11) AtSBT6.2 S8 (subtilase) 4786,87 57,97 (70)
At5g67360 Cucumisin-like serine protease, subtilisin-liketpase (ARA12) S8 (subtilase) 194,07 5,02 (3)
Atlg71950 Subtilase, putative S8 (subtilase) 192,85 23,53 (3)
At4g14570 Acylaminoacyl-peptidase-related (Acyl-peptide hydse) S9 890,39 20,42 (13)
At1g50380 Prolyl oligopeptidase family protein, similar tagdpeptidase B S9 978,88 32,54 (18)
Atlg76140 Prolyl oligopeptidase, putative / prolyl endopepsd, putative S9 104,59 2,89 (2)
At1g73280 Serine carboxypeptidase-like 3 (SCPL3, Clade 1A) S10 37,75 3,40 (1)
At3g10450 Serine carboxypeptidase-like 7 (SCPL7, Clade 1A) S10 447,22 21,97 (8)
At2g35780 Serine carboxypeptidase-like 26 (SCPL26, Cladell) S10 92,73 4,20 (2)
At4g30810 Serine carboxypeptidase-like 29 (SCPL29, Cladell) S10 129,74 6,26 (2)
At3g10410 Serine carboxypeptidase-like 49 (SCPL49) S10 140,18 6,98 (4)
At1g15000 Serine carboxypeptidase-like 50 (SCPL50) S10 202,64 10,81 (5)
At4g36190 Serine carboxypeptidase S28 family protein S28 496,50 14,40 (8)
At2g18080 Serine carboxypeptidase S28 family protein (EDA2) S28 161,11 8,22 (3)
At4g36195 Serine carboxypeptidase S28 family protein, simddEDA2 S28 999,35 38,57 (15)
At5g65760 Serine carboxypeptidase S28 family protein, sinplalylcarboxypeptidase S28 455,59 18,83 (8)
At4g36190 Serine carboxypeptidase S28 family protein S28 496,50 14,40 (8)
At3g61540 Peptidase family protein, prolyl aminopeptidas®lfpe iminopeptidase) S33 554,72 27,77 (10)
Protéases a cystéine

At4g01610 Cathepsin B-like cysteine protease, putative C1 368,50 16,99 (6)
At1g02305 Cathepsin B-like cysteine protease, putative C1 116,39 14,09 (3)
Atlg47128 Cysteine proteinase (RD21A) C1 557,28 17,53 (8)
At3g19400 Cysteine proteinase, putative Cc1 149,11 13,10 (2)
At3g19390 Cysteine proteinase, putative / thiol proteasetaina similarity to RD21A Cc1 254,29 9,96 (4)
At5g43060 Cysteine proteinase, putative, similar to RD21A Cc1 475,46 13,39 (7)
At1g20850 Cysteine endopeptidase, papain-type (XCP2) C1A 45,94 3,65 (1)
At4g32940 Gamma vacuolar processing enzyme (gamma-VPE) C13 114,34 4,86 (2)
At1g56700 Pyrrolidone-carboxylate peptidase family proteigrgglutamyl-peptidase 1) C15 39,04 5,94 (1)
At1g78660 Gamma-glutamyl hydrolase (AtGGH1) C26 53,31 3,45 (1)
At1g78680 Gamma-glutamyl hydrolase (AtGGH2) C26 324,10 23,34 (6)
Atlg78670 Gamma-glutamyl hydrolase(AtGGH3) C26 221,67 16,48 (5)
Métalloprotéases

At1g63770 Alanyl aminopeptidase M1 (Zn) 143,00 5,66 (3)
At4g33090 Aminopeptidase M, a ortholog of mouse microsomal A M1 (Zn) 261,27 5,23 (4)
At5g65620 Thimet oligopeptidase family protein M3 (Zn) 284,88 9,23 (6)
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Atlg71696 Carboxypeptidase D, putative M14 (Zn) 34,53 2,37 (1)
At2g41790 Pitrilysin family, insulinase family protein M16 (Zn) 37,96 1,13 (1)
At2g24200 Leucine aminopeptidase 1 (LAP1) M17 1335,28 54,42 (19)
At4g30920 Leucine aminopeptidase 3 (LAP3) M17 742,42 24,36 (10)
At5g60160 Aspartyl aminopeptidase M18 1121,75 47,80 (18)
At5g04710 Aspartyl aminopeptidase, putative M18 92,35 4,75 (2)
At4g36760 Aminopeptidase P, similar to Xaa-Pro aminopeptidase M24 (Co / Mn) 635,83 20,66 (10)
At5g19740 Peptidase M28 family protein (similar to AMP1) M28 (Zn) 79,65 3,38 (2)

Protéases a thréonine

At5g35590 20S proteasome alpha subunit A1 (PAA1) (PRC1) T1 150,64 21,54 (3)
At2g05840 20S proteasome alpha subunit A2 (PAA2) T1 128,28 15,85 (2)
Atlgl6470 20S proteasome alpha subunit B (PAB1) (PRC3) T1 5,0 4,3(1)

At3g22110 20S proteasome alpha subunit C (PAC1) (PRC9) T1 86,30 10,00 (2)
At3g51260 20S proteasome alpha subunit D (PAD1) T1 169,30 21,60 (4)
At1g53850 20S proteasome alpha subunit E1 (PAEL) T1 78,95 10,97 (2)
Atlg47250 20S proteasome alpha subunit F2 (PAF2) (PRC2B) RS T1 42,24 4,33 (1)
At2g27020 20S proteasome alpha subunit G (PAG1) (PRC8) T1 57,81 4,82 (1)
At4g31300 20S proteasome beta subunit A (PBA1) (PRCD) T1 201,18 15,45 (3)
Atlg77440 20S proteasome beta subunit C (PBC2) T1 81,0 6,9 (1)

At1g21720 20S proteasome beta subunit C1 (PBC1) (PRCT) T1 120,44 11,76 (2)
At3g22630 20S proteasome beta subunit D (PBD1) (PRGB) T1 101,53 12,75 (2)
At3g60820 20S proteasome beta subunit F1 (PBF1) T1 176,10 21,97 (4)
At4g29210 Gamma-glutamyl transpeptidase family protein (GGT4) T3 480,83 14,13 (8)

Régulateurs d'activité

At5g12140 Cysteine protease inhibitor (Cystatin-1) Cys —PI 97,95 15,84 (1)
At4g16500 Cysteine protease inhibitor family protein / cystdamily protein Cys - Pl. 143,74 24,79 (3)
Atlg47710 Serine protease inhibitor (Serpinl) Ser - Pl 182,04 11,51 (4)
Atlg73260 Trypsin and protease inhibitor family protein / Kizrfamily protein Cys/Ser - Pl 62,0 6,5 (1)

At1g31340 Ubiquitin family protein (RUB1) 334,27 39,10 (6)
At2g21270 Ubiquitin fusion degradation UFD1 family protein 60,58 5,64 (2)

[11.1.2 - Glycosidases

Les glycosidases, ou glycosyl hydrolases (GH), sibed enzymes impliquées dans la
dégradation des carbohydrates en hydrolysant amoii covalente entre deux carbohydrates ou
entre un carbohydrate et une autre molécule (pejpi#d exemple). Elles jouent un réle primordial
dans un grand nombre de processus physiologiglsegue les métabolismes de la paroi cellulaire,
la défense contre les pathogenes, le métabolismendaire ou encore la signalisation (Minic,
2008). La base de données CAZaftbohydrate Active Enzymbttp://www.cazy.org/, Henrissat,
1991) répertorie 393 glycosidases dans le génommebidopsis thalianaréparties en 34 familles.

Nos travaux permettent d’'identifier 36 enzymesyésentant 20 familles qui couvrent un
large spectre des activités cellulaires (Tablegu D¢ fagon intéressante, seulement 6 glycosidases
sont identifiees en commun par les travaux de Sbkanat al. (2004) (8 identifiées au total) et de
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Carteret al. (2004) (25 identifiées). Deux d’entre ellesmiannosidase, famille 38 — At3g26720 et
At5g13980) sont les glycosidases les plus représsrdans nos extraits protéiques, sur la base du
score MASCOT qui leur est associé (scores respegtf 1637 et 1198, avec 23 et 21 peptides
identifiés). Ces enzymes sont responsables dedeadid@tion des protéinds-glycosylées dans la
vacuole ou dans les corps protéiques. L’hydrolyesaNdglycanes pourrait également impliquer une
B-N-acetylhexosaminidase (At3g55260, HEXO1, famille),2qui catalyserait la libération de
résidus GIcNAc conduisant a la synthése dBl-glycanes paucimannosidiques
(paucimannose = ManGIcNACFuG.4), un composant majeur des protéines glycosyléeg lgs
plantes. Les 3 isoformes HEXOL, 2 et 3 ont étéméaent clonées, et en accord avec nos résultats
l'isoforme 1 a été assignée a la vacuole par dpsreences de fusion traductionnelle avec la GFP
(Strasseet al, 2007).

Les polysaccharides de la paroi cellulaire sontt@aposés organiques les plus abondants
sur terre, ont une biogenese qui dépend en graadée ple glycosidases (Minic, 2008). lIs
correspondent a 90 % de la paroi cellulaire etigisaht en 3 groupes : cellulose, hémicellulose et
pectine. Six pectinases (famille 28) ont été ide&y@s dans nos travaux, dont 5 sont prédites pour
participer a la dégradation de la paroi (Minic &udain, 2006). Huit autres glycosidases sont
egalement potentiellement impliquées dans le mésabe de la paroi cellulaire : urfiexylosidase
(At5g10560, GH3), ung-glucanase (At4g16260, GH17), dewxgalactosidases (At3g26380 et
At3g56310, GH27), une-glucosidase (At5g11720, GH31), defpgalactosidases (Atlg72990 et
At2g32810, GH35) et une-L-arabinofuranosidase (At3g10740, GH51).

Trois chitinases (GH19) ont également été idemtHidnitialement décrites pour étre, chez
les plantes, impliquées principalement dans lard&feontre les pathogenes (Colliregeaal, 1993),
les chitinases sont aujourd’hui rattachées a unbmeroroissant de processus cellulaires autres que
celui-ci (Kasprzewska, 2003). Bien que I'importarde® ces enzymes dans la réponse cellulaire
contre les pathogéenes soit reconnue (Bishbml, 2000), certaines chitinases sont aujourd’hui
connues pour étre impliquées dans I'embryogenes& girogramme de mort cellulaire, en
particulier ATCHITIV (At3g54420), identifiée au caude nos analyses (Passariehal, 2001).

Tableau IX: Glycosyl hydrolases identifiées dans la fractionluble de la vacuolelLes scores, ainsi que les
couvertures (en pourcentage) et le nombre de pepfdkntifiés (entre parenthéses), sont mentionnés.

- . Couverture
Locus Description Famille Score

(#pep)
At3g60130 GH family 01 protein, beta-glucosidase 1 293,04 15,37 (6)
At3g54440 GH family 02 protein 2 40,51 0,81 (1)
At1g09010 GH family 02 protein, mannosylglycoprotein endogbetannosidase 2 770,36 17,69 (13)
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At3g47040 GH family 03 protein, beta-D-glucan exohydrolase 473,21 11,16 (6)
At5g10560 GH family 03 protein, beta-xylosidase 876,20 20,20 (14)
At4g15210 GH family 14 protein, beta-amylase (BMY1), 4-alpBaglucan maltohydrolase 14 54,25 1,61 (1)
At4g16260 GH family 17 protein, beta-1,3-glucanase class 1 17 311,64 18,95 (4)
At3g12500 GH family 19 protein, basic endochitinase B 19 589,59 35,40 (8)
At2g43570 GH family 19 protein, chitinase, 19 75,18 7,94 (2)
At3g54420 GH family 19 protein, class IV chitinase (CHIV) 19 51,41 4,40 (1)
At1g05590 GH family 20 protein, beta-hexosaminidase (HEXO2) 20 66,31 2,93 (2)
At3g55260 GH family 20 protein, beta-N-acetylhexosaminidagelEXO1) 20 711,61 22,92 (12)
At3g26380 GH family 27 protein, alpha-galactosidase familgtpm, melibiase family protein 27 274,60 10,66 (6)
At3g56310 GH family 27 protein, alpha-galactosidase-like piot 27 435,03 21,28 (7)
At1g80170 GH family 28 protein, polygalacturonase (pectindag)ily protein 28 101,84 8,11 (2)
At3g06770 GH family 28 protein, polygalacturonase (pectindag)ily protein 28 104,40 5,04 (2)
At3g16850 GH family 28 protein, polygalacturonase (pectindag)ily protein 28 598,11 25,93 (8)
At3g57790 GH family 28 protein, polygalacturonase (pectindag)ily protein 28 373,73 13,27 (5)
At3g62110 GH family 28 protein, polygalacturonase (pectindaa)ily protein 28 324,46 12,10 (4)
At5g49215 GH family 28 protein, polygalacturonase (pectindaa)ily protein 28 250,87 10,02 (4)
At2g28100 GH family 29 protein, alpha-L-fucosidase 29 500,67 17,39 (8)
At5g11720 GH family 31 protein, alpha-glucosidase | (AGLU1) 31 760,19 16,08 (14)
At5g63840 GH family 31 protein, alpha-glucosidase Il alphésnit 31 361,41 8,58 (7)
At1g72990 GH family 35 protein, beta-galactosidase (BGAL3) 35 41,33 1,72 (1)
At2g32810 GH family 35 protein, beta-galactosidase (BGAL9) 35 789,23 22,66 (13)
At4g24040 GH family 37 protein, trehalase 37 80,60 3,04 (2)
At3g26720 GH family 38 protein, alpha-mannosidase 38 1637,36 29,34 (23)
At5g13980 GH family 38 protein, alpha-mannosidase 38 1198,45 21,48 (21)
At5g66150 GH family 38 protein, alpha-mannosidase 38 62,22 1,91 (2)
At3g21160 GH family 47 protein, 1,2-alpha-mannosidase-liketg@in 47 417,62 13,11 (7)
At1g30000 GH family 47 protein, alpha-mannosidase, putative 47 147,82 7,37 (3)
At3g10740 GH family 51 protein, alpha-L-arabinofuranosidase 51 659,06 22,71 (11)
At2g40840 GH family 77 protein, 4-alpha-glucanotransferase 77 63,82 2,62 (2)
At5g07830 GH family 79 protein, similar to beta-glucuronidabBeparanase-like protein 79 69,66 2,58 (1)
At5g05460 GH family 85 protein, similarity to endo-beta-N-&dglucosaminidase 85 145,62 5,15 (3)
At5g13690 GH family 89 protein, alpha-N-acetylglucosaminidésmily / NAGLU family 89 343,30 11,79 (8)
[11.1.3 - Autres hydrolases

Le recyclage des éléments cellulaires dans la Yaéoplique la présence dans cet organite

d'un ensemble d’enzymes susceptibles de dégradeiange spectre de composés : protéines,

carbohydrates, mais également lipides et aciddgiques par exemple.

Les lipides sont une composante majeure de laleellwon seulement parce qu’ils

constituent les membranes de la cellule et desdega mais également parce gu'ils jouent un réle

important dans la production d’énergie, et dansidgmalisation cellulaire en tant que messagers

secondaires. Leur dégradationvia des estérases/thioestérases/lipases, doit done étr

particulierement régulée. Six protéines de ce typepu étre identifiées dans le protéome soluble de

-101 -



Chapitre | : Analyse protéique globale de la vaewbtArabidopsis thaliana

la vacuole. Trois d’entre elles appartiennent adas-famille des lipases dont le site catalytique,
Glu-Asp-Ser-Leu (GDSL), différe du motif GxSxG cetéristique de la plupart des autres lipases
(Akoh et al, 2004). La présence dans la vacuole de plusigpasds suggere qu’elles puissent
intervenir dans des processus différents, leurvibéetipouvant étre en outre régulée par des
effecteurs tels que des protéines a domaine sap@aitivateur de lipases, Munfoed al, 1995),
certaines ayant dailleurs été identifiees danstrewail (protéine a domaine saposine B:
At3g51730, Plant Specific Inserdes protéases a acides aspartique). Toutefoisspésificités
relatives de ces différentes lipases, en particelidre celles a motif GDSL et les autres, ne past
connues.

Une protéine appartenant a la famille des LCA&c{thin : Cholesterol AcylTransfergsa
egalement été detectée. Identifiee depuis peu Ghgdante, le role de cette famille, dont 6
représentants ont été retrouvés dans le génommhitdopsis (Banaset al, 2005), n'est pas
précisément connu. Cette enzyme semble étre ingaigans une voie de synthése des triglycérides
alternative a la voie acyl-CoA dépendante, et qiliserait les phospholipides (PL) comme
précurseurs des triglycérides (Dahlgvist al, 2000). Elle serait également impliquée dans
I'acylation, a partir de PL, de stérols et/ou dergdtglycosides. La présence de cette protéine dans
nos extraits est cohérente avec la teneur élevéeeyl-glucosides acylés du tonoplaste (7,4 % des
lipides totaux, Yoshida & Uemura, 1986 ; Moregtual, 1998 ). Les stéryl-glucosides acylés sont
aussi impliqués dans les processus de signaliskirsnde stress biotiques et abiotiques : rayons
gamma, @, pathogénes, mais aussi métaux lourds (Potockan®wski, 2008).

Les activités liees aux modifications lipidiquesslde cadre de la réponse au stress et de la
défense contre les pathogénes sont également eapFés par une phospholipase D (At3g15730 ;
Shah, 2005).

Parmi les hydrolases d'intérét, 3 nucléases (urdorédmonucléase de type L-PSP, une
ribonucléase 2 (RNS2) et une nucléase bifonctideqeltative) ont été répertoriées. L'une d’entre
elles, RNS2, est homologue a une famille de nuegaslentifiées pour leur rble dans
incompatibilité gamétique chez certaines plaradegames obligatoires (Harirgf al, 1990). La
présence de cette protéine cgabidopsis(plante autogame) semble plutdt reliée aux prasess
de sénescence (Taylet al, 1993). Par contre, les endoribonucléases deniéléal-PSP [Liver
Perchloric acid-Soluble Protejndentifiees chez le rat) sont de facon généralgdiquées dans la
régulation traductionnelle de certaines protéivés la dégradation de leur ARN messager
(Morishitaet al, 1999).
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[11.2 - Protection cellulaire et signalisation

[11.2.1 - Protéines de la réponse aux stress

Certains aspects de défense de la cellule lors tesss biotiques (herbivores,
microorganismes ...) ont déja pu étre évoqués, notarhavec l'identification de chitinases, d’'une
phospholipase D ou encore d’'une LCAT. De nombrewadses protéines impliquées dans ces
mécanismes ont été identifiées, et confirmenble déterminant de la vacuole dans la protection
contre les sous-produits nocifs du métabolismeg@sp actives de I'oxygene ...), les éléments
abiotiques (métaux lourds, UV ...) ou les pathogenes.

La défense contre les pathogenes est par exemmiésentée par des protéines de type
myrosinase-associate® identifiées), les myrosinases étant des enzym&svenant dans la
protection contre les herbivores en hydrolysant cganoglucosides, et par des inhibiteurs de
polygalacturonases, une enzyme de dégradation gartd cellulaire secrétée par de nombreux
pathogenesBotrytis cinereapar exemple, Juge, 2006). La forte représentad®mrfune de ces
Polygalacturonase Inhibiting ProteifPIP2 : score de 603), est d’ailleurs intéressahtemploi de
cellulase / pectolyase lors de la purification deganites pourrait provoquer une induction de cette
protéine lors de cette étape.

Douze peroxydases et catalases, impliquées notanuaes la détoxication du peroxyde
d’hydrogéne, ont été identifiées, certaines avesaore important (PerX 34 : score de 887). La
protection contre l'oxydation des protéines estlaégant représentée par des thioredoxines,
thioredoxin-relatedet glutharedoxine, et par un certain nombre d’ereyimpliquées dans la lutte
contre le stress oxydant (thioredoxine reductase asgorbate reductase par exemple).
L’identification de 8 HSPHeat Shock Protejnest aussi a relier a la protection des protdimssde
certains stress.

La présence de telles protéines dans la fractibubkode la vacuole souléve une fois encore
la question d’'une éventuelle contamination des elsupar des protéines d’autres compartiments
cellulaires. C’est en effet majoritairement danscig@osol et dans les peroxysomes qu’ont été
décrites ces enzymes, bien que certains auteurgerarg I'existence de peroxydases dans la
vacuole, participant a la protection contre leseesp actives de I'oxygéene (Yamaseakial, 1997)
et a certaines synthéses (cf. Analyse Bibliograjiq

D’autres éléments identifiés sont connus pour wat@r lors des processus de détoxication
de sous-produits toxiques du métabolisme. Il s'ggt exemple d’uneS-formylglutathione
hydrolase (SFGH, At2g41530), impliquée dans la détoxicatéhn formaldéhyde ou de certains
xénobiotiques (Kordiet al, 2002), d'une glyoxalase putative (Atlg11840), sgiiait nécessaire a
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la détoxication du méthyglyoxal ou d’'une 2-alkéreductase (At5g16970) impliquée dans la lutte
contre les effets cytotoxiques des composés deadation des lipides peroxydés (Magab al,
2005). Enfin, plusieurs protéines participent adponse de la plante aux stress abiotiques : UV
(At5g63860), stress hydrique (At2g26740, Kiyoseteal, 1994), xénobiotiques (At3g48690) et
meétaux lourds (At5g20230, Ezadd al, 2005 ; At4g14030, Dutillewdt al, 2008).

[11.2.2 - Composantes de la signalisation cellulaire

La capacité de la vacuole a subvenir aux besoita dellule et a intervenir dans le cadre de
la réponse a différents stress dépend d'un réseaisighalisation impliquant cet organite.
Relativement peu étudiés dans un contexte vaceplas composantes de ce réseau sont pourtant
fortement représentées dans notre analyse et ponasnt a plus de 10 % du protéome.

1.2.2.1 - 14-3-3, phosphatases, kinases et protéines G

Une famille particulierement intéressante, cells d4-3-3, est également trés représentée
dans le protéome strictement vacuolaire ou assotévacuole. Les protéines de ce type ont été
identifiées comme interagissant avec un grand nemercibles afin de réguler la transmission d’'un
signal ou l'activité d'une enzyme (Dougherty & Migon, 2004). CheArabidopsis 13 membres
de cette famille ont été retrouvés dans le gén@aitres putatifs étant plutét qualifiés e 3-3-
like protein Neuf 14-3-3 ont été identifiés dans la fractiotuble analysée, deux d’entre elles, dont
une 14-3-3-like ayant également été retrouvées dans la fractembranaire. La présence dans la
vacuole, ou associée a la vacuole, de plus de iaénaies protéines 14-3-3 codées par le génome
est extrémement intéressante, et ouvre des pergeedans l'identification des partenaires de ces
protéines, dont un petit nombre seulement est catez les plantes, en regard de la centaine
identifiee chez les mammiferes. Certaines de ceteipes ont été mises en évidence dans la
régulation de processus particuliers tels quedange aux brassinostéroides (Gamgalal, 2007 ;
de Vries, 2007), ou dans la régulation de mécargsraeuolaires, notamment I'ouverture de canaux
ioniques (C4' : van den Wijngaareét al, 2001 ; K : Latz et al, 2007). L'interaction des 14-3-3
avec leur cible peut en outre étre soumise a upaation particulierevia la phosphorylation des
sites de liaison. L&Protein Phosphatase 2APP2A), également identifiée dans nos analyses
(At1g25490), a été par exemple mise en évidence das complexes PP2A-14-3-3 (Swaical,
2005), et décrite comme ayant un réle dans la nadidnl de I'interaction entre une 14-3-3 et son
partenaire (Oryet al, 2003). A linverse, certains auteurs décrivente umhibition de la
déphosphorylation de certaines protéines gracepaokection du site par une 14-3-3 (Gampeatia
al., 2007). De facon tres intéressante, I'action comgodes 14-3-3 et de PP2A décrite par €rgl
(2003) affecte la transmission d’un signal par priéine de type Rafkat Sarcomp Cette famille
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de protéines est une sous-classe de protéineecbnnues pour leur fonction dans la cascade de
signalisation cellulaire. L'identification dans feaction soluble de 5 protéind®as-related avec
celle de sept 14-3-3, de 3 kinases et de 12 phtagd® suggere la encore I'existence d’'un réseau
complexe de régulation des mécanismes vacuolaisant intervenir des intermédiaires variés et
de nombreux éléments de modulation de la signalisat

M.2.2.2 - Récepteurs de type LRR K

Six kinases de type LRR.€ucine Rich Repeabnt été identifiées. Ces récepteurs comptent
parmi les intermédiaires les plus importants decdacade de signalisation cellulaire. lls se
composent d’un domaine de liaison a un ligand ¢&der; peptide ou protéine par exemple), d’'un
segment transmembranaire et d’'un domaine kinadejsant I'activation d’'une composante de la
cascade de signalisation (Torii, 2004). Environ 222ces protéines, qui interviennent dans des
processus tels que le développement (Bishop & KoB092) ou la réponse au stress, ont été
annotées dans le génomd@uibidopsis

11.2.2.3 - Autres protéines de la signalisation cellulaire

D’autres acteurs de la cascade de signalisatiogténtetrouvés dans la fraction soluble de
la vacuole, notamment 2 protéines de liaison awiwal (une calmoduline, CAM4, et une
calréticuline, CRT2), potentiellement impliquéesnsldes mécanismes de signalisation calcique.
Une nouvelle fois, une protéine (CRT2), reprengpthése de la présence de contaminants dans
les organites purifiés. Décrite pour étre localigéas le réticulum endoplasmique (RE), elle est
identifiée avec un score MASCOT peu important (@8) nos analyses. De facon intéressante, son
homologue CRT1, également localisée dans le REigtehsenet al, 2008), a aussi été identifié
dans la fraction membranaire de nos préparationvadeoles (score MASCOT de 186). La
présence de protéines du RE avait déja été miseidance au cours des analyses par western blot
de la pureté des vacuoles (Figure 6), et sembleos&rmer ici. Il s’agit toutefois de protéines
majoritaires du RE (Dunkleyet al, 2006), et leur identification avec un score MASICO
relativement peu élevé suggeére la faible importasheda contamination, probablement due a la
présence dans le tonoplaste de fragments memleanasiduels du trafic RE — Vacuole, ou a la
co-purification des vésicules impliquées dans afct(Herman & Schmidt, 2004).

Une formaldéhyde / alcool déshydrogénase (At5g48Pt0téine présentant une activBé
nitrosoglutathionereductasea également été identifiée. L®-nitrosoglutathione(GSNO) est
considéré comme une forme de stockage d’oxydegnériNO), une molécule signal essentielle
chez les plantes (Besson-Bagtlal, 2008). L’enzyme identifiée, capable d’hydrolysarliaison
GS-NO, est alors suceptible d’induire un signal pbération d’oxyde nitrigue. Ce type de
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signalisation a d'ailleurs été mis en évidence dkgzois, en réponse a un traitement au cadmium
(Barrosoet al, 2006), et est maintenant connu pour interagirc aVautres composantes de la
signalisation cellulaire : kinases et®Cpar exemple (Courtoist al, 2008).

1.3 - Autres protéines

Le métabolisme primaire est relativement bien regmé& dans le protéome soluble
vacuolaire, ou associé a la vacuole. Les procassuaggradation des sucres, déja évoqués a travers
la présence de nombreuses glycosyl hydrolases egatement représentés par des enzymes de la
glycolyse (fructose-bisphosphate aldolase, trioesphate isomerase, enolase ...). Des enzymes du
cycle des l'acides tricarboxyliques (isocitrate ld@sogénase, malate déshydrogénase, aconitate
hydratase ...) sont aussi présentes.

L’assimilation de l'azote et son incorporation ddasmétabolismeyia la synthese des
acides aminés notamment, sont la encore relativebiem représentés dans le protéome vacuolaire
(9 % des protéines identifiées). Deux nitrilasesp{iquées dans I'hydrolyse de liaison C-N non-
peptidiques, Pace & Brenner, 2001) ont été idémtij de méme qu’une farnesylcysteine lyase
(Atg63910, seule connue du génomArdbidopsi3, une enzyme probablement impliquée dans le
recyclage de la farnesylcysteine, I'un des pringxptype de prénylation des protéines (Crovetl!
al., 2007).

Un certain nombre de fonctions importantes du cymédulaire, en dehors des voies
métaboliques, connues, semblent aussi faire intériee vacuole. La synthese de la paroi cellulaire
par exemple requiert la présence de protéinespeRGP Reversibly Glycosylated Polypeptidles
dont quatre représentants ont été identifiés, gaaicec de tres haut scores MASCOT (RGP1 : 896,
RGP2 : 531); Une pectine méthylestérase (Atlgl1580re MASCOT de 1775) est aussi trés
représentée, et pourrait étre impliquée dans later@nce de la paroi. Six protéines rattachées aux
mouvements de membrane / trafic cellulaire ont iagss identifiees. Il s’agit d’'une profiline
(liaison au cytosquelette), de 2 protéines de tailla des lectines (liaison aux mannoses), ou
encore d'une protéine de la famille des SNARBI({Ble NSF Attachment protein Recepior
connues pour réguler la fusion des vésicules (Uarmatiral, 2002). La protéine CIPI1COP1-
Interactive Protein score MASCOT de 1061), liee au cytosqueletteagtable d’interagir avec
COP1 (Matsukt al, 1995), a également pu étre identifiée.
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[11.4 - Conclusion

Si I'analyse du protéome membranaire de la vacaopermis de mettre en évidence un
grand nombre de transporteurs contrélant les &&side stockage et de libération des constituants
vacuolaires, l'identification des protéines de facfion soluble souligne d’autres aspects majeurs
des fonctions de cet organite. Les hydrolases dpsats, glycosydases, estérases/ lipases et
nucléases) par exemple constituent a elles seuéss du tiers des protéines listées. La vacuole
montre ici un potentiel important de dégradationetecyclage d’'un tres large spectre d’éléments
cellulaires, dont la régulation est assurée patartain nombre de protéines inhibitrices (Cystatin,
Serpin ...) ou activatrices (protéinediquitin-related. Certaines de ces hydrolases (chitinases,
protéases du programme de mort cellulaire ...) ahé§alement présentées comme des acteurs de
la défense cellulaire. Ce second aspect des farsctiacuolaires est en effet, lui aussi, relativeamen
représenté, notamment a travers la présence déimastspécialisées dans la réponse au stress
oxydant (peroxydases ...) ou dans la défense coeBephthogeénes (protéines associées aux
myrosinases, inhibiteurs des polygalacturonases ...).

La présence dans la vacuole de protéines potemiefit dangereuses telles que les
hydrolases, et de protéines de réponse a diffétgpes de stress nécessite l'intégration de cet
organite au sein d’'un réseau de signalisation led@iéucapable de réguler les activités mises en
évidence. Un tel réseau se compose d’intermédiaieesignalisation et de régulateurs d’activité
protéique, dont un nombre important de représentarété identifié. Les 47 protéines de ce type
(récepteurs, protéines impliquées dans transdua®rsignal, régulation d’activité protéiques,
inhibiteurs de protéases ...) constituent sans diautatégorie la plus intéressante de la vacuole.
Elles révélent un aspect inhabituel de cet orgamitede présente réellement comme un acteur
majeur, finement régulé, des activités métaboliqedisilaires.

I\VV - Conclusion générale

Les analyses protéomiques de la vacuole réalis¢eswrs de ce travail ont débouché sur
l'identification de 371 protéines a partir des aii solubles, et de 420 protéines a partir des
extraits membranaires, soit 689 protéines non rdgaies. Les classes fonctionnelles mises en
evidences dans la vacuole sont variées, et couliemsemble des fonctions physiologiques
cellulaires. Elles concernent notamment le trartspermétabolites, la signalisation, la réponse au
stress, ou encore les processus de dégradati@nretytclage, et elles présentent la vacuole comme
un organite complexe, particulierement intégré aafolisme cellulaire. Mais ces analyses font
€galement ressortir un certain nombre de protéigéséralement associées a d’autres
compartiments cellulaires, principalement le cytod@lusieurs de ces protéines sont méme
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identifiées avec un score important, ce qui espanticulier le cas de la subtilase TPPII, ou de
plusieurs protéines du métabolisme primaire. Legasome, par exemple, est aussi étonnement
bien représenté, a travers 8 sous-unitést 5 sous-unité$ différentes. L’identification de ces
protéines est relativement surprenante et powtesis un premier temps étre assimilé a du matériel
contaminant. Cependant, plusieurs hypotheses peugte envisagées pour expliquer ce
phénomeéne. La copurification d’organites contamisiaiels que la mitochondrie ou le chloroplaste
par exemple, sur les gradients utilisés est passiilais semble néanmoins peu probable. Les
identifications réalisées a partir de la fractionembranaire se sont en effet révélées
particulierement adaptées aux protéines hydrophobes’absence de transporteurs majeurs
mitochondriaux ou chloroplastiques a pu étre soeékg précédement. Cette observation est
egalement confortée par I'absence de contaminatimrgyine mitochondriale, plasmalemique et
chloroplastiques lors des analyses par western-dEst marqueurs recherchés étant tous
membranaires (Figure 6). C’est essentiellement temalentifications faites a partir de la fraction
soluble que le plus grand nombre de protéines a@smour étre localisées dans d’autres
compartiments apparaissent, ce déséquilibre sugigéahsence de contaminants correspondant a
des organites entiers. Le cas du réticulum endoydpege peut-étre toutefois différent. Plusieurs
protéines connues pour appartenir a cet orgaratee(culines CRT1 et CRT2 par exemple) ont été
retrouvées, et leur identification pourrait étréée a la présence de compartiments prévacuolaires
d’origine endoplasmique dans les extraits, commedéemoigne par exemple la détection d’'une
protéine a motif HDEL, par western-blot, dans lelsaitillons vacuolaires (Figure 6).

La présence de nombreuses protéines cytosoligles d¢eie les sous-unités du protéasome
suggere par contre que les contaminants obseniésepti étre associés a la vacuole du coté
cytosolique, et co-purifiés avec les organites tedeur isolement. Il est en effet possible que de
protéines majoritaires du cytosol soient liéesaaoplaste de facon transitoire et non spécifigise,
des interactions hydrophobes par exemple. Maisggsciations peuvent également correspondre a
une nécessité physiologique, et a des interactipasifiques entre certaines protéines cytosoliques
et des composants vacuolaires (membranes ou @e}éiba subtilase TPPII, par exemple, est
connue chez les mammiferes pour son role dangdesgsus de présentation de I'antigene. Elle est
en interaction fréquente avec un transporteur AB&R2, qui permet la translocation des peptides
gu’elle génere vers la machinerie de synthese dmplxe Majeur d’Histocompatibilité |
(Kloetzel, 2004). L’homologue végétal de ce tramspgo ayant été identifié par nos analyses, il est
tres probable que son interaction potentielle au#eEll et avec le protéasome explique la présence
de ces protéines dans nos extraits (Figure 20).

Enfin la présence de ces protéines pourrait r@sulée processus autophagiques, qui
conduisent a linternalisation dans la vacuole deetfons entiéres de cytoplasme, ces protéines
étant alors en cours de dégradation par les peséasuolaires.
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Afin de caractériser plus avant le protéome dealzuvle et éventuellement de répondre aux
guestions soulevées, nous avons mis en place waaéen protéique semi-quantitative de la
fraction soluble des vacuoles pour en identifies Ionstituants majeurs. Nous souhaitions
également comparer la composition protéiqgue vaaeolavec celle du cytosol et analyser
'organisation supramoléculaire des protéines devdauole. Ces aspects de la caractérisation
protéigue de la vacuole, trés peu décrits dangtdéadture, sont susceptibles de fournir de noesell
pistes dans I'étude des processus vacuolaires thbolsme de la cellule végétale.

g s B Figure 20 : Schéma organisationel et fonctionel possible
Protéasome § 8 # 8 du prottasome et de la subtilase TPPII
iﬂf A) (tripeptidylpeptidase 1l) chezArabidopsis thaliana. La
<‘\~
\ > PPl copurification de ces protéines (TPPII et certairsesis-
N (B)
\

unités du protéasome) suggeére leur interaction alec

Cytosol ,/' membrane vacuolaire, probablement via leur liaisodes
’ transporteurs du tonoplaste. Chez les mammiféoes,des
) processus conduisant a I'expression du complexeumaj
=% " | d’histocompaptibilité 1, le protéasome est décaupétre
Vacuole

Fj% impliqué dans la premiere étape de dégradation des
‘%’: protéines intra-cellulaires en peptides de tailleluites

(A). Ceux-ci sont ensuite pris en charge par TRRii les

hydrolyse plus avant (B) afin qu'ils soient pris emarge par TAP2 (C), un transporteur ABC localaa réticulum
endoplasmique. Un tel mécanisme de dégradatiorégaé pourrait également intervenir chez les plargeimpliquer
la vacuole, le transporteur TAP2 ayant été ide@tdfans les fractions membranaires de nos échamilld’interaction
potentielle entre les différents partenaires (fiéshen pointillés) expliquerait alors la présence stris-unités du
protéasome et de TPPII dans nos échantillons. @jucture de la TPPII de drosophile, établie parcRel et al., 2005.
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Chapitre 11 : Aspects quantitatifs et

organisationels du protéome vacuolaire

| - Cartographie du protéome soluble vacuolaire par

eélectrophoréese bidimensionnelle

L’étude du protéome de la vacuole telle que nowshaitions la réaliser est axée sur des
analyses qualitatives, mais également quantitatileeses constituants. Concernant le protéome
membranaire, ces aspects ont pu étre abordéseadravréalisation d’'une identification protéique
directement en solution, sur I'échantillon compl&ette méthode permettait non seulement
d’identifier certaines protéines inaccessibles spiélectrophorése, mais aussi de privilégier
l'identification des protéines majoritaires de héntillon. Une méthode complémentaire a été mise
en place pour I'aspect quantitatif de I'analysepdotéome soluble de la vacuole, qui a consisté en
une séparation des échantillons protéiques patr@orese bidimensionnelle de type IEF/SDS-
PAGE. Pour ce faire, des échantillons vacuolairgsfait I'objet d'une séparation des fractions
membranaires et solubles par centrifugation enralgsde traitement salin. Les protéines solubles
de plusieurs préparations (26 préparations) oms at& regroupées en 3 échantillons de 175 pg de
protéines. Les constituants de chacun ont enstétesé&parés, dans un premier temps, selon leur
point isoélectrique sur un gradient de pH 3 - §JE3-PAGE), puis dans une deuxieme dimension
en fonction de leur masse moléculaire (SDS-PAGE}s da cadre d’une collaboration avec Thierry
Rabilloud (BBSI, CEA-Grenoble) (Figure 21). Les té@ioes ainsi individualisées en spots ont alors
pu étre identifiées par spectrométrie de masse NM8S/coll. Lauriane Kuhn, LEDyP, CEA-
Grenoble).

La coloration des gels au bleu de Coomassie G3&rais de résoudre 152 spots (Figure
23), majoritairement répartis sur une échelle degphprise entre 3,5 et 6. Leur analyse a conduit a
I'identification de 92 protéines, dont 20 n’avaigmis été identifiées par les travaux de protéomique
apres séparation par électrophorese 1D (cf. cleapitcédent), ce qui a alors porté la liste des
protéines vacuolaires identifiées par nos travad@®
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Stratégie d'analyse protéomique Cartographie des protéines majeures de
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Figure 21 : Analyse par électrophorése bidimensionnelle et pgrectrométrie de masse des protéines
majeures de la fraction soluble de vacuolesAdibidopsis thaliana. Les vacuoles purifiées (A) ont été
lysées par congélation / décongélation puis camgggs (B). La fraction soluble ainsi isolée a ptefélobjet
d’'une électrophorése bidimensionnelle IEF / SDS-BA& les protéines révélées par colloration awhde
Commassie G250. Les spots majoritaires ont étéséscilu gel et analysés par spectrométrie de masse
(nanoLC-MS/MS)

De facon intéressante, toutes les catégories fomwiles identifiées précédemment ont été
retrouvées, mais leurs proportions relatives ordlu@ (Figure 22), des classes regroupant des
protéines connues pour étre strictement solubbast @ar exemple mieux représentées (protéases :
20 %, glycosidases : 11 %).

La classe fonctionnelle la plus représentée editalies celle des protéases pour laquelle 19
protéines ont été identifiees. Parmi celles-ci deomvelles ont été ajoutées a la liste précédemment
établie, dont XCP1 Xyleme Cysteine Protease; Kupper et al, 2000), impliguée dans la
vascularisation et dont 'hnomologue XCP2 a été ¢déoment identifié. Les glycosidases (11
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protéines identifiees) ou la signalisation celldai régulation métabolique (11 identifiées) sont
aussi parmi les catégories fonctionnelles majedreprotéome soluble. Cette derniére catégorie
(signalisation cellulaire / régulation métaboliqgeemprend 5 protéines nouvellement identifiées : 2
phosphatases de type calcineurine (dont CBL2, réwarhcristallisée ; Akaboslet al, 2008), une
phosphodiestérase, et deux protéines G : ARA5 é&t6ARes transporteurs / protéines de liaison (8
identifiés) sont essentiellement constitués des-swités de la V-ATPase. Six d’entre eux ont été
identifiees (VHA-A, B2, B3, C, D, E1), tous appardémt au domaine V1 (soluble) du complexe
protéigue. A l'inverse, certaines classes fonctéies sont particulierement peu représentées au
sein des identifications. Les protéines de la répoau stress et de la protection cellulaire, par
exemple, ne constituent que 7 % des identificateopsrtir du gel 2D, alors qu’elles représentaient
13 % du protéome soluble présenté au chapitre geété(Figure 18). Cette observation est
surprenante, et suggéere que, si les protéinevamtant dans les processus de protection cellulaire
sont relativement variées, elles restent sans gmutexprimeées. Ceci est d’ailleurs suggeré loss de
identifications présentées précédemment par ure dd&v'SCOT moyen pour cette catégorie (203)
inférieur a celui de toutes les autres (355 ou pad.exemple, pour respectivement les protéases et
les glycosidases). Cette catégorie fonctionnell;el des majoritaires en terme de nombre de
représentants, pourrait donc étre une catégorieritaire en termes de masse protéique. Ceci se
traduirait par une faible quantité de spots pratégvisibles lui correspondant sur le gel 2D, cette
meéthode de séparation étant connue pour privildgieservation des protéines majoritaires. Cette
hypothése est par ailleurs supportée par le fat garmi les 7 protéines principales de la catégori
(sur la base du score MASCOT associé a leur ideatiibn lors des travaux précédents), 4 ont été
retrouveées sur le gel 2D, sur 5 identifiées surd@amble des spots.

Cette notion de quantification relative est palterement intéressante, et permet de mieux
appréhender le fonctionnement du protéome vaceolar I'identification des classes protéiques
majeures de cet organite. Elle est d'ailleurs @japlie a I'échelle de la protéine, a travers la
guantification de l'intensité des spots présentdesgel. Cette méthode est basée sur la mesure de
la densité optique et de la surface de chacunpies,sxtrapolés ensuite en une valeur volumique
proportionnelle a la quantité de protéines les titast. Le logiciel PDQuest (BioRad, USA) est
capable de réaliser une telle analyse, et nousrmigpel’établir une classification des spots
protéiques en fonction de leur quantité, relativéeasemble des spots résolus. Le Tableau X
présente la liste des 20 spots majoritaires duégdisé (spots identifiés en rouge, Figure 23)j ans
gue les valeurs de leur quantification et les pnet® identifiees. L'ensemble de ces 20 spots
représente 24 protéines différentes, certained éidividualisées (spots 1, 29, 10 ...) et d’autre
associées dans un méme spot (spots 17, 9, 36 rigines protéines pouvant étre identifiees dans
plusieurs d’entre euXlSOUL Heme-Binding protejirspots 10 et 8). Une classe de protéines semble
tres majoritaire : les protéases (7 identifieessd@uspots), dont la plupart (4) sont des protéases
cystéine. Les glycosidases, les phosphatases plpbdigstérases et les sous-unités de la V-ATPase
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sont aussi des classes prépondérantes, représehé@ese par 3 protéines difféerentes. On retrouve
notamment une-mannosidase (At3g26720). Comme suggéré précédemtasrprotéines de la
réponse au stress ne sont représentées que ppewmgdase (PER54), quoique celle-ci semble
étre la seconde protéine la plus abondante du grmaésoluble (plus de 5,3 % des protéines
résolues) derriere At4g39730. Cette derniéere pretal attiré notre attention pour son niveau
d’accumulation tres élevé, correspondant a envit@% des protéines détectées sur le gel. Elle
possede un domaine PLAT/LHZPdlycystin-1, Lipoxygenase, Alpha-Toxin / Lipoxysn
Homology, et n'a pas de rdle bien déterminé au sein dellale. Elle pourait toutefois intervenir
dans un grand nombre de processus cellulairesnnueat au travers de la production d’oxylipines,
des molécules signales importantes dont la premédape de syntheése fait intervenir des
lipoxygénases (Blee, 2002).

Remaniement Transd. de signa
ipidi Régulation
"p'g&ues 12% Réponse au stre
Protection
cellulaire

Glycosidases

11% %

Transport
9%

Métabolisme C

Dégradation d 11%

protéines
20% Métabolisme N
Synthése des AA

1%

Autres
12% 9%

Non classées

Figure 22 : Répartition des catégories fonctionnelles des pgioes identifiées a

partir des électrophoréses bidimensionnellefoutes les classes fonctionnelles
précédemment mises en évidences dans la fractlablsmnt été retrouvées parmi
les protéines identifiées a partir des électroplse® bidimensionnelles. Leurs
proportions relatives sont toutefois différenteg tlasse principale restant

néanmoins celle des protéases.
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Figure 23 : Séparation des protéines solubles de la vacuole éactrophorése bidimensionnelle IEF/SDS-PAGE?5 g de protéines beté séparés en fonction de |
point isoélectrique sur une bande de gel (ou stlig)gradient de pH — 6,75, qui a alors été placée au sommet d’'un gdyde SDRAGE afin de séparer les protéines
fonction de leur masse moléculaire dans un dete temps. Trois gel@, B, C)ont été réalisés. L'un d’eux a pu ensuite faiobjet d'une analyse quantitative a 'aide
logiciel d’analyse d’'image PDQuest, qui a permisrdaliser un gel virtuel in silicdD) & partir de la quantification des inteités relatives des spots de protéines. Le
protéines majoritaires sont numéres en rouge, et présentées dans le Tableau X.rtfilele 'ensemble des spots est précisée en arnr({px183).
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Tableau X : Spots majeurs (20 plus intenses) des cartographéadisées par IEF / SDS-PAGE sur les protéines
solubles de la vacuole (Figure 23pour chaque spot sont précisés l'intensité relatluespot considéré par rapport a
I'ensemble des spots résolus, les protéines idéadifet le score MASCOT associés. Les sous-umités\dATPase (r) et
les protéases(*) sont mises en évidence.

Intensité relative

Spot %) Locus Description Score
1 7,59 At4939730 Lipid-associated family protein, @ns PLAT/LH2domain 645,11
29 5,28 At5g06730 Peroxidase (PER54) 436,25
10 3,36 At1g17100 SOUL heme-binding family protein 359,82
17 2,97 Atlg47128 * Cysteine proteinase (RD21A) 174,50

At5943060 * Cysteine proteinase, putative 56,71
7 2,46 At4929260 Phosphatase acide (classe B) 334,63
9 2,31 At5g60360 * Cysteine proteinase, putative 50,49
At4g29260 Phosphatase acide (classe B) 88,91
36 2,16 At3g55260 B-N-acetylhexosaminidase 1 (GH, famille 20) 290,14
At3g14067  * Subtilase 247,64
31 2,10 At4929680 Phosphodiesterase 224,29
Atlg78900 & VHA-A 175,51
18 2,09 Atlg47128 * Cysteine proteinase (RD21A) 179,18
23 2,00 At3g26720 a-mannosidase (GH, famille 38) 279,24
At1g78900 o VHA-A 261,66
At3g48700 Expressed protein 248,67
20 1,92 At4901610 * Cysteine protease, putative 228,01
At1g11910  * Aspartyl protease family protein (simitarpepsin A) 126,38
At3960340 Thioesterase 88,43
94 1,65 At5g43060 * Cysteine proteinase, putative 161,54
14 1,59 At1g14210 Ribonuclease (famille t2) 346,99
At3g50440 Esterase, putative 70,84
At5g34850 Calcineurin-like phosphoesterase 35,71
45 1,52 At1g55265 Expressed protein 46,99
19 1,49 At1g20260 o VHA-B3 218,01
At4g38510 & VHA-B2 174,26
8 1,41 At1g17100 SOUL heme-binding family protein 403,75
27 1,40 At3g56310 a-galactosidase (GH, famille 27) 226,65
At5g06730 Peroxidase, putative 169,68

148 1,37 Atlg78900 = VHA-A 799,96
16 1,32 Atlg47128 * Cysteine proteinase (RD21A) 197,38
22 1,32 At4g30810  * Serine carboxypeptidase (famill@)S1 110,85
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Il - Evaluation de la proportion et de I'origine des

contaminations potentielles observées dans la vaeuo

Au fil de la présentation des résultats de prot@ommi(Chapitres | et Il), certaines protéines
ont été mentionnées comme ayant été deécrites pourldcalisation autre que vacuolaire. C’est
notamment le cas de plusieurs protéases (soussuditéprotéasome, subtilase TPPII),.de
protéines de la réponse au stress (GST, peroxyda¥ede protéines de la signalisation (14-3-3
...), ou encore de protéines du métabolisme (cyctead@es tricarboxyliques ...). Leur présence
souleve la question d’'une éventuelle contamingtamd’autres compartiments cellulaires, bien que
les analyses par Western-blot aient clairement daémddabsence de mitochondrie, de chloroplaste
et de plasmalemme dans nos échantillons (Figur€dy.analyses ont été réalisées dans le but de
mettre en évidence des protéines spécifiques dergamites, et il se trouve que c’est, de fagon
arbitraire, uniquement des protéines membranairas ant été recherchées (transporteur
mitochondrial, protéines de I'enveloppe du chloaspt et de la membrane du thylacoide, ATPase
de la membrane plasmique). Or les contaminantspele mis en évidence ont été principalement
identifiés dans la fraction soluble des vacuoléanalyse de la fraction membranaire n’a en effet
pas mis en évidence de protéines majeures d’actegpartiments, au contraire de certaines
équipes qui ont notamment retrouvé des aquapopiassalemmiques (protéines PPlgsmalem
Intrinsic Proteir), Carteret al, 2004). Cette prépondérance de protéines soludlesein des
éventuels contaminants suggére que ce n'est prebt pas/ia la co-purification d’organites
autres que les vacuoles que s’est effectuée laawmmation. Cette contamination pourrait alors
provenir de la co-purification avec les vacuoles piletéines solubles majoritaires du cytosol,
associées de facon non-spécifique a la membrane.

Afin d’évaluer la part de contaminants cytosoliqus les fractions vacuolaires et de
connaitre les raisons de leur présence, nous ami®ité comparer nos résultats au protéome du
cytosol des cellules Arabidopsis thaliana A notre connaissance, aucune danalyse par
spectrométrie de masse des protéines du cytosgdmt’'&té réalisée a ce jour, nous avons initié une
caractérisation protéomique de la fraction cytagaide cellules en cultureAtabidopsis thaliana
destinée a identifier les protéines majeures dmogartiment (Figure 24).
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Figure 24 : Stratégie d’identification des protéines cytosales co-purifiées avec les vacuoles. (A)es
fractions enrichies en cytosol ont été prélevéedes gradients de purification de vacuoles, airases a
une électrophorése bidimensionnelle IEF / SDS-PAIGE. protéines majeures ont alors été identifiéas p
spectrométrie de masse, et les résultats ont éméparés aux identifications réalisées sur le protéom
vacuolaire(B, C). (D) : Aprés purification de vacuoles intactéss organites ont été exposés a I'action de la
protéinase KE), puis analysés par spectrométrie de masse. Lagifidations réalisées a partir de vacuoles
traitées ont alors pu étre comparées a celles al#sra partir de vacuoles « contrdles » et la digfar ou

I'enrichissement des protéines, suite au traitememu étre évalué.
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1.1 - Analyse des protéines cytosoligues majeures apré&spgration par

électrophorése 2D (IEF / SDS-PAGE) et identificatio par spectrométrie de

masse

La purification de vacuoles nécessite de réalisee lyse cellulaire ménagée, afin de
préserver l'intégrité des vacuoles. Le lysat réadist alors placé en premiére couche d’'un gradient
de densité de Ficoll constitué de 3 couches, etoestituants de cette fraction « lourde » sont
séparés par centrifugation. Les vacuoles, qui Emicomposants les plus légers, remontent par
flottaison et traversent la couche intermédiaires Iprotoplastes non lysés se localisent entre les
couches lourde et intermédiaire, tandis que learotgs sédimentent au fond du tube (Figure 5).
Aprés centrifugation, le lysat cellulaire est dodébarassé des organites et des cellules en
suspension présents avant la séparation, et egrrichi en protéines cytosoliques. Cette parie d
gradient a été prélevée, puis soumise a deux riesvetntrifugations : a 20 0@P(15 min) afin
d’éliminer les éventuels organites restants, puB0@ 000g (30 min) pour éliminer les débris
membranaires (cf. Matériels et Méthodes, p. 46).

Cette fraction, enrichie en cytosol, a été utilisfia d’identifier les protéines cytosoliques
majeures des cellules Afabidopsis thalianaTrois gels d’électrophorése bidimensionnelle IEF
SDS-PAGE ont été realisés, permettant de résodisj@ots, analysés par spectrométrie de masse.
Les 199 analyses réalisées (de 1 spot ou de ptasienultanément) ont abouti a I'identification de
153 protéines. La Figure 25 présente la cartogeajinotéique, ainsi que les spots analyseés.
L’ensemble des 153 protéines identifiées est détarl annexe 1l (p. 196), de méme que les classes
fonctionnelles auxquelles celles-ci peuvent éttacaées.

Cette répartition des protéines cytosoliques &etsales différentes catégories fonctionnelles
est trés hétérogene (Figure 26), et differe total@ndu « profil protéique » de la fraction solubée
la vacuole (Figure 18 ; Figure 22). La principalesse est constituée des enzymes du métabolisme
(carboné ou azoté), dont 45 sont présentes. Eitydat, de nombreuses enzymes de la glycolyse
et de la voie des pentosephosphates sont représefit@osephosphate isomérase, fructose
bisphosphate aldolase), ainsi que plusieurs enzyteels voie de biosynthése de la pyridoxine
(vitamine B6), connues pour étre cytosoligues notamt grace a des expériences de fusions
traductionnelles (PDX1, PDX1.1, A37 : Tambasco-8ttdt al, 2005). De nombreuses protéines
impliquées dans la défense contre les pathogemagpbnse aux stress et la protection cellulaire
sont également bien représentées. Sur 22 protéapartenant a cette catégorie fonctionnelle, 6
sont des HSPHeat Shock Protednet 2 sont des glutathion S-transférases (GS39.dlycosidases,

a l'inverse, sont tres peu présentes, une seulet @&é identifiée (At2g40840), de méme que les
protéines impliquées dans les remaniements lipaidphospholipase D uniquement). Les enzymes
de la dégradation protéique sont également peg@septées, et presque exclusivement constituées
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de sous-unités du protéasome 20S. Cing d’entrs sthat des sous-unités alpha (PAALl, PAA2,
PAC1, PAEl, PAG1) et 3 sont des sous-unités beBAIP PBD1, PBF1), une sous-unité
régulatrice du protéasome 26S ayant aussi étéifidentLes protéines de la régulation et de la
signalisation cellulaire ne sont représentées carelp protéines, mais de fagon intéressante 7
d’entre elles sont de type 14-3-3. Cette famillepdetéines, déja mentionnée pour sa présence
importante dans les vacuoles isolées (p. 104), kerdlbe également prépondérante dans les
fractions cytosoliques. Enfin, plusieurs protéimkautres voies cellulaires et métaboliques sont
aussi représentées telles que les protéines inggggdans la liaison au cytosquelette (profilin 1 et
2), ou des composantes de la synthese protéiguteffa d’élongation, facteur de traduction).

Afin d’identifier plus précisement les proportioredatives de ces constituants, I'un des gels
a été numérisé, puis analyga le logiciel PDQuest (BioRad, USA). Celui-ci a pésrd’établir une
cartographie virtuelle a partir de laguelle leendités relatives des spots ont pu étre déterminées
(normalisées par rapport a l'intensité de I'ensend®s spots reportés sur le gel). Pour des raisons
de temps d'utilisation des spectrometres de masséains spots ont été excisés et analysés
ensemble. Cette analyse a pu aboutir a l'identibobad’'une ou de plusieurs protéines, et les
identifications réalisées sur les groupes de dpstplus intenses (notés en rouge sur la Figure 25)
sont reportées dans le Tableau XI. Dans le casedamalyse simultanée de plusieurs spots d’'un
méme groupe, les intensités mentionnées sont tessités cumulées de I'ensemble des spots qu'il
contient. Cette évaluation de I'abondance relatige protéines majoritaires permet de mettre en
évidence des protéines particulierement exprimées de cytosol. D’'une maniére générale, les
enzymes impliquées dans la glycolyse, les HSP,1#8-3, les GST constituent les protéines
majoritaires de ce compartiment. En particuliere timose-phosphate-isomérase est présente dans
les spots 17 et 18, et correspond a environ 3,4f1%otal des protéines résolues sur le gel. La
présence dans le cytosol d'une superoxyde dismy®&®), décrite pour étre chloroplastique
(Ferroet al, 2003 ; Peltieret al, 2002), est plus étonnante. L’'absence notableadeuBisCO,
enzyme soluble trés majoritaire du chloroplastejtde infirmer I’hypothese d’'une contamination
par le stroma de plastes lysés, mais nous ne peuvas |'exclure. L’annexine 1 est également
I'une des principales protéines des fractions é@mgen cytosol (spots 24 et 25, intensité relatee
3,46 %), de méme que la fructose bisphosphate asldo{spots N° 27 et 28, intensité relative
supérieure a 3,84 %) ou la malate deshydrogénpeeZ8b, intensité relative de 1,92 %).

Cette étude a permis d'identifier les protéinesemiggs du cytosol, et a révélé un « profil »
des catégories fonctionnelles de ces protéineketoeant différent de celui obtenu pour le protéome
de la vacuole. Ces résultats constituent une méramportante, utile pour poursuivre la
caractérisation du protéome vacuolaire, notammergezmettant I'identification de contaminants
potentiels et I'évaluation de leur origine.
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Figure 25 : Séparation des protéines de la fraction enrichie eytosol par électrophorése bidimensionnelle IEE'S-PAGE. 175 ug de protéines ont été séparée
fonction de leur point isoélectrique sur une baddegel (ou strip) de gradient de ptk— 6,75, qui a alors été placée au sommet d’'un geyyde SDRAGE afin de séparer |
protéines en fonction de leur masse moléculairesdandeuxiéme temgTrois gels(A, B, C)ont été réalisés. L'un d’eux a pu ensuite faiobjet d’'une analyse quantitativi
I'aide du logiciel d'analyse d'image PDQuest, quparmis de réaliser un gel virtugl silico (D) a partir de la quantification des intensités r@las des spots de protéir
Les protéines identifiées sont présentées en anhgxel96) et les identificatins réalisées a partir des 27 groupes de spotcipdux (notés en rouge) sont détaillées da

Tableau XI.
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Tableau XI: Groupes de spots majeurs de la fraction enrichie eytosol de cellules en culture Afabidopsis
thaliana. 175 pug de protéines ont été utilisées pour réalges gels bidimensionnels IEF / SDS-PAGE, a partir
desquels les protéines majoritaires de cette foactont été identifiées par spectrométrie de madsse .27 groupes de
spots principaux sont présentés ici avec linténgielative cumulée des spots les composants, auss les
identifications associées (score MASCOT, pourcentigcouverture de la protéine, nombre de peplikrgifiés).

o Intensité Protéine Couverture Nb
N° Analyse . — Score o .
cumulée  pescription Locus (%) peptides
6 2,11 Thioredoxin H-type 3 (TRX-H-3) At5g42980  3B& 58,82 6
10 2,71 Nucleoside diphosphate kinase 1 (NDK1) A88P0 409,51 30,00 6
11 1,47 Heat shock protein 81-2 (HSP81-2) At5g5603@62,03 10,18 7
12 1,52 14-3-3 protein GF14 psi (GRF3) At5g38480 7,68 13,90 3
heat shock cognate (HSC70-1) At5g02500 202,37 8,64 3
Serpin (serine protease inhibitor) Atlg47710 122,42 5,68 2
Heat shock protein 81-1 (HSP81-1) At5g52640 119,77 3,26 2
14 0,95 14-3-3-like protein GF14 chi (GRF1) At4g000 328,30 28,78 6
14-3-3 protein GF14 lambda (GRF6) At5g10450 359,02 26,38 6
heat shock cognate (HSC70-3) At3g09440 144,94 3,87 3
15 1,44 14-3-3-like protein GF14 chi (GRF1) At4g000 257,53 18,82 4
14-3-3 protein GF14 lambda (GRF6) At5g10450 244,43 20,08 4
heat shock cognate (HSC70-3) At3g09440 121,88 3,87 2
16 0,77 14-3-3 protein GF14 epsilon (GRF10) Atlgrp3 277,25 22,90 5
14-3-3 protein GF14 kappa (GRF8) At5g65430 214,20 0,02 4
17 1,66 Triosephosphate isomerase At3g55440  288,7720,73 4
18 1,83 Triosephosphate isomerase At3g55440  262,8420,73 4
19 1,20 Glutathione S-transferase At2g30870 343,56 28,18 5
Glutathione S-transferase Atlg78380 108,41 9,01 2
20 0,45 Glutathione S-transferase At1g78380 320,35 26,61 6
Glutathione S-transferase At2g30870 124,41 10,45 2
21 1,36 Superoxide dismutase (Fe) At4g25100 62,66 ,09 5 1
22 1,94 Superoxide dismutase (Fe) At4925100 345,81 23,61 5
24 1,26 Annexin 1 (ANN1) At1g35720 482,89 27,74 7
25 2,20 Annexin 1 (ANN1) At1g35720 412,85 23,78 6
27 2,69 Reversibly glycosylated polypeptide-1 (REP1 - At3g02230 190,78 9,76 3
Fructose-bisphosphate aldolase At3g52930 204,92 9 6,2 3
28 3,84 Fructose-bisphosphate aldolase At3g52930 0,963 29,43 7
28b 1,98 Malate dehydrogenase, cytosolic At1g0441366,49 19,20 5
29 2,45 Phosphoglycerate kinase Atlg79550 534,65 ,4425 7
ATMETS At5g17920 171,69 4,05 3
30 1,79 Phosphoglycerate kinase Atlg79550 358,56 ,7117 5
31 1,76 heat shock cognate (HSC70-1) At5g02500 7329, 17,13 11
34 2,49 Cytosol aminopeptidase At2g24200 677,24 044, 11
SAM Hydrolase At4g13940 413,54 13,43 7
36 0,96 Pyrophosphate-fructose-6-phosphate At1d1200127,64 5,38 2
Pyruvate decarboxylase putative At5g54960 91,63 93,7 2
41 0,72 ATMETS At5g17920 550,70 15,27 10
42 1,01 ATMETS At5g17920 480,33 11,75 8
71 1,18 Ubiquitin-conjugating enzyme Atlgl6890 99,7 17,95 2
100 0,66 pfkB-type carbohydrate kinase At2g31390 7,25 12,50 5
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Figure 26 : Catégories fonctionnelles représentées dans lafi@n enrichie en cytosolToutes les
classes fonctionnelles précédemment mises en éeidiams la fraction soluble de la vacuole ont été
retrouvées parmi les protéines identifiées a pad@es électrophoréses bidimensionnelles. Les
proportions relatives sont toutefois trés difféesytcertaines catégories principales de la vacuole
(transporteurs, glycosidases) étant tres minoréaidans le cytosol.

1.2 - Comparaison des protéines majeures du cytosol et ¢kevacuole

Dans le but de déterminer l'origine des protéingssg@ntes dans notre fraction enrichie en
cytosole et identifiees dans la fraction soluble lalevacuole, les cartographies des protéomes
solubles de la vacuole (Figure 23) et du cytosa@uie 25) ont été comparées (Figure 27). Cette
analyse montre clairement que les deux profils ggaes sont totalement différents, et la
comparaison des spots identifiés montre que leipes communes aux deux cartographies sont
au nombre de 13 seulement. Peu d’entre elles figyrarmi les plus abondantes de la fraction
cytosolique. On retrouve toutefois I’Annexine 1 dspgN° 107 de la cartographie du protéome
soluble de la vacuole), trés représentée dansttsay(spots N° 24, 25, 142, 144 a 147), une
triosephosphate isomérase, peu présente dans Umleaspot N° 80), mais abondante dans la
fraction cytosolique (spots N° 17, 18, 57, 97, 1002) ou encore une glutathion S-transferase
(vacuoles : spot N° 77 ; cytosol : spots N° 19, POR, 107). A linverse, la plupart ne correspond
pas a des spots majoritaires de la cartographieythsol. C’est par exemple le cas de RGP1
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(Reversibly Glycosilated Polypept)dedentifiée dans les spots N° 27 et 142 de léogaaphie du
protéome cytosolique, et dans les spots 109, 116,e1 118 de I'analyse de la vacuole par IEF /
SDS-PAGE. Une protéine de type 14-3-3 (vacuolg®t KI° 93 ; cytosol : spots N° 16, 76, 84), ou
encore d’'une aspartyl aminopeptidase (vacuolest N 190 ; cytosol : spots N° 78, 79) sont
€galement trés minoritaires dans le protéome clitpsn Certaines protéines du cytosol semblent
méme étre enrichies dans la vacuole. C'est touiicpérement le cas de la subtilase TPPII
(At4g20850), identifiée dans le spot N° 198 dedeagraphie du cytosol (score MASCOT de 233,
5 peptides identifiés), et dans les spots N° 88, 121, 137, 138, 139, 140 de la cartographie du
protéome soluble de la vacuole (score MASCOT ajlasdu’a 661, 12 peptides retrouves).

De maniere générale, la plupart des spots maja#taiu cytosol ne sont pas présents dans la
cartographie du protéome vacuolaire. Or si les ol@su étaient contaminées de maniére non
spécifique par des protéines cytosoliques, la ptuges protéines majoritaires de la cartographie du
cytosol devrait étre retrouvée sur celle du prota@oluble de la vacuole. Ces résultats montrent
sans équivoque que ce n'est pas le cas. lls suggérBinverse d’autres explications quant a la
présence de protéines cytosoliques dans les fractiacuolaires: certaines des protéines
communes aux deux cartographies sont connues ptaragir avec les membranes (annexine),
guelques fois de facon spécifique par l'intermédiail’'un récepteur ou d'un transporteur par
exemple (protéines de type 14-3-3; Roberts, 20Q&xtaines protéines pourraient alors étre
spécifiguement liées au tonoplaste, leur présemeeespondant a une fonction physiologique
impliquant des aspects cytosoliques et vacuolabdedacon intéressante, la présence de Glutathion
S-Transférases associées au tonoplaste a uneé r@alisiologique et corespond a une voie
métabolique associant la conjugaison de toxiquagwtathion a leur transport dans la vacuole. De
la méme maniére, la présence de la subtilase T®RIlI protéasome dans les extraits protéiques
vacuolaires a été discutée précédemment (FigureMVedl} les cartographies mettent également en
evidences quelques protéines qui semblent en drudegradation dans la vacuole. Situées a des
poids moléculaires plus faibles et des points exighues différents d’une cartographie a I'aure,
protéines (cytosol aminopeptidase et dihydrolipaemdéshydrogénase) semblent illustrer les
fonctions, connues, de dégradation vacuolaire®taines protéines.

Afin d’aller plus loin dans la compréhension descamsmes conduisant a la présence de
contaminants cytosoliques dans la vacuole, desaura\supplémentaires visant a identifier les
protéines associées a la vacuole du coté cytosotiguonoplaste ont été initiés. Ceux-ci consistent
a realiser une digestion par la protéinase K deolas intactes afin de dégrader les protéines de la
face externe des organites (Expérience @&have and Conquei). Les vacuoles ainsi « rasées »
sont alors purifiees une nouvelle fois sur gradamtdensité afin d’éliminer les peptides externes
protéolyseés, puis analysées par spectrométrie deanhes résultats sont alors comparés avec ceux
obtenus a partir d’échantillons vacuolaires nomssia I'action de la protéinase K.
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95 AT1G47710 : Serpin (serine protease inhibitor) putati 12
82 » AT1G48030 : Dihydrolipoamide dehydrogenase 1 189
115 AT1G77120 : Alcool dehydrogenase 155
137,138, 139, 141, 142 » AT2G24200 : Cytosol aminopeptidase 34,35

7 » AT2G30870 : Glutathione S-transferase 19, 20, 102, 107
143 » AT2G36530 : Enolase 177
109, 116, 117, 118 » AT3G02230 : Reversibly glycosylated polypeptide-T5 27,142

80 » AT3G55440 : Triosephosphate isomerase 17, 18, 57, 97, 101, 102
82,120, 121, 152, 137, 138, 139, 140 AT4G20850 : Subtilase ( Tripeptidyl-peptidase 1) 198
78,79 » AT5G60160 : Aspartyl aminopeptidase 190

Figure 27 : Comparaison des cartographies des protéomes deadatibn soluble de la vacuole et de la fraction
enrichie en cytosolLes 13 protéines communes aux deux analyses orgp&téées dans le tableau, et les spots dans
lesquels elles ont été identifiées sont précisés tatableau et sur la figure.

- 124 -



Chapitre Il : Aspects quantitatifs et organisatisrdu protéome vacuolaire

Des analyses préliminaires, réalisées avec Nolwkrmo (LPCV, CEA-Grenoble), ont
conduit a I'établissement d'une liste de protéimagsentes dans les fractions solubles et
membranaires de chacun des échantillons de vadiidéées ou non a la protéinase K). Cette
analyse, moins exhaustive que celle réalisée peéoéebnt, a été faite de maniére a favoriser
l'identification des protéines majeures, et a nmsegidence la « disparition » ou I'enrichissement
de protéines suite a I'incubation des organiteactels avec la protéase. Cette premiere étude de
protection a la protéinase K nécessite d’étre condfe, mais elle permet d’ores et déja de mettre en
évidence quelques aspects de l'organisation ddg€ipes dans, ou associées a, la vacuole. Trois
cent sept protéines précédemment identifiees danaduole ont été retrouvées dans chacun des
deux échantillons, dont 221 sont communes aux deak/ses. Chaque échantillon comprend donc
86 proteines suffisemment majoritaires pour étemiifiées, mais absentes (non identifiées) de la
contrepartie. L'identification dans le contréle Slsous-unités de la V-ATPase (VHA-B1, VHA-E,
VHA-F, VHA-G1, VHA-G2), « absentes » des vacuoleasitées a la protéinase K, confirme la
digestion des protéines tonoplastiques situées alé cytosolique de la membrane. D’autres
transporteurs, présentant des domaines cytosoliqged également « absents » des vacuoles
soumises a I'action de la protéinase K. C’est palifrement le cas de 5 transporteurs de type ABC
(MRP2, MRP3, MRP4, MRP6, TAP2). A linverse, lesygbsidases, intravacuolaires, sont
légérement enrichies suite au traitement, et deaxvelles protéines ont été identifiées. Leur
présence dans les vacuoles traitées confirme queolginase K ne traverse pas le tonoplaste.
L’enrichissement relativement faible de ces pragisuite a la protéolyse suggére que celles-ci sont
des protéines majeures de la vacuole, identifi@espectrométrie de masse méme en présence des
protéines du tonoplaste. De fagon trés intéressale® protéines de type 14-3-3 sont
considérablement dégradées par l'action de la ipagé K (7 identifiees dans le témoin; 2
identifiées dans le traité), ce qui démontre que petéines sont liées au tonoplaste du coté
cytosolique. De facon identique, 3 sous-unités méasome (sur 4 identifiées dans le contréle) ne
sont plus retrouvées apres traitement a la prat€eseprotéines, cytosoliques, semblent donc bien
associées a la vacuole sur la face externe du lastep trés probablement de fagcon spécifique
puisqu’elles sont considérablement enrichies larslal purification des organites. La subtilase
TPPIl est par contre, de fagcon surprenante, tosjpuésente dans les extraits protéiques apres
exposition des vacuoles intactes a la protéinaséedtte protéine trés majoritaire est probablement
digérée partiellement : le score MASCOT associ®@ra identification étant trés inférieur, aprés
traitement a la protéase, a celui du contrble pgistl peptides sont identifies dans le témoin éscor
de 2584), et seulement 27 peptides sont identipFes traitement a la protéase (score de 1742).
Cependant nous ne pouvons pas exclure la présencetig protéine a l'intérieur de la vacuole,
sachant que dans les analyses d'électrophorés@mebisionnelles on observe la présence de
produits de dégradation (Figure 27, spots N° 82), 1120, 121). Ces processus lytiques sont
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€galement mis en évidence par un certain hombr@rdi&ines vacuolaires qui semblent étre
enrichies aprés le traitement a la protéinase Kotamment celles de la glycolyse. Si certaines
enzymes sont identifieces dans les vacuoles nontéesi (glyceraldehyde-3-phosphate
deshydrogénase, 1 peptide identifié) et dans legoles traitées (5 peptides identifiés), la plupart
est trop peu représentée pour étre identifice gshgradation protéolytique des protéines
tonoplastiques extra-vacuolaires (phosphoglycératase : 3 peptides identifiés apres traitement,
fructose-bisphosphate aldolase, 1 peptide identif)¢ Deux enzymes de la voie de synthese de la
méthionine (AT3G03780 et AT5G17920), et une alarangnotransférase, dont la localisation
cytosolique a pu étre confirmée par des expériemmegusion traductionnelles avec la GFP
(Ravanelet al, 2004 ; Igarashiet al, 2003), sont également identifiées uniquement dass
échantillons vacuolaires exposés a l'action dert@émase K. Ces résultats suggerent que ces
protéines « cytosoliques » sont sans doute afietéde la vacuole, en cours de dégradation.

Suite a lidentification de protéines du cytosolnglala vacuole, la comparaison des
cartographies des protéomes solubles cytosoliqiesa@iolaires a permis de montrer que la
présence de telles protéines n'est pas due prieaigat a une contamination aspécifique par les
protéines majeures du cytosol. Les expériencesrateqtion a la protéinase K suggerent qu’'un
certain nombre de protéines cytosoliques sontestdé@ns le suc vacuolaire, et sont certainement en
cours de deégradation. Ces observations, illustiartaractere protéolytique de la vacuole, ont
également été réalisées dans le cas de l'analystéopnique de la vacuole d&accharomyces
cerevisaeg(Sarryet al, 2007). Mais ces analyses d&kave and Conquer permettent également
d’observer I'association de la plupart des protRide type 14-3-3, du protéasome et de TPPIl avec
la face extérieure de la vacuole, suggérant quedete représentation dans le protéome vacuolaire
est trés probablement liée a des activités mémedi impliquant la vacuole. Des expériences
supplémentaires sont toutefois nécessaires poftiroen ces hypotheses.

La mise en évidence de ces interactions entre icestaprotéines cytosoliqgues et le
tonoplaste est particulierement intéressante, estilprobable qu’un certain nombre de fonctions
vacuolaires soit assuré par des complexes pro®igdén de compléter la caractérisation
protéomique des vacuoles végétales, nous avonaigduwdvaluer la présence de tels complexes
dans les fractions solubles et membranaires desiex
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1l - Evaluation de I'organisation supramoléculaire du

protéome vacuolaire

Dans le but d’approfondir la caractérisation pratéue de la vacuole, nous avons initié un
travail visant a identifier les complexes protéisjueajeurs des fractions solubles et membranaires
de cet organite. Cette étude préliminaire avaitelgant pour objectif de définir des conditions
d’analyse des complexes protéiques, en particalars I'optique d’observer la dynamique du
protéome de la vacuole a I'échelle supramoléculaned’un stress. La Figure 29 résume le travail
réalisé.

Publiée pour la premiere fois en 1991, la techniquaBlue-Native PolyAcrylamide Gel
ElectrophoresidBN-PAGE) a permis de séparer et de caractéresedifférents complexes de la
chaine respiratoire de la mitochondrie sans erodiss les sous-unités (Schagger & von Jagow,
1991). Depuis, cette technique a été égalememsadilpour isoler les complexes du chloroplaste
(Neff & Dencher, 1999 ; Heinemeyet al, 2004) et de la mitochondrie végétale (Janschl,
1996 ; Heazlewooét al, 2003), mais n’a jamais été appliquée a I'anathis@rotéome vacuolaire,
ni de plante ni de levure. Elle exploite la prof#ide liaison aux protéines du bleu de Coomassie
qui, chargé négativement, leur permet ensuite dgemidans un champ électrique. Dans une
matrice constituée d’'un gradient d’acrylamide,demplexes se séparent en fonction de leur masse
moléculaire. La piste de migration peut alors @teeée au sommet d’'un second gel, de type SDS-
PAGE afin de séparer les protéines associées aensagconde dimension.

1.1 - Evolution de la méthode de préparation de vacuoles

Le protocole de purification de vacuoles mis encelanitialement s’est trouvé étre
particulierement adapté aux premieres analysesemtiiication, présentées dans le chapitre
précédent. La spectrométrie de masse, et notamee@:-MS/MS, est une technique extrémement
sensible et 'analyse de 150 ng d’'un extrait poptéicomplexe permet I'identification de plusieurs
centaines de protéines. Toutefois, I'analyse despbexes protéiques de la vacuole par BN-PAGE
nécessite une quantité relativement importanterd&ipes, de I'ordre de 100 a 200 ug, et nous
nous sommes rapidement trouvés limités par ledaiddhdement du protocole initialement mis en
place. Une méthode alternative a alors été utjlisémprenant dans un premier temps une étape
d’enrichissement des vacuoles. Ces fractions deioles enrichies, contaminées par d’autres
organites, pouvaient étre ensuite rassemblées wamsinimum de tubes pour leur purification,
limitant les pertes éventuelles lors de leur préhéent final. Cette étape d’enrichissement a cansist
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en une premiere « purification » sur gradient delFiidentique a celle décrite précédemment, a
I'exception de la densité de la couche interméedides gradients, ne contenant plus 3,3 % mais 5 %
de Ficoll (Figure 28). Les échantillons alors obtgnégerement contaminés, ont été rassemblés et
placés dans un nouveau gradient de densité, doputzhe intermédiaire était cette fois de 3,3 % de
Ficoll. Cette méthode nous a alors permis d’obtel@is vacuoles de pureté identique a celles
initialement purifiées, le facteur d’enrichissemé4B,4) étant tout a fait comparable au premier.
Mais le rassemblement des vacuoles enrichies giadients au lieu de 6, limitant les pertes au
moment de leur collecte, a permis d’améliorer ledemment (de 18 % environ). En outre, cette
méthode permettait en quelques occasions de rectde vacuoles immédiatement apres
enrichissement sur les premiers gradients (contén&nde Ficoll). Le rendement trés important de
ces « purifications » nous a notamment permis @diseg¥ une analyse sur des vacuoles non
congelées (cf. plus loin), malgré leur contamraar des chloroplastes (facteur d’enrichissement
de 34,3 environ).

Méthode 1
0 % Ficoll .
.|
3,3 % Ficoll
H |
o4 Fi :
7,5 % Ficoll 6 Pl
Méthode 2 4
0 % Ficoll S
d
1ergradient cATTT
9 < 5 % Ficoll /)
1
1 . |
=1 [ H
7,5 % Ficoll X6 ! f
!
r )
[
0 % Ficoll I’ I
. ! P 4
2nd gradient < _ ' A
3,3 % Ficoll ,I
/ :
[ ~5 % Ficol “ . \\/

Figure 28 : Méthodes d'isolement des vacuoles, a partir duatygrotoplastique, utilisées lors de ce travdih
méthode 1 consiste a utiliser 6 gradients de dérngic — 3,3 — 0 % de Ficoll), et permet d’obtesés vacuoles
pures, mais peu nombreuses. La méthode 2 consispudfier » les vacuoles sur 6 gradients de d&n@i,5 - 5
— 0 % de Ficoll) afin d’obtenir une fraction fortemt enrichie en vacuoles. Cette fraction peut aédre purifiée
plus avant sur 2 gradients de densité (~ 5 — 3)3% de Ficoll) afin d’obtenir des vacuoles de parietentique a
celles de la premiére méthode, mais réparties setrron plus 6 gradients. Alternativement, les edeside cette
fraction ont pu étre utilisées telles quelles ldes la mise au point de certaines expérimentationslorsqu’il
était nécessaire de travailler avec des extraits oongelés.
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Stratégie d’analyse protéomiqgue

de la vacuole

Purification
des vacuoles|

=)

Vacuoles
Lyse + - .
Lavage NacCl Q;_D Gr Lyse

U Ultracentrifugation

-2 Q Soluble
ST T Membranes
Jex<El
m + « associé »
Membranes Soluble +
lavées B T ot = e ety ettt S
2D IEF / SDS-PAGE

Anal.en ;!
solution

L 0 L I. ______________________ .1 __________________________________
| Identification des protéines par spectrométrie dsse (LC-MS/MS) €oll. LEDyP, CEA-Grenbole
E Analyse globale i : Analyse de I'organisation supramoléculaire i : Cartographie 2D :

Figure 29 : Stratégie d'analyse de I'organisation supramoléciia du protéome de la vacuole d’Arabidopsis
thaliana. Des vacuoles ont été purifiées, puis lysées pag@ation / décongélation. Les fractions membrarsire
et solubles ont été séparées par centrifugatiorgchecune a fait I'objet d’'une électrophorése enditians non
dénaturantes dans une premiére dimension, puisésepce de SDS dans une seconde dimension.

1.2 - Evaluation de I'organisation supramoléculaire du potéome soluble de

la vacuole

Apres la purification des vacuoles, les organiteisfait I'objet d’'une lyse par congélation /
décongélation, suivie d'une étape de centrifugafiohaute vitesse afin de séparer les fractions
solubles et membranaires (Figure 28). La fractiamulde a alors pu étre concentrée par
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ultrafiltration (systéme Vivaspin, «cut off » da membrane = 3 kDa), pour atteindre une
concentration finale de 1 pg/ mL de protéinessiten 100 pg de ces échantillons protéiques ont
alors été déposeés au sommet d’'un gel de gradiaotydhmide, et une électrophoreése en conditions
non dénaturantes, en présence de bleu de Coomagsanis de séparer les complexes d’'une taille
variant entre 50 et 1000 kDa. La Figure 30 présantgel d’électrophorese de type BN-PAGE, et
trois gels de type BN / SDS-PAGE, illustrant I'éwion de la résolution au fur et a mesure de la
mise en place du protocole. La comparaison de leeg@horeses montre que, si la résolution est
variable d’'une expérience a l'autre, le profil gigue reste quant a lui constant, la plupart detssp
étant présents sur 'ensemble des gels réalisée @éthode nous a permis de mettre en évidence
un certain nombre de complexes putatifs, probabinmepliqués dans des fonctions vacuolaires
majeures.

La Figure 30-A présente le profil électrophorétigure conditions non dénaturantes de la
fraction soluble de la vacuole, fixé dans un batmgol / acide acétique et recoloré au bleu de
Coomassie R250. Ce profil fait apparaitre clairemare série de bandes, de masses moléculaires
allant jusqu’a environ 800 kDa, qui correspondemtea associations protéiques et dont certaines
ont pu étre analysées par spectrométrie de maasai Belles-ci, quatre, d’'une taille supérieure a
500 kDa, sont composés des mémes protéines, lésermme sous forme de multiples bandes étant
tres probablement due a un degré d'oligomérisatidférent d’'un complexe a l'autre. Ces
complexes potentiels sont particulierement inténetss car ils semblent associer des protéines de
type différents : protéases (subtilases et pratémedomaine « Meprin & TRAF » notamment),
glycosidases (RGP1), et inhibiteurs de glycosidéB&dP1 et PGIP2). La présence de ces protéines
au sein d'un méme complexe est bien entendu arowfipar des analyses plus ciblées, mais
l'identification systématique de ces protéines ddes bandes nettes de la premiere dimension rend
peu probable la présence de plusieurs complexépémdiants.

Deux autres bandes, d’environ 250 et 500 kDa, eoné&nt deux isoformes deod’
mannosidase (AT3G26720 et AT5G13980). Connue p@assacier en multimeres (Hutchins &
Klionsky, 2001) cheSaccharomyces cerevisjages complexes putatifs sont trés probablement les
formes dimérique et tétramérique de I'enzyme etsncenfirmons ici sa structure oligomérique
chez la plante. Toutefois, la séparation des pregeen conditions dénaturantes, dans une seconde
dimension, permet d’observer un spot majeur dekZI correspondant aux deuxmannosidases
(Figure 30, complexe I), et il apparait alors gqeétec protéine se répartit en réalité sur une large
échelle de masses apres la premiere dimensiong(Z8D kDa), ce qui pourrait suggeérer que ce
complexe, en grande quantité dans le protéome Ispkdit relativement labile et se dissocie lors de
la préparation des échantillons. La forme dimérigngno ou hétérodimere), de 250 kDa, serait par
contre tres stable puisqu’elle résiste a la déatitur en présence de SDS. Mais nous ne pouvons
pas exclure que plusieurs associations protéiquaspienant le dimere @mannosidase
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1ére dimension
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(A) Subtilase TPPII (AT4G20850) .
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RGP1 (AT3G02230)
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B-hexosaminidase (AT3G5526(
a-mannosidase (AT3G2672(
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Protéine similaire & TolB (AT4G01870)
a-fucosidase (AT2G28100]
Phosphodiesterase de type | (AT4G296!
Peroxidase 17 (AT2G2242

G glutamyltranspeptidase (AT1G78870)
PLAT/LH2 (AT4G39780)
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. ~- 66
a-mannosidase (AT3G2672l
a-mannosidase (AT5G13980)

(8)

a-mannosidase (AT3G2672

(E) a-mannosidase (AT5G1398 ... Peroxydase (AT3G49120)

3)
)
Curculin-like (AT1G78850)

Peptidase a sérine (AT3G104560:
Subtilase (AT3G14067)-
a-glucosidase (AT5GLLT720): wwwwrwwerseeey

Estérase / lipase (AT4G16690)

- Cucumisin-like/AT3G14067)

- Peroxydase (AT3G49120)

Hexosaminidase (AT3G55260)] - o-galactosidase (AT3G56310)

a-fucosidase (AT2G28100)-- - Pectine methylestérase (AT4G29680)

~~~~~~~~~~~~ RD21 (AT1G47128)

Aspartyl aminopeptidase (AT2G242

Figure 30 : Mise en évidence des complexes majeurs du protésatgble par BN-PAGE et BN / SDS-PAGE.
(A) : Les échantillons (100 ug) ont fait I'objet, dans premier temps, d’une électrophorése en conditioms-
dénaturantes sur gradient d’acrylamide (5 % - 13 %@s complexes protéiques de I'échantillon, présr se
séparent et il est alors possible d’analyser letean protéique des « bandes » obtenues lors dedmipre
dimension.(B a D) : Alternativement, la piste de migration a pu éttecge au sommet d’'un gel de type SDS-
PAGE afin de dissocier les protéines impliguéessdas complexes séparés lors de la premiere dimenstvélée
ensuite par coloration a 'argent. Il est alors dgees fois possible de reconstituer de visu lesptexes initiaux.
(E) : spots qui ont pu étre identifiés.
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soient également possibles, composant ainsi unndiieede différents complexes qui se
répartiraient selon les masses moléculaires copgpasatre 250 a 500 kDa. Ceux-ci seraient alors
composés d'un (ou plusieurs) «noyau(x) » congsluéle 2a-mannosidases, sur le(s)quel(s)
viendraient éventuellement s’ajouter diverses jmet En effet, 'hypothése d’'un tel complexe,
modulaire, est notamment soutenue par l'identificasystématique, dans la premiere dimension,
des 2 isoformes ded*mannosidase dans les mémes bandes, éventuellacoempagnées d’'autres
glycosidases, suggérant la encore une associati®n-channosidases entre elles, et parfois avec
d’autres hydrolases. Une hexosaminidase (AT3G55280)particulier, est détectée avec les- 2
mannosidases dans l'une des bandes de la premi@engion, et retrouvée dans la seconde
dimension sous formes de deux spots.

D’autres complexes, probablement plus minoritaipesjrraient également faire intervenir
des glycosidases. On retrouve notamment une a#isocipotentielle entre une-glucosidase
(famille 5, AT5G11720) et une protéine de type itextcurculin-like AT1G78850) (Figure 30,
complexe Il). Les lectines sont capables de lietaggs sucres, et I'association d’'une telle praéin
avec une glycosidase pourrait former un complexééprue dont une sous-unité (la lectine) lierait
le substrat, tandis que l'autre (la glucosidad®ydrolyserait. Enfin, une-fucosidase (glycosidase
de la famille 29), est également identifiée dansspot de la seconde dimension (Figure 30,
complexe 1ll). La migration de cette protéine lode I'électrophorése en conditions non-
dénaturantes semble correspondre a celle d'unéipeot’environ 200 kDa. D’une taille de 57 kDa
(cohérente avec la valeur estimée a partir dedanske migration), elle serait présente sous forme
trimérique ou tétramérique dans la vacuole, auqguogine n’étant identifiée sur la méme ligne de
migration dans la seconde dimension.

Certaines protéases du protéome soluble (ou assoééla membrane) de la vacuole
semblent également étre présentes sous forme raulgme. Une aspartyl aminopeptidase
(AT5G60160), par exemple, est identifiée dans knpeére dimension a une masse moléculaire
d’environ 440 kDa (Figure 30, complexe V). Cettetpine de 52 kDa est connue pour former des
complexes protéiques, et il semble qu’elle sok@ffement associée sous forme d’octameres dans
nos échantillons. Mais de facon trés intéressargtte protéine est, dans la seconde dimension,
présente dans 2 spots, ou elle est identifiée s€eke spots correspondent a des protéines d’environ
30 et 22 kDa, ce qui suggere un clivage de la pretde 52 kDa en 2 peptides, associés en un
oligomére (16mére) comparable a I'octamere de @épre non clivée. Décrite comme étant
cytosolique, elle est présente dans les deux cagibges des protéomes solubles cytosolique et
vacuolaire. Si sa taille dans le cytosol est efffectent d’environ 52 kDa (Figure 25), la
cartographie du protéome vacuolaire confirme sagmeée sous une forme, tronquée, d’environ 30
kDa (Figure 23, la protéine de 22 kDa n’ayant pasidentifiée sur ce gel). La présence de cette
métalloprotéase dans le protéome soluble vacuoldiest donc probablement pas due a sa
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dégradation, tel que cela avait été suggéré ailiesla comparaison des cartographies, mais plus
probablement a son association avec le tonoplastéyentuellement a sa localisation a I'intérieur
de la vacuole, les expériences dshave & Conquer ne permettant pas de trancher (données non
montrées). Cette forme « vacuolaire » différerailalforme cytosolique par une maturatioa un
clivage de la protéine, les deux fragments redta@stl’'un a l'autre, a I'intérieur de complexes de
type 16mére. Un autre complexe potentiel (FigurecBnplexe V) faisant intervenir des protéases
est constitué d’'une subtilase (AT3G14067) et dpegtidase a serine (AT3G10450).

Ces analyses préliminaires ont permis d’évaluergdaisation supramoléculaire du
protéome soluble de la vacuole et ont abouti aite @n évidence de quelques complexes putatifs.
Ceux-ci semblent souvent associer difféerentes preséd’'une méme famille (glycosidases ou
protéases), suggérant que des complexes enzymmtiquda fois relativement spécialisés
(protéolytique ou glycolytique) et multipotentie{plusieurs enzymes aux substrats difféerents)
puissent assurer une partie des activités hydogolgs connues de la vacuole. Toutefois un
complexe majeur, dont le nombre de sous unité sewdnliable, pourrait rassembler différentes
activités de protéolyse (Subtilase, protéine a dioen®leprin & TRAF) et de glycolyse (RGP1) au
sein d’'un méme structure protéique.

[11.3 - Evaluation de I'organisation supramoléculaire du potéome

membranaire de la vacuole

La préparation d’échantillons membranaires en vue réaliser l'identification des
complexes protéiques nécessite de mettre au pesncdnditions de solubilisation des protéines
membranaires. La premiéere étape vers l'identifizaties complexes protéiques tonoplastiques a été
de définir les meilleures conditions de préparaties membranes, permettant d’extraire le plus de
protéines possibles sans toutefois dissocier lesplaxes. Deux détergents ont été employés : le
dodécyl-maltoside (DDM) et la digitonine. Nous asprdans un premier temps, déterminé la
guantité de détergent nécessaire a la solubilisaties protéines. Plusieurs concentrations de
détergent et de protéines ont été testées, de méedifférents rapports détergent / protéines. La
Figure 31 présente deux gels d’électrophorése kidsionnelles BN / SDS-PAGE, réalisés a partir
d’échantillons membranaires solubilisés dans desedrations de détergent différentes (DDM :
(A) : 5% ; (B) : 10 %) pour une méme concentrapootéique (2, 5 pug.mt).
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Figure 31 : Premiéres électrophoréses de type BN / SDS-PAGRIigées a partir de 150 ug de protéines
tonoplastiques.Les protéines membranaires ont été reprises aaameentration finale de 2,5 mg.MLet
solubilisées dangA) : 5% [p/v] de dodécyl-maltoside o(B) : 10 % [p/v] de dodécyl-maltoside. Leur
électrophorése en conditions non dénaturantes surgradient d’acrylamide (5% - 13 %) a permis de
résoudre les complexes majeurs, et une secondensimne en présence de SDS, a permis de visuabser |
protéines aprés coloration a I'argent.

La solubilisation des membranes dans 10 % de DRMipplus efficace que dans 5 % de
détergent, et laisse apparaitre quelques compjmtestiels de haut poids moléculaires impliquant
une méme protéine, la subtilase TPPIIl. Cette pset&emble une fois de plus particulierement
importante dans le protéome vacuolaire (ou assariéet organite), et pourrait étre présente sous
forme multimérique, a différents degrés d’oligorsétion. Ces structures protéiques semblent étre
les seules a étre bien résolues dans la premigrendion. D’autres transporteurs, particulierement
intéressants pour certains, sont en effet majogitaént identifiés dans des trainées, notamment un
transporteur de type ABC, MRP4, probablement ptésiams un complexe d’environ 250 a
300 kDa. Quelques sous-unitées de I'ATPase vacwolant également pu étre identifiees
(principalement les sous-unités du domaine V1 : VAIAVHA-B, VHA-C, VHA-D, VHA-E et

- 134 -



Chapitre Il : Aspects quantitatifs et organisatisrdu protéome vacuolaire

VHA-G). Mais, quoique relativement bien résoluesigida seconde dimension, ces protéines se
répartissent sur une large gamme de poids moléesldans la premiere dimension, et illustrent le
manque de résolution de I'électrophorese en camdithon dénaturantes. Nous avons alors cherché
a optimiser plus encore les conditions de prémarates échantillons. La composition des tampons
initialement utilisés (Imidazole principalement, dMatériels et méthodes) a alors été modifiée, et
des électrophoréses de type BN-PAGE ont été réalidans des milieux constitués de Bis-Tris
(Atteia et al, 2003). Cette méthode a permis d’améliorer comaldément la résolution de la
premiere dimension, et des bandes nettes, corréapbra des complexes putatifs de masses
moléculaires supérieures a 500 kDa, ont pu étrereéss. Elles ont alors pu étre analysées par
spectrométrie de masse, ou utilisées pour réaliseiseconde dimension en conditions dénaturantes
(Figure 32).

Peu de complexes différents semblent présents ansnoplaste dans ces conditions
d’analyse. Sept bandes majeures sont observablés gremiere dimension entre 500 et 1000 kDa,
contenant toutes la subtilase TPPII, éventuelleraecwmpagnée d’'autres protéines. La présence de
TPPII sous une forme multimérique ch&mbidopsis thalianaa déja été déemontrée, les auteurs
ayant estimé la masse moléculaire du complexe & BBa (Booket al, 2005). Nous I'identifions
ici dans des complexes probables de plus faiblesenamléculaire, pouvant notamment impliquer
des protéines de type HSP60. Il est a ce sujetesgant de noter que Boak al (2005)
mentionnent une contamination de leurs purificatide TPPII par une protéine de type HSP60.
Deux protéines de type Band7 (AT5G62740, AT2G035d€)petite taille (30 & 40 kDa), sont aussi
présentes dans certains des complexes putatifgsésalFigure 32) et suggerent des processus de
régulation de [l'activité protéolytique de la sulsié. Cette interaction potentielle entre des
multimeres de TPPII et des protéines de type Baraljamais été décrite et la présence potentielle
de ces deux protéines dans des complexes incliRiAtl Tnet également en évidence un aspect
inattendu du protéome vacuolaire. Si I'une de cesepes Band7 est probablement associée a la
face cytosolique du tonoplaste (résultats de I'eéepée deShave & conquefnon montre) :
protéine absente des échantillons traités a laéimade K), I'autre semble étre au contraire a
l'intérieur de la vacuole, l'identification de cetderniére étant meilleure dans les échantillons
traités a la protéinase K. Ces résultats, prélimesasuggéreraient de nouveau que la subtilase
puisse étre localisée sur les deux faces du tosiplaxpliquant alors la digestion partielle deecet
protéine par la protéinase K. De plus, la seconnemkion a permis d’identifier TPPIl dans deux
séries différentes de spots, l'une correspondatd taille prédite de cette enzyme (150 kDa
environ), et la seconde, minoritaire, a une pre&éia 90 kDa environ. Ce clivage de la protéine, qui
n'a jamais été decrit dans la littérature, sugggrant a lui I'existence d’une maturation partiele
cette enzyme, les deux formes de TPPIl se retraugasemble dans les mémes complexes
identifiés.
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Figure 32: Electrophorése bidimensionnelle de type BN / SDSEHA réalisées avec des échantillons
membranaires de vacuoles. (A)la premiére dimension, consistant en une électrogd®m en conditions non
dénaturantes, permet d'observer des bandes de Ipmids moléculaires (supérieures a 500 kDa), rekatient bien
résolues et séparées les unes des autres. Leuysaadar spectrométrie de masse, a permis d'identd subtilase
TPPII dans chacune des bandes, éventuellementiéssag d'autres protéines telles que des chape®(IA8P60)
ou des protéines de type BandB) : la seconde dimension, en conditions dénaturargesnet de séparer les
constituants protéiques des complexes et révelgerdaence de 2 isoformes de TPPII, a des poids niaiées
différents.

L’ATPase vacuolaire, a I'inverse de TPPII, est fidiblement représentée dans les analyses
des complexes de la fraction membranaire. Quelsogs-unités ont pu étre toutefois identifiées, et
sont présentes dans des trainées, de la tadledatt dans la seconde dimension, mais évoquant une
dissociation (ou une dégradation) des complexes tlapremiére dimension. Cette observation a
alors posé la question de I'exhaustivité de I'asalgffectuée. Si cette derniére n’a pas pour but
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d’établir la liste compléte des complexes protésgde la vacuole, elle doit néanmoins permettre de
visualiser la majeure partie de ceux-ci. L’absedeme bande nette dans la premiére dimension,
correspondant a I'un des complexes les plus repi€seale la vacuole, la V-ATPase, nous a alors
incité a réaliser une analyse des protéines vaceslasans fractionnement préalable des
échantillons solubles et membranaires, et sansétatign avant électrophorése. Ceci a été réalisé
dans le but de préserver au maximum l'intégrité aeaplexes avant leur migration. Pour cela, des
vacuoles purifiées sur un gradient de Ficoll conépds trois couches contenant 7,5; 5 et 0 % de
Ficoll ont été directement utilisées. Cette puafion, moins stringeante que celle habituellement

669 440 232 66

MRP ——>

A A A

VHA (Vo+V) 1 VHA(Vy
VHA (V)

Figure 33 : Séparation des protéines vacuolaires par BN / SBSGE. 200 pg d’échantillons vacuolaires totaux
ont été solubilisés dans 10 % [p/v] de dodécyltosadie, et ont fait I'objet d’'une électrophorése tgpe BN-
PAGE sur gradient d’acrylamide (5 % - 13 %) afie séparer les complexes. La piste de migrationoasatté
placée au sommet d'un gel de type SDS-PAGE afséparer les protéines composant les complexesseajdls
obtenus colorés au bleu de Coomassie G250.
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réalisée, nous a permis d’obtenir en une seuleapsépn la quantité de protéines nécessaire a la
réalisation des 2 électrophoréses. La préparatiesm @chantillons totaux, malgré leur légére
contamination, a alors été realisée comme précédamniétape de séparation des fractions
solubles et membranaires ayant été omise. Cetteeeunéthode de préparation des échantillons
vacuolaires nous a permis d’observer trés netteli®fPase vacuolaire, présente dans 3 bandes
distinctes dans la premiére dimension (Figure B8)les-ci correspondent a la V-ATPase entiere,
dont la quasi-totalité des sous-unites (VHA-A, VHBA; VHA-B2, VHA-C, VHA-D, VHA-EL1,
VHA-E3, VHA-F, VHA-G2, VHA-H, VHA-a3 VHA-c2, VHA-d]) a pu étre identifiée, au domaine

V1 seul, et au domaine VO seul.

Subtilase TPPIIAT4G20850
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Figure 34 : Séparation des protéines vacuolaires par BN-PAQED ug d’échantillons vacuolaires totaux ont
été solubilisés dans du dodécyl-maltoside (10 %]]pkt ont fait I'objet d’'une électrophorése depdyBN-
PAGE sur gradient d’acrylamide (5 % - 13 %) afin sfparer les complexes. La piste de migration asadbé
colorée au bleu de Coomassie G250, et les bandg=irea ont été découpées et analysées par spedtiemé
masse. Le résultat des analyses est indiqué diguee.
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L’ a-mannosidase est également représentée. Minordairsein des protéines identifiées,
elle illustre la faible proportion des protéinetubtes dans le protéome total de la vacuole, Isiqua
totalité des identifications réalisées mettant eidence des transporteurs. On peut noter en
particulier la présence de l'aquaporine TIP2Toroplast Intrinsic Proteiny probablement
majoritaire dans le prottome membranaire. Cettdém® est connue pour étre sous forme
multimérique dans des complexes suffisamment "gider résister a la dénaturation par le SDS
(Vander Willigenet al, 2006), et nous observons ici une forme a 75 kbmgrique. Mais elle
apparait aussi, dans la premiére dimension, dassstlactures d’environ 300 kDa, et s'il est
possible gu’elle forme des dodécameres, il esteégat envisageable que les trimeres de TIP
soient aussi associés a d’autres protéines, idsgiflans la méme bande de la premiere dimension.
On retrouve notamment 3 transporteurs de type ABRK1, MRP2 et MRP14) impliqués dans le
transport des conjugués du glutathion, mais ausei gamma-glutamyl transpeptidase et une
gamma-glutamyl hydrolase, susceptibles de les dégral’association potentielle de telles
protéines en une méme structure est particulierermgéressante, toutes ces protéines étant
impliquées des processus de détoxication vacuolaire

Les processus de dégradations protéigues sontecngerfois relativement bien représentés.
L’association de TPPII avec des protéines de typedB se confirme, bien que les deux protéines
Band7 identifiées lors de cette analyse (AT4G27&88AT5G51570) ne correspondent pas a celles
identifiées lors des précédentes. D’autres protetdies que des aspartyl aminopeptidases, ou des
protéines a domaine « Meprin & TRAF », caractéssgecédemment pour leur présence au sein
de complexes de hauts poids moléculaires, sont présentes. Dans certaines bandes (Figure 34),
la quasi-totalité des sous-unités du protéasomea2p$ étre identifiée, ainsi qu’'une grande partie
des protéines composant le protéasome 19S, cdtatéstonfirmant I'association du protéasome
avec la vacuole. Nos analyses mettent égaleme@vidance que la subtilase TPPIl ne semble pas
associée au protéasome.

1.4 - Conclusion

Contrairement a des organites tels que la mitoat@ral le chloroplaste, la vacuole ne
comprend pas de complexe majeur, aisément observablune analyse de type BN-PAGE
(Schagger & Pfeiffer, 2000; Heinemeyest al, 2004). L’estimation de [I'organisation
supramoléculaire du protéome vacuolaire par BN 8FHAGE nous a alors permis de mettre en
evidence plusieurs complexes putatifs. Bien quéadité physiologique des associations supposees
reste a confirmer par d'autres approches, I'aiicn des BN-PAGE dans le contexte de ce travail
de these s’est réevélée adaptée a l'identificatierschémas organisationnels protéiques globaux.
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Cette approche nous a permis de mettre en évidenoertain nombre d’interactions potentielles
entre différentes protéines. Ces analyses ont motarhsuggéré I'association probable de plusieurs
glycosidases entre elles, sans doute souvent eggEmiautour d’un noyau constitué d’'un dimere
d’'a-mannosidase. Certaines protéases semblent égalémpliquées dans des superstructures
protéolytiques, comprenant éventuellement des siptiEientiellement régulatrices telles que les
protéines de type Band7. Parmi ces protéases, btlase TPPIl a été identifiée dans des
multimeres de tailles tres importantes. L’ATPaseuadaire est, elle aussi, retrouvée dans des
complexes protéiques de tailles différentes suggésait une certaine labilité, soit I'existance de
formes dissociées dans le tonoplaste. Elle eseptésous des degrés de complexation variables,
de I'ATPase entiere aux domaines VO ou V1 seuldinErcertaines bandes de la premiere
dimension pourraient correspondre a des assocsaiticiuant des transporteurs de type ABC et des
enzymes de la dégradation des conjugués du glotatbie telles structures pourraient participer de
facon importante aux processus de la détoxicagdolaire.

Toutefois les constituants exacts de ces compleXxes pu étre précisément déterminés, de
méme que leurs proportions relatives, un tel tfawécessitant une approche ciblée sur chaque
complexe potentiel. Des conditions de préparati@s échantillons et d'électrophorese étant
établies, les perspectives de ce travail sont no&mh I'identification de complexes protéiques
évoluant suite a une exposition au cadmium, cesgude une approche non ciblée de cet ordre
pourrait mettre en évidence. Ainsi observés, caapbexes pourraient alors faire I'objet d’'une
caractérisation plus poussée visant a en idengifiscisément les constituants.
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Chapitre 111 : Vers une recherche de candidats d

la détoxication métalligue vacuolaire

L’équipe dans laquelle j'ai réalisé mon travailtdése s’intéresse a la réponse de la plante
a un stress métallique, et souhaite en particalienprendre les mécanismes de la séquestration
vacuolaire de ces toxiques. Les acteurs impligaés tes processus de signalisation du stress et de
séquestration et traitement des métaux ne sont@asus, et l'identification des protéines de la
vacuole peut permettre de mettre en évidence dameéls potentiellement impliqués dans la
détoxication vacuolaire des métaux lourds. L'obfede ma thése était donc de réaliser une
caractérisation protéomique de la vacuolerdbidopsis thalianalans le but de mettre en place les
méthodes d’analyses de ce protéome et d’en étahliprofil de référence. Ainsi, plusieurs
transporteurs ont été localisés a la vacuole patnavaux, et certains d’entre eux sont connus pour
étre, chez d’autres organismes, déterminants @gangpbnse aux stress métalliques (transporteurs
ABC en particulier). L'évaluation du role de cesigines dans la tolérance aux meétauis,
'analyse de mutants par exemple, pourrait abautiidentification de voies métaboliques de la
protection cellulaire lors de tels stress. Une eadpproche, visant a étudier la dynamique du
protéome vacuolaire lors d’'un stress, pourrait &gaht mettre en évidence des acteurs de la
réponse vacuolaire au stress métallique. L'angbysééomique que nous avons réalisée constitue
également la base des études quantitatives difiélles envisagées, et qui seront réalisées, @our |
plupart,a posteriori

L'un des aspects de la dynamique du protéome vaicachuguel nous avons souhaité
nous intéresser est la régulation transcriptioend#s genes codant les protéines localisées a la
vacuole. Des analyses d’expression génique réalmédéaboratoire des Echanges Membranaires et
Signalisation (CEA-Cadarache) en collaboratiorcavare équipe ont permis d’étudier I'influence
d'un stress cadmium sur la régulation transcriptedle du génome @rabidopsis thaliana
(Herbetteet al, 2006). Cette analyse rend compte de I'évoluties tlanscrits dans des plantules
cultivées en hydroponie et soumises a 5 uM et 50deMcadmium pendant 2 h, 6 h et 30 h.
L’exploitation croisée de ces résultats avec ceaxl'dnalyse protéomique vacuolaire pourrait
mettre en évidence des protéines requises a Eeniplace des mécanismes étudiés, et une partie
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de mon travail a consisté a initier cette analgéi@, de proposer des pistes dans l'identificaties d
fonctions métaboliques impliquées dans la détoxinatacuolaire des métaux lourds.

| - Recherche de protéines vacuolaires a réqgulation

transcriptionnelle par le cadmium

.1 - Création d'une base informatique pour I'exploitation de données

d’expression génique et de protéomique

Le développement constant des techniques d’analgsésaut débit (puces a ADN et
spectrométrie de masse par exemple) et la grarai@itgide données qu’elles générent nécessitent
de mettre en place des structures informatiquesbdep de les accueillir. Les Systemes de Gestion
de Bases de Données Relationnelles (SGBDR) pemefimplémentation, le stockage, la
modification, et linterrogation de données infotigaes. Le « package » EasyPHP (v1.7) est
disponible gratuitement (www.easyphp.org) et aoritile SGBDR « MySQL » (v4.0.15).
L'installation d’EasyPHP inclut I'insallation du iseur « Apache » (v.1.3.27), un logiciel destiné a
héberger la base de données et a traiter les finforations entrant et sortant de celle-ci, et qu
servent a son exploitation (Figure 35-A). Ce senammunique avec le reste de l'ordinateur et
notamment avec le navigateur internet (partie tligguisque c’estia ce dernier que l'utilisateur
peut interagir avec la base (Figure 35).

La base de données relationelle que nous avons, @@éollaboration avec Olivier Bastien
(LPCV, CEA-Grenaoble), a été nommée ArHe8abidopsis Heavy metal Strésst contient deux
tables (Figure 35-B) microarray, qui stocke les valeurs issues des analyses @&ssijon génique
sur puce (Herbettet al, 2006), etproteomics qui accueille les résultats de I'analyse protéprai
vacuolaire que nous avons réalisée (Jaquetaal, 2007a). La tabl@roteomics(qui contient 709
entrées) comprend une série de champs contenadifiéentes valeurs issues de nos analyses
(valeurs de score, fonctions des protéines efcet..un champ unique pour l'identification de
chacune des entrées de la table : le chA@p(qui correspond au numéro d’accession AGI (The
Arabidopsis Genome Initiative (AGI), 2000) de chaqurotéine). De la méme maniére, la table
microarray contient 23 797 entrées, et des champs corresptdax résultats des différentes
comparaisons (2 h d’exposition a 5 uM €sl contréle a 2 h, 6 h d’exposition a 50 uM €Csl
contr6le a 6 h, etc ...). L'identifiant unique deteeiable est constitué du couple de chaf@Bs et
Index un méme locus pouvant étre représenté par phssggndes nucléiques sur la puce a ADN
(auquel cas plusieurs entrées de la table aurg@enéme champ@Gl). Un index (a, b, c ...) de la
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sonde permet donc de difféerencier des résultatsepamt de sondes différentes pour un méme
géne. Les données ont été insérées dans la baseagun script PHPhypertext preprocessing ;
Figure 36), un langage de programmation c6té sermtestiné a faire le lien avec la partie client
(Figure 35-D).

_________________________________________________________________________________________

SERVEUR
Interrogation de la base (A)

SQL
Scripts de (SQL)

Fichier de \ o
N°® AGI création de ™

— | larequéteen| | T—— MusdC
O / SQL (B) Base de données

Formulairgl | (D) microarray |--{ proteomics
i -N° AGI -N° AGI
j Q ! - Index - Fonction
: - Annotation - Score_Mb
; | - Résultat_1 - Score_Sol
Liste des \ Scripts de . - -Score 2D
reponses) traitement - Résultat_n _

/] ‘/i// des données

Fichier de

Récolte des données sélectionnées

1
1
valeurs :
1
1

Utilisateur Interface d’utilisation Base de données

Figure 35 : Structure générale de la base de données ArHeSeesah interface d’exploitationLe serveur Apache
(A) héberge la base de données ArBBet I'intepréteur PHP qui permet de générer autdamueement les requétes
SQL permettant de l'interrogg(C). L'utilisateur peut exploiter les données contendans la base grace a une
interface codée en HTML (interprétée par un nawgatinternet), ou via la lecture de fichiers infatigues
(Excel® ou texte). Les formulaires HTML ou les ifich informatiques sont ensuite interprétés pardespts PHP
(D) pour l'interrogation de la base, et les résultatsiouveau traités par des scripts PKIP). lls peuvent étre alors
affichés a I'écran via I'interface HTML ou exportgsus forme de fichier informatiq(E).

L’interface graphique d’interrogation de la baseetprésentation des résultats a I'écran est
codée par des scripts HTMHyperText Markup Langageinterprétés par un navigateur internet
(Microsoft Internet Exploré® ou Mozilla FirefoX® par exemple) a la maniére de pages web
(Figure 35-C). Cette interface se compose notamnuEntdeux formulaires contenant des
informations a saisir et des options a spécifieurpaterroger les données de transcriptomique
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(Figure 37-A) et de protéomique (Figure 37-B). Gepts integrent également des scripts PHP
servant a créer de fagon automatique des requ&kqSructured Query Languapeun langage
informatique d’administration et d’interrogation dertaines bases de données (Figure 35-D). Une
fois que les informations qui ont été saisies pailisateur sont transcrites en requete SQL, Iseba
de données peut étre interrogée et les entréea thase répondant aux criteres spécifies sont
sélectionnées. Ces entrées sont alors traitéesurparouveau script PHP afin qu’elles soient
intégrées a un nouveau script HTML (Figure 35-Ejyant a afficher la liste des génes / protéines
renvoyées par ArHeS (Figure 35-F, Figure 38-A). NEsAGI de cette liste sont « cliquables », ce
qui a pour effet de renvoyer une requéte SQL \eeiisakse de données, qui a son tour retourne les
informations spécifiques au locus sélectionné.sEflent affichées sur une nouvelle page HTML,
spécifiqgue aux informations que souhaite consuiliitisateur : résultats de protéomique (Figure
38-B) ou de transcriptomique (Figure 38-C).

Cette base de données s’est réveélée tres utilel'@aptoitation de nos résultats d’analyses
protéomiques vacuolaires, notamment grace a un lmadyplémentaire de l'interface qui permet
d’exporter les données dans un fichier texte owsdantableur (Microsoft Exc®@l par exemple,
Figure 35-F). Mais c’est surtout dans I'exploitatiales données de transcriptomique que
I'utilisation d’'une base de données informatiquess’trouvée étre adapté, en particulier pour la
sélection des génes dont les produits ont été iftentlans la vacuole et dont I'expression est
régulée par le stress cadmium.

<?php
$file =" nom_du_fichier_de_valeurs
$db =" nom_de_la_base_de_données

$ficreq = fopen ($file,"w");
fwrite($ficreq,"use ".$db.";\n");

fwrite($ficreq,"LOAD DATA LOCAL INFILE ™. $file.™ INTO TABLE ®~ nom_de_le table
\ FIELDS TERMINATED BY ';'ENCLOSED BY '\" ESCA PED BY "\
\ LINES TERMINATED BY "\n(" liste " des’,” champs®,” de’,” la’,” base )\n");

fclose($ficreq);

$maj = "C:\Progra~1\EasyPHP1-7\mysqgl\bin\mysq| -u r oot < ".$file;
exec($maj);
?>

Figure 36 : Script PHP d'insertion des valeurs contenues damsfichier « nom_de_fichier » dans la base de
données « nom_de_la_base_de_données ».
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ire de requete SO Mozilla Firefox
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Figure 37 : Captures d’écran des interfaces d'interrogation dblesproteomics (A) etmicroarray (B) d’ArHeS. Les requétes SQL pour sélectionner des données de |
base peuvent étre générées a partir de formulalbe interface graphique, adaptée a la table dae souhaite interroger, permet de sélectionnerdeamps sur lesquels
on souhaite effectuer la requéte, et de spécifierdleur souhaitée. Une requéte est créée paruiaguccessif de conditions reliées les unes awesupar des opérateurs

bouléens (et, ou, et non, ou non). La requéteféshae en langage SQL au fur et a mesure de ltajewconditions, et éventuellement modifiable pailisateur avant d’'étre
transmise a la base de données.
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Figure 38:
l'interface de présentation des résultats

Captures d'écran de

d’ArHeS. Aprés interrogation, la base
de données retourne les valeurs des
entrées correspondant aux criteres
l'utilisateur. (A) : Un

premier traitement des données permet

spécifiés par

d'afficher la liste des AGI sélectionnés
ainsi que leur annotation, et indique
combien d’entrées lui correspondent
dans chacune des tabl@soteomicset
microarray Cette liste est présentée sous
forme d’'une série de liens hypertextes,
qui permettent d’afficher, pour chaque
AGI, les valeurs stockées dans la base
de données, en fonction de la table que
I'on souhaite consulter proteomicyB),

microarray(C).
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.2 - Analyse croisée des données d’analyses transcriptmmues et

protéomigques

[.2.1 - Mise en place de I'analyse croisée

Les identifications réalisées par les différentavaux de protéomigue vacuolaire sont tres
complémentaires. Les différentes méthodes utiliséés matériel végétal divers a partir duquel ont
été purifiées les vacuoles (intactes ou non), ontait a 'identification de plus de 1000 protéines
différentes. Afin d’optimiser la recherche de pno#S localisées a cet organite présentant une
régulation transcriptionnel de leur expression,snawons choisi d’utiliser 'ensemble des protéines
identifiées chezArabidopsis thalianacomme référence du protéome vacuolaire. Les N° AGI
identifiés dans les travaux de Szponagetkal (2004), Shimaokat al (2004), Carteet al (2004)

et par nos travaux ont été placés dans un fickidet Un module de la base de données ArHeS a
alors été utilisé pour extraire I'ensemble de aaméros, et sélectionner la liste non redondante de

¥ J _http:p’p’vi\l\ers,iARHFS_fCDnF_Al_SI.p_hp

—Fichier-somce

—Resultats — Numeéres AGI
Muméros AGT tetausz © 1351 At1g07930 |
At1g04040 E|
Numeéros AGI différents : 1011 O Atlglezso
Atilg04100
Arlgod1z0
851 ® Artlg04z70
y : Atlgl4830
160 O At1g04430
At1g64720
a Atilg043z0 [
@]
(9]
Présenis dems la base : 963 O Listing sur ArHeS

Absenis de la base entiére : 48

Terminé

Figure 39 : Capture d'écran de linterface du module de déieat de N° AGI de ArHeSUn fichier texte
regroupant I'ensemble des identifications réalispas Szponarski et al. (2004), Shimaoka et al. Q0Carter
et al. (2004) et nos travaux a été utilisé pouestbnner les genes présents dans la taflilroarrayet dont les
protéines ont été identifiées a la vacuole par dealyses de spectrométrie de masse. Sur 1011 pestéion-
redondantes, 851 sont présentes dans la taiideoarray ou dans la tabl@roteomics
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ceux d’entre eux qui étaient présents dans la taideoarray (Figure 39). Sur 1011 genes dont les
protéines ont été identifiées dans la vacuole @ocse a cet organite par I'ensemble des études
mentionnées, 851 sont présents sur la puce d’an@ys'MA (dans la tablenicroarray), et 709

loci sont présents dans la talpieteomics(correspondant aux 709 protéines que nous idemsifio
Cette sélection a alors été sauvegardée dans dadeadonnées. Dans un second temps, les genes
dont I'expression est régulée lors d’'un stress d¢aanont été sélectionnés a partir de la table
microarray, via le formulaire d’interrogation (Figure 37-B).

Un second module d’ArHeS a alors été utilisé afen abnfronter les deux sélections
sauvegardées. Ce module a pour fonction de listeNP AGI correspondants aux requétes choisies
par l'utilisateur (et précédemment sauvegardéegrapose de réaliser une seule sélection non-
redondante, de ne conserver que les protéines coesmaux deux sélections, ou de retirer les
résultats de l'une des liste des résultats derBalie résultat de I'analyse croisée (pour la siac
des numéros AGI communs) des protéines vacuolpmesentes dans la tabi@croarray (Figure
40, sauvegarde N° 1) et des génes induits pardmican (Figure 40, sauvegarde N° 2) a alors
débouché sur I'établissement de la liste des géoéant des protéines vacuolaires dont le niveau
d’accumulation de transcrit est modifié par un ssreadmium. A partir d'une liste de 1351
protéines vacuolaires, correspondant a I'addities tésultats des travaux considérés dans cette
approche, l'utilisation de la base de données migela sélection des protéines non redondantes
(1011), puis de celles pour lesquelles des résulthhnalyse d’expression génique eétaient
disponibles dans la base (851 génes / protéinedin,Barmi cette derniere sélection, 250 génes
dont I'expression est régulée par le cadmium ontpa mis en évidence et exportés dans un
tableur.

[.2.2 - Protéines vacuolaires a réqulation transcriptidensdr le cadmium

Les criteres successivement appliqués a la tahieroarray (protéine identifiee par
spectrométrie de masse, niveau de transcrit modused’'un stress cadmium) ont abouti a la
sélection de 258 entrées de cette table, corregpo@d250 protéines différentes. Sept d’entre elles
sont en effet représentées par plusieurs sondedaspuce : 3 sondes pour une L-ascorbate
peroxidase (APX1, Atlg07890), et deux sondes poer sirictosidine synthase (At1g74020), une
protéine & domaine C2 (At2g01540), une protéine wonnue (At2g07707), une ATPase
(At2g07698), une catalase (At4g35090) et une delpgsroline-5-carboxylate déshydrogenase
(P5CDH, At5g62530).

Parmi ces 250 protéines, plusieurs appartiennemtes fonctions meétaboliques dont
'implication lors du stress étudié n’est pas san@ante. Trois peroxidases sont notamment induites
dans les feuilles et dans les racines, ainsi qaetigs protéines de la réponse au stress telleg que
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HSP {Heat Shock Protejn des glutathione S-transferases (2), ou bienrengoe glutaredoxine et
une glutathione réductase (Tableau XIl). L'analgseisée a également fait apparaitre plusieurs
autres processus intéressants impliquant la vacebteest en particulier la classe des transposteu
et les protéines de la signalisation cellulairggulation protéique qui ont suscité notre intérét.

Fichier Edition  Affichage  Historigue  Marque-pages  Qutlls 7

@ b c far | L | hetpefpilliersfaRHeS Sauveqardes_4_croisement. php?namel =Florent&namez=Florentafleche_g=-------- =va Ty v '_ i >

Croiser des requétes sauvegardeées

utilisateur 1° 1 utilisateur 1° 2

> || walider un changement de nom J £

Sauvegardes de Florent Simegardes de Flatey

A -Yacuome

|-

T-induit& 2, 6 ou30h. 5 ou50 p B

T-incuit& 2.0u 30 h, 5 ou 50 p

T-induita 2 Bou30h BousOpM  |=| Taiociomei Holige:a20l:30h:: [

T-Vacuome + Bouge &2 Bou3lh

T-%acuome + Bouge 42 ou 30h

T-%acuome + Bouge &2 6oudlh ®-Wacuome bouge a2 ou30h

%-Vacuome bouge 4.2 au 30 h [se] K-“acuome bouge &2, 6 ou 30h =

Vous allez confronter les résultats des deux requétes survantes :
L A-Vacuome
(sauvegardée par Florent)

Sauvegarde N 2 : [T-regulea 2 6ou30h, 5 oubl it

-l lhas! Glll s i)

(sauvegardée par Florent)

Additionmer les résultats des deux requetes @ + @ — @
@  Recouper les résultats des deux requetes ® n @ — O

& Suppriner les rézultats de 2 des résultats de 1 @ - @ — @

©  Suppruner les résultats de 1 des resultats de 2 @ - @ — @

Effectuer la confrontation

Retour i I page d'accueil

Q

Terming

Figure 40 : Capture d’écran de linterface du module croisemede requéetes de ArHeS.es résultats des requétes
sauvegardées correspondant aux sélections des Nfda@ifiés dans la vacuole d’'une part et aux geimeluits a 2 h, 6 h
et 30 h d'exposition a 5 uM et 50 uM Cd d'autre tpant été confrontés. Les N° AGI communs aux detes)
correspondant aux protéines vacuolaires réguléesiagau transcriptionnel par le cadmium, ont étasaisélectionnés et
ont pu étre par la suite exportés dans un tablearTableau Xl présente une partie des résultatsiaélectionnés.
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Tableau XlI : Sélection de 52 protéines vacuolaires codées pargimes dont le niveau d’accumulation de transcets régulé lors d’un stress cadmiur’analyse croisée des

résultats de protéomique vacuolaire (travaux deoBapski et al. (2004{§Sz) Shimaoka et al. (2004¥h), Carter et al (2004]Ca) et les nbtregJa)) avec les résultats d’analyses
transcriptomiques effectuées par Herbette et aD@nt permis de sélectionner 250 protéines vaited dont I'expression génique est régulée pacddmium. Le tableau

présente une partie de ces protéines avec les réppexpression des génes correspondants darfelges et les racines aprés 2 h, 6 h et 30 xpbsition a5 et 50 uM Cd.

Id : index de la sonde nucléique de la puce CATRIBuge: induction,Vert : répression.

FEUILLES RACINES
5 uMCd 50 uM Cd 5 uMCd 50 pM Cd
Locus id Fonction Ja Ca Sh Sz
2h 6h 30h 2h 6h 30h 2h 6h 30h 2h 6h 30h
Transporteurs
At5g39040 a 1,57 1,73 4,23 ABC transporter (TAP2) X X
At2g34660 a 1,91 ABC transporter (MRP2) X
At2g47800 a 2,04 ABC transporter (MRP4) X X X
At1g04120 a 2 ABC transporter (MRP5) X
At3g13090 a 1,96 4,08 ABC transporter (MRP6) X
At1g61890 a 2,2 3,34 1,75 2,08 MATE efflux family protein X
Atlg71140 a 1,97 2,75 MATE efflux family protein X
At5g67330 a 2,38 1,83 NRAMP metal ion transporter 4 (NRAMP4) X X
At1g60960 b 0,57 0,4 0,25 0,6 0,52 0,53 Metal transporter. putative (IRT3) X
At4g30190 a 0,5 ATPase 2 putative X
At2g41560 a 0,58 0,56 Calcium-transporting ATPase 4 (ACA4) X X
At1g53210 a 0,6 Sodium/calcium exchanger family protein X X X
At5g15090 a 0,59 Voltage-dependent anion-selective channel putative X X X
At3g26520 a 0,44 0,65 0,59 0,12 gamma tonoplast intrinsic protein (TIP1.2) X X
At2g36830 a 0,21 gamma tonoplast intrinsic protein (TIP1.1) X X
At3g16240 a 0,55 0,51 0,28 delta tonoplast integral protein (TIP2.1) X X
At4g17340 a 052 04 052 0.2 delta tonoplast integral protein (TIP2.2) X X
At3g61430 a 0,56 0,24 Plasma membrane intrinsic protein 1A (PIP1A / PIP1.1) X
At2g45960 a 0,61 0,35 Plasma membrane intrinsic protein 1B (PIP1B / PIP1.2) X
At4g35100 a 0,59 0,54 0,63 0,53 0,2 Plasma membrane intrinsic protein (SIMIP) X
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FEUILLES RACINES
5 uMCd 50 pM Cd 5 uMCd 50 pM Cd
Locus id Fonction Ja Ca Sh Sz
2h 6h 30h 2h 6h 30h 2h 6h 30h 2h 6h 30h
At2g23150 a - 0,48 NRAMP metal ion transporter 3 (NRAMP3) X X
Signalisation / Régulation protéique
At1g18210 a Calcium-binding protein. putative
At2g33380 a . Calcium-binding RD20 protein (RD20)
A5g61790 a 223 Calnexin 1 (CNX1) X X
Atlg76530 a Auxin efflux carrier family protein
At1g69840 a Band 7 family protein
At3g01290 a Band 7 family protein
At5g01820 a - - CBL-interacting protein kinase 14 (CIPK14)
At1g06840 a LRR transmembrane protein kinase putative
At4g17530 b Ras-related GTP-binding protein. putative
At3g22060 a Receptor protein kinase-related
At5g44020 a 0,62 0,54 0,39 Acid phosphatase class B X
At3g20500 a 0,55 Calcineurin-like phosphoesterase X
Atlg78230 a 0,54 Leucine-rich repeat protein X
At1g48480 a 0,49 LRR transmembrane protein kinase putative X
At1g16920 a 0,47 Ras-related GTP-binding protein putative X X
At5g47520 a 0,58 Ras-related GTP-binding protein putative X
At3g19820 a 0,57 0,59 0,6 Cell elongation protein / DWARF1 / DIMINUTO (DIM) X X
At5g13710 a 0,56 Sterol 24-C-methyltransferase
At2g03510 a 0,64 Band 7 family protein X
Protéines de réponse au stress
At2g47730 a - - . Glutathione S-transferase 6 (GST6) X
At1g78380 a Glutathione S-transferase putative X
At3g24170 a Glutathione reductase putative X
At5g40370 a Glutaredoxin. putative X X
At3g09440 a - Heat shock protein (HSC70-3) X X
At5g09590 a - Heat shock protein (HSC70-5) X
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FEUILLES RACINES
5 uMCd 50 pM Cd 5 uMCd 50 pM Cd
Locus id Fonction Ja Ca Sh Sz
2h 6h 30h 2h 6h 30h 2h 6h 30h 2h 6h 30h
Atlg71695 a Peroxidase 12 (PER12) X
At3g49110 a 172 Peroxidase 33 (PER33)
At5g06730 a _ Peroxidase putative X
At2g30860 a 0,6 0,57 0,55 Glutathione S-transferase putative X

Autres protéines

Atlg78680 a
Atlg78660 a

0,37 0,51
0,58 0,6

gamma-glutamyl hydrolase (GGH1)
gamma-glutamyl hydrolase putative

At5g25250 a 0,56

Expressed protein
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[.2.2.1 - Transporteurs

L’expression de plusieurs transporteurs localisés \éacuole est réprimée lors d’'un stress.
De facon tout a fait notable, par exemple, les pgunes identifiées dans I'ensemble des travaux
considérés sont particulierement réprimées. LeBodoplast Intrinsic Protein(TIP) que nous
identifions (cf. p. 77), mais également 3 aquapmwiplasmalemigueflasma Membrane Intrinsic
Proteins PIP) identifiées par Cartat al (2004) et par Shimaoket al (2004), probablement
contaminantes, sont fortement réprimées dans ¢tasesaaprés 30 h d’exposition a 50 uM Cd (0,12
a 0,35 fois I'expression dans le contrdle). Cedaigont également réprimées dées 6 h d’exposition a
50 uM Cd (TIP2.2, PIP1.1, SIMIP), et certainesdatsaussi en présence de seulement 5 uM Cd, a
partir de 6 h d’exposition (TIP1.1, TIP2.1 et TIPR.L'influence connue du cadmium sur la
balance hydrique de la plante (Poschenriedexl, 1989) est ici remarquablement représentée par
la régulation importante des aquaporines, en peigicdes TIP.

Des transporteurs de type ATPase (At4g30190, A2gd). ainsi que des cannaux ioniques
(At1g53210, At5g15090), sont aussi réprimés. L'esgion du transporteur de zinc IRT3, par
exemple, est tres rapidement régulée négativerdéstgdeux heures d’exposition a 5 uM ou 50 uM
Cd. Il a été suggéré que cette protéine participgansport du zinc et a son accumulation dans le
cytosol. Localisée a la vacuole d’aprés nos anslyske pourrait permettre I'efflux de métaux
lourds essentiels depuis la vacuole vers le cytesotas de carence. Potentiellement dangereuse
lors d’un stress, son expression serait réprimi@edaf limiter les pertes vacuolaires du cadmium en
cours de séquestration. Une telle régulatidiRT3 par un exces de meétaux lourds est d’ailleurs
appuyée par les travaux de Takdeal, 2006, qui observent une répression de I'exprassidR T3
lors d'un stress zirlc

A linverse, le transporteur de métaux NRAMP4, égatnt localisé a la vacuole, présente
une régulation transcriptionnelle positive dans fiegilles, apres 30 h d’exposition a 5 uM ou
50 uM Cd (respectivement d’'un facteur 2,38 et 1Jg@#hleau XII). NRAMP3, dont I'adressage a la
vacuole a été confirmé par des fusions traductitemavec la GFP ((Thominet al, 2003), est
induit de facon tres similaire (d'un facteur 1,82) NRAMP4 dans les feuilles aprés 30 h
d’exposition a 50 uM Cd (mais est par contre inhitadsitoirement dans les racines aprés 6 h
d’exposition a 5 uM Cd). Ces deux protéines ont diérites comme étant impliquées dans le
transport de fer depuis la vacuole vers le cytomolparticulier lors d’'une carence (Thometeal,
2003) ou au cours de la germination (Langetral, 2005). Des travaux visant a évaluer leur
implication sur la tolérence Arabidopsis thalianau cadmium ont également mis en évidence leur
capacité a transporter ce métal vers le cytosal,nagtantsnramp3présentant alors un phénotype

! Les auteurs ne mentionnent toutefois pas de ripresie I'expression du géd®T3 aprés une exposition au
cadmium, le niveau de transcrit étant stable demnsIconditions lors d'un tel stress.
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de résistance au cadmium (Thomigteal, 2000). L’identification par cette équipe des pnoes
NRAMP3 et NRAMP4 en tant que facteurs de sensiilirs d’'un stress cadmium illustre les
phénomenes de fuites ioniques vacuolaires lorsadeompartimentation des métaux lourds, et
I'observation d’une régulation positive de ces @rmmts en présence de cadmium pourrait expliquer
le phénotype de sensibilité auquel ils sont associé

Mais parmi les protéines dont les niveaux de tndtsss’accumulent lors d’un stress, deux
types de transporteurs sont particulierement iegamts. L'étude réalisée a en effet mis en évidence
induction de l'expression par le cadmium de 5 ngporteurs de type ABCATP Binding
Cassettp et de 2 de la famille des MATEBM(ltidrug And Toxin Extrusionefflux. Ces protéines,
connues pour étre impliquées dans le transport d&abulites toxiques, pourraient participer
activement a la détoxication du cytosol lors d’'tress. Mais c’est surtout a la famille des protgine
ABC gu’appartiennent les transporteurs vacuolailedevure identifiés comme ayant une activité
de transport des complexes PC-&HMT1, Ortiz et al, 1992) et GSH-CdScYCF1, Li et al,
1997), ce qui ouvre d'intéressantes perspectives taentification de I’'homologue végétale de
cet acteur principal de la détoxication métalliquacuolaire. A I'exception d'un seul, les
transporteurs ABC sont induits pour les temps las fongs (MRP6: 30 h a 5 uM et 50 uM Cd,
Tableau XIl), voire, certaines fois, pour les cartcations les plus fortes uniquement (MRP2,
MRP4 et MRP5 : 30 h a 50 uM Cd, Tableau XlI). TARZjnverse, est induit, de fagon transitoire,
a 2 h sur 5 uM Cd. Ce transporteur est connue gauactivité de transport de I'aluminium vers la
vacuole (Larsemt al, 2007) une fonction probablement impliqguée dasplecessus de tolérance a
ce métal puisque des mutatap?2 présentent un phénotype d’hypersensibilité a ahium. Au
contraire du cadmium, I'aluminium n’est toutefoigspinducteur de I'expression du gen&P2 et
cette différence dans la régulation de I'expresgjénique lors d’un stress métallique (Cd ou Al)
suggere l'existance de réseaux de signalisatiohglaiees plus ou moins spécifiques du métal
impliqué dans le stress.

[.2.2.2 - Protéines de la signalisation cellulaire / Régutattiprotéique

Les protéines impliguées dans les mécanismes deigaalisation sont dailleurs
relativement bien représentées dans la sélectfenteée des protéines vacuolaires régulées par le
cadmium. Certains intermédiaires protéiques desadas de signalisation sont induits (récepteur de
type Leucine-Rich RepedtRR) : At1g06840 ; protéines G : At4gl17530 ; ldea : At3g22060) et
d’autres inhibés (récepteur LRR-kinase: Atlg4848fiotéines G: At1gl6920, At5g47520).
D’autres protéines sont a rattacher a des meécasisieerégulation d’activité protéique. Les
protéines de type Band 7, par exemple, sont peunugsn mais sont décrites comme étant
impliquées dans la régulation de l'activit¢ de pmés membranaires, notamment les cannaux
ioniques. Leur régulation a un niveau transcriptelme semble toutefois pas essentielle a la mise
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en place des processus de la lutte contre le stagsium, les deux protéines induites (At1g69840,
At3g01290) ne I'étant que tardivement, et pourdesditions de stress les plus intenses (racines,
apres 30 h d’exposition a 50 uM Cd).

L’identification d’éléments déterminants de la riagion de la réponse au stress métallique
suppose que I'on recherche des acteurs impliquEpément dans les processus mis en place. De
fagcon surprenante, seulement 4 genes codant déding® vacuolaires impliquées dans des
processus de signalisation sont régulés dés 2dpabéion au cadmium. Deux d’entre eux, induits,
codent des protéines de liaison au calcium (At2§832t5961790), et pourraient constituer les
intermédiaires d’'une cascade de signalisation. kimese identifiée par les travaux de Cadeal
(2004), CIPK14 CBL-Interacting Protein Kinage est aussi induite dés 2 h d’exposition a 5 et a
50 uM Cd (respectivement d’'un facteur 1,65 et 1,1b)est intéressant de noter que cette
augmentation du niveau de transcrits est égaleotm#rvable aprés 30 h d’exposition a 50 uM Cd
(mais pas a 6 h d’exposition), alors que pour wposition a 5 M Cd l'induction est transitoire, et
n'est plus observable & 6 h ou a 30 h de streste @mtéine est connue pour interagir avec CBL2
(Calcineurin B-Like ProteinAkaboshiet al, 2008), que nous avons identifiece dans les gels bi
dimensionels, et pour étre induite par les sudres €t al, 2005). Le r6le de cette protéine n’est pas
connu, mais les auteurs proposent que sa régulaxiploite un réseau de signalisation impliquant
les sucres en tant qu’intermédiaire (Sheeal, 1999).

Une autre protéine présente également une régulafianscriptionnelle apres 2 h
d’exposition a 5 et a 50 uM Cd, maintenue a 30 h uuM Cd. Cette protéine, DWARF1
(At39g19820), est impliguée dans la voie de biosys¢h d'une classe d’hormone, les
brassinostéroides (BR), et est réprimée par lsstradmium. Cette observation est d’autant plus
intéressante qu’une autre enzyme de la voie deyitiodse, une stérol-méthyltransferase
(At5g13710), figure également parmi les protéinasuolaires dont I'expression est inhibée par le
stress cadmium. Ces résultats pourraient suggeaeelagmise en place de la réponse de la plante au
stress métallique exploite la signalisation BR-ah&jamte, et que celle-ci puisse impliquer des
composantes vacuolaires de la protection cellulaire

.3 - Conclusion

L'utilisation de techniques a haut débit dans B&tude fonctions biologiques génere un
grand nombre de données, ce qui pose souvent tdepre de leur exploitation. La recherche de
protéines vacuolaires potentiellement impliquéeassda détoxication métallique a abouti, suite a
'analyse protéomique effectuée, a l'identificatida 709 protéines, portant le total des protéines
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vacuolaire identifiees che&rabidopsis thaliangpar des techniques de spectrométrie de masse a
1011.

Afin de focaliser notre attention sur les candidats plus pertinents, nous avons initié un
travail d’étude de la dynamique vacuolaire lorsndatress cadmium. Dans ce cadre, I'un des buts
de cette these était de mettre en place des mdtilessaires au suivi de I'évolution qualitative et
guantitative du protéome au cours d'un stresshlié&ment d’'un profil protéique vacuolaire de
référence (analyse globale, cartographie 2D), mis@lace de méthodes d’'analyses (BN-PAGE),
mais aussi développement d’outils informatiquesdeé’aa I'exploitation de données. Ce dernier
aspect a consisté a mettre en évidence les pret&iaeuolaires codées par des génes dont
I'expression est régulée par un stress Cd.

Les difféerentes protéines (250) identifiées partecetpproche sont pour certaines trés
intéressantes (transporteurs, intermédiaires daglaalisation cellulaire, enzymes de la voie de
biosynthese d’'une hormone), et nous avons soubedtier plus avant I'implication effective de
'une d’entre elles.

Il - Identification d’'un acteur potentiel de la réponse

vacuolaire de la plante au stress cadmium

1.1 - DWARF1 / DIMINUTO, intervient dans une voie de biogynthése
réqulée par le stress cadmium

DWARF1 (DWF1) est une protéine membranaire (1 segni@nsmembranaire prédit)
identifiée suite a nos travaux de protéomique viaie (scores MASCOT de 1183) et dont nous
avons pu confirmer la localisation. Cette enzymteirapliquée dans la conversion des stérols en
brassinostéroides, une classe d’hormones végétadggenant dans les processus de sénescence,
d’embryogenése, de vascularisation, d’élongatidlule@e ou encore dans les réponses aux stress
abiotiques (pour revue, voir Asaret al, 2005 ; Kagaleet al, 2007). Les brassinostéroides (BR)
sont classés en trois familles suivant le nombagodhes de carbone gu’ils comptent (27, 28 ou 29 ;
Figure 41), la classe principale étant la familB8Ca laquelle appartient notamment le brassinplide
le plus actif des brassinostéroides connus (YoKif8y7). Leur biosynthese dérive de la voie du
meévalonate (Figure 42), a partir de laquelle esttatisé le 24-méthylénélophénol, précurseur des
brassinostéroides de type C28 et C29 (les brasémides de type C27 dérivent du cycloarténol,
un précurseur de synthese du 24-méthylénélophdreprotéine DWF1 catalyse la conversion du
24-méthylencholestérol en campesterol ou en 25yhetB4-méthylencholestérol, et de
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l'isofucostérol en isostérol (Figure 42). Cetteiated est essentielle a la production de la pluded
brassinostéroides, et un mutant de cette protéiwél) présente une réduction importante de la
guantité de brassinostéroides endogéenes, associghenotype marqué de nanisme, une fertilité
réduite et une croissance lente (Klagtal, 1998).

Substituents in the A-ring . Substituents in the side chain

HO,, Cyy steroids Cog steroids Cyyg steraids

OH OH OH
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O
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Figure 41: Structure des brassinostéroiddses variations portent sur les cycles A et B, amg sur la
chaine latérale. En particulier, le nombre d’atorde carbone qu’elle contient détermine la classe du
brassinostéroides correspondant : C27, C28 (métioyladu carbone 24) et C29 (éthylation du carbone
24, méthylation des carbones 24 et 25). La molémpessentée est le brassinolide, le brassinostérds

plus actif. D’aprés Yokota, 1997.

Les analyses croisées des données de protéomiqie tehnscriptomique ont permis de
mettre en évidence la répression de I'expressiogétieDWF1 lors d’'un stress cadmium (Tableau
XIl). Cette régulation de I'expression interviemiguement dans les racines (expression stable dans
les feuilles) et est précoce (dés 2 h d’expositid@ répression du niveau d’accumulation des
transcrits est aussi fonction de l'intensité desdr: une exposition a une concentration modérée de
cadmium (5 uM) conduit a une baisse transitoiréadguantité d’ARNm codant DWF1 (2 h: 57 %
d’expression; 30 h: 100 % d’expression), alorsug@ exposition a 50 uM Cd entraine une
réduction prolongée du niveau de transcrit DWF1h (259 % d'expression; 30h: 60 %
d’expression, cf. annexe lll, p.196).
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Dans le cadre des travaux que nous réalisons,iggmtva mieux comprendre la réponse de
la plante au stress métallique, la mise en éviddhoephénomene de régulation par le cadmium de
'expression d'une enzyme impliquée dans la symthdaine hormone est particulierement
intéressante. Afin d’évaluer l'implication de cettlasse d’hormones dans la réponse au stress
cadmium, les enzymes participant a la biosynthéedes stérols et des brassinostéroides
(classification AraCyc du site de TAIR, www.arabpdgs.org/biocyc/index.jsp) ont été
sélectionnées et leur profil d’expression génidub €t 30 h d’exposition a 5 et 50 uM) étudiés. La
Figure 42-A présente une vue simplifiée de cettie v biosynthése, et notamment de la voie
meétabolique principale qui conduit & la productinbrassinolide. Les enzymes connues pour étre
impliquées sont indiquées ainsi que, lorsque lesmées sont disponibles, un indice de I'évolution
du niveau de transcrits dans les racines lors sfrgss cadmium (données de Herbettal, 2006).

Sur 15 génes identifiés dans cette voie, 4 ne gastreprésentés sur les puces CATMA (blanc), et
5, sur les 11 restants, présentent une régulatégative de leur expression lors d'un stress
cadmium (notés en vert). Cette proportion impoga@t %) de genes régulés de fagon similaire
dans une voie métabolique est notable (a titre aleparaison la voie de réduction du sulfate,
connue pour étre activée par le stress cadmiunsseinéelle a I'établissement d’'une partie de la
réponse, comprend 7 enzymes dont 3 (42 %) sonté&gypositivement (Herbettet al, 2006 /
classification AraCyc). Cette observation suggere régulation de la voie de biosynthése dans son
ensemble lors d’'un stress cadmium, et est pami@rient intéressante puisqu’a ce jour aucune
hormone, ou plus généralement processus de sigtatisn’a été identifié pour son réle dans la
réponse de la plante au stress cadmium. La prés#noeseul gene appartenant a cette voie
métabolique (At5g16010) et régulé positivement & 3exposition a 50 uM Cd (cf. annexe lll, p.
196), ne remet pas en cause I'’hypothese d’undatiguglobale négative de la voie.

Dans le but de confirmer la sous-expression deiquus enzymes clé de la voie de
biosynthese, les ARNm des racines de plantes egpdd@ et 30h a 0, 5 et 50 uM Cd ont été
extraits, et les ADN complémentaires synthétisés @é réaliser des PCR semi-quantitatives. Les
niveaux d’expression de 3 génes, lors d’'un strassnaum, ont alors été évalués (Figure 42-A) :
At1g76090, qui code une protéine (SMT3) intervermntébut de la voie considérée ; At3g19820,
dont le produit (DWF1) catalyse les premieres &ajeela biosynthése des brassinostéroides et est
impliqué dans les trois voies métaboliques condiiada synthese des brassinostéroides a partir du
24-méthylénélophénol ; et At3g55360, qui code lanpere enzyme (CER10) de la voie de
synthese du brassinolide (Figure 42-A). Ces ansalgsé confirmé la régulation négative des genes
testés (Figure 42-B). L'expression des 3 genesidérées SMT3, DWFlet CER1Q est réduite de
facon prononcée dés 2 h d’exposition a 5 uM Cdpfetivement 28 %, 26 % et 14 % du niveau
constitutif) et 50 uM Cd (34 %, 38 %, et 21 %),qee confirme le caractere précoce de la réponse
observée. Aprés 30 h d’exposition, si les nivealexgtession des genes extraits de plantules
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Figure 42 : Régulation transcriptionnelle de la voie de bigghése des stérols / brassinostéroides lors d'nass
cadmium, dans des racines de plantuleAibidopsis thaliana. (A) : Résultats d’analyse d’expression génique
200&¢rt : régulation
régoh positive, blanc : géne non présent sur lagueour les

sur puce a ADN CATMA (Compleseabidopsistranscriptome MicroArray ; Herbette et al.,
négative, jaune : expression stable, orange :
génes régulés négativement sont précisés le nideatanscrit a 2 h (carré de gauche) et a 30 h (gate droite),
pour une exposition a 5 UM Cd (triangle du basa &0 uM Cd (triangle du haut). Les niveaux de rétah sont
présentés en annexe (p. 196B) : Trois genes ont fait I'objet d’une évaluationupl précise de leur niveau
d’expression par PCR semi-quantitative (SMT1: A8@P0; DWF1: At3g19820; CER10: At3g55360). Le
rapport d’expression, déterminé a partir de 3 mesuréalisées sur 3 PCR indépendantes (9 valeutstal), est
indiqué. Le témoin de charge utilisé est le traitgu géne codant I'actine 2 (ACTIN2).
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soumises a 5 uM Cd ont retrouvé leurs valeursalesi ceux des genes extraits de plantes exposées
a 50 uM Cd sont encore réduits a 52 %, 79 % et @ % valeur du contréle (Figure 42-B).

Cette étude préliminaire consistant a analyseréfonse de la voie de biosynthése des
brassinostéroides a un stress cadmium a donc adbdatimise en évidence de la répression de
I'expression génigue de plusieurs enzymes, obseavpartir d’analyses sur puces a ADN puis
confirmée par RT-PCR. Afin de mieux comprendreclation entre les brassinostéroides et le stress
cadmiumin vivo, une série d’expériences a été mise en placentvésavaluer I'impact d’'une
modulation de la concentration endogeéne en horrsanda réponse érabidopsis thalianaa un
stress cadmium.

1.2 - Modulation du niveau de brassinostéroides endogéneseffets sur la

réponse au cadmium de plantules &rabidopsis thaliana

[1.2.1 - Inhibition chimigue de la voie de biosynthese

Le stress cadmium induisant une régulation négatie la voie de biosynthese de
brassinostéroides, nous avons souhaité étudigrditnd’une baisse artificielle du niveau endogene
d’hormone sur la réponse au cadmium de plantulegt e faire, nous avons utilisé un inhibiteur
chimique de la voie de biosynthese des brassimdts, le brassinazole (Brz ; Nagetal, 2000).
Cette molécule interragit spécifiquement avec DWA¢cytochrome P450 intervenant dans la voie
de biosynthése des brassinostéroides (Figure 42),inkkibe la synthése de plusieurs
brassinostéroides, dont le brassinolide.

Des plantules drabidopsis thalianale 4 joursont été transférées sur un milieu contenant
0,1 ou 5uM de Brz, et 0, 10, 25 ou 50 uM de cadmiet I'élongation racinaire a été mesurée
apres 6 jours de croissance. Cette facon d’estianémxicité du cadmium, est souvent employée
afin d’évaluer les processus de tolérance (ltmal, 2007 ; Dutilleulet al, 2008). La croissance de
la racine est réduite dés une exposition a 10 pkadig-igure 43), puis de fagon proportionnelle au
stress. La croissance est inhibée respectivemeth6 dé, 40 % et 58 % par des concentrations de
10, 25 et 50 uM de cadmium (élongation racinair@4éo, 60 % et 42 % par rapport au contrble ;
Figure 43-B).

En absence de cadmium, le brassinazole est égalameimhibiteur de la croissance
racinaire (Figure 43-A), ce qui est cohérent aviaaplication connue de cette classe d’hormone
dans I'élongation cellulaire (52 % et 70 % d’inhiti de croissance par respectivement 1 uM et
5 uM de Brz). Sa présence dans le milieu nutrgg glantes réduit I'effet inhibiteur du Cd sur la

- 161 -



Chapitre Il : Vers une recherche de candidatsdétaxication métallique vacuolaire

croissance racinaire, la réduction de cette auoiss étant moindre lorsqu’elle est comparée au
contrdle correspondant (0 uM de Cd, concentrat®mBi identique ; Figure 43-B). La croissance
racinaire des plantules exposées a 10 uM de Gdrekée de seulement 9 % sur 1 uM de Brz (pval
< 0,05), et statistiquement identique a celle degréles sur 5 uM de Brz (pval = 0,64). Pour des
expositions a 25 yuM de Cd les inhibitions de crmses sont de 21 % et de 19 % (sur
respectivement 1 et 5 puM de Brz), soit deux foisinmogu’'en absence d'inhibiteur (40 %
d’inhibition). L’exposition a 50 uM de Cd induiugnt a elle une réduction de croissance racinaire
de 48 % et 44 % en présence de linhibiteur, atprelle atteint 58 % en absence de Brz. Ces
résultats pourraient laisser penser que la répmesdes genes de la voie de biosynthése des
brassinostéroides est responsable de la chut@idsamce racinaire en présence de Cd.

Figure 43: Effet du brassinazole
A Concentration en cadmium (uM)

(Brz) sur la croissance racinaire

0 10 25 50 0 10 25 50 0 10 25 50

de plantules exposées au
cadmium (Cd).Des plantules de 4
Transfert jours, mises a germer en
conditions standard, ont été
transférées sur un  milieu

contenant les concentrations

6 jours aprés>

indiquées en Cd et Brz
transfert

(A) : Phénotype des plantules de
B OoouMcCd 8 10pyMCd B 25puMCd B8 50uMCd 10

jours, aprés 6 jours
d'exposition aux élements. La
1001 Jr ++ %{‘ ligne verte indique la taille des
R % racines au moment du transfert, et
la ligne rouge 6 jours plus tard.
60 1 ER (B) : Elongation racinaire des
plantules exposées 6 jours a
différentes concentrations de Cd
20 1 et de Brz. Pour chacune des

Elongation racinaire (%) aprés transfert.

concentrations en Brz (0, 1 et 5

0 UM Brz 1 uM Brz 5 UM Brz UM), les mesures de I'élongation

racinaire des plantules exposées
au Cd sont exprimées en pourcentage par rapporta@ntréle correspondant (0 uM de Cd). Ces résultats été
obtenus a partir d’'une expérience représentative.
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[1.2.2 - Ajout dhormone exogene

Afin d’étudier plus avant I'impact d’'une modulatiate la teneur en brassinostéroides sur
I'établissement de la réponse au cadmium, noussaanalysé le phénotype des plantules exposeées
au cadmium en présence d'une hormone de synthépdrassinolide (eBL). Cet analogue du
brassinolide est capable de restaurer efficacemerghénotype sauvage chez des mutants de la
biosynthése des brassinostéroides (Klagtreal, 1998), et a été utilisé a des concentrations
comprises entre 1 nM et 10 uM. La Figure 44-A pnéseles plantules de 10 jours exposées 6 jours
a0,1uMet10 uM d’eBL, et illustre le phénotygaractéristique de ces plantules. L'exposition au
cadmium entraine une dégradation du systeme phutedique, qui se traduit notamment par
'apparition d’'un jaunissement des feuilles, desuM de Cd (Figure 44-A). Lorsque les plantes
sont traitées par 1 uM d’eBL, celles exposées paMale Cd présentent un léger brunissement, qui
est probablement la conséquence d’une nécrose geadgs tissus. Le traitement des plantules avec
10 uM d’hormone augmente la surface foliaire afeqbar le brunissement sur les plantes exposées
a 50 uM de Cd, et provoque l'apparition de ces os&s des une exposition a 25 uM de Cd,
suggérant une augmentation significative de lactt&xidu cadmium lorsque I’hormone est présente
dans le milieu.

La Figure 44-B présente I'élongation racinaire alimetre de plantules exposées 6 jours a
0, 10, 25 et 50 uM de Cd, en absence d’eBL ou émence de 1 nM, 10 nM, 100 nM ou 1 pM
d’hormone. Ces valeurs sont également présentégo@mentage d’élongation par rapport au
contrble (OuM de Cd) pour chaque concentrationBd'e(Figure 44-C). La présence
d’épibrassinolide seul dans le milieu de cultur&ane une diminution de la croissance racinaire
(9 % sur 1 nM d’eBL, jusqu’'a 29 % sur 1 uM d’eBu) effet connu de I'hormone (Figure 44-B).
Lorsque les plantules sont exposées au cadmiuriinvrse de I'effet du Brz (Figure 43), la
présence d’hormone entraine une augmentation pcéeate I'inhibition de la croissance racinaire.
Soumises a 10 uM de Cd, I'élongation racinaire plestules correspond a 83 % de celle du
contréle (0 uM de Cd) en absence d’hormone, giess/ement 76,8 % ; 59,1 % ; 50,4 % et
51,3% sur 1 nM, 10nM, 100 nM et 1 uM d’eBL. L'8lgation racinaire sur 25 uM de Cd
correspond a 66,2 % du contrdle en absence d’harabatteint seulement 31 % sur 1 uM d’eBL.
Sur 50 uM de Cd, I'élongation racinaire est de 4%8,8e celle du contrdle en absence d’eBL, et de
26 % sur 1 uM d’hormone (Figure 44-C).

L’inhibition de I'élongation racinaire occasionnpar une exposition au cadmium est donc
modulée de facon importante par la quantité desbrastéroides présents dans la plante. L'ajout
d'un inhibiteur de synthese diminue l'inhibition d&oissance racinaire observée, alors que
I'addition d’hormone exogene augmente la sensibdis plantules.
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Figure 44 :Effet de I'épibrassinolide (eBL) sur des plantulesxposées au cadmium. (A)Phénotype foliaire de
plantules exposées a 0, 10, 25 et 50 uM de Cdrésepce de 0, 1 et 10 uM d’eBL. Si en absence deBadmium
entraine un jaunissement des feuilles, en présdack uM d’'eBL les feuilles présentent un bruniss¢nmarqué sur
50 uM de Cd, visible dés 25 uM de Cd lorsque lestpt sont traitées avec 10 uM d’eRB. et C) : Elongation

racinaire, exprimées en millimétre (B) et en poutege de I'élongation racinaire du contréle (C) diantules de 10
jours exposées 6 jours aux conditions indiquéeSdlet d’eBL. Ces résultats ont été obtenus a pditine expérience
représentative.

Cette derniere observation est essentielle damhantification du réle des brassinostéroides
dans la réponse au cadmium. Cette hormone estfen aihnue pour étre impliquée dans le
développement racinaire des plantes, et une dilimate sa synthése, telle qu’elle est supposée,
suite a un stress métallique pourrait étre I'un fdeseurs de la chute de I'élongation racinaire lor
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de ce stress. Cette hypothese expliquerait alappdirente résistance des plantules soumises au
brassinazole : la croissance racinaire dépenda&d#BR affectée lors d’'un stress métallique serait
déja réduite, en absence de cadmium, par I'inhihit®r selon cette hypothese, l'inhibition de la
croissance racinaire par le cadmiwia la baisse du niveau endogéne de brassinostérdédesit

étre contre-balancée par un ajodt d’hormone exodemerésence d’eBL dans le milieu de culture
conduit de facon claire a une amplification de éaluction de I'élongation racinaire, ce qui
démontre que l'altération de la croissance ragng@ar le cadmium est, au moins en partie,
indépendante de la chute du niveau d’hormone,tgirebablement une conséquence de l'activité

cytotoxique du cadmium.

1.3 - Etude de la réponse au cadmium de mutants affectédans la

synthese ou la perception des brassinostéroides

Le brassinazole (Brz) est un inhibiteur de cytooih#oP450 et sa haute spécificité pour
DWF4 a été confirmée (Asarmst al, 2001). Toutefois il ne peut étre totalement exqultil puisse
interagir avec d’autres P450, et nous avons saulgaitdier la sensibilité au cadmium d’'un mutant
de la voie de biosynthése des brassinostéroides.

[1.3.1 - Réponse du mutadivfl au stress cadmium

Nous avons pour cela utilisé un mutant disponikleSalk Institute(San Diego, USA),
contenant un insert dans le premier exonDd&F1 (lignée N506932, Figure 45-A) et avons
sélectionné les homozygotes parmi la générationd€4 graines obtenues, reconnaissables au
phénotype marqué de nanisme observé précédemaniepqiantules sauvages exposée au Brz. Le
génotype a ensuite été confirmé pour chaque pkustiectionnée par PCR semi-quantitative sur
des ADNCc réalisés a partir des ARNm extraits destples (cf. Matériels et Méthodes). Celles-ci
ont permis de confirmer 'absence d’'un ARNm plelnagueur chez le mutant, une partie du
premier exon restant exprimé (Figure 45-B), quoigrebablement moins stable que I'’ARN pleine
longueur.

L’évaluation de la tolérance du mutant au cadmiabservée dans un premier temps sur 0,
25 et 50 uM de Cd (Figure 45-C), a confirmé lesiltéss obtenus avec le sauvage traité au Brz :
I’élongation racinaire est inhibée de 40,9 % cleszdontrbles exposés a 25 uM de Cd, alors qu’'elle
est réduite de 18,1 % seulement che#l Sur 50 uM de Cd, la taille racinaire de/fl1 dépasse
méme celle des plantules sauvages.
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Figure 45: Caractérisation du mutant N506932 du Salk Instte. (A): L’insert a été positionné dans le premier exon
du gene DWF1,(B): phénotypes des mutants homozygotes pour l'ioseries RT-PCR réalisées confirment
I'expression d’'un ARN tronqué (les oligonucléotide#isés, notés 1, 2 et 3, sont représentés siiglare A).(C):
tailles racinaires de plantules sauvages et must®@mozygotes) de 10 jours, apres 6 jours d'exposa 0, 25 et 50
pM de Cd.

[1.3.2 - Restauration chedwfl d’'un phénotype de sensibilité au cadmium par ajout

d’'eBL exogene

bY

La Figure 46 présente le phénotype de plantulesamed exposées a diverses
concentrations de cadmium et d’épibrassinolide ptésence d’hormone exogene dans le milieu
nutritif entraine l'abolition du phénotype nain aetéristique des plantules déficientes en
brassinostéroides, et I'apparition, pour les plodes concentrations en hormone (10 uM), de
nécroses foliaires pour les plantules exposéeseh 28 UM de Cd (Figure 46-A).

La mesure de I'élongation racinaire de mutants s&poa 0, 10 et 25 uM de Cd est
egalement reportée sur la figure, exprimée en valbsolue (Figure 46-B), ou en pourcentage de
celle du contrdle (0 uM de Cd, Figure 46-C). Eneamloge d’hormone, I'élongation racinaire des
plantules exposées a 10 uM de Cd n’est pas ditiérea celle observée pour les controles, et la
croissance racinaire des plantules exposées a 28euG4l correspond a 83,7 % de I'élongation des
plantes témoins (16,3 % d’inhibition), ce qui ralipéa réponse de la plante sauvage en présence de
Brz. En présence d’eBL, I'effet du cadmium surtdaigsance racinaire est visible des I'exposition &
10 uM de Cd, et inhibe I'élongation de 17,9 % (1 dM&BL) a 20,5 % (1 uM d’eBL). Sur 25 uM
de Cd leffet est plus marqué encore puisque lsgmée d’hormone entraine une inhibition
d’élongation racinaire par le métal de 29 %, 35,34%,3 % et 48 % sur respectivement 1 nM,
10 nM, 100 nM et 1 uM d’eBL (Figure 46-B et C). testauration de la sensibilité est telle que,
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alors que I'ajout d’hormone entraine une augmeonadie I'élongation racinaire (Figure 46-B), les
plantules exposées au cadmium et a 'hormone pigstenne croissance racinaire moindre que les
mutants exposés au cadmium seul (0 uM d’eBL, 25deMCd : 25,0 mm ; 1 uM d’eBL, 25 uM de
Cd: 21,8 mm ; pval < 0,05).
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Figure 46: Effet de I'épibrassinolide (eBL) sur des planies N507932 (dwfl) exposées au cadmium. :(Rhénotype
des mutants exposés a 0, 25 et 50 uM de Cd, earuesle 0, 1 et 10 uM d’eBL. En présence de 10 gBLdles
feuilles présentent un brunissement marqué surtZ® @M de Cd, absent des plantes non traitéesaiéés avec 1
UM d’eBL.(B et C): Elongation racinaire, exprimée en millimet{B) et en pourcentage de I'élongation racinaire du
contr6le(C) de plantules dwfl de 10 jours exposées 6 jourscangitions indiquées de Cd et d’eBRles résultats ont
été obtenus a partir d'une expérience représergativ
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[1.3.3 - Réponse au cadmium d’autres mutants affectés darmd de signalisation

et de perception des brassinostéroides

Afin de confirmer les conclusions établies a paiBs expériences précédentes, conduites
sur le sauvage et le mutant N506932 Shlk Institute(dwfl), nous avons souhaité analyser la
réponse au cadmium d’un second mutant affecté ldalbi@synthése des brassinostéroides, et d’'un
mutant de la perception du signal. Nous avons, mauirfaire, utilisé les plantes N520761 et
N503371 dusalk Institut mutées respectivement par insertion dans less@@wé-4, impliqué dans
la biosynthése des brassinostéroides (Figure 4BR#, impliqué dans la perception du signal.
BRI1 est en effet un récepteur de type LRR-Kinasallsé & la membrane plasmique, qui est le
seul connu a ce jour pour interagir avec les bmasséroides et activer une cascade de signalisation
cellulaire (Heet al, 2000).

Apres sélection des mutants homozygotes pour &stions, la sensibilité au cadmium des
plantules a pu étre évaluée comme précédemmenr, 40r, 25 et 50 uM de Cd poloril ou sur O
et 25 uM de Cd poudwf4, et comparée a celle de plantules sauvages (Figire
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Figure 47 : Evaluation de la sensibilité au cadmium de plantsl sauvages (WT) et mutées (dwf4,
bril). Elongation racinaire de plantules de 4 jours ex§exs6 jours a 0, 10, 25 et 50 uM de Cd, exprimée
en millimeétre(A) et en pourcentage de I'élongation du controle K0 ge Cd)(B).
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Les mutants testés alors ont présenté une inmbitie la croissance racinaire par le
cadmium inférieure a celle du sauvage. Congwél, le mutantoril ne semble pas affecté sur des
concentrations de 10 uM de Cd (pval = 0,26). De eméur 25 uM de Cd, la croissance racinaire du
sauvage est inhibée de 33,5 %, alors que celleleles mutants est inhibée de seulement 17,4 %
(bril) et 18 % ¢lwf4), ces valeurs étant similaires a celles constgaéesdwfl (Figure 46-C).

Ces différentes analyses mettent en évidenceuanite significative des brassinostéroides
dans la réponse des plantes au cadmium. La rédudticniveau endogéne de I'hormone ou de la
capacité de la plante a percevoir le signal corallat diminution de I'inhibition du développement
de la plante par le métal. A I'inverse, I'ajout dilmone exogéne au milieu de culture entraine une
augmentation du retard de croissance racinaireopgua¥ par le stress métallique. Ces résultats
suggerent que la cascade de signalisation impltgeette classe d’hormone module I'expression
d’'un (ou de plusieurs) facteur(s) de tolérancenstrlité. Chez les plantes, les mécanismes connus
de la résistance aux métaux, et en particulieragimgum, consistent a (i) limiter I'entrée du métal
et éventuellement excréter les ions excédentdiigsnodifier la répartition du cadmium a travers
les organes de la plante afin de réduire la taxigit'il engendre au niveau des racines, ou encore
(i) séquestrer le métal dans la vacuok® notamment la production des phytochélatines (cf.
synthése bibliographique). Dans le but de mieuxpremdre le réle des brassinostéroides dans la
réponse observée, nous avons mis en place unalseriences visant a déterminer I'implication
relative de chacun de ces mécanismes dans le pledearbserve.

.4 - Recherche de facteurs de tolérance dépendants des

brassinostéroides impliqués dans la réponse de l&pte au stress

métallique

[1.4.1 - Mesure de la guantité endogéene de cadmium

Les brassinostéroides sont connus pour leur imitalans la croissance racinaire et le
développement général des plantes. Cette caradiciéeigpeut étre a I'origine d’'une influence de
cette hormone sur I'assimilation des nutrimentseat répartition dans différents organéaa le
xyléme. Le cadmium étant connu pour emprunter déss\yphysiologiques servant a I'assimilation
des micro-éléments essentiels, il est possiblecgusoit a travers une augmentation de la teneur en
Cd des plantes que les brassinostéroides augmésuersiensibilité. Afin de tester cette hypothése,
des plantules sauvages ont été mises a germerrg, jouis transférées 3 jours sur un milieu
contenant 50 uM de Cd. Un tiers de ces plantes@utrp été traitées avec 10 nM d’eBL, un tiers
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avec 1 uM de Brz, la derniére fraction, ne contemamormone ni inhibiteur, servant de contréle.
Les plantules ont alors été prélevées et la qéadétcadmium présente dans les feuilles et dans les
racines déterminée séparément sur chacune dewes$raetions, par ICP-MS.

La Figure 48 présente les quantités de cadmium mdeswalans les feuilles et les racines des
plantules. Si aucune différence significative n'esésurée entre les plantules contréles et les
plantules traitées a I'hormone, on note a I'invarse lIégére augmentation de la teneur en cadmium
des plantes soumises a 1 uM de Brz. Ces réesutfatsént I’hypothese d’une augmentation de la
guantité de cadmium assimilé par les plantes &mit&ec I’hormone, puisque c'est a l'inverse les
plantes les plus tolérantes qui semblent contenplis de cadmium (+ 10 % dans les feuilles et
+ 11 % dans les racines).

Un facteur de tolérance connu chez les planteseretparticulier chez les espéces
hyperaccumulatrices, consiste également a expuder les feuilles une plus grande partie du
cadmium endogene que chez les espéeces plus sensiadlenesure séparée de la concentration en
cadmium dans les parties aériennes et dans lagesagui a été réalisée met également en évidence
la répartition feuilles / racines identique dumadm, quel que soit le traitement utilise.

Des expériences similaires visant a compadwefl avec la plantule sauvage n’ont montré
aucune difféerence significative entre les plantésutats non montrés), la quantité de cadmium
dans la plante n’est donc pas responsable du pjpnobservé.

1800
1500 _I_
=
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900 -
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0

Ctrl ‘ 10nM eBI‘ 1uM Brz

Cadmium (ug / g MS)

Feuilles Racines

Ctrl ‘ 10nMel4| 1uM Br.

Figure 48: Quantité de cadmium mesurée dans les feuilleslet racines de
plantules. Les plantules de 7 jours ont été exposées 3 jaus® uM de Cd, en
présence ou en absence d'eBL (1 nM) et de Brz (I gMa quantité de cadmium,
exprimée en microgramme par gramme de matiére sééteeminée par ICP-MS.
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[1.4.2 - Evaluation de 'implication de la voie GSH / PC

La compartimentation des métaux lourds dans la olacest 'un des mécanismes de
résistance les mieux décrits dans la littératuegteCséquestration passe par la synthése (a gartir
glutathion) des phytochélatines, des peptides ¢apmbchélater les métaux et impliqués dans leur
confinement (Vogeli-Lange & Wagner, 1990). Ces pestis constituent une part essentielle des
mécanismes de tolérance aux métaux lourds, desitauda la synthése des phytochélatines étant
hypersensibles a différents métaux, notamment dwonicen (Howderet al, 1995).

Afin d’évaluer lI'implication de cette voie métabglie dans la tolérance observée chez les
plantules traitées au Brz, nous avons réalisé,adlaboration avec Nathalie Leonhardt (LEMS,
CEA-Cadarache), un dosage du glutathion (GSH) £ptigtochélatines (PC) dans les feuilles et les
racines de plantules exposées a 0 ou 50 uM denCahsence ou en présence de 5 uM de Brz. Pour
ce faire, des plantules de 6 jours ont été traigeurs par les concentrations mentionnées
d’inhibiteur et de métal, puis prélevées afin draike les métabolites des racines et des feuilles
pour leur analyse par HPLC. La Figure 49 préseesequantités mesurées de glutathion et de
phytochélatines (PCPG, PG, et PG) dans les plantules.

Concernant le glutathion, aucune différence impuetantre les plantules ne permet de lier
le phénotype de résistance a un contenu en GSHreéndle facon drastique dans les plantes traitées
a l'inhibiteur. La présence de Brz semble mémefligerement chuter la quantité de GSH dans les
feuilles lors d’une exposition au cadmium compaxée contréles (0 uM de Brz + 50 uM de Cd et
5 uM de Brz + 50 uM de Cd). Dans les racines, aete de cadmium, le Brz entraine par contre
une augmentation de la quantité de GSH (0 uM detBdzuM de Cdvs5 uM de Brz + O uM de
Cd), qui n’est toutefois pas maintenue en préseeceadmium (0 uM de Brz + 50 uM de @sl
5 uM de Brz + 50 uM de Cd), et qui ne se tradud par un taux de PC plus élevé en présence de
Cd (Figure 49). Ces derniéres ne sont pas déteetéabsence de cadmium (non montré), et leur
guantité atteint, respectivement dans les feudtdss racines, 550 (£ 71) et 994 (+ 115) ug / g MF
en absence d’inhibiteur. En présence de 5 uM de &=z quantités chutent a 383 (x 77) et 804
(x 216) pg / g MF dans les feuilles et les raciresspectivement. Cette tendance a une quantité de
PC moindre chez les plantes traitées au Brz noegétois significative que dans les feuilles (pwal
0,05), la variablilité entre les échantillons étanp importante pour conclure a une inhibitionlae
synthése des PC dans les racines (pval = 0,14)ré&Saltats tendent a infirmer I’hypothese d’'une
synthese accrue des PC en réponse a la chute gedsBquée par I'inhibiteur. Au contraire, la
présence du Brz dans le milieu de culture semidegguer une diminution du pool de PC présent
dans les plantes lors d’un stress, au minimum Banfeuilles.

Ces analyses ne permettent toutefois pas d’exaheetventuelle implication du glutathion,
les plantules traitées au Brz présentant une coratiem de GSH supérieure, dans les racines, a
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celle des contréles en absence de cadmium (325quiyIF vs. 269 pg / g MF ; pval < 0,05).
Toutefois des analyses préliminaires ont permisndatrer que le Brz est capable de restaurer un
phénotype de tolérance chez des plantules défeseant GSHdad2 (Cobbettet al, 1998), résultats
non présentés). Ces résultats, qui restent a coerfitendraient & prouver que la voie GSH / PC ne
serait pas requise pour la mise en place des nsfoaside tolérance observeés.

Figure 49 : Effet du Brz sur les

1000 Feuilles % quantités de glutathion (GSH) et de

800 phytochélatines (PC) mesurées dans

O Racines

les feuilles et les racines de plantules

600 exposées au CdDes plantules de 7

400 jours ont été exposées 3 jours aux
concentrations indiquées de Brz et de
200

GSH & PC (umol / g MF)

Cd, puis récoltées afin de mesurer,
par HPLC, les quantités de GSH et de

Cd (50 um) - - + + + + PC dans les feuilles et les racines,
Brz (5 uM) - + - + - +

exprimées en micromoles par

GSH PC

gramme de matiere fraiche. Ces
résultats proviennent de 4 réplicats indépendants.

1.5 - Conclusion et perspectives

Les brassinostéroides sont connus depuis pluseurés pour leur implication dans la
réponse aux stress biotiques et abiotiques (KrisB8@3). C’est toutefois systématiquement une
augmentation de leur synthése qui est associé@itection cellulaire, et la mise en évidence de
I'établissement d’un phénotype de toléramizel'inactivation de la biosynthése ou de la percapti
de cette hormone constitue un résultat originale @guipe a d’ailleurs récemment proposé que,
contrairement a nos résultats, les brassinostérofaessent étre un facteur de tolérance au
cadmium, a travers I'activation des genes de laeptimn contre le stress oxydant (Hasral,
2007). Cette observation nous a dailleurs incaeseérifier que nos conditions expérimentales
permettaient, le cas échéant, d'observer la sditSilziccrue des mutants a divers stress. Des

mesures de I'élongation racinaire digfl en présence de 100 mM de NaCl ont alors été éealist
ont confirmé la sensibilité des plantules au stsadis (résultats non présentés).
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Si ces différentes analyses mettent en évidencenailation de la tolérance au cadmium
via l'altération artificielle de la quantité de brassstéroides endogénes, elles ne permettent pas de
vérifier la réalité physiologique d’un tel mécanesim planta, lors d’'un stress. Les brassinostéroides
sont connus pour agir a de trés faibles conceabtsitt nos tentatives visant a doser I’hormone dans
les racines de plantes traitées ou non au cadmioftaljoration avec S. Fujioka, Riken, Japon)
n'ont pas permis d’observer une différence sigatfie entre les échantillons (résultats non
montrés). Il n'est toutefois pas possible de réflieventualité d’'une régulation de la quantité
d’hormones lors d’un stress, une part importaneatié elles, et en particulier le brassinolideneta
a des concentrations inférieures au seuil de detecfoutefois la régulation négative de la voie de
biosynthése, précoce et pour des concentrationsémdesl de cadmium, suggére que les
brassinostéroides sont un élément de la réponkeplante au cadmium. Il est intéressant de noter
gue cette voie de biosynthése est également répem@résence d’argent et de césium, deux autres
meétaux lourds. En effet, la base de données Getngates regroupe plusieurs résultats d’analyse
d’expression génique sur puce a ADN, dont certauisesnt a étudier 'effet de divers stress. Les
seuls stress métalliques disponibles sur le sitel&rgent et le césium, pour lesquels les eféets
'expression de 7 génes appartenant a la voie agyhihése des brassinostéroides sont présentés
(Tableau XIII). On peut aussi remarquer que le g&g16010, induit par le cadmium (seul géne
induit de la voie de biosynthése, Figure 42), gate@ment induit par I'argent.

La répression de la voie de biosynthése de cetfesseld’hormone pourrait donc étre une
constante lors d’'un stress métallique, alors qu@lEnomene ne semble pas lié aux processus
connus de la détoxication chez les plantes. Latgaate cadmium assimilée par les plantes, par
exemple, est Iégerement plus importante lorsq@edlent traitées au Brz, et identique a celle des
témoins lorsqu’elles sont exposées a I'hormonerdpartition entre les feuilles et les racines est
guant a elle identique quelque soit le niveau dsdinostéroides endogenes. De méme, la synthése
du glutathion et des phytochélatines ne paraitnuasplus déterminante dans I'établissement du
phénotype de tolérance causé par la chute du nigeabrassinostéroides : les quantités de PC
présentes dans les feuilles de plantules traitéss lanhibiteur sont méme moindres que celles des
contrbles, ce qui suggere également une tolérarwwaades plantes, qui sont moins affectées par le
stress et qui synthétisent alors moins de PC. Qett&pendance des mécanismes est également
confirmée par l'instauration d’'un phénotype de stesice chez des plantes déficientes en GSH, et
donc en PC. En outre, I'étude des effets d'unenca&en soufre sur I'expression de certains genes
de la voie de biosynthese des brassinostéroidese(@stigator, Tableau XIIl) montre que la
carence en soufre n'a pas d’effet sur la synthéseébcassinostéroides. Il est alors probable que cet
classe d’hormone ne soit pas un acteur majeur digldation de I'assimilation du soufre, et que ce
ne soit pas par ce biais qu'il influe sur la tof@@ au cadmium des plantules. Ces résultats
suggerent I'existence d’'un mécanisme de toléranceadmium inconnu, exploitant la cascade de
signalisation des brassinostéroides et indépentdsmoies décrites dans la littérature.
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Tableau XIII : Analyse de I'expression de génes appartenantaavbie de biosynthése des brassinostéroides en
réponse a différents stresdes données (ratio d’expression par rapport au gile) proviennent des travaux de
Herbette et al., 2006 (H) ou du site Genevestigé®). Elles rendent compte de I'expression de @egéen présence
de cadmium (+ Cd), d’argent (+ Ag) ou de césiumdg), ou en carence en soufre (- S). Les valeunespondant au
stress cadmium, données a titre indicatif, ontaatieulées sur la base d’'une moyenne des valeusemirien compte
dans I'étude présentée, soit 2 h et 30 h d’expositi 5 et 50 pM de Cd. Le détail des niveaux d’amdation des
transcrits est précisé Figure 42 et en annexe (manBl, p. 196). Pour DWF1, les données de Gengarir
correspondent aux résultats obtenus avec deux sdlitférentes (a et b).

Locus Protéine + Cd + Ag + Cs
At5g13710 (SMT1)
At1g20330 (SMT2)
Atlg76090 (SMT3)
At3902580 (DWF7)
At3g19820 (a) (DWF1)
At3g19820 (b)
At3g55360 (CER10)
At5g16010 -
Source . H G G G

De facon tres intéressante, c'est a travers laereble d’éléments vacuolaires de la
détoxication du cadmium que cette voie alternaéiv&é mise en évidence. DWF1, qui intervient
dans la voie de biosynthése des brassinostérogdes) effet été identifié par nos travaux de
protéomique avec un haut score MASCOT, et SM3terpl MethylTransfera3eest mentioné par
les travaux de Cart@t al. (2004). L'analyse réalisée par cette équipe dleias également permis
d’identifier DWF1, dont la localisation a été entreuconfirmée par nos fusions traductionnelles
(Figure 15). Cette relation entre la vacuole etréseau de signalisation impliquant les
brassinostéroides ne s’arréte pas a la localisatamuiolaire de plusieurs enzymes de la voie de
synthese de I'hormone. Si la régulation du signBtdgpendant est décrite pour étre en partie
transcriptionnelle (Nemhauser & Chory, 2004), DW&aussi été mis en évidence pour son activité
strictement dépendante d’'une calmoduline (Du & Raady, 2005) et plusieurs protéines de ce type
ont été associées a la vacuole (celle(s) interagissvec DWF1 n'ayant pas été identifiée(s) a ce
jour). Mais c’est égalementa la modulation de la transmission du signal qusidaalisation BR-
dépendante est régulée. En particulier, la protéf8-3. (At5910450) a été clairement décrite
comme jouant un réle dans la transmission du si@fBampalaet al, 2007), et a été identifiée par
nos travaux de protéomique vacuolaire avec un sRASCOT relativement élevée (228). Ces
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observations suggeérent lintégration de la sigasiim cellulaire BR-dépendante du stress
métallique au sein du réseau métabolique de laolacl’association a la vacuole d’enzymes de
synthese des brassinostéroides et d’éléments tégrdale la synthése et de la perception de cette
classe d’hormone pourrait permettre I'établissentem signal initié par les activités vacuolaires
lors d’'un stress métallique. La confirmation d'utelle hypothese nécessiterait toutefois de
connaitre les cibles métaboliques de I'hormoneesdtdvail que nous avons réalisé n'a pas permis
d’identifier les mécanismes mis en jeu. Une étuntegarative de la régulation génique induite par
le cadmium (données de Herbetie al, 2006) et de celle induite par le brassinazolegaat
I'épibrassinolide (données du site Genevestigadst)actuellement en cours. La mise en évidence
de protéines régulées de facon similaire par lendam et le brassinazole (et inversement régulées
par le cadmium et I'eBL) pourrait suggérer desgastans la recherche des processus mis efigeu
la signalisation BR-dépendante lors d'un stressniaich. Le Tableau XIV présente quelques genes
dont I'évolution de la quantité de transcrits efecée par le stress cadmium (induction ou
repression de la transcription), mais égalementuparaitement au Brz ou par I'ajout d’hormone
exogene.

Tableau XIV : Sélection de génes régulés de facon similaire (esion ou induction) par le cadmium et le
brassinazole, et de fagcon opposée par I'épibrasiiteo Les valeurs présentées sont issues de Herbette €1006)
(niveau d’accumulation des transcrits dans lesmasi pour 2 h, 6 h et 30 h d’exposition a 5 et BDde Cd), et du site
genevestigator (niveau d’accumulation des transcd@ins des cellules exposeés au brassinazole (} @rza
I'épibrassinolide (+ eBL)).

RACINES
5uM Cd 50 M Cd
Locus Fonction +Brz +eBL
2h  6h 30h 2h 6h 30h

At3g23560 MATE efflux family protein 2,05 1,66 0,8
At1g33110 MATE efflux family protein 2,53 1,21 0,88
At2g47730  Glutathione S-transferase 6 (GST6) 1,50 2,27 1,2 0,94
At39g09270 Glutathione S-transferase putative 1,87 1,43 0,79
At4g17340 Tonoplast intrinsic family protein / Mi&mily protein 0,52 0,40 0,53 0,20 0,86 1,09
At2g25810 Tonoplast intrinsic protein. putative 0,25 0,88 1,17
At2g45960 Plasma membrane intrinsic protein 1B UBI/ PIP1.2) 0,61 0,35 0,81 1,12
At49g19030 Major intrinsic family protein / MIP féiy protein 0,43 0,82 1,37
At4g23400  Major intrinsic family protein / MIP faly protein 0,63 0,58 0,43 0,16 0,8 1,19
At5g47450  Major intrinsic family protein / MIP faly protein 0,64 0,38 054 0,19 0,83 1,35
At5g60660  Major intrinsic family protein / MIP faly protein 0,36 0,34 0,88 1,2
At4912730 Fasciclin-like arabinogalactan-protéthA2) 0,52 0,56 0,28 0,66 1,46
At5g10430 Arabinogalactan-protein (AGP4) 0,53 0,41 057 050 0,16 0,62 1,93
At2g04780 Fasciclin-like arabinogalactan-protéthA7) 0,62 0,63 0,54 0,23 0,97 1,22
At2g45470 Fasciclin-like arabinogalactan-protéthA8) 0,55 0,60 0,55 0,59 0,17 0,77 1,1
At1g03870 Fasciclin-like arabinogalactan-protéthA9) 0,60 0,62 0,50 0,08 0,8 1,39
At5953250 Arabinogalactan-protein. putative (AGP22 0,60 0,60 0,08 0,73 1,5

H B B
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De facon suprenante, cette analyse fait apparpite de protéines connues pour étre
impliquées dans la réponse aux stress (2 transpsrte type MATE, 2 glutathion S-transferase
induits). Elle met par contre en évidence deuxgyge protéines, réprimés par le stress cadmium et
I'ajout de Brz dans le milieu de culture mais irtdypar 'hormone. Il s’agit des aquaporines, dant |
répression quasi systématique par le cadmium a é@&aévoquee, et des protéines de type
arabinogalactanes. Ces dernieres, généralemetisémsaa la membranga une ancre GPI, sont
impliquées dans un grand nombre de fonctions métpies. Elles participent notamment a la
division cellulaire et au programme de mort celhglaa I'incomptabilité pollinique, a la protection
contre les pathogénes, mais également a la sigtiatisen tant que molécules signales aussi bien
gue récepteurs ou co-récepteurs (Seifert & Rob20B7). La nécessité de réprimer I'expression de
ces genes (arabinogalactanes et aquaporines)kssntéressante et semble primordiale lors d’'un
stress puisque cette régulation intervient précecgrat aux concentrations de Cd les plus faibles
pour la plupart des genes. Ces résultats suggguent’est peut-étreia la réduction de I'expression
de facteurs de sensibilité que les brassinost&yqgideticipent a la réponse de la plante au stress
meétallique, un tel processus semblant déterminams tés mécanismes de tolérance mis en place.
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Conclusion générale et perspectives

Lors d'un stress métallique, la plante est capdblenettre en place une série de processus
physiologiques aboutissant a I'excrétion ou a lagartimentation des toxiques. L'équipe « Stress
Environnementaux et Métaux Lourds » du LaboratdeePhysiologie Cellulaire Végétale (CEA-
Grenoble) étudie la réponse de la plante au cadpeuen particulier les mécanismes impliquant la
vacuole. Cette thématique nécessite de mettre a&re pine approche ciblée sur cet organite,
destinée a observer sa dynamique au cours d’usssi@eci devrait, sans aucun doute, permettre
d’identifier un certain nombre d’acteurs de la déation vacuolaire. Toutefois, cet organite est
mal connu, et il n’a fait I'objet de caractérisatiprotéomique que récemment (Caeeial, 2004;
Shimaokaet al, 2004; Szponarskét al, 2004). Dans ce cadre, mon travail de thése it
objectif de réaliser une étude protéomique de Masupurifiées a partir de cellules en culture
d’Arabidopsis thalianaet de mettre en place un certain nombre d’odtdsalyse de ce protéome
en vue d’'analyser son évolution lors d’un stress.

Une partie de mon travail a consisté a mettre eceplun protocole de purification de
vacuoles, a partir de procédures expérimentalestelecans la littérature. L’'une d’entre elle a été
sélectionnée, et nous lui avons apportées quelnoedications, afin de définir une méthodologie
adaptée a nos conditions et nous donnant satmfiadia pureté des organites a pu étre évaluée par
des tests biochimiques, et les résultats nousnaités a engager les analyses par spectrométrie de
masse. Celles-ci ont été réalisées indépendammem¢ss fractions membranaires et solubles des
vacuoles, et ont permis d'identifier respectivemet20 et 371 protéines, conduisant a
I'établissement d’'une liste de 689 protéines priesea l'intérieur de la vacuole, enchéassées dans le
tonoplaste, ou associées a celui-ci. Parmi ceséipext, 110 transporteurs ont été identifiés,
particulierement intéressants pour la compréhendemnflux métaboliques impliquant la vacuole.
Afin de confirmer la localisation de certaines pgioés identifiees, nous avons realisé des
expeériences de localisatiom vivo de protéines chimeres, fusionnées a la GFP. Giotgipes (un
transporteur de sucre putatif (At1lg19450), unedghoe (At5g58070), une enzyme de la voie de
biosynthése des brassinostéroides (DWF1, At3gl19820f enzyme de dégradation des
caroténoides (CCD1, At3g63520) et une protéindymeBand7 (At1g69840)), dont la localisation
vacuolaire n'avait jamais été évaluée par des abgo autres que celles de la spectrométrie de
masse, ont été choisies, et ont fait I'objet d’'lonage dans un vecteur d’expression contenant la
GFP. Les fusions ont alors été exprimées dans eledes d’épiderme de tabac, et les profils de
fluorescences ont été comparés a ceux obtenus @e®cmarqueurs tonoplastiques connus :
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NRAMP3 et TIP2.1. Ce travail a permis de confirf@elocalisation vacuolaire de 4 des 5 protéines
testées, et une expérience complémentaire d’'expresie I'une de ces constructions dans des
protoplastes dirabidopsis thaliana abouti a la confirmation de la localisation dmEemble des
protéines testées. Une partie de ce travail aipe lfabjet de deux publications (un article origin
(Jaquinod M, Villiers F*, Kieffer-Jaquinod S, Hugouvieux V, Bruley C, GadnBourguignon J
(2007) A proteomics dissection dhrabidopsis thalianavacuoles isolated from cell culturislol
Cell Proteomics6: 394-412) et unaddendun{A proteomics approach highlights a myriad of
transporters in theArabidopsis thalianavacuolar membrane) paru da®$ant Signaling &
Behavio), exposant la méthode de purification des vacudletentification des 420 protéines
retrouvées dans la fraction membranaire et la ooation de la localisation de 5 d’entre elles.

Un second aspect de mon travail a ensuite conaisa@profondir I'étude protéomique
réalisée par des analyses visant a mieux comprdimiganisation du protéome de la vacuole :
estimation de parameétres quantitatifs, déterminadi® la localisation de certaines protéines sur la
face interne ou externe du tonoplaste, évaluat@iicdganisation supramoléculaire des protéines.
Pour cela, des cartographies du protéome soluble ladevacuole par électrophoréses
bidimensionnelles IEF / SDS-PAGE ont été réalisétspnt permis didentifier les protéines
principales de la vacuole. L’ensemble des analpaespectrométrie de masse effectuées ayant mis
en évidence un certain nombre de protéines conpaigsétre cytosoliques, nous avons initié une
série d'analyses ayant pour objectif de détermilierigine de ces «contaminants ». La
comparaison de cartographies par IEF / SDS-PAGEpdatomes du cytosol et de la fraction
soluble de la vacuole a abouti a la conclusion @pgeprotéines n’étaient trés certainement pas des
contaminants aspécifiques, mais plus probablemeldiles étaient présentes a lintérieur de la
vacuole ou associées au tonoplagi@ des interactions spécifiques. Nous supposons @se c
associations sont impliquées dans des processosotigues faisant intervenir la vacuole, le
protéasome, la subtilase TPPII et de hombreusdsipes de type 14-3-3, par exemple, semblant
associées au tonoplaste. Des analyses complénaesntiiivent étre envisagées pour confirmer ces
interactions. Nous avons ensuite établi des canditexpérimentales (préparation des échantillons,
tampons d’électrophorese) permettant l'observatide différentes structures protéiques
supramoléculaires de la vacuole. Ces électropheréseconditions non dénaturantes ont permis
d’isoler un certain nombre de complexes putatitsstitués principalement de protéases et de
glycosidases. L’ATPase vacuolaire ou encore ledasaime ont également pu étre identifiés a partir
d’'une proportion importante de leurs sous-unitése Publication traitant de ces différents aspects,
et décrivant également les résultats de I'analyséépmique globale de la fraction soluble de la
vacuole, est actuellement en cours de rédactiditigpgi F, Jarno N, Jaquinod M, Kuhn L, Nicaise
M, Rabilloud T, Garin J, Bourguignon J, Proteomitalgsis of Arabidopsis thalianavacuoles
reveals new insights into the function of this argiée).
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Enfin, une derniere partie de mon travail a cogsetdévelopper un outil informatique
permettant d’exploiter plus facilement les réssltéés approches d’analyses a haut débit mises en
place par I'équipe : spectrométrie de masse eys@esld’expressions géniques sur puces a ADN. La
base de données et l'interface de gestion créé#té fin ont permis de définir quelques candidats
potentiels a la détoxication métallique vacuolait@nt I'un d’eux a pu faire I'objet d’'une étude glu
approfondie. En effet, I'identification d’une enzgrassociée a la vacuole (DWARFL1), participant a
la biosynthese d’'une classe d’hormones et répritoge d’'un stress cadmium a débouché sur
I'observation d’'une régulation de la voie de systhdes brassinostéroides (BR) dans son ensemble
lors du stress. Les expériences biométriques ésalisuggerent que ces hormones influent sur la
tolérance au cadmium de plantuleadibidopsis thalianaet des analyses biochimiques semblent
démontrer que les mécanismes mis en jeu ne sortgpesis. Une autre publication, décrivant la
base de données développée et la probable implicdéis brassinostéroides dans la réponse de la
plante aux métaux lourds est également en courédéetion (Villiers F, Leonhardt N, Fujioka S,
Bourguignon J, Hugouvieux V, Modulation Afabidopsis thalianaesponse to cadmium stress by
modifying endogenous level of brassinosteroids).

Dans un contexte ou les approctegriori sur des protéines de la vacuole, supposées
impliquées dans la détoxication métallique (priat#mnent des transporteurs), n‘ont données que
tres peu de résultats, I'observation de la dynamidu protéome vacuolaire au cours d’'un stress
semble étre une méthode particulierement adapt€alentification de protéines vacuolaires
impliquées dans la détoxication. Cette dynamiqu®leservable a plusieurs échelles, et pourra étre
évaluéevia différente méthodes, dont certaines ont été dgpéles dans ce travail.

La base de données informatique a notamment pefidentifier des candidats vacuolaires
régulés au niveau transcriptionnel. Plusieurs preggsemblent intéressantes, mais les évolutions
de leurs niveau de transcrits suite au stress dewans doute étre confirmées par d’autres
approches, notamment de PCR quantitative, avamtidii leur caractérisation. L'une d’entre elles a
néanmoins commencé a étre étudiée. Les analysedébouché sur la suggestion d’'un certain
nombre de mécanismes potentiellement impliqués,t dbnsera nécessaire de confirmer
implication.

L’étude de I'évolution du niveau d'accumulation desotéines est aussi un aspect
particulierement prometteur dans les études enga@dle-ci permettra de vérifier la corrélation
entre les niveaux de régulations transcriptionnetléraductionnelle des protéines de la vacuole.
Elle permettra ainsi d’identifier des protéines ttmment des transporteurs) qui ont un réle
important dans la lutte contre le stress métalligDeux approches ont déja été initiées afin
d’identifier de telles protéines : une méthode parquage isotopique a I'azote 15 et une autre par
analyse de gels d'électrophoréses 2D. Dans le preoais, des vacuoles préparées a partir d'un
milieu de culture ne contenant que l'isotope 15I'deote ont été purifiées, et utilisées comme

- 180 -



Conclusion générale et perspectives

standard interne lors de l'analyse par LC-MS/MSpdatéines vacuolaires provenant de cellules
exposées ou non au cadmium. Ces données de spétrteorde masse quantitative sont
actuellement en cours d’exploitation par Nolwenmnda(LPCV et LEDyP, CEA-Grenoble).
L’'analyse a partir de gels d’électrophoréses bidisittnnelles (IEF / SDS-PAGE) consiste quant a
elle en un marquage des deux échantillons protgigummparer par des fluorochromes différents,
puis a leur co-migration au sein d'un méme gel yacnide (DIGE, Difference In Gel
Electrophoresis La détection de I'une puis de I'autre des makestdluorescentes permet d’obtenir
2 images, comparées afin de mettre en évidencspads protéiques exprimés différemment. Deux
premiers gels ont pu étre réalisés, et pres de 2p06s différents ont été résolus dont 29 ont
présenté une intensité différente suite a I'expmsities cellules a 50 uM de Cd pendant 24 heures.
Il s’agit malheureusement de spots minoritaires,gont pu étre identifiés par spectrométrie de
masse, et il sera nécessaire de renouveler cegsasafin de tenter de connaitre les protéines
différentiellement exprimées. Ces résultats, préenes, attestent néanmoins d’'une évolution du
protéome vacuolaire provoquée par le stress Cid, eés faible proportion de protéines affectées
(29 protéines) suggére une réponse relativemenifspe.

Enfin, certaines modifications post-traductionneltees protéines de la vacuole suite a un
stress métallique pourraient également permettigemtifier des protéines engagées dans des
mécanismes de tolérance. Nous mettons actuellemngpiaice une méthode d’analyse des protéines
phosphorylées par spectrométrie de masse en callédoo avec LEDyP, destinée a évaluer les
phosphorylations / déphosphorylations qui peuveérvenir lors d’'un stress. Dans un autre
registre, la visualisation de la formation et/ossdiciation de complexes suite a un stress cadmium
peut aussi étre envisagéa I'utilisation des BN-PAGE. Concernant cette tecjus, des conditions
satisfaisantes de préparation des échantillon&ktcttophorese ont été établies, mais I'évaluation
de l'intérét d’employer d’autres détergents, notanmpourrait déboucher sur une amélioration de
la solubilisation des complexes protéiques et @édalution des électrophoréses.

L’ensemble de ce travail de thése a permis de enetirplace un certain nombre d’outils,
qui pourront faciliter a I'avenir I'étude du protée vacuolaire, et en particulier sa réponse au
stress. Toutefois de nombreuses études restentreerdcaéaliser avant d’identifier les voies
meétaboliques vacuolaires de la détoxication méiadli Le fonctionnement de cet organite gagne
aujourd’hui a étre mieux compris, notamment soprattion avec le reste de la cellule (mise en
évidence de protéines impliqguées dans la transmucte signaux et d’hormones potentiellement
impliquées dans la réponse au cadmium), et ercpheti le cytosol. Ce travail a contribué a I'effor
de caractérisation protéomique vacuolaire engagpguislequelgques années et a abouti a
I'établissement de plusieurs profils protéiques rédfrence, mettant en évidence de nouvelles
facettes de la vacuole végétale.
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Annexe 1

Protéines identifiees dans la vacuole par nos traua. Les protéines identifiées suite a I'analyse
globale des fractions solubles (en gel 1D), mendiraa (en gel 1D et en solution) et a I'analyse
des cartographies par IEF / SDS-PAGE du protéorblsode la vacuole sont regroupée ici par
classe fonctionnelle. Le tableau mentionne pougebarotéine le N° AGI, la fonction, la catégorie
fonctionnelle, le type, et éventuellement le nhomblee domaines de liaison a la membrane (Nm =
N-myrystoylation ; LLAS = Lipoprotein Lipid Attacimeent Site ; 0-15 = nombre de domaines
transmembranaires ; P = prenylation ; GPI = andrt),des scores MASCOT, pourcentages de
couverture et nombres de peptides obtenus suitarmalyses mentionnées (valeurs maximales dans
le cas de la cartographie 2D), le point isoéleati¢pi), la masse moléculaire (MW) et les travaux
de protéomique vacuolaire les ayant identifiés fC@arteret al. (2004) ; Sh = Shimoaket al
(2004) ; Sz = Szponarsét al (2004)).
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Membrane Soluble Soluble Membrane Soluble
Locus Description Famille Classe Famille TMD Gel Sol Gel 2D BN BN Cyto pl Masse Ca Sh Sz
score coverage #pept | score coverage #pept | score coverage # pept score coverage # pept score coverage # pept score coverage # pept

1 At2g40420  Amino acid transporter family protein Transport / Binding  Transporter AAAP 11 59,06 4,7727273 2 6,3 47639
2 At2g41190  Amino acid transporter family protein Transport / Binding  Transporter AAAP 10 185 5,9701493 3 179,04 5,9701493 3 4,8 58825
3 At3g30390  Amino acid transporter family protein Transport / Binding  Transporter AAAP 11 50,12 2,6086957 1 50,26 2,6086957 1 6,0 49485 X
4 At1g17120  Amino acid permease family protein Transport / Binding  Transporter 10 31,86 23728814 1 86 64820
5 At2g39130  Amino acid permease family protein Transport / Binding  Transporter 10 62,01 3,4545455 1 55 60031
6 At3g28960  Amino acid permease family protein Transport / Binding | Transporter 11 32 22 1 9,0 44614
7
8 At1g04120  ABC transporter (MRP5) Transport / Binding  Transporter ABC 13 656,97 10,964333 11 474,01 9,3791281  9(7) 7,6 168467
9 At1g30400  ABC transporter (MRP1) Transport / Binding  Transporter ABC 14 1979,7 26,325524 33 1549,4 22,934649 27 59 181811 X X X
10 At1g59870 ABC transporter (PDR8) Transport / Binding  Transporter ABC 14 230,12 4,3567052 5 8,1 164975
11 At1g67940  ABC transporter (NAP3) Transport / Binding | Transporter ABC 1 109 21,7 3 53 28659
12 At2g34660 ABC transporter (MRP2) Transport / Binding  Transporter ABC 15 1337 232 25 887,63 13986445 15 (15) 6,0 182014 X
13 At2g47800  ABC transporter (MRP4) Transport / Binding  Transporter ABC 16 2154,9 26,649077 37 1738,1 21,306069 30 7.6 168972 X X X
14 At3g13080  ABC transporter (MRP3) Transport / Binding  Transporter ABC 14 473,79 8,1902246 8 312,31 6,340819 6(6) 6,0 168863
15 At3g13090  ABC transporter (MRP8) Transport / Binding | Transporter ABC 14 100 15 2 65 164262
16 At3g13100 ABC transporter (MRP6) Transport / Binding  Transporter ABC 15 85,689 1,4735432 2 6,5 167697
17 At3g21250  ABC transporter (MRP8) Transport / Binding  Transporter ABC 10 356,57 7,2642968 7 273,07 5,6414219  6(6) 7,9 143355
18 At3g59140  ABC transporter (MRP10) Transport / Binding  Transporter ABC 13 34,22 0,6194081 1 8,1 162709
19 At3g62150  ABC transporter (MDR17) Transport / Binding  Transporter ABC 12 53 1,9349845 2 6,4 139667
20 At3g62700  ABC transporter (MRP14) Transport / Binding  Transporter ABC 15 2613 32,2 46 2080 29,239766 41 (37) 8,8 172027 X X
21 At5g39040  ABC transporter (TAP2) Transport / Binding  Transporter ABC 5 80 28 2 86,79 2,7950311 2 8,1 69060 X X
22
23 At1g05940  amino acid permease family protein low sif Transport / Binding | Transporter APC 15 52 18 1 | 5074 17574692 1 7,6 60138
24 At1g58030  Amino acid permease family protein similar/Transport / Binding  Transporter APC 14 287 85 4 239,8 11,496063  4(4) 56 67072 X
25 At3g03720  amino acid permease family protein Transport / Binding | Transporter APC 14 180 6,0 2 |14507 6 2 58 63597 X
26
27 At1g12840 VHA-C, vacuolar proton ATPase subunit C Transport / Binding | Transporter V-ATPase MB 998 45,9 17 139,18 9.6 3(2) 502,52 24,27 10 218,36 11,37 4 54 42593 X X X
28 At1g76030 VHA-B1, vacuolar proton ATPase subunit | Transport / Binding | Transporter V-ATPase MB 1455 67,9 22 1076,92 41,15 16 50 54074 X X
29 At1g78900 VHA-A, vacuolar proton ATPase subunit A Transport / Binding  Transporter V-ATPase MB 2037,8 65,810594 34 156,83 3,3707865 2 1924,63 57,95 30 799,96 27,36 15 51 68769 X X X
30 At3g01390  VHA-G1, vacuolar proton ATPase subunit ( Transport / Binding | Transporter V-ATPase MB 389,34 66,363636 6 163,3 30,909091 2 245,94 50,00 4 58 12389 X X
31 At3g28715 VHA-d2, vacuolar proton ATPase subunit d Transport / Binding | Transporter V-ATPase MB 539,27 32,763533 10 258,73 12,25 4 50 40761 X X
32 At3g42050  VHA-H, vacuolar proton ATPase subunit H [ Transport / Binding | Transporter V-ATPase MB 856,87 50,113379 15 80,659 3,1746032 1 206,43 12,24 4 6,6 50253 X X X
33 At3g58730  VHA-D, vacuolar proton ATPase subunit D [Transport / Binding  Transporter V-ATPase MB 471 33,0 10 92,11 12,260536 2 270,947 17,241379 5 89,5888 7,1969697 2 95 29041 X X
34 At4g02620  VHA-F, vacuolar proton ATPase subunit F | Transport / Binding | Transporter V-ATPase MB 250 51,6 5 58,5733  8,59375 1 6,1 14250 X X
35 At4g11150 VHA-E1, vacuolar proton ATPase subunit E Transport / Binding | Transporter V-ATPase MB 888 743 18 50,71 8,2608696 2 669,05 52,17 14 56,51 7,63 1 6,0 26044 X X X
36 At4g23710  VHA-G2, vacuolar proton ATPase subunit ( Transport / Binding | Transporter V-ATPase MB 145 22,6 2 91,3166 18,867925 2 55 11735 X
37 At4g38510 VHA-B2, vacuolar proton ATPase subunit E Transport / Binding  Transporter V-ATPase MB 1364 60,2 20 139,74 12,11499 4(4) 1073,3 43,12115 17 299,49 10,34 5 50 54271 X X
38 At4g39080  VHA-a3, vacuolar proton ATPase subunit a Transport / Binding | Transporter V-ATPase 6 2368 47,0 35 1920,7 39,829476 30(21) | 774,745 17,661389 13 57 92774 X X
39 At1g19910  vacuolar ATP synthase 16 kDa proteolipid ‘Transport / Binding | Transporter V-ATPase 3 95,57 10,909091 1 8,6 16632
40 At2g21410  vacuolar proton ATPase, putative Transport / Binding  Transporter V-ATPase 7 1270 32,3 22 1048,1 25,822168 20 (17) 54 93045 X X
41 At1g16820 vacuolar ATP synthase catalytic subunit-rel Transport / Binding | Transporter V-ATPase MB 60 16 1 6,0 10437 X X
42 At2g16510  vacuolar ATP synthase 16 kDa proteolipid | Transport / Binding | Transporter V-ATPase 4 172 31,7 2 86 16561
43 At1g64200  vacuolar ATP synthase subunit E, putative Transport / Binding | Transporter V-ATPase MB 422 32,1 8 58 27068 X X
a4 At3g28710  H+-transporting two-sector ATPase, putati Transport / Binding | Transporter V-ATPase MB 579 350 11 50 40765 X X
45 At1g20260  vacuolar ATP synthase subunit B, putative Transport / Binding | Transporter V-ATPase MB 1402 64,9 21 242,49 14,94 5 51 54220 X X
46
47 At1g47530 Ripening-responsive protein, putative Transport / Binding  Transporter MOP 12 209 8,5 4 1725 8,4710744 3 6,8 52389
48 At3g21690 MATE efflux family protein similar to ripenir Transport/ Binding | Transporter MOP 12 131 43 3 127 43 3(3) 54 54916 X
49 At3g26590 MATE efflux family protein similar to ripenir/Transport / Binding ~ Transporter MOP 12 103 6,4 2 119,45 8,6 3 57 54286 X
50 At4g25640 MATE efflux family protein similar to ripenir/Transport / Binding  Transporter MOP 12 112 8,6 3 128,21 8,6065574 3 6,1 53190
51 At1g71140 MATE efflux family protein similar to ripenir Transport / Binding | Transporter MOP 11 65 49 1 6,0 52391
52 At5g52450 MATE efflux protein-related Transport / Binding  Transporter MOP 12 168 72 3 166,24 7,2016461 3 8,4 52439
53
54 At2g40300  Ferritin (AtFERA4), chloroplast Transport / Binding  Binding protein Heavy metal binding 0 105,96 7,72 2 6,16 29011
55 At3g56490  Zinc-binding protein Transport / Binding | Binding protein Heavy metal binding 131,28 14,29 2 6,65 15990
56 At5g01600 Ferritin 1 (FER1), chloroplast? Transport / Binding  Binding protein Heavy metal binding 63,51 3,53 1 5,73 28160
57 At3g56090  Ferritin, ATFER3, chloroplast Transport / Binding | Binding protein Heavy metal binding (slightlylillvn Reg. by Cd) 95,44 7,34 2 554 28819
58
59 At1g19450 integral membrane protein, putative / sugal Transport / Binding  Transporter MFS 12 162,55 8,1967213 3 121,67 6,9672131 3 8,7 52753 X
60 At1g20840 transporter-related low similarity to D-xylos(Transport / Binding  Transporter MFS 11 77,95 35422343 1 86,28 3,5422343 1 52 79433 X
61 At1g75220  integral membrane protein, putative Transport / Binding  Transporter MFS 12 239,35 8,2135524 3 205,51 8,2135524 3 8,7 52867
62 At4g17550 transporter-related similar to cAMP inducibl Transport / Binding | Transporter MFS 13 124  1,8382353 2 82,429 1,8382353 1 7,1 59037
63 At4g35300  transporter-related low similarity to hexose Transport / Binding  Transporter MFS 10 353,52 12,719892 7 354,13 12,719892  7(6) 54 79674 X
64 At5g17010 sugar transporter family protein similar to D Transport / Binding | Transporter MFS 12 31,55 1,9880716 1 6,4 53504
65
66 At5g67500  porin, putative Transport / Binding | Transporter Porin b 155 15942029 3 89 29576
67 At3g20000  porin family protein Transport / Binding  Transporter Porin b 177 14,239482 3 6,3 34228 X
68 At3g01280  porin, putative Transport / Binding  Transporter Porin b 356,11 23,913043 5 8,8 29407 X X
69 At2g36830 Tonoplast Intrinsic Protein (TIP1.1) Transport / Binding  Transporter Porin 8 88 10,0 1 6,0 25603 X




At3g26520
At3g16240
At4g17340

At4g23640
At4g33530
At5g09400

At3g27020
At5g41000
At2g02040
Atlg72140

At2g46800
At5g20650
At2g23150
At1g60960

At3g06370
At1g53210
At4g03560
At1G07810
At3g57330
At2g41560
At5349890

At2g46760
At4g20830
At4g20860
At5g11540
At5g44410

At2g48020
At3g03090
At1g61800

At1g60660
At2g24940

Tonoplast Intrinsic Protein (TIP1.2) Transport / Binding
Tonoplast Intrinsic Protein (TIP2.1) Transport / Binding
Tonoplast Intrinsic Protein (TIP2.2) Transport / Binding

Potassium transporter / tiny root hair 1 prot Transport / Binding
Potassium transporter family protein similar Transport / Binding
Potassium transporter family protein similaiTransport / Binding

Oligopeptide transporter OPT family proteir Transport / Binding
Oligopeptide transporter OPT family proteir Transport / Binding
Peptide transporter (PTR2-B) / oligopeptide Transport / Binding
proton-dependent oligopeptide transport (F Transport / Binding

zinc transporter (ZAT) Transport / Binding
Copper transporter 1 (COPT1) Transport / Binding
NRAMP metal ion transporter 3 (NRAMP3) [Transport / Binding
Metal transporter, putative (IRT3) Transport / Binding

Sodium proton exchanger, putative (NHX3) Transport / Binding
Sodium/calcium exchanger family protein / ‘Transport / Binding
Two-pore calcium channel (TPC1) identical Transport / Binding:
Calcium-transporting ATPase 1, endoplasr Transport / Binding
Calcium-transporting ATPase, plasma men Transport / Binding
Calcium-transporting ATPase 4, Ca2+-ATP Transport / Binding
Chloride channel protein (CLC-c) identical t Transport / Binding

FAD-binding domain-containing protein  [Transport / Binding
FAD-binding domain-containing protein, pla Transport / Binding

FAD-binding domain-containing protein  [Transport / Binding
FAD-binding domain-containing protein Transport / Binding
FAD-binding domain-containing protein  [Transport / Binding
Sugar transporter, putative Transport / Binding
Sugar transporter family protein Transport / Binding

Glucose-6-phosphate/phosphate translocat Transport / Binding

Cytochrome b5 domain-containing protein, ‘Transport / Binding
cytochrome b5 domain-containing protein, /Transport / Binding

fol 0

At2g07698

At1g80660
At4g30190

At3g08580
At5g13490

At4g12650
At5g10840
At2g01970
At3g13772
At5g58070
At1g17100
At1g15690
Atlg75500
At5g14120

At1g78610

At1g30360

C b5 isoform 1, endoplasmic ret/ Transport / Binding

ATP synthase alpha chain, mitochondrial, ¢ Transport / Binding:

ATPase 9, plasma membrane-type, putativ(Transport / Binding
ATPase 2, plasma membrane-type, putativi Transport / Binding:

Putative ADP, ATP carrier protein 1
Putative ADP, ATP carrier protein 2

Transport / Binding
Transport / Binding

Endomembrane protein 70, putative TM4 fz Transport / Binding
Endomembrane protein 70, putative TM4 fzTransport / Binding
Endomembrane protein 70, putative Transport / Binding
Endomembrane protein 70, putative TM4 fzTransport / Binding
Lipocalin, endoplasmic reticulum Transport / Binding
SOUL heme-binding family protein Transport / Binding
Pyrophosphate-energized vacuolar membr: Transport / Binding
Nodulin MtN21 family protein similar to MtNTransport / Binding
Nodulin family protein Transport / Binding

Mechanosensitive ion channel domain-cont Transport / Binding

early-responsive to dehydration stress prot(Transport / Binding

924520
At4g30210
At5g54500
At1g64650
At2939970
At3g46740
At3g51390
At3g54110
At4g01100
At4g21790

NADPH p450 reductase, putati Transport / Binding
NADPH-cytochrome p450 reductase (catalyTransport / Binding
Encodes a flavin mononucleotide-binding fl Transport / Binding
68414.m07329 expressed protein Transport / Binding
peroxisomal membrane protein (PMP36) ic Transport / Binding
protein translocation channel Transport / Binding
zinc finger (DHHC type) family protein conti Transport / Binding
putative plant uncoupling mitochondrial prc Transport / Binding:
mitochondrial substrate carrier family prote Transport / Binding.
transmembrane protein-related (TOM1) co|Transport / Binding

Transporter
Transporter
Transporter

Transporter
Transporter
Transporter

Transporter
Transporter
Transporter
Transporter

Transporter
Transporter
Transporter
Transporter

Transporter
Transporter
Transporter
Transporter
Transporter
Transporter
Transporter

Binding protein
Binding protein
Binding protein
Binding protein
Binding protein

Transporter
Transporter
Transporter

Binding protein
Binding protein
Binding protein

Transporter

Transporter
Transporter

Transporter
Transporter

Transporter
Transporter
Transporter
Transporter

Binding protein

Binding protein

Transporter

Transporter
Transporter
Transporter

Transport / Binding
Transport / Binding
Transport / Binding
Transport / Binding
Transport / Binding
Transport / Binding
Transport / Binding
Transport / Binding
Transport / Binding
Transport / Binding
Transport / Binding

Porin
Porin
Porin

vic

P-ATPase
P-ATPase
P-ATPase

Sugar
Sugar

Sugar
Cytochrome b5
Cytochrome bs
Cytochrome b5
F-ATPase

H-ATPase
H-ATPase

Lipocalin
SOuL

H-PPase

Nk P AT w

40
447
45

46,48
44,12
76

48,27
86
91

46,66

92,29

413
38
731
196
79

34
30,59
52,19

84

240,28

84
159

423,5
198,38

39
103,48
71
59

199,43

108,18

2192,6

290,73
108
102

225,08

59,91
31,02
42,96
150,64
44,77
226,98
155
72

7.1
31,2
136

3,2258065
1,5204678
34

98

25,0
13

2,2613065
13,013699
10,609037
2,5882353

7,1570577
232
11,7

15
159
33
36

4,7516199
1,9880716
3,0927835

11,19403

7,4646075

3,9832285
5,0632911

19,685039
14,545455

1,7077799
2,0061728
3,2094595
2,0280811

33,870968

21,551724

40,38961

13,624679
3,626943
3,3878505

7,4585635

11,764706
1,9480519
9,0634441
6,9682152
3,8235294
19,607843
8,5227273
5,1546392

13
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29

N

[N RNC T RN

31003 21,2 3(2)

46,07  3,2258065 1
39,79 1,5204678 1
98,75  4,4289044 3

183,55 8,5798817  4(4)

64,83 2,9850746 2
567,4 18,632479  9(7)

4657 2,2613065
74,80 13,013699
8392 10,609037
4694 25882353
92,66 71570577 2
574 21,4 10(9)
262,94 57298772 5(3)

592,56 11,219512 11 (11)
199,55 4,2718447 4

51,41 2,4109015 1
1173 3,4810127 2

19484 32,467532 26 (18)

203,77 7,4550129 3

72 2,2196262 2

120,81 4,558011 3

70,32 5,1546392 2

102,067
524,946
369,016
120,573
45,01

3,9800995
21,296296
13,773585
4,2735043
2,2429907

53,43 11570248
66,9033 21
225,253 48,507463

264,977 35,483871

589,072 46,12069

57,3733 1,7906336
129,743 19,607843
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5

8

403,75

101,19

X
40,87 8
3,59 2

8,47
9,55
9,14
8,56
8,36

7
9,

5
6

5,46
4,81

25832
25011
25064

86786
94677
95292

73525
73526
64380
61347

43800
15774
56102
45060

55570
63376
84819
116291
111874
112678
85177

66239
60249
60371
64920
61235

49667
53508
42726

13701
11024
15075

85879

105142
104335

41449
41720

59670
74418
68005
74185

21421

25372

80768

42544
63108
96543

81883
76718
80526
21782
50625
36190
89133
39202
32641
38301
32988

x



145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
17
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
101
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216

At5g14040
At5g15090
At5g19760
At5g40670
At1g70330

At2g36160
At1g04270
At5g09510
At1g07770
At1g22780
At1g34030
At3g04920
At2g16360
At2g21580
At2g31610
At2g17360
At5g07090
At2g37270
At5g15200

At1g14320
At1g66580
At3g49010
At4g27090
At4g16720
At1g27400
At3g05590
At2g34480
At3g49910
At1g43170
At1g69620
At5g02610
At3g53740
At5g02450
At5g02870
At2g01250
At2g47610
At3g62870
At2g18020
At1g33120

At1g07920
At1g56070

At1g72730
At1g54270

At1g11910
At1g62290
At1g03220
At3g13235

At1g02305
At1g20850
At1g47128
At3g19390
At3g19400
At4g01610

mitochondrial phosphate transporter Transport / Binding
porin, putative / voltage-dependent anion-s Transport / Binding:
dicarboxylate/tricarboxylate carrier (DTC)  Transport / Binding
PQ-loop repeat family protein / Lysosomal [ Transport / Binding:
equilibrative nucleoside transporter family | Transport / Binding

40S ribosomal protein S14 (RPS14A) Protein synth.
40S ribosomal protein S15 (RPS15A) Protein synth.
40S ribosomal protein S15 (RPS15D) ribos Protein synth:
40S ribosomal protein S15A (RPS15aA)  |Protein synth.
40S ribosomal protein S18 (RPS18A) Protein synth.
408 ribosomal protein S18 (RPS18B) simil:/Protein synth.
40S ribosomal protein S24 (RPS24A) Protein synth.
40S ribosomal protein S25 (RPS25A) Protein synth.
40S ribosomal protein S25 (RPS25B) Protein synth.

40S ribosomal protein S3 (RPS3A) Protein synth.
40S ribosomal protein S4 (RPS4A) containProtein synth.
40S ribosomal protein S4 (RPS4B) Protein synth.
40S ribosomal protein S5 (RPS5A) Protein synth.
40S ribosomal protein S9 (RPS9B) Protein synth.

60S ribosomal protein L10 (RPL10A) / Wiln{Protein synth.
60S ribosomal protein L10 (RPL10C) conta Protein synth.

60S ribosomal protein L13 (RPL13B) Protein synth.
60S ribosomal protein L14 (RPL14B) Protein synth.
60S ribosomal protein L15 (RPL15A) Protein synth.
60S ribosomal protein L17 (RPL17A) Protein synth.
60S ribosomal protein L18 (RPL18B) Protein synth.
60S ribosomal protein L18A (RPL18aB)  |Protein synth.
60S ribosomal protein L26 (RPL26A) Protein synth.
60S ribosomal protein L3 (RPL3A) identical Protein synth.
60S ribosomal protein L34 (RPL34B) Protein synth.
60S ribosomal protein L35 (RPL35D) Protein synth.
60S ribosomal protein L36 (RPL36B) Protein synth.

60S ribosomal protein L36 (RPL36C) 60S r|Protein synth.
60S ribosomal protein L4/L1 (RPL4D) Protein synth.

60S ribosomal protein L7 (RPL7B) Protein synth.
60S ribosomal protein L7A (RPL7aA) Protein synth.
60S ribosomal protein L7A (RPL7aB) 60S F{Protein synth.
60S ribosomal protein L8 (RPL8A) Protein synth.
60S ribosomal protein L9 (RPLI0B) Protein synth.

Elongation factor 1-alpha / EF-1-alpha Protein synth.
Elongation factor 2, putative / EF-2, putativ{Protein synth.

Eukaryotic translation initiation factor 4A, pi|Protein synth.
Eukaryotic translation initiation factor 4A-2 [Protein synth.

Aspartyl protease family protein (similar to | Protein degradation
Aspartyl protease family protein Protein degradation
Extracellular dermal glycoprotein, putative / Protein degradation
Ubiquitin family protein, has aspartic-type e Protein degradation

Cathepsin B-like cysteine protease, putative Protein degradation
Cysteine er papain-type (XCP Protein

Cysteine proteinase (dehydration stress-res Protein degradation
Cysteine proteinase, putative / thiol proteas Protein degradation
Cysteine proteinase, putative Protein degradation
Cathepsin B-like cysteine protease, putative Protein degradation

935350
At543060
At560360
Atag32940
At1g56700
Atlg78660
At1g78670
At1g78680

At1g63770
At4g33090
At5g65620
At1g71696
At2g41790

Cysteine er i papain-type (XCP Protein degradation
Cysteine proteinase, putative, similar to cys Protein degradation
cysteine proteinase, putative / AALP proteir Protein degradation
Gamma vacuolar processing enzyme (garr Protein degradation
Pyrrolidone-carboxylate peptidase family pr Protein degradation
Gamma-glutamyl hydrolase (AtGGH1) / gar Protein degradation
Gamma-glutamyl hydrolase(AtGGH3) / gan Protein degradation
Gamma-glutamyl hydrolase (AtGGHZ2), end Protein degradation

Alanyl aminopeptidase, peptidase M1 famil Protein degradation
Aminopeptidase M, a ortholog of mouse m Protein degradation
Peptidase M3 family protein / thimet oligope Protein degradation
Carboxypeptidase D, putative Protein degradation
Peptidase M16 family protein (pitrilysin fam Protein degradation

Transport / Binding
Transport / Binding
Transport / Binding
Transport / Binding
Transport / Binding ENT

408
408
408
408
408
408
408
408
408
408
408
408
408
408

60S
60S
60S
60S
60S
60S
60S
60S
60S
60S
60S
60S
60S
60S
60S
60S
60S
60S
60S
60S

EF
EF

IF
IF

Protease - Aspartyl (1)
Protease - Aspartyl (1)
Protease - Aspartyl (1) putative
Protease - Aspartyl (2) putative

Protease - Cysteine (1)
Protease - Cysteine (1) PCD for vascularis:
Protease - Cysteine (1)
Protease - Cysteine (1)
Protease - Cysteine (1)
Protease - Cysteine (1)
Protease - Cysteine (1)
Protease - Cysteine (1)
Protease - Cysteine (1)
Protease - Cysteine (13)
Protease - Cysteine (15)
Protease - Cysteine (26)
Protease - Cysteine (26)
Protease - Cysteine (26)

Protease - Metallo (1) - Zn
Protease - Metallo (1) - Zn
Protease - Metallo (3) - Zn
Protease - Metallo (14) - Zn
Protease - Metallo (16) - Zn
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83,38
463,73
324,13

36,35

75

87
121

110,17
222,14

68
67,68

55,51

250
262,24
209,04

114

166
73
114
65
266

125
110
101
83

103

140,08
79
119

122
53

296
408

136

48

44,160584

25,503356

7,4074074
4

16
23,684211

34,615385
26,973684

1.3
8

52

26,7
30,434783
16,161616

9,5454545

20,9
17,910448
12,7
57
20,3

178
10,3
19,3
171
30,1

10,810811
11,157025

9,3385214

12,0
77

24,1
19,6

56
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w NN

74,04

155,87
73,94

166,37

66,5

85,889

208,63

1258
169,57

82,059
125,24
108,64
101,72
83,64

135,27

105,18
122

290,61
94,229

160

23,684211
26,153846

26,973684

9,2592593

14,559387

16,161616

9,5022624
20,873786

11,797753
17,808219
7,7120823
19,327731
17,073171

28,703704

9,375
12,0

19,599109
4,6263345

4

[SISINE N

w

6(3)
2

411,80
68,83
301,04
36,05

116,39
45,9433
557,28
254,29
149,11
368,50

475,457

114,337
39,04
53,31
221,67
324,10

143,00
261,27
284,88
34,5287
37,9566

25,89
4,48
14,09
3,38

14,09
3,6516854
17,53
9,96
13,10
16,99

13,390929

4,8582996
5,94
3,45
16,48
23,34

5,66

5,23

9,23
2,3696682
1,1340206
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126,38

197,38
160,58
275,86
274,18
92,84
179,15
50,49

0w A

w

=y
1S}
«

10,5
10,6
11,0
10,0
11,4
10,1
11,0
105
10,8
10,2
11,6
10,9
118
116
10,3

5,37
5,97
8,97
4,83

6,45
5,16
5,26
5,60
4,88
5,79

5,

®
3

5,55
5,98
5,64
5,86
6,66

6,09
5,34
5,90
8,49
5,67

40064
29193
31891
31007
49312

16247
17118
17061
14795
17534
17534
15363
14299
12062
27502
29784
29855
22976
23022

24901
24913
23752
15496
24224
19885
20913
21293
16934
44531
13642
14322
11673
12182
44694
28153
29111
29016
27842
22004

49471
93830

46741
46733

54579
55713
45688
45331

40008
39682
50933
49276
32591
39392
39592
51171
38934
54302
24031
39032
39857
38618

103401
98117
88701
48201
110925



217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
27
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288

At2g24200
At4g30920
At5g04710
At5g60160
At4g36760
At5g19740

At1g71950
At3g14067
At4g20850
At5g67360
At1g50380
Atlg76140
At4g14570
At1g15000
At1g73280
At2g35780
At3g10410
At3g10450
At4g30810
At2g31140
At3g15710
At2g18080
At4g36190
At4g36195
At5g65760
At3g61540

Atlg16470
At1g21720
At1g47250
At1g53850
AtLg77440
At2g05840
At2927020
At3g22110
At3g22630
At3g51260
At3g60820
At4g31300
At5g35590
At4g29210

At1g31340
At2g21270
At5g37640
At4g16500
At5g12140
At1g73260
At1gd7710

At4g11680
At2g43070
At3g15180

At3g60130

At3g54440
At1g09010

At3g47040
At5g10560

At4g15210
At4g16260
At3g12500
At2g43570

At3g54420

At1g05590

Leucine aminopeptidase 1 (LAP1), cytosol . Protein degradation
Leucine aminopeptidase 3 (LAP3), cytosol : Protein degradation
Aspartyl aminopeptidase, putative (vacuole Protein degradation
Aspartyl aminopeptidase (vacuole) Protein degradation
Aminopeptidase P, similar to Xaa-Pro amin Protein degradation
Peptidase M28 family protein (similar to AN Protein degradation

Subtilase, putative Protein degradation
Subtilase family protein, contains similarity Protein degradation
Subtilase family protein, tripeptidyl-aminope Protein degradation
Cucumisin-like serine protease, subtilisin-lil Protein degradation
Prolyl oligopeptidase family protein, similar Protein degradation
Prolyl oligopeptidase, putative / prolyl endoj Protein degradation
Acylaminoacyl-peptidase-related (Acyl-pep! Protein degradation
Serine carboxypeptidase-like 50 (SCPL50), Protein degradation
Serine carboxypeptidase-like 3 (SCPL3, Cl: Protein degradation
Serine carboxypeptidase-like 26 (SCPL26, Protein degradation
Serine carboxypeptidase-like 49 (SCPLA9), Protein degradation
Serine carboxypeptidase-like 7 (SCPL7, Cl: Protein degradation
Serine carboxypeptidase-like 29 (SCPL29, Protein degradation
type signal pep! Protein
signal peptidase, putative Protein degradation
Serine carboxypeptidase S28 family proteir Protein degradation
Serine carboxypeptidase S28 family proteir Protein degradation
Serine carboxypeptidase S28 family proteir Protein degradation
Serine carboxypeptidase S28 family proteir Protein degradation
Peptidase family protein, prolyl aminopeptic Protein degradation

20S proteasome alpha subunit B (PAB1) (F Protein degradation
208 proteasome beta subunit C1 (PBC1) (F Protein degradation
20S proteasome alpha subunit F2 (PAF2) ( Protein degradation
208 proteasome alpha subunit E1 (PAE1) Protein degradation
20S proteasome beta subunit C (PBC2) Protein degradation
208 proteasome alpha subunit A2 (PAA2) Protein degradation
20S proteasome alpha subunit G (PAG1) (f Protein degradation
208 proteasome alpha subunit C (PAC1) (F Protein degradation
20S proteasome beta subunit D (PBD1) Protein degradation
208 proteasome alpha subunit D (PAD1)  Protein degradation
20S proteasome beta subunit F1 (PBF1)  Protein degradation
208 proteasome beta subunit A (PBA1) (PF Protein degradation
20S proteasome alpha subunit A1 (PAA1) ( Protein degradation
Gamma-glutamyl transpeptidase family pro Protein degradation

Ubiquitin family protein (RUB1) Protein degradation
Ubiquitin fusion degradation UFD1 family pi Protein degradation
polyubiquitin (UBQY) Protein degradation
Cysteine protease inhibitor family protein / ¢ Protein degradation
Cysteine protease inhibitor (Cystatin-1)  Protein degradation
Trypsin and protease inhibitor family proteir Protein degradation
Serine protease inhibitor (Serpin1) Protein degradation

zinc finger (C3HC4-type RING finger) famil: Protein degradation
prot (PA) d ntainin Protein
proteasome-related similar to 26S proteaso Protein degradation

GH family 01 protein, beta-glucosidase

GH family 02 protein
GH family 02 protein, mannosylglycoproteir|

GH family 03 protein, beta-D-glucan exohy(|
GH family 03 protein, beta-xylosidase

Protease - Metallo (17) - ?
Protease - Metallo (17) - ?
Protease - Metallo (18) - ?
Protease - Metallo (18) - ?
Protease - Metallo (24) - Co / Mn
Protease - Metallo (28) - Zn

Protease - Serine (8) (Subtilase = endo)
Protease - Serine (8) (Subtilase = endo)
Protease - Serine (8) (Subtilase = endo)
Protease - Serine (8) (Subtilase = endo)
Protease - Serine (9)

Protease - Serine (9)

Protease - Serine (9)

Protease - Serine (10)

Protease - Serine (10)

Protease - Serine (10)

Protease - Serine (10)

Protease - Serine (10)

Protease - Serine (10)

Protease - Serine (26)

Protease - Serine (26)

Protease - Serine (28)

Protease - Serine (28)

Protease - Serine (28)

Protease - Serine (28)

Protease - Serine (33)

Protease - Threonin (1 : Proteasome)
Protease - Threonin (1 : Proteasome)
Protease - Threonin (1 : Proteasome)
Protease - Threonin (1 : Proteasome)
Protease - Threonin (1 : Proteasome)
Protease - Threonin (1 : Proteasome)
Protease - Threonin (1 : Proteasome)
Protease - Threonin (1 : Proteasome)
Protease - Threonin (1 : Proteasome)
Protease - Threonin (1 : Proteasome)
Protease - Threonin (1 : Proteasome)
Protease - Threonin (1 : Proteasome)
Protease - Threonin (1 : Proteasome)
Protease - Threonin (3)

Ubiquitin
Ubiquitin

Ubiquitin

Cys - protease inhibitor

Cys - protease inhibitor

Cys / Ser - protease inhibitor
Ser - protease inhibitor

beta-glucosidase

beta-glucosidase

bet.

o
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GH family 14 protein, beta-amylase (M 1 [ ECSINVOISBSENN beta-amylase
GH family 17 protein, beta-1,3-glucanase ¢ [N EOSIINBISSENN beta-glucanase (defence)

GH family 19 protein, basic endochitinase §
GH family 19 protein, chitinase,
GH family 19 protein, class IV chitinase (CH

Chitinase (defence)
Chitinase (defence)
Chitinase (defence)

GH family 20 protein, beta-hexosaminidase SN GOSUINGIBBSENN (o'ycprotein synthesis)

63 2,0592021

178 5,2
51 63
33 6,7

349 19,9

72,82 6,8627451

o

]

14,767932

68,54 7,6305221

96,48 17,156863
52 7,2

116,15 11,158798
48 5,6910569

235,05 12,42236

74 287
172 113
48 19
32 14
83 95

149,52 15,217391

3

110  15,217391

75,83 2,5641026

2

1

1335,28
742,417
92,3466
1121,75
635,83
79,65

192,85
1164,06
4786,87
194,07
978,88
104,593
890,388
202,64
37,7487
92,73
140
447,223
129,743

161,113
496,499
999,346
455,59
554,72

5,00
120,44
42,24
78,95
81,00
128,28
57,81
86,30
101,53
169,30
176,10
201,18
150,64
480,83

334,27
60,58

143,74
97,95

62,00
182,039

293,04

40,51
770,36

473,21
876,20

54,25
311,639
589,59
75,1766

51,41

66,31

54,423077
24,356775
4,7528517
47,798742
20,66
3,38

2353
27,67
57,971014
5,0198151
3254
2,8930818
20,418848
10,810811
3,4013605
4,2035398
7,0
21,967963
6,263048

8,2191781
14,401623
38,574423
18,834951
27,76699

4,30
11,76
4,33
10,97
6,90
15,85
4,82
10,00
12,75
21,60
21,97
15,45
21,54
14,13

39,10
5,64

24,786325
15,84

6,50
11,508951

15,37

0,81
17,69

11,16
20,20

161
18,954248
35,40
7,9422383

4,40

2,93
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14

423,34

193,13

113,19

268,03
661,30

160,21

110,85

196,78
100,09

123,84

317,94

103,41

269,95

14,55

8,6134454

3,2659409

6,73
10,04

8,08
8,46

6,53

19,379845

2,25

6,3131313

12

[SIES

6

5

X X X X

X X

5,66
6,62
6,49
63

5,15
5,29

5,76
63

58

5,91
5,54
5,52
5,61
5,38
6,15
6,43
5,20
5,57
5,88
6,2

59

7,88
6,73
6,1

5,26
6,88

55
53
4,97
47
56
5,75
59
6,60
59
6,9
6,95
53
56
5,84

5,77
6,27
58
9,16
51
6,7
4,97

6,1
51
5.2

6,04

5,43
6,01

5,06
6,0

5,20
53
68
5,78

5,05

5,95

54475
61268
57824
52392
70731
74693

14843
81766
152273
79365
80887
89348
83885
49191
50247
51489
57265
49534
53022
23118
19834
41177
55399
54739
58536
57549

25685
22783
30391
25931
22745
27333
27360
27458
22526
27320
24628
25136
27277
69104

17386
35301
36234
12548
11249
23778
42613

43712

59186

56656

58006

125332
107592

69605
87130

56027

33565

34586

29756

29417

64950

x

X X X X



289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361

At3g55260

At3g26380
At3g56310

At1g80170
At3g06770
At3g16850
At3g57790
At3g62110
At5g49215

At2g28100

At5g11720
At5g63840

At1g72990
At2g32810

At4g24040

At3g26720
At5g13980
At5g66150

At3g21160
At1g30000

At3g10740

At2g40840

At5g07830

At5g05460

At5g13690

At1g22300
At1g35160
At2g42590
At4g09000
At5g10450
At5g38480
At5g65430
At1g78300
At2g10450

At1g09210
At1g56340
At1g66410
At2g27030
At2g41100

At5g43940

At3g45240
At4g21410
At5g61350
At2g42630

At1g06840
At1g51850
At2g01820
At3g02880
At3g23750
At5g16900
At1g48480

At1g18080

At1g13900

GH family 20 protein, bela»N-acely\hexosar_ (glycprotein synthesis)

GH family 27, alpha-galactosidase family p|
GH family 27, alpha-galactosidase-like prof

GH family 28 protein, polygalacturonase (p|
GH family 28 protein, polygalacturonase (p|
GH family 28 protein, polygalacturonase (p|
GH family 28 protein, polygalacturonase (p|
GH family 28 protein, polygalacturonase (p|
GH family 28 protein, polygalacturonase (p|

GH family 29 protein, alpha-L-fucosidase

GH family 31 protein, alpha-glucosidase | ()
GH family 31 protein, alpha-glucosidase II

GH family 35 protein, beta-galactosidase (f
GH family 35 protein, beta-galactosidase (E|

GH family 37 protein, trehalase
GH family 38 protein, alpha-mannosidase
GH family 38 protein, alpha-mannosidase

GH family 38 protein, alpha-mannosidase

GH family 47 protein, 1,2-alpha-mannosidal
GH family 47 protein, alpha-mannosidase, |

GH family 51 protein, alpha-L-arabinofuran
GH family 77 protein, 4-alpha-glucanotrang
GH family 79 protein, similar to beta-glucur]
GH family 85 protein, similarity to endo-bet]
GH family 89 protein, alpha-N-acetylglucos|
14-3-3 protein GF14 epsilon (GRF10)

14-3-3 protein GF14 phi (GRF4)
14-3-3 protein GF14 mu (GRF9)

Signal trans. / Prot.
Signal trans. / Prot.
Signal trans. / Prot.
14-3-3 protein GF14 chi / general regulator Signal trans. / Prot.
14-3-3 protein GF14 lambda (GRF6) (AFT1 Signal trans. / Prot.

14-3-3 protein GF14 psi (GRF3) (RCI1)
14-3-3 protein GF14 kappa (GRF8)
14-3-3 protein GF14 omega (GRF2)
14-3-3 protein, putative / grf15, putative

Calreticulin 2 (CRT2), endoplamic reticulurnSignal trans. / Prot.
Signal trans. / Prot.
Signal trans. / Prot.
Signal trans. / Prot.

calreticulin 1 (CRT1)
Calmodulin-1/4 (CAM4)
calmodulin-2/3/5 (CAMS) (TCH1)

Signal trans. / Prot.
Signal trans. / Prot.
Signal trans. / Prot.
Signal trans. / Prot.

Calmodulin-related protein 3 / touch-respor|Signal trans. / Prot.

Glutathione-dependent formaldehyde dehy(Signal trans. / Prot.

Protein kinase family protein, GRIK1 (GEM Signal trans. / Prot.
Protein kinase family protein, contains Pfan Signal trans. / Prot.
Protein kinase family protein, endomembraiSignal trans. / Prot.
Protein kinase family protein Signal trans. / Prot.

Leucine-rich repeat transmembrane protein Signal trans. / Prot.
Leucine-rich repeat protein kinase, endome Signal trans. / Prot.
Leucine-rich repeat protein kinase, putative/Signal trans. / Prot.
Leucine-rich repeat transmembrane protein Signal trans. / Prot.
Leucine-rich repeat family protein, plasma r/Signal trans. / Prot.
Leucine-rich repeat protein kinase, putative Signal trans. / Prot.
leucine-rich repeat transmembrane protein |Signal trans. / Prot.

WD-40 repeat family protein / auxin-depenc/Signal trans: / Prot:

Calcineurin-like phosphoesterase family pr¢Signal trans. / Prot.

alpha-galactosidase
alpha-galactosidase

Pectinase
Pectinase
Pectinase
Pectinase
Pectinase
Pectinase

alpha-fucosidase

beta-

alpha-glucosidase (sugar processing)
alpha-glucosidase (sugar processing)

>

trehalase (sugar processing)

>

ks

_1_
> 5
®

<

alpha-mannosidase
alpha-mannosidase

(glycprotein degradation)

1€ 14-3-3 protein
I€ 14-3-3 protein
1€ 14-3-3 protein
I€ 14-3-3 protein
1€ 14-3-3 protein
I€ 14-3-3 protein
1€ 14-3-3 protein
I€ 14-3-3 protein
1€ 14-3-3 protein

r€ Ca2+ binding
r€ Ca2+ binding
r€ Ca2+ binding
€ Ca2+ binding
r€ Ca2+ binding

€ GSNO is linked to Cd response

re Kinase
re Kinase
re Kinase
re Kinase

reLRR K
r€LRR K
reLRR K
r€LRR K
reLRR K
r€LRR K
reLRR K

I Miscellaneous

1¢ Phosphatase

o

o or o

asmb

lipopro

o

98

38

83,88
47,46

186

47

37,19

37

11,196911
12,195122

14,6

33,557047
43

1,3740458

2

2

1

711,61

274,60
435,033

101,837
104,403
598,107
373,73
324,46
250,87

500,67

760,19
361,414

41,33
789,231

80,5966
1637,36
1198

62,2187

417,622
147,822

659,059
63,8187
69,66
145,62
343,30
293,79
285,02
88,06
445,10
228,74

313,72
254,06

51,5366

32,89

65,47

72,75
145,41
68,6633

165,857
68,5733
661,64
183,96
92,37
83,13

106,08

98,6166

22,92

10,66
21,281465

8,1081081
5,0307878
25,934066
13,265306
12,10
10,02

17,39

16,08
8,577633

172
22,660654

3,0351438

29,342493
215
1,9102197

13,111888
7,3717949

22,713864

2,617801

11,79

22,44
25,47
8,37
41,95
20,97
38,82
27,82

2,1226415

5,37

3,43

3,28
3,83
1,3064133

4,0468584

2,1965318

11,983033
7,66
3,99
2,77

11,01

3,8109756

12

~

IS RN

23
21

N BrON OO

1

N WA O R W

322,95 11,51

208,48 139

137,905 6,3136456

175,06 7,69

222,96 7.51

519,62 11,220044

279,24 6,69
129,53 2,19

66,76 1,62

99,22 10,69

223,17 6,11
182,28  4,0380048

156,01 2,9157667

3

10

3

2

=

X X X X

5,88

8,94
4,73

8,67
6,04
5,46
48

6,03
5,40

5,29

5,58
5,86

6,27
83

5,67

63
58
8,33

6,09
6,62

5,50

5,54

9,08

5,81

7,26

4,73
4,79
4,86
4,68
4,77
4,75
4,82
47

47

4,37
45
4,14
4,1
4,7

6,51

4,85
6,81
5,92
8,0

6,55
5,83
5,93
8,60
5,46
6,00
83

7,61

5,78

61191

72297
48332

48141
40782
49094
54064
51964
48728

57150

101055
104209

78590
99135

71310

115148
103983
117933

65095
69025

74997

109707

60212

76302

92630

28882
30175
29502
29913
27958
28588
28011
29144
9349

48127
48497
16851
16809
26534

40673

44545
75672
92629
40171

103848
96060
101896
67710
99901
97191
71087

35725

73670



362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
391
392
393
394
395
396
397
398
399
400
401
402
403
404
405
406
407
408
409
410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434

At5g55990
At1g25490

At1g25230
At2g27190
At3g17790
At4g29260
At5g34850
At5g51260
At1g09870

Atlg74210
At4g29680

At3g20500

At1g09630
At1g22740
At4g09720
At4g17530
At5g45130
At1g52280
At2g44610
At3g46060
At1g49300
At5g47520
At1g16920
At5g19320
At1g48270
At1g10630
At1g02130
At3g54840

At4g38350

At3g44330
At3g52640

At3g49870
At5g67560

At5g62740
At5g51570
At2g03510
At3g01290
At1g69840
At5g40770
At1g03860
At3g27280
At2g20530
At4g28510

At5g06730
At3g49120
At1g07890
At1g71695
At2g18140
At2g22420
At3g32980
At4g08770
At5g05340
At5g06720
At4g35000
At4g08390

At1g20620
At4g35090

At1g78380
At2g47730
At2g30870
At4g19880

calcineurin B-like protein 2 (CBL2)

Purple acid phosphatase family protein, sir/Signal trans. / Prot.
al trans. / Prot.
Signal trans. / Prot.
al trans. / Prot.
Purple acid phosphatase 26 (ATPAP26/PA| Signal trans. / Prot.
Acid phosphatase, putative; similar to acid | Signal trans. / Prot.
Histidine acid phosphatase family protein |Signal trans. / Prot.

Iron(lil)-zinc(ll) purple acid phosphatase (P, Si
Acid phosphatase type 5 (ACP5)
Acid phosphatase class B family protein ' Si

Glycerophosphoryl diester phosphodiestere|Signal trans. / Prot.
Type | phosphodiesterase/nucleotide pyrop Signal trans. / Prot.

Calcineurin-like phosphoesterase family pr¢Signal trans. / Prot.

Ras-related GTP-binding protein, putative |Signal trans. / Prot.
Ras-related protein (RAB7) / AtRab75 / smi Signal trans. / Prot.
Signal trans. / Prot.
al trans. / Prot.
Ras-related protein (RHAL) / small GTP-bir/Signal trans. / Prot.
al trans. / Prot.
Ras-related GTP-binding protein, putative |Signal trans. / Prot.
al trans. / Prot.
Ras-related GTP-binding protein, putative |Signal trans. / Prot.
al trans. / Prot.
Ras-related GTP-binding protein, putative </ Signal trans. / Prot.
al trans. / Prot.
G protein coupled receptor-related identical Signal trans. / Prot.
al trans. / Prot.
Ras-related protein (ARA-5) / small GTP-bi Signal trans. / Prot.
Rab GTPase (ARAG6), identical to small GT| Signal trans. / Prot.

Ras-related GTP-binding protein,
Ras-related GTP-binding protein (RAB1C) 'Si

Ras-related GTP-binding protein, putative s Si

Ras-related protein (ARA-3) Si

Ras-related GTP-binding protein, putative s Si

RAN GTPase activating protein 2 (RanGAF Si

ADP-ribosylation factor, putative s

Patched family protein

similar to nicalin
nicastrin-related

ADP-ribosylation factor, putative similar to /S
ADP-ribosylation factor, putative

Band 7 family protein
Band 7 family protein similar to hypersensit Si
Band 7 family protein

Prohibitin

Prohibitin, putative
Prohibitin, putative Si
Prohibitin, putative
Prohibitin, putative

Peroxidase (PER54)

Signal trans. / Prot.
Serine/threonine protein phosphatase 2A (F Signal trans. / Prot.

Signal trans. / Prot.

Signal trans. / Prot.
Signal trans. / Prot.

al trans. / Prot.
Signal trans. / Prot.

Signal trans. / Prot.
al trans. / Prot.
Signal trans. / Prot.
Band 7 family protein similar to hypersensit Signal trans. / Prot.
Band 7 family protein strong similarity to hy Signal trans. / Prot.
al trans. / Prot.
Signal trans. / Prot.
al trans. / Prot.
Signal trans. / Prot.
al trans. / Prot.

€ Phosphatase
r¢ Phosphatase

r€ Acid phosphatase
ré Acid phosphatase
r€ Acid phosphatase
ré Acid phosphatase
I€ Acid phosphatase
ré Acid phosphatase
I€ Acid phosphatase

e Phosphodiesterase
r€ Phosphodiesterase

r€ Phosphoesterase

G protein
1€ G protein
[ {e] protein
1€ G protein
L {e] protein
1€ G protein
L {e] protein
1€ G protein
L {e] protein
1€ G protein
L {e] protein
1€ G protein
G protein
1€ G protein
L {e] protein
1€ G protein

¢ RND

regulation
regulation

regulation
regulation

e SFPH
re SFPH
e SFPH
re SFPH
e SFPH
re SFPH
e SFPH
re SFPH
e SFPH
re SFPH

Stress response / cel Peroxidase

Class Il peroxidase Perx34. Expressed in r Stress response / cel Peroxidase
L-ascorbate peroxidase 1, cytosolic (APX1) Stress response / cel Peroxidase
Peroxidase 12 (PER12) (P12) (PRXR6), ce Stress response / cel Peroxidase

Peroxidase (PER14)
Peroxidase 17 (PER17) (P17)

Stress response / cel Peroxidase
Stress response / cel Peroxidase

Peroxidase 32 (PER32) (P32) (PRXR3)  Stress response / cel Peroxidase

Peroxidase (PER37)

Peroxidase (PER52?)
Peroxidase (PER53)
L-ascorbate peroxidase 3 (APX3)

Stress response / cel Peroxidase
Stress response / cel Peroxidase
Stress response / cel Peroxidase
Stress response / cel Peroxidase

L-ascorbate peroxidase, stromal (sSAPX)  Stress response / cel Peroxidase

Catalase Stress response / cel Catalase
Catalase, similar to catalase 3 (SEN2) Perc Stress response / cel Catalase

Glutathione S-transferase (GST8)
Glutathione S-transferase 6 (GST6)

Stress response / cel GST
Stress response / cel GST

Glutathione S-transferase (GST10), early d Stress response / cel GST

Glutathione S-transferase, putative

Stress response / cel GST

lipopro

0

0
0
prenyl

N-myr|
prenyl
prenyl
prenyl
prenyl
prenyl

N-myr|

N-myr|
N-myr|

N-myr|
N-myr|

N-myr|
N-myr|
N-myr|
N-myr|

-

=

poprof

oo oo

0
N-myr]
0

84

54

169

yiation
64
149,73
113,99
72,22
120,24
44,34
56,33
o1

438,41

220,08
74

214
116

641

495

524
269,39
213,79
473,42

69,11
420,01

82

37,19
34,33

13,942308
18,055556
15,048544
5,8823529
10,648148
1,6513761
4,601227

9,9447514

8,6466165

10,442478
6,2130178

44,021739
24,456522

55,2
38,7
29,8
22,807018
18,181818
37,906137
22,0
384
119
29,5

3,3519553
32,011331

7,7625571
4,5627376
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1

115,77 14,07767

67,4 10,194175

283,33 5,4511278

312,44 30,41958
164,53 14,383562
126 42

50,49 4,1958042
454  5,4151625

5(5)

6(7)

52,88

40,4733
426,872
245,353
393,293
544
111,37

490,643

101,69
94,81
207,367
87,8433
101,76

181,661

459,99
887,85
83,46
149,99
53,28
504,58
248,15
276,27
169,17
73,14

123,60
125,01

58,54
150,66
401,16

68,30

3,74

3,539823
15,138593
13,609467
22,745098

253
8,1712062

26,020408

9,6774194
10,344828
19,902913
11,881188
10,00

3,8533835

17,32
40,23
7,60
10,61
4,45
3343
13,64
19,65
1512
3,58

7,96
7,3839662

4,11
14,45
30,70
3,37

~

NN R NN

3

P wNO®R®eN

koo w e

104,72

334,63
35,71

224,29

90,25

195,58

110,54
57,48

436,25

524,81

77,93

71,74

8,

19,08
1,80

5
3,

20,35

10,24
5,56

16,27

32,73
5

4,5454545

97
6
65
09
3
7
9
99

2
1
4
1
2
1
2
X
1 X

4,

©
R

5,06
6,02
5,61

6,20
5,29

5,27
5,52

6,71

25793
65452

38217
54128
38273
28888
54975
29758
54820

44993

49838

24093
22930
18921
22304
21640
23054
23116
23820
22965
24429
24005
59615
37224
20610
22634
21875

116900

62164
72961

20390
20390

24215
36646
40571
31301
31386
36401
46458
34967
31617
31687

13114
43166
43116
68314
52469
39534
33716
25634
88608
39989
11749
40383

8136
39472

26015
31552
71313
25931

x

X X X X X

x

X X X X X



435
436
437
438
439
440
441
442
443
A44
445
446
447
448
449
450
451
452
453
454
455
456
457
458
459
460
461
462
463
464
465
466
467
468
469
470
4n
472
473
474
475
476
477
478
479
480
481
482
483
484
485
486
487
488
489
490
491
492
493
494
495
496
497
498
499
500
501
502
503
504
505
506

At3g09440
At4g37910
At5g56000
At5g09590
At2g04030
At1g56410
At4g24280
At5g56030
At3g12580
At5g02500
At4g16660
At1g69060

At5g60640
At1g35620
At2g47470
At3g54960
At1g11530
Atlg45145
At5g42980
At5g40370

At5g16970

At1g07080
At3g24170
Atlg75280
At2g17420
At1g19570
At1g63940
At3g52880

At1g54000
At1g54010
At5g06860
At5g06870

At3g48690
At1g11840
At2g41530
At2g26740

At4g14030
At5g20230
At5g15630

At5g63860

At4g26840

At4g09940
At1g04430
At3g23300
At4g18030
At5g14430
At1g13860
At2938210
At3g50830

At2930490
At4g12420
At4g24190
At4g26570
At5g06320
At5g45050

At1g13440
At3g04120
At1g79550
Atlg77120
At2g01140

Heat shock cognate 70 kDa protein 3 (HSC Stress response / cel HSP
Heat shock protein 70, mitochondrial, putat Stress response / cel HSP
Heat shock protein 81-4 (HSP81-4), locate( Stress response / cel HSP
Heat shock protein 70 / HSP70 (HSC70-5), Stress response / cel HSP
Heat shock protein, Encodes a chloroplast- Stress response / cel HSP
Heat shock cognate 70 kDa protein, HSP7( Stress response / cel HSP
Heat shock protein 70, HSP70, CPHSC70-; Stress response / cel HSP
Heat shock protein 81-2 (HSP81-2), locatec Stress response / cel HSP
heat shock protein 70, putative / HSP70, pt Stress response / cel HSP
heat shock cognate 70 kDa protein 1 (HSC Stress response / cel HSP
heat shock protein 70, putative / HSP70, p Stress response / cel HSP
heat shock protein binding Stress response / cel HSP-related

Thioredoxin family protein
Thioredoxin family

Stress response / cel Thioredoxin
Stress response / cel Thioredoxin
Thioredoxin family protein Stress response / cel Thioredoxin
Thioredoxin family protein Stress response / cel Thioredoxin
Encodes a single cysteine active site thiore Stress response / cel Thioredoxin
Cytosolic thioredoxin, thioredoxin H-type 5 | Stress response / cel Thioredoxin
Cytosolic thioredoxin, thioredoxin H-type 3 | Stress response / cel Thioredoxin
Glutaredoxin Stress response / cel Glutaredoxin

2-alkenal reductase (EC 1.3.1.74), plays a | Stress response / cel Antioxydant
Thiol reductase, putative

Cytosolic gluthatione reductase
Isoflavone reductase homolog P3

Stress response / cel Thiol reductase
Stress response / cel GSH reductase
Stress response / cel Isoflavone reductase
NADPH-dependent thioredoxin reductase (| Stress response / cel Thioredoxin reductase
dehydroascorbate reductase, Mitochondrial Stress response / cel Ascorbate reductase
Monodehydroascorbate reductase, mitochc/Stress response / cel Ascorbate reductase

oo oo cooooo

coorro

oo oo

Monodehydroascorbate reductase, peroxis( Stress response / cel Ascorbate reductase

Myrosinase-associated protein, putative Stress response / cel Defense vs pathogen 1
Myrosinase-associated protein, putative  Stress response / cel Defense vs pathogen 1
Polygalacturonase inhibiting protein 1 (PGl Stress response / cel Defense vs pathogen
Polygalacturonase inhibiting protein 2 (PGII Stress response / cel Defense vs pathogen

Carboxyesterases (AtCXEs) with activities 1 Stress response / cel Defense vs xenobiotics
Lactoylglutathione lyase, glyoxalase I, putz Stress response / cel Detox du methyglyoxal (= forme aldehyde d 0

Encodes a protein with S-formylglutathione Stress response / cel Detox

/ Defense vs

Epoxide hydrolase whose expression is ind Stress response / cel Detox of products from aromatic compound 0

Selenium-binding protein, putative
Al-stress-induced gene

Stress response / cel Metal stress
Stress response / cel Metal stress

phytochelatin synthetase family protein Stress response / cel Metal stress Gpi an
UV-B-specific signaling component that orc/Stress response / cel Photo-injuries
Encodes a small ubiquitin-like modifier (SU Stress response / cel Sumoylation
avirulence-responsive family protein Stress response / cell protection Prenyl
Dehydration-responsive protein Stress response / cell protection 1
Dehydration-responsive protein Stress response / cell protection 1
Dehydration-responsive family protein simil Stress response / cell protection 2
Dehydration-responsive protein-related Stress response / cell protection 1
Dehydration-responsive protein-related Stress response / cell protection 1
Ethylene-responsive protein, putative Stress response / cell protection 0
cold-regulated protein (AtCOR413-PM2)  |Stress response / cell protection 6
trans-cinnamate 4-monooxygenase Stress response / cell protection 1
multi-copper oxidase, putative (SKU5) Stress response / cell protection Gpi an
Shepherd protein (SHD) / clavata formation Stress response / cell protection 0
calcineurin B-like protein 3 (CBL3) Stress response / cell protection MB
Harpin-induced family protein / HIN1 family Stress response / cell protection 1
disease resistance protein Stress response / cell protection 0

yde 3- 1adC Sucrose degradation 0

yde- asC Sucrose degradation 0
phosphoglycerate kinase, putative C metabolism Sucrose degradation 0
Catalyzes the reduction of acetaldehyde us/C metabolism Sucrose degradation 0
Fructose-bisphosphate aldolase, chloroplas/C metabolism Sucrose degradation 0

508

119
63
73

447,29
265,81
32

446
154
105
86

346,46
78

92
924
43
106
34
42
47

76
160,54
523,85

123
44,49
65

208,15
275,85

203
7,6
59
34
2,9

18,43318
8,7658593
1,1111111

181
152
6,6
41

29,667519
5,6994819

2,3201856

28
35
3,6006547
3,0595813
3,1045752
15
17,7
108

46
6,8143101
21,871203
18,584071
4,7619048
1,4577259

15,088757
32,668329
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102,27 6,7692308

37,17 2,7918782

156,36 10,946746

32)

1

3

354,766
310,31
155,895
191,195
95,5099
120,447
38,36
179,21

38,6833
174,353
226,07
54

97,0466

42,51
232,892
62,75
165,837
418,783
318,11
392,73

92,31
117,79
437,45
603,28

56,71
290,37
140,32
47,86
65,80
74,36

305,02

51,78

289,64

873,53
178,39

13,405239
9,9706745
5,4363376
7,6246334
4,8717949
5,834684
181
5,44

9,3220339

28,813559

38,135593
12,6

11,304348

4,9056604
12,017167
3,8709677
16,666667
42,723005
16,255144
24,65

9,46
10,10
30,61
44,24

4,01
23,32
13,38
3,12
2,24
6,63

19,32

10,00

15,98

45,38
7,16
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17
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55,5501 3,7174721

273

96,64

24,3

5,3475936

1

2

>

B3

7,0
59
53
45
53
6,05
5,72
5,28
9,4
5,06
59
56

5,42
537
6,34
8,24
5,0

5,59
6,21
78

6,1

85
4,9
5,19
5,23
51
8,9
64

51
58
63
6,9

9,4
47
5,2
9,2

5,56
6,31
9.1

6,37

5,91

76
7,55
8,65
56
9.1
64
4,91
45

6,89
9,02
581
4,68
5,0

4,95

6,67
6,6
55
5,83
8,19

30381
155602
32357
66316
31411
29679
27544
13326
31791
13101
96665
71342

47089
54023
54960
36666
71103
50370
38822
70292

70463

29213
94146
31908
35545
49820
57756
61939

71057
60429
69312
30619

22739
64172
44874
65596

23626
48867
48483

37180

31635

38808
38178
34194
72946
69819
67958
10969
37267

40550
37044
38109
20041
80091
80014

36890
36891
42105
41152
42301



507
508
509
510
511
512
513
514
515
516
517
518
519
520
521
522
523
524
525
526
527
528
529
530
531
532
533
534
535
536
537
538
539
540
541
542
543
544
545
546
547
548
549
550
551
552
553
554
555
556
557
558
559
560
561
562
563
564
565
566
567
568
569
570
571
572
573
574
575
576
577
578
579

At2921330
At2g36460
At3g52930
At3g55440
At4g24620
At5g24410
At5g41670
At5g42740
Atlg12780

At3g60750
At5g13420

At1g04410
At3g47520
At2g05710
At4g26970
At4g35830
At1g65930

At5g50850

At2g36530

At3g12780
At4g37870
At1g51420

At5g11670
At4g29130
At2g31390
At5g51970
At2g47650
At1g14810
At1g48030
At2g20420
At2g21170
At2g44790

At1g50110
At1g62810
At3g23940
At4g12290
At2g37500
At5g19550
At4g14880
At3g53180
At3g49360
At3g04520
At4g39660
At4g13930
At1g31180
At4g33680
At3g03780
At4g13940
At4g38800
At5g17920

At5g07440
At5g18170
At1g17290
At5g62530
At3g22200

At2g23600
At3g23490

At2g27450
At3g44300
At4g08790
At5g07360

At3g09820

Fructose-bisphosphate aldolase, plastids |C metabolism

Fructose-bisphosphate aldolase C metabolism
Fructose-bisphosphate aldolase, C metabolism
Triosephosphate isomerase, cytosolic C metabolism

Glucose-6-phosphate isomerase, plastids |C metabolism
Gl 6 i4C

6-phosphogluconate dehydrogenase family |C metabolism
Glucose-6-phosphate isomerase, cytosolic |C metabolism'

Sucrose degradation
Sucrose degradation
Sucrose degradation
Sucrose degradation
Sucrose degradation
Sucrose degradation
Sucrose degradation
Sucrose degradation
Galact )

UDP-glucose epimerase, catalyzes the inte/C:

C metabolism
C metabolism

Transketolase, putative
Transaldolase

Malate dehydrogenase (MDH1), cytosolic, ||C metabolism'

Pentose phosphate non-oxidative
Pentose phosphate non-oxidative

TCA/ Glyoxylate cycle

malate dehydrogenase [NAD], C metabolism TCA/ Glyoxylate cycle
Aconitate i c TCA/ cycle
Aconitate . C TCA Gl late cycle
Aconitate i c TCA/ cycle
Isocitrate dehydrogenase (NADP), putative € metabolism: TCA

Pyruvate rase E1 be/C
Enolase C metabolism
Pl kinase 1, C
Pl (ATP-C

Sucrose-phosphatase, putative similar to si/C metabolism

Malic enzyme (AtNADP-MEZ2), presumably |C metabolism
hexokinase 1 (HXK1) C metabolism
pfkB-type carbohydrate kinase family protei/C metabolism

Sorbitol dehydrogenase C metabolism

NAD-dep 1t d fa)lC

semialdehyde dehydrogenase family protei|C metabolism
1, mitoch|C.

succinyl-CoA ligase (GDP-forming) beta-ch/C metabolism
triosephosphate isomerase, chloroplast, pu € metabolism.
uclacyanin II, strong similarity to uclacyanir/C metabolism

Branched-chain amino acid aminotransfera Amino acid synth.

Copper amine oxidase, putative
Dehydratase family
Copper amine oxidase, putative

Amino acid synth.
Amino acid synth.
Amino acid synth.

Arginine biosynthesis protein Argd family  Amino acid synth.
Aspartate aminotransferase, cytoplasmic is Amino acid synth.
Cysteine synthase, O-acetylserine (thiol)-ly Amino acid synth.
Glutamate-ammonia ligase (glutamine syntl Amino acid synth.
gl ctosamine-6-| is Amino acid synth.
Threonine aldolase family protein Amino acid synth.
Alanine:glyoxylate aminotransferase, putati Amino acid synth.
Serine hydroxymethyltransferase Amino acid synth.
3-isopropylmalate dehydrogenase, chloropl Amino acid synth
[Involved in disease resistance against Pse Amino acid synth.
5. homc Amino acid synth.
S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase (Adc Amino acid synth.
5"-methylthioadenosine nucleosidase (AtM1Amino acid synth
Cytosolic cobalamin-independent methionir Amino acid synth.

Glutamate dehydrogenase 2 (GDH2), mitoc Amino acid synth.
Glutamate dehydrogenase 1 (GDH1), mitoc Amino acid synth
Alanine aminotransferase (AlaAT1), mitoch Amino acid synth.
Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogen Amino acid synth
4-aminobutyrate aminotransferase / gammz Amino acid synth.

Acetone-cyanohydrin lyase (ACL)
Cyanate lyase family (cyanase)

Amino acid synth.
Amino acid synth.

N-carbamoylputrescine amidohydrolase the Amino acid synth
Nitrilase 2 (NIT2) Amino acid synth.
Nitrilase, putative, Amino acid synth.
Amidase family protein Amino acid synth.

Adenosine kinase 1 (ADK1), adenosine 5'-f Amino acid synth.

omn oo

lipoprol
0
lipoprol

acetyl-CoA synthesis (Sucrose degradation 0

PEP synthesis

Sucrose deg / sucrose synth / TCA
Sucrose synthesis from TCA / GC

Sucrose synthesis

. / N Aminoacide biosynthesis
. / N Aminoacide biosynthesis
. / N Aminoacide biosynthesis
./ N Aminoacide biosynthesis
. / N Arginine biosynthesis

. / N Aspartate / arginine biosynthesis

. / N Cysteine synthesis
. / N Gluthamine synthesis
. / N Gluthamine synthesis
. I N Glycine biosynthesis
. /N Glycine biosynthesis

. / N Glycine biosynthesis / folate metabolism

. /N Leucine biosynthesis
. / N Lysine biosynthesis

. / N Methionine biosynthesis
. / N Methionine biosynthesis
. / N Methionine biosynthesis
. / N Methionine biosynthesis

. / N Glutamate degradation (release NH3)
. / N Glutamate degradation (release NH3)
. / N Alanin degradation / synthesis

./ N Proline degradation

. / N Glu degradation / biotin synthesis

./ N HCN metabolism
./ N HCN metabolism

. / N Nitrogen compound process
. / N Nitrogen compound process
. / N Nitrogen compound process
. / N Nitrogen compound process

. / N Purine synthesis

0

)

prenyl

lipopro

43,52 6,424581
51,57 4,3307087

2354  25,60241

244 14,4
249 57
64 39
63 2,0
186 125
% 56
140 84
a7 34
52 13,9
34 23

76,04 6,8041237

377,46 11,24183

153,83 7,5425791

168,18 10,119048

1

2

7

3

3

50,969 4,0189125

129,26 3,9215686

2

2

292,96
422,42
635,65
449,81
331,20
76,23
102,757
91,62
124,367

499,09
265,82

217,34

1282,1

275,652

764,231
67,25

213,597

993,88

331,80
92,33

339,102

204,622
121,423

44
375,505
43,0233
350,207
64,7833
673,046
133,862
816,421

121,753

56,79
379,60
119,42
683,30
795,99

66,58

1175,98

575,55
442,79
226,5
148,43
359,30

75,64
245,77

128,16
62,11

461,31

301,76

218,41

19,02
22,07
27,09
29,92
10,60
4,5977011
6,5708419
4,29
7,1225071

16,19
14,16

19,58

28,484848
6,5326633
18,040089
5,6097561

9,9173554

51,80

17,46
4,02

15,306122

17,846154
5,2197802

45
17,275281
1,9736842
14,664311
2,5641026
38,765432
10,869565
15,384615

8,4507042

3,40

21,04
4,99

16,21
32,58
11,61
29,93

26,03
22,63
11,786372
6,29
18,25

5,70
38,69

10,03
5,0147493
29,64
11,68

13,95

21
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183,29 8,7179487

146,409 10,569106

208,17

462,5

139,42
175,32
132,25
66,56
37,93

14,65

31,639723

5,95
8,98
6,28
4,90
4,35

61,93

3,90

3

3

4

8

e o SN

>

5,94
7,01
6,0

54

547
6,23
5,62
6,19
6,14

5,94
6,08

6,1
8,7
6,7
6,71
5,98
6,13

57

5,54

5,91
6,61
58

6,0
58
5,31
5,67
9,0

6,20
5,98
5,85
519
6,21
6,8
59
5,60
59
6,02
77
6,80
5,60
7,02
6,09
57
4,65
6,1

6,1

6,39
6,00
6,26
8,01

517
5,49

571
5,35
5,79
8,05

5,29

41781
38363
38516
27152
67006
29225
53284
61679
39133

79918
47670

35548
42379
108133
108427
98090
45717

39151

47689

50081
73359
47816

64372
53673
35253
39230
49914
40720
53954
45317
33325
20341

38837
80087
64872
63797
48683
44239
33784
93454
28845
38228
51920
51685
43820
50364
84531
53344
28433
84304

44671
44496
59783
61734
55152

29647
18580

33512
37130
33949
72903

37812



580
581
582
583
584
585
586
587
588
589
590
591
502
593
504
595
596
597
508
599
600
601
602
603
604
605
606
607
608
609
610
611
612
613
614
615
616
617
618
619
620
621
622
623
624
625
626
627
628
629
630
631
632
633
634
635
636
637
638
639
640
641
642
643
644
645
646
647
648
649
650
651
652

At3g57610
At5g50370
At5g63400

At2g19570
At4g29610

At5g63910
At5g64440
At3g48730
At4g37550

At1g02816
At1g28570
At1g28580
At2g19550
At3g47560
At4g16690
At3g15730

At3g50440

At3g51730

At3g60340

At1g27480

At1g07380

At2g22170
At4g39730

At2g33150

At2g27860
At3g51160
At5g57330
At5g66280

At1g11580
At3g02230
At5g15650
At5g16510
At5g50750
At1g53840
At5g57655
At3g09410

At1g21680
At4g01870

At4g34870
At4g38740
At5g28540
At5g07340
At5g61790
At2g33210
At3g13860
At3g23990
Atlg77510

At1g78850
At1g78860
At4g04910
At4g29350
At5g11150
At4g17730
At5g39510
At5g41790
At1g04820
At1g06530
At1g64330

Adenylosuccinate synthetase (AdSS), enzy Amino acid synth.
adenylate kinase, putative similar to adenyl Amino acid synth.
adenylate kinase identical to adenylate kine Amino acid synth.

Cytidine deaminase (CDD), cytidine aminot Amino acid synth.
Cytidine deaminase, cytidine aminohydrola: Amino acid synth.

Farnesylcysteine lyase Amino acid synth.
amidase family protein Amino acid synth.
Glutamate-1-semialdehyde 2,1-aminomuta: Amino acid synth.
Formamidase, putative Amino acid synth.
GDSL-motif lipase, putative Lipid processing
GDSL-motif lipase, putative Lipid processing

GDSL-motif lipase, putative, similar to lipas Lipid processing
Esterase/lipase/thioesterase family protein Lipid processing
Esterasel/lipase/thioesterase family protein Lipid processing
Esterase/lipase/thioesterase family protein Lipid processing
Phospholipase D alpha 1/ PLD alpha 1 (PL Lipid processing
Esterase, putative Lipid processing
Saposin B domain-containing protein Lipid processing
Palmitoyl protein thioesterase family proteir Lipid processing
Lecithin:cholesterol acyltransferase family  Lipid processing

Ceramidase family protein Lipid processing

Lipid-associated family protein, contains PL Lipid processing
Lipid-associated family protein, contains PL Lipid processing

acetyl-CoA C-acyltransferase, putative  Lipid processing

UDP-d-apiose/UDP-d-xylose synthase
GDP-D-mannose-4,6-dehydratase (MUR1)

Aldose 1-epimerase family protein
GDP-D-mannose 4,6-dehydratase, putative

Pectin methylesterase (ATPMEPCRA)
reversibly glycosylated polypeptide possibly
Reversibly glycosylated polypeptide-2 (RGH
Reversibly glycosylated polypeptide, putati|
Reversibly glycosylated polypeptide, putati\
pectinesterase family protein

Xylose isomerase family protein
Pectinacetylesterase family protein

Expressed protein, similar to TolB protein p|
TolB protein-related

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase / cyclopl|
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase / cytoso
Luminal binding protein 1 (BiP-1) (BP1), ret]
calnexin, putative

calnexin 1 (CNX1)

Chaperonin, putative

Chaperonin, putative

chaperonin (CPN60)

protein disulfide isomerase, putative

Curculin-like (mannose-binding) lectin famil
Curculin-like (mannose-binding) lectin famil
AAA-type ATPase family protein, N-ethylmé|
Profilin 2 (PRO2) (PFN2) (PRF2)

Member of Synaptobrevin-like AVAMP7C,
syntaxin 23 (SYP23) / PEP12-like protein
vesicle transport v-SNARE 11 (VTI11)
COP1-interactive protein 1 (CIP1)

tubulin alpha-2/alpha-4 chain (TUA4)
myosin heavy chain-related

myosin heavy chain-related

Protein folding / chaperone 0
Protein folding / chaperone

Protein folding / chaperone

Protein folding / chaperone

Protein folding / chaperone

Protein folding / chaperone

Protein folding / chaperone

Protein folding / chaperone

Protein folding / chaperone asmb

/N Purine synthesis
/N Purine synthesis 0
/N Purine synthesis 0

/N (deoxy)ribose phosphate degradation (relez 0
/N (deoxy)ribose phosphate degradation (release NH.

/N metab. [
/N metab. 1
/N metab.
/N metab.

lipase
lipase
lipase
lipase
lipase
lipase
phospholipase

oo oo

esterase

lipase activator

palmitoyl-prot -> palmitoyl + prot

TAG biosynthesis ? / Acylated sterol synthe 1

1
PLAT/LH2 - Lipoxygenase 0
PLAT/LH2 - Lipoxygenase 1
0

Carbohydrates 0
Carbohydrates
Carbohydrates
Carbohydrates

Cell wall synthesis 1
Cell wall synthesis 0
Cell wall synthesis
Cell wall synthesis
Cell wall synthesis
Cell wall synthesis 1
Cell wall synthesis 0
Cell wall synthesis

Mb stability / remodeling / interaction C-ten
Mb stability / remodeling / interaction

coorNE

Vesicle transport / Mb remodeling / CK binc 0
Vesicle transport / Mb remodeling / CK binc 0
Vesicle transport / Mb remodeling / CK binding
Vesicle transport / Mb remodeling / CK binding
Vesicle transport / Mb remodeling / CK binding
Vesicle transport / Mb remodeling / CK binc 0

Vesicle transport / Mb remodeling / CK binc 1
Vesicle transport / Mb remodeling / CK binc 0
Vesicle transport / Mb remodeling / CK binc 0
Vesicle transport / Mb remodeling / CK binc 1
Vesicle transport / Mb remodeling / CK binc 0
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269

181,8
356,66 14,662273

112

76

83

67

651

91
34

187

100

68
124
148
192

94

9,7
293

12,8

10,648148

20,3
221

56
25

303
21
74
16,8
33
14,0
9,4

45

8,2
12,2
33
10,9
8,0
27

N

w oo wR
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PN R

195,86

84,1666
111,867

106,657

331,82
43,08

121,50
104,83
230,69
89,31
116,06
661,40
218,45

105,15

197,48

179,98

303,44
338,70

48,20
160,41
807,89
242,35

1775,66
896,37
531,00

60,48
140,53

62,37

1392,92
63,68

256,31
106,83
448,29

547,52
370,57
166,57
65,51
83,79

1061,26

19

6,6445183
12,969283

20,97
2,43

12,05
10,42
11,79
6,63
6,42
36,64
7,41

11,27

822485

9,26

26,78
30,39

4,11
10,19
43,27
17,73

3591
54,34
31,94
3,45
9,62

33,71
3,68

34,30
12,79
17,04

26,08
20,09
4,85
9,92
10,41

15,63

w N

-

NN NN

22

NP o ®

19

56,0994

127,94

421,27

70,84

88,43

175,30
645,11

471,97

387,23

68,9201 3,2345013

-

-

X
1

X

X

X

X

52931
27318
26915

32561
32023

55263
66067
50109
49637

18484
42709
42997
37940
29851
28996
91790

32949

24082

37059

48277

86717

20117
20123

48548

43610
41917
35425
40825

61648
40602
40864
38560
41839
64109
53686
47606

78393
72770

18366
18361
73584
60452
60448
76461
73030
61242
56329

49020
49163
81436
13989
25304
28587
24935
149870
49509
36097
64455

x



653
654
655
656
657
658
659
660
661
662
663
664
665
666
667
668
669
670
671
672
673
674
675
676
677
678
679
680
681
682
683
684
685
686
687
688
689
690
691
692
693
694
695
696
697
698
699
700
701
702
703
704
705
706
707
708
709
710
711
712
713
714
715
716
717
718
719
720
721
722
723
724
725

At4g20890  tubulin beta-9 chain (TUB9) Vesicle transport / Mb remodeling / CK binc 0
At5g42080  GTP-binding protein / phragmoplastin, Vesicle transport / Mb remodeling / CK binc 0
At1g20010 tubulin beta-5 chain (TUBS) nearly identicalf Vesicle transport / Mb remodeling / CK binc 0
At3g60190  dynamin-like protein E (DL1E) Vesicle transport / Mb remodeling / CK binc asMb
At4g31340 Myosin heavy chain-related contains Vesicle transport / Mb remodeling / CK binc 1
At3g11130  clathrin heavy chain, putative Vesicle transport / Mb remodeling / CK binc asmb
At1g10290 Dynamin-like protein 6 (ADL6) Vesicle transport / Mb remodeling / CK binc 0
At3g56190  alpha-soluble NSF attachment protein 2 / al Vesicle transport / Mb remodeling / CK binc asmb
At2g33120  synaptobrevin-related protein (VAMP722) Vesicle transport / Mb remodeling / CK binc 1
At1g55190  prenylated rab acceptor (PRAL) family prot| Vesicle transport / Mb remodeling / CK binc 4
At1g30630 coatomer protein epsilon subunit family pro| Vesicle transport / Mb remodeling / CK binc asmb
At2g43160  epsin N-terminal homology (ENTH) domain| Vesicle transport / Mb remodeling / CK binc asmb
At3g14990  4-methyl-5(b-hydroxyethyl)-thiazole monopl} Vit B1 biosynthesis 1
At2g38230  Protein predicted to function in tandem with| Vit B6 biosynthesis 0
At3g16050 stress-responsive protein (A37) Vit B6 biosynthesis
At5g01410  Encodes a protein predicted to function in t Vit B6 biosynthesis
At3g02770 Di i Vit K biosynthesis
At5g16450  Di Vit K biosynthesis

g 0 Di Vit K biosynthesis
At1g65320  Cystathionine beta-synthase (CBS) domain Folate (Vit BY) 0
At3g11750 Dihydroneopterin aldolase Folate (Vit B9)
At5g62980  Dihydroneopterin aldolase Folate (Vit B9)
At2g39780  Ribonuclease 2 (RNS2), Nuclease 0
At3g20390 Endoribonuclease L-PSP family protein Nuclease
At4g21585  Bifunctional nuclease, putative Nuclease
At1g14210 ribonuclease T2 family protein, contains sin} Nuclease
At1g14220 ribonuclease T2 family protein, contains sin| Nuclease
A15g48230  Acetyl-CoA C-acyltransferase, 3-ketoacy!- [SGHIOSSSSSSI \'evalonate pathway
At1g74020  Strictosidine synthase family protein Alkaloid biosynthesis 0
At1g08470  strictosidine synthase family protein Alkaloid biosynthesis 1
At4g33360 Terpene cyclase/mutase-related, endoplasi Terpenoid biosynthesis 0
At3g19820  Cell elongation protein (DWARF1, DIMINU'| Hormone biosynthesis 1
At1g79690  MutT/nudix family protein (AtNUDTS), catal Isoprenoid biosynthesis 0
At4g14100 Transferase, transferring glycosyl groups
At4g38270  glycosyl transferase family 8 protein 1
At5g66680  dolichyl-diphosphooligosaccharide-protein ¢ 1
At2g01720  ribophorin | family protein Oligisaccharyl transferase 2
At4g21150  ribophorin Il (RPN2) family protein containg Oligisaccharyl transferase 3
At4g09320  Nucleoside diphosphate kinase 1 (NDK1) [ STCHIOSSSSSSINN G TP / ATP equilibrium 0
At4g28520  12S seed storage protein, cruciferin, putatiy Nutrient reservoir
At1g60710  Aldo/keto reductase family protein Oxydoreductase 0
At4g24220 Encodes a novel protein containing mammgj PCD for vascularisation
At3g46940 Deoxyuridine 5'-triphosphate nucleotidohyd| Pyrimidine DN biosynthesis
At1g57720  Elongation factor 1B-gamma 0
At4g39260 Encodes a glycine-rich protein with RNA bit}
At5g62200  Embryo-specific protein-related Gpi an|
At1g07660 histone H4 0
At2g05070  chlorophyll A-B binding protein 2
At3g63520  9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase NCED]} 0
At5g54400 methyltransferase 2
At5g22650 Encodes a member of a plant-specific clasg} 0
At3g02090  putative mitochondrial processing peptidasy 0
At3g16480 mitochondrial processing peptidase alpha sj 0
At3g27325  catalytic/ hydrolase, acting on ester bonds 6
At1g73650 oxidoreductase, acting on the CH-CH grouy| 6
At2g36360 Kelch repeat-containing protein Unclassified Kelch 0
At5g48180  Kelch repeat-containing protein Unclassified Kelch
At3g20370 Meprin and TRAF homology domain-contai Unclassified Meprin & TRAF
At50g26280 Meprin and TRAF homology domain-contai Unclassified Meprin & TRAF
At3g20380 Meprin and TRAF homology domain-contai Unclassified Meprin & TRAF
At1g35720  Annexin 1 (AnnAtl), cytosol, membrane  Unclassified [Lipid / Mb] [binding / targeting] asmb
At3g57880 C2 domain-containing protein, endoplasmic Unclassified [Lipid / Mb] [binding / targeting]
At1g04970  Lipid-binding serum glycoprotein family pro' Unclassified [Lipid / Mb] [binding / targeting] 0

276
429

295
182
51
1183

57
173
134
470

58

122

86
13,0

9,9
8,0
31
74
45
54
10,6
45
0,9

26,3
133
38

43,3

16
8,2
45

18,7

77

179
311
98
178
31
3,6
27,7
14,2
1,0
11,4

8,8328076

34,66 2,4590164

~

PR R RrR OO

w

22

@ N AN

Wk o OR R NN ®®

2

1

177

66

1119

242

62

177

4,7

433

17,9

22 (19)

32)

291,05
193,63
87,00

397,10
188,72
225,07
93,98

48,30

149,07
155,09

50,11
156,43
272,58

52,89

657,46

164,54
126,96
2047,23

34,09

380,30

89,10
102,33
34,87
451,09
108,49
52,27
72,99

48,54
46,74

33,58
1195,54
561,80

765,00
121,05
65,63

14,80
1553
7,32

28,16
25,30
30,72
14,46
2,12

17,12
21,37

4,25
19,25
15,38

45,67

13,37
6,42
45,34

6,31

34,32

4,39
6,96
3,61
28,31
9,44
7,10
10,00

2,42
3,68

3,17
50,00
28,80

48,26
2,72
2,46

NN R DO A ®N A A

-

PR AR RN

346,99
167,05

86,6737

232,06

133,20

248,8

29,69
18,45

3,5040431

5,83

17,61

11,173184

1

4

242,49

14,94

4

X X X X

47
85
47
7,2
9,0
53
9.1
5,2
9.1
7,0
53
56

53

5,75
5,45
5,79
5,68
5,42
5,34
6,85
6,31
5,88

5,98
8,53
6,49

5,79

56
8,1
82
8,0
5,27

5,28
73
59
8,3
72

84

6,53
5,92
5,09
534
5,55
5,58
6,7
115
53
6,0
95
47
63
6,0
7,6
9.1

5,68
5,06

6,16
8,45
8,69

52
9,11
4,6

49626
68130
50310
69760
49618
193122
99106
32734
24912
21058
32581
95418

41831
32841
33814
33195
17825
17809
17556
46526
16271
14676

29134
19803
34182
28167,78
25672

40851

35271
44009
37837
65352
86802

23915
77722
48714
52186
74622

18802

58199
37901
44202
17546
46370
16569
21057
11402
28602
60869
32422
32329
59123
54019
116074
32939

55006
35830

43422
39421
43131

36182
89136
53459



726
727
728
729
730
731
732
733
734
735
736
737
738
739
740
741
742
743

745
746
747
748
749
750
751
752
753
754
755
756
757
758
759
760
761
762
763
764
765
766
767
768
769
770
771
772
773
774
775
776
777
778
779
780
781
782
783
784
785
786
787
788
789
790
791
792
793
794
795
796
797

At3g11780
At3g44100

At3g11770
At3g21000
At2g24420
At5g53960
At1g75530
At4g02840
At3g07590

At4g22690
At3g27240
At4g32470
At4g21105
At1g22840

At3g16640
At3g16990
At5g57700
At1g04100
At1g54990
At2g04690
At2g34790
At1g43620
At3g15310
At5339410
At4g12730
At3g62360
At3g48680
At5339380
At1g13040
At5g27310
At2g44640
At1g12870
At3g17040
At5g42020
At1g22510
At1g68070
At3g61180
At3g13870
At3g26810
At5425260
At2g21160
At5g14030
At5g43970
At5g08670
At3g52300
At5g24650
At3g07180
At3g60040
At5g67480
At3g25780
At4g33110
At4g34700
At3g51050
At1g51980
At1g61000
At3928480
At5g11560
At2901470
At5g10350
At5340930
At3g12800
At1g30470
At4g24430

At1g08480
At1g36050
At1g53760
At1g53770
At1g55265

MD-2-related lipid recognition domain-cont: Unclassified
MD-2-related lipid recognition domain-cont: Unclassified

Nucleic acid binding protein, putative Unclassified
Nucleic acid binding protein, putative Unclassified
DNA repair ATPase-related contains 2 tran: Unclassified
ATP binding / DNA binding / DNA topoisom Unclassified
forkhead-associated domain-containing pr¢Unclassified
Small nuclear ribonucleoprotein D1, putativ Unclassified
small nuclear ribonucleoprotein D1, putativ Unclassified

cytochrome P450 family protein Unclassified
cytochrome c1, putative Unclassified
ubiquinol-cytochrome C reductase complex Unclassified
cytochrome-c oxidase/ electron carrier Unclassified

cytochrome c, putative Unclassified
Protein to translati contr(L
TENA/THI-4 family protein Unclassified
BNR/Asp-box repeat family protein Unclassified
Au; protein / acid L
auxin responsive Unclassified

Cellular repressor of E1A-stimulated genes Unclassified
EDA28/MEE23 (MATERNAL EFFECT EME Unclassified

UDP- terol glt sferase, pull
transposable element gene Unclassified
binding / catalytic; Identical to Probable mit Unclassified
fasciclin-like arabir protein (FLA2L
carbohydrate binding Unclassified
bacterial repeat-c L

calmodulin-binding protein-related has wez Unclassified
pentatricopeptide (PPR) repeat-containing | Unclassified
similar to Golgi GDP mannose transporter Unclassified
similar to PDE320 (PIGMENT DEFECTIVE Unclassified
S locus F-box-related Unclassified
tetratricopeptide repeat (TPR)-containing  Unclassified
luminal binding protein 2 (BiP-2) Unclassified
zinc finger (C3HCA-type RING finger) fami Unclassified
zinc finger (C3HC4-type RING finger) fami Unclassified
zinc finger (C3HCA-type RING finger) famil Unclassified
root hair defective 3 (RHD3) Unclassified
transport inhibitor response protein, putativi Unclassified
expressed protein similarity to flotillin-1 Unclassified
translocon-associated protein alpha (TRAF Unclassified
translocon-associated protein beta (TRAPt Unclassified
Subunit of the TOM complex, a translocase Unclassified
ATP synthase beta chain 1 Unclassified
ATP synthase D chain-related contains we Unclassified
mitochondrial import inner membrane trans Unclassified
GPI L

F-box family protein contains a novel doma Unclassified

TAZ zinc finger family protein Unclassified
allene oxide cyclase, putative Unclassified
coclaurine N putative L
complex 1 family protein Unclassified
FG-GAP repeat-containing protein Unclassified

mitochondrial processing peptidase alpha : Unclassified

Nuf2 family protein contains Pfam PF03801 Unclassified
20G-Fe(ll) fan

PQQ enzyme repeat-containing protein colUnclassified

St12p protein (ST12p) / SEC12p protein, p Unclassified

polyadenylate-binding protein family proteir Unclassified

putative import receptor subunit TOM20-4 Unclassified

short-chain dehydr Jctase (SDFL
SIT4 phosphatase-associated family proteir Unclassified
Lyase Unclassified
Expressed protein Unclassified
Expressed protein Unclassified
Expressed protein Unclassified
Expressed protein Unclassified
Expressed protein Unclassified

[Lipid / Mb] [binding / targeting]
[Lipid / Mb] [binding / targeting]

Nucleic acid related
Nucleic acid related
Nucleic acid related
Nucleic acid related
Nucleic acid related
Nucleic acid related
Nucleic acid related

Cytochrome
Cytochrome
Cytochrome
Cytochrome
Cytochrome

cooon

or onNR

corooro

FNFPOOOO®UNROOOOOOO R

£ =2

coonNnN®

CoOoRrRORRERERON R

or kNN

208,61

62
34
35

97

52
113
221

63

60

55

93,13

39
41
17

162
58
41
39

81
39
46
935
37
186

39
38
165
54,8
68
37,34
785,97
75
61,91
53
38
58
59,49
39
37,96
45,36
425,61
39
38
%
63

43,32
46,73
34
34

61,7
42
73
38

28,5

2,7272727
4,7619048
14

17,5

23
150
385
45,6
9,6

5,9196617

11,2

47
17
14

331
4,9
7.3

14

12
6,6054644
5,8139535
14,871795
11,111111
33,633094
10,119048
5,4054054
3,1719533
1,3126492
6,1827957
5,4263566
4,5070423
9,4017094
2,1489971
23,06163

0,9

38

21

38

5,3475936
4,6979866
25
18

6,3380282
2,6
7,0
14

-

PR e ®R e e N N

[ I

Y

PN R PORRRENRNRERN

[T

[

103,02

79,44

36,9

187,22
56,6

80,304

47,32

15

17,241379

2,4324324

7,2886297
2,6385224

5,8823529

3,6866359

1

1

151,127 16,993464
167,6  18,421053

399,497 30
38,33 2,47

104,63 11,31

65,40 4,52
387,79 21,02
39,14 3,45

317,295 30,952381
549,19 21,052632

55,05 571

N

R oo

koo RN

® o

2

X
3

X
1

16794
16059

22942
46292
50321
21970
63231
12742
12592

63077
33629
14518
7679

12386

18898
25054
39016
27861
52387
23579
59609
68302
48213
49650
43421
132861
27939
56380
58638
42462
49800
48375
73425
67359
20767
38273
42461
89036
64563
51387
28150
21001
10372
50634
19574
27755
67087
94133
42434
28380
41202
13608
77627
54368
111589
35547
108332
42767
24788
20960
31777
89832
55327

15803
43331
30587
63903
19125



798
799
800
801
802
803
804
805
806
807
808
809
810
811
812
813
814
815
816
817
818
819
820
821
822
823
824
825
826
827
828
829
830
831
832
833
834

At1g65270
Atlg70770
At2g01410
At2g01690
At2g16460
At2g20230
At2g34585
At2g45260
At2g47010
At3g05625
At3g07470
At3g14560
At3g14920
At3g22530
At3g24160
At3g48700
At3g49720
At4g02370
At4g20150
At4g28770
At4g33625
At4g37190
At4g38120
At5g02240
At5305480
At5g12010
At5g12950
At5g13210
At5g19860
At5g20090
At5425250
At5g25265
At5g27710
At5g42570
At5g50730
At5g54870
At5g61820

Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein
Expressed protein

Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified
Unclassified

Ok WwrORREO

oOr O~ BOOR

N-myr|

3
prenyl

47,61
51
32,3
42
115,26
40
130,23
32

73,82
33
43,91

101
103
130

102

39
42

32

41,47
n CAAX

8,2191781
4,4262295
4,1343669
1,7496635
16,521739
5,1851852
50,617284
28

2,6272578
35
3,021978

13,02682
28,395062
5,6939502

16

1,7977528
55

1,5936255

10,909091
6,5957447
9,2896175

4,1284404

PN ER DR R PR

47,52 5,1851852
96,56 50,617284

3546  6,51341
240,75 28,313253
94,563 28,395062
130  5,6939502
100,71 16
40,28 1,6014235

31,43 7,1942446

PN R R AR

75,18 4,66

149,66 12,43
36,09 12,34
62046 1511

143,743 14,371257

36,34 3,56

196,23  4,7619048
88,5687  3,268945
206,653 22,099448

109,913 6,8656716

101,293 3,3898305
143,223  6,7368421

10

N

103,02 7,98
192,33 19,41

204,74 4,79

248,67 11,93

111,942 4,5088567

218,53 20,54

52,57 4,12

2
4
4
3
X
2
4
1

32514
66823
42995
83860
25774
29702
8565
48057
50207
28934
18767
17727
68953
22103
39109
36077,08
28514
18344
9202
30957
22599
62165
50221
27086

56779
96175
76187
20430
12430
52277
40947
37495
24549
15393
59697
53037

X X X X



Annexes

Annexe 11

Protéines majeures des fractions enrichies en cyts Aprés séparation par IEF SDS-PAGE, la

composition protéique des spots majeur sa été migtée par LC-MS/MS. 256 spots ont été

résolus, donnant lieu a 200 analyses par spectrient® masse (plusieurs spots ayant été parfois

analysés ensemble), qui ont conduit a l'identifmatde 153 protéines différentes. Parmi celles-ci,

83 (*) avaient été precédemment identifiées dans laolacues spots dans lesquels les protéines

mentionnées ont été identifiées sont précisgst§.

N°AGI Annotation Vi Voo Spots
Transport
At5g53560  Cytochrome b5 isoform 1 * 44
Dégradation de protéines
At5g35590  20S proteasome alpha subunit A1 (PAAL) * 110
At2g05840  20S proteasome alpha subunit A2 (PAA2) * 115
At3g22110  20S proteasome alpha subunit C (PAC1) * 126
At1g53850  20S proteasome alpha subunit E1 (PAEL) * 86
At2g27020  20S proteasome alpha subunit G (PAG1) * 116
At4g31300  20S proteasome beta subunit A (PBA1) * 104;112;113;119
At3g22630  20S proteasome beta subunit D (PBD1) * 112;120
At3g60820  20S proteasome beta subunit F1 (PBF1) * 121;125
Atlg64520  26S proteasome regulatory subunit 85
At5g60160  Aspartyl aminopeptidase putative * * 190
At2g24200  Cytosol aminopeptidase * * 34;35
At3g51800  Metallopeptidase M24 23
Atlg63770  Peptidase M1 family protein * 39
At5g65620  Peptidase M3 : thimet oligopeptidase * 37,38
At1g50380  Prolyl oligopeptidase * 197
At3g53970  Proteasome inhibitor-related 4
Atlg47710  Serpin (serine protease inhibitor) * * 12
At4g20850  Subtilase (Tripeptidyl-peptidase II) * * 198
At2g30110  Ubiquitin activating enzyme 1 (UBA1) 195
At1g16890  Ubiquitin-conjugating enzyme 71
Synthése de protéines
At3g22230  60S ribosomal protein L27 (RPL27B) 49
Atlg09640  Elongation factor 1B-gamma putative 89
Atlg56070  Elongation factor 2, putative * 77;129;130;153;170
At5g44320  Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 7 177
At3g13920  Eukaryotic translation initiation factor 4A-2 74,77
At5g57870  Eukaryotic translation initiation factor 4F 89
Glycosyl hydrolase
At2g40840  Glycoside hydrolase (GH77) * 39
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N°AGI Annotation Vi Voo Spots
Transduction de signal / régulation
At1g22300  14-3-3 protein GF14 epsilon (GRF10) * * 16,7684
At5g65430  14-3-3 protein GF14 kappa (GRF8) * 16
At5g10450  14-3-3 protein GF14 lambda (GRF6) * 13;14;15
At3g02520  14-3-3 protein GF14 nu (GRF7) 13
At1g35160  14-3-3 protein GF14 phi (GRF4) * 60;85
At5938480  14-3-3 protein GF14 psi (GRF3) * 12
At4g09000  14-3-3-like protein GF14 chi (GRF1) * 13;14;15;59;84
At1g66410  Calmodulin-1/4 (CAM4) * 43
At2g44100 Rab GDP dissociation inhibitor (GDI1) 184
At3g63130 RAN GTPase activating protein 1 (RanGAP1) 172
Réponse au stress / protection cellulaire
At3g28940  Avirulence-responsive protein putative 3
Atlg19570 Dehydroascorbate reductase * * 103
At2g26740  Epoxide hydrolase, soluble (SEH) * 131
At2g41530  Esterase putative * 110;128
At3g24170  Glutathione reductase putative * 190;191
At1g78380  Glutathione S-transferase * 19;20;103;108
At2g30870  Glutathione S-transferase * * 19;20;102;107
At5g02500 heat shock cognate (HSC70-1) * 12;31;32
At5g02490  heat shock cognate (HSC70-2) 81
At3g09440  heat shock cognate (HSC70-3) * 14;15;178
At5g52640  Heat shock protein 81-1 (HSP81-1) 12;86;
At5g56030  Heat shock protein 81-2 (HSP81-2) * 11;78;
At3g12580  heat shock protein(HSP70) * 155;156;163
Atlg11840 Lactoylglutathione lyase putative / glyoxalase | putative * 90;91;93
At2g44060 Late embryogenesis abundant (LEA) 84
At3g52880  Monodehydroascorbate reductase * 154;162
At5g16970  NADP-dependent oxidoreductase * 149
At2g17420  NADPH-dependent thioredoxin reductase 1 (NTR1) * 132
At4g25100  Superoxide dismutase (Fe) 21;22;119
At5g42980  Thioredoxin H-type 3 (TRX-H-3) * 5;6;52
Atlg45145  Thioredoxin H-type 5 (TRX-H-5) (TOUL) * 54
At4g26840  Ubiquitin-like protein (SMT3) * 62
Métabolisme
At1g62380 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase 83;90
Atlg79500 2-dehydro-3-deoxyphosphooctonate aldolase 138
At3g02360  6-phosphogluconate dehydrogenase 192
At5g47720  Acetyl-CoA C-acyltransferase putative 57
At2g05710  Aconitate hydratase * 40
At4g35830  Aconitate hydratase * 40
At3g09820  Adenosine kinase 1 (ADK1) * 26;142
At3g23810  Adenosylhomocysteinase putative 191
Atlg17290  Alanine aminotransferase * 182
At5g19440  Alcohol dehydrogenase 137
At3g48990 AMP-dependent synthetase and ligase 135;138
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N°AGI Annotation Vi Voo Spots
At5g19550  Aspartate aminotransferase * 163;168;169;170
Atlg77120 ATADH * * 155
At5917920 ATMETS * 29;41;42;143
At5g49460  ATP-citrate synthase putative 124
At4g14880  Cysteine synthase * 151
At2g32520  Dienelactone hydrolase 99
At1g48030 Dihydrolipoamide dehydrogenase 1 * * 189
At2g36530  Enolase * * 177
At5g14780  Formate dehydrogenase (FDH) 156
At2g36460  Fructose-bisphosphate aldolase * 164;167
At3g52930  Fructose-bisphosphate aldolase * 27;28
At5g42740  Glucose-6-phosphate isomerase * 187
At1g65930 Isocitrate dehydrogenase * 153
At5g43330 Malate dehydrogenase 165
Atlg04410 Malate dehydrogenase, cytosolic * 139;28b
At5g11670  Malic enzyme * 186,188,199
At2g44160  Methylenetetrahydrofolate reductase 2 (MTHFR2) 92
At5g03630  Monodehydroascorbate reductase putative 176
At5g17000 NADP-dependent oxidoreductase 166
At4g13940  Nascent polypeptide associated complex alpha chain protein * 34,35;190
At3g44300  Nitrilase 2 (NIT2) * 146;147;148
At3g25230  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 193;194;
At2g31390  pfkB-type carbohydrate kinase * 96;98;100;144;145
At4g37870  Phosphoenolpyruvate carboxykinase (ATP) * 187
At4g38370  Phosphoglycerate / bisphosphoglycerate mutase 123
Atlg79550  Phosphoglycerate kinase * 29;30
At1g12000 Pyrophosphate-fructose-6-phosphate 1-phosphotransferase beta subunit 36;37
At4g33070  Pyruvate decarboxylase 37
At5g54960  Pyruvate decarboxylase putative 36
At2g42910 Ribose-phosphate pyrophosphokinase 4 166
At3g55440  Triosephosphate isomerase * * 17;18;57;97;101;102
At3g03250  UDP-glucose pyrophosphorylase putative 184;185
At3g54470  Uridine 5'-monophosphate synthase 111
At5g49650  Xylulose kinase putative 181

Remaniements lipidiques
At3g15730  Phospholipase D alpha 1 * 183

Autres
At5g05010  Clathrin adaptor complexes medium subunit-related 13
At3g14990  4-methyl-5(b-hydroxyethyl)-thiazole monophosphate biosynthesis * 94
At5g59880  Actin-depolymerizing factor 3 (ADF3) 79
At2g37760  aldo/keto reductase 137;200
Atlg60710  Aldo/keto reductase * 117;118;122
At2g38230 ATPDX1.1 (protein predicted to functionwith PDX2 to form glutamine) * 136
At3g16050 ATPDX1.1 (protein predicted to functionwith PDX2 to form glutamine) * 136
At3g23990  chaperonin (CPN60) (HSP60) * 179
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N°AGI Annotation Vi Voo Spots
At3g13470  chaperonin putative 179
At1g30630  coatomer protein epsilon (COPE) family protein * 95
At5g01410 Encodes a protein predicted to function with PDX2 to form glutamine * 133;136
At4g39260  Glycine-rich RNA-binding protein 8 (GRP8) * 61
At4g16143  Importin alpha-2 (IMPA-2) 173
At3g11710  lysyl-tRNA synthetase 33
At5g11330  Monooxygenase 176
At1g27970  Nuclear transport factor 2 (NTF2) 68
At2g03640  Nuclear transport factor 2 (NTF2) 50
At5g60980  Nuclear transport factor 2 (NTF2) 58
At4g09320  Nucleoside diphosphate kinase 1 (NDK1) * 8;10;63
At4g38740  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase * 72
At2g19760  Profilin 1 51
At4g29350  Profilin 2 * 5
Atlg07370  Proliferating cell nuclear antigen 1 (PCNA1) 79
At2g29570  Proliferating cell nuclear antigen 2 (PCNA2) 80
At1g21750  Protein disulfide isomerase-like (PDIL) 174
At3g02230  Reversibly glycosylated polypeptide-1 (RGP1) * * 27,142
At2g28000  RuBisCO subunit binding-protein alpha subunit 174
At2g30410  Tubulin folding cofactor A (KIESEL) 56
Non classées
At1g35720  Annexin 1 (ANN1) * 24;25;142;144,145;146;147
At5g65020  Annexin 2 (ANN2) 150
At1g60420 DC1 domain-containing protein 175;180
At3g53110 DEAD/DEAH box helicase 105
At5g11170 DEAD/DEAH box helicase 75
At1g08200  Expressed protein 178
At1g63000 Expressed protein 134
At3g60450  Expressed protein a7
At4g27450  Expressed protein 114
At5g02240  Expressed protein * 127
At2g21660  Glycine-rich RNA-binding protein (GRP7) 64
At5g48180  Kelch repeat-containing protein * 99
At5g42020  luminal binding protein 2 (BiP-2) * 171
At4g10480 Nascent polypeptide associated complex alpha chain protein 48
At2g16940  RNA recognition motif (RRM)-containing protein 53
At4g32720  RNA recognition motif (RRM)-containing protein 87
At4g22670 tetratricopeptide repeat (TPR)-containing protein 88
At3g16640  Translationally controlled tumor family protein * 1;2;53
At3g04780  Unknown protein 3

Aucune identification

45;46;55;65;66;67,69;70,73;82;106;109
140;141;152;157;158;159;160;161;196
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Annexe 111

Enzymes de la voie de biosynthese des stérols es$ theassinostéroidesLes valeurs mentionnées
correspondent aux niveaux d’accumulation des triaasdes génes codant ces enzymes, dans les
racines, pour 2h et 30 h dexposition a 5uM etudD de Cd. La classification AraCyc
(www.arabidopsis.org/biocyc/index.jsp) de chacueees enzymes est également mentionnée.

5uM Cd 50 uM Cd
AGI Fonction Nom Classification AraCyc
2h 30h 2h 30h
At5g13710 sterol methyltransferase SMT1 1 1 1 0,56 Sterol biosynthesis
At1g20330 24-methylenelophenol-C24-methyltransferase SMT2 1 0,57 0,55 1 Sterol biosynthesis
Atlg76090 sterol methyltransferase SMT3 0,61 1 1 0,47 Sterol biosynthesis
At3g02580 A7-sterol-C5-desaturase DWF7 1 1 1 1 Sterol biosynthesis
At1g50430 sterol A7 reductase DWF5 1 1 1 1 Sterol biosynthesis
At3g19820 24-methylenecholesterol reductase DWF1 0,57 1 059 0,6 Sterol biosynthesis
At3g55360 enoyl-CoA reductase 3-oxo-5-alpha-steroid 4-DH CER10 1 1 0,6 044 BR biosynthesis |, II, Il
At5g16010 3-oxo0-5-a-steroid 4-dehydrogenase 1 1 1 BR biosynthesis |, II, il
At2g16530 3-ox0-5-a-steroid 4-dehydrogenase - - - - BR biosynthesis |, II, lll
Atlg72590 3-oxo-5-alpha-steroid 4-dehydrogenase - - - - BR biosynthesis |, II, il
At3g50660 steroid 22a-hydroxylase DWF4 1 1 1 1 BR biosynthesis |, Il
? SAX1 - - - - BR biosynthesis |l
At2g38050 sterol 5-alpha reductase DET2 1 1 1 1 BR biosynthesis |l
At5g05690 6-deoxo-cathasterone 23a-hydroxylase DWF3 / CPD 1 1 1 1 BR biosynthesis |, Il
At5g38970 brassinosteroid C6-oxidase BR60OX - - - - BR biosynthesis |
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RESUME

La vacuole est un organite qui joue un roéle impadridans de nombreux processus de la cellule
végétale, et en particulier dans la protection reolgs toxiques cellulaires. Parmi ceux-ci, le casimest
un polluant courant qui affecte les fonctions pblggiiques de la plante. La vacuole est connue paur
capacité a séquestrer les ions métalliques prédantsle cytosol. Toutefois, les acteurs protéigleesette
compartimentation, et notamment les transportewwsont pas bien connus. Afin de mieux comprerere |
réle de cet organite dans les mécanismes de postexintre le stress métallique, nous avons miglace
une série d’outils d’analyse du protéome vacualaaas le but de réaliser une caractérisation pnatgue
de référence de cet organite, utile pour I'étudsaldynamique en conditions de stress.

Mon travail a consisté dans un premier temps arenett point une méthode de purification de
vacuoles a partir de cellules en culturdrdbidopsis thaliana. La pureté des échantillons obtenus a été
confirmée a l'aide de tests biochimiques (westdotsbet mesures d’activités enzymatiques) et nouss
pu initier I'analyse par spectrométrie de massecdestituants protéiques de la membrane et dadttidn
soluble de la vacuole. Celle-ci a permis d'ideatif689 protéines non-redondantes, dont 110 tratesper
La localisationin vivo de 5 d’entre elles a été réaliséa I'expressionin planta de ces protéines fusionnées
ala GFP.

Cette premiére approche protéomique a été comptétée étude plus approfondie du protéome
vacuolaire, visant a en acquérir des notions duaives et organisationnelles. Pour cela, des gels
d’électrophoreses bidimensionnelles (IEF / SDS-PAGIE été réalisés a partir de la fraction soludde
vacuoles. Les spots résolus ont été quantifi@de logiciel d’analyse d'images PDQuest et ideésifpar
spectrométrie de masse. Cette étude a permis deensgt évidence un certain nombre de protéines
majeures de ce compartiment et a porté le nomhakde protéines vacuolaires identifiées par nagainx
a 709. Quelques protéines connues pour étre cigassl ont toutefois été retrouvées, et une canbiga
du protéome cytosoligue a également été réaliséalafla comparer avec celle du protéome solublia de
vacuole et tenter de mieux comprendre l'originecds protéines. Cette analyse a été complétée d’'une
expérience préliminaire de digestion de vacuoldactes par la protéinase K. Les résultats obtenus
suggerent la présence de protéines a l'intériedadacuole (probablement en cours de dégradatein),
d’autres associ€es a la face externe du tonoptasbtablement de fagon spécifique. Enfin, la présate
complexes protéigues a été évaluée a traversllaatian d'électrophoreses en conditions non déaates
qui ont permis de retrouver des complexes connd$&&e vacuolaire) mais aussi de mettre en évidence
plusieurs complexes putatifs de protéines divefmedéases, glycosidases ...).

Un dernier aspect de mon travail a enfin consisiéwelopper un outil informatique d’exploitation
de données d’analyses a haut débit. La confrontagiice a cette structure, des résultats de pnigées
vacuolaires et d’autres d’expression génique lara dtress cadmium ont permis d’identifier des @irots
présentes dans (ou associées a) la vacuole danvdau de transcrit est modulé lors d'un stress Ce
analyses croisées ont notamment mis en évidengeoléine DWARF1, qui catalyse une étape de la
biosynthese des brassinostéroides, une classexhes. L'étude de I'implication de cette hormoradas
montré que celle-ci est capable de moduler ladolEs au cadmium de plantules, trés probableriamtes
mécanismes qui n'ont encore jamais été identifiés.

L'ensemble de ce travail constitue une base p@tude ultérieure de la dynamique du protéome
vacuolaire. Il propose des méthodes et des ouditsatyse, ainsi qu’'une série de données de référgrour
mieux comprendre les processus vacuolaires dettxidation métallique, et a d’ores et déja permes d
mettre en évidence des aspects nouveaux du fonetiment de cet organite.




