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aa : acide aminé

ACC : 1-aminocyclopropane-1-carboxylate
ADN : Acide Désoxyribo-Nucléotide

ADNCc : ADN complémentaire

APS : Ammonium Persulfate

ARN : Acide RiboNucléotide

ARNm : ARN messager

ATP : Adénosine TriPhosphate

BET : Bromure d’éthidium

BSA : Serum Albumine Bovine

Chl : Chlorophylle

Chlide : Chlorophyllide

DEPC : diethylpyrocarbonate

DMF : diméthylformamide

DMSO : diméthylsulfoxyde

dNTP : désoxyribonucléotide
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ECL : enhanced chemiluminescence
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min : minute(s)

MS : selsMurachig-Skoog

NPA : 1-naphthylphthalamic acid
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PA: Phosphatase Alcaline

pb : Paire de Bases

Pchlide : Protochlorophyllide

PCR :Polymerase Chain Reaction

PMSF : phenylmethanesulphonylfluoride
POR :NADPH:protochlorophyllide oxydoreductase
ROS :Reactive oxygen species

rpm : rotation par minute

RT : Rétro-Transcription

TAE : tampon Tris-Acétate-EDTA

TBE : tampon Tris-Borate-EDTA

TBS : Tris-Buffered Saline

Tm : Temperature d’hybridation

TNE : tampon Tris-NaCI-EDTA

UV : Ultraviolet

WSCP :Water-soluble chlorophyll binding protein
X-Gluc : acide 5-bromo-4-chloro-3-indol$HD-glucoronic
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Introdion

Chez les organismes supérieurs, environ 2 % dessgéodent pour des protéases
encore appelées enzymes protéolytiques (Bagted. 2001). Ces enzymes sont largement
répandues, on les retrouve chez de nombreuseseglaahimaux et microorganismes
(Supuraret al. 2002 ; Mosolov et Valueva. 2005). Les protéasest des enzymes capables
de cliver des liaisons peptidiques au sein de lpuot€ines cibles. Plusieurs mécanismes
d’action ont été décrits pour ces protéases. Casales sont regroupées en grandes familles
selon le ou les acides aminés du site actif imgligudans la catalyse. On distingue ainsi les
protéases a sérine, a cystéine et a aspartatasté €galement une famille de protéases dont
I'activité enzymatique dépend d’un ion métallique,sont les métalloprotéases.

Essentielles a la maintenance et a la survie dgm@mes hotes, les protéases jouent
un réle dans de nombreux processus biologiquess Blbnt notamment impliquées dans la
progression du cycle cellulaire, dans la mort d¢a&ita ou encore dans la prolifération
cellulaire (Turk 2006). Bien que ces enzymes soient indispensadles cellules et a
I'ensemble des organismes qui les expriment, @és/ent avoir un effet délétére. C'est le
cas lorsque les concentrations en protéases deviemmop importantes notamment suite a
une augmentation de leur expression. Il est dooegsaire que les activités de ces protéases
soient finement régulées (Rawlimg al 2004). Dans un premier temps, la synthése de ces
enzymes sous la forme de précurseurs inactifs gquesieur spécificité de substrat permettent
de moduler I'activité catalytique. Cependant, iiséx des inhibiteurs protéiques capables, en
se fixant au niveau du site actif des protéasesrégdriler négativement leur activité
catalytiqgue. Ces inhibiteurs de protéases sonsjaisables a la régulation de l'activité de
leurs protéases partenaires. De ce fait, ils ontdls majeur dans de nombreux processus
physiologiques et biologiques. C’est pourquoi, es fetrouve aussi bien dans les regnes
animaux, végétaux que dans le regne bactérien (Supti al 2002 ; Mosolov et Valueva.
2005).

1 Classification des inhibiteurs de protéases

Les inhibiteurs de protéases sont nombreux ce gendu nécessaire leur classement
en familles et en clans. Ce classement prend esidégmation les homologies de séquences
d’'une part, et d’autre part les similarités retr@es dans les structures tertiaires et dans les
résidus constituant le domaine catalytique. Les dlogies de séquences des domaines

d’inhibition ont permis de les regrouper 48 fansl(@awlingset al. 2004 a ; Base de données
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Introdion

de protéases et d'inhibiteurs de protéases : MERQARS inhibiteurs de protéases sont dits
simples s’ils contiennent un seul domaine d’inldpit et complexes s’ils contiennent
plusieurs domaines d’inhibition. Parmi les inhibit® complexes, on dénombre onze familles
pouvant contenir entre deux et quinze motifs dhtion. La plupart d’entre eux sont dits
homotypiques, c'est-a-dire qu’ils ne possedent weul type de domaine inhibiteur. Les
hétérotypiques, en revanche, peuvent avoir plusiglomaines d’inhibitions de nature
différente. Sur la base de leurs structures tez8aiB1 des 48 familles ont été organisées en 20
clans (Richardsoat al 2001 ; Trexleet al. 2001 ; Trexleet al. 2002).

Comme nous l'avons vu précédemment, les protéasgaractérisées par les acides
aminés responsables de leur activité catalytigadans, cystéine et aspartate). Les groupes
d’inhibiteurs de protéases découverts chez lestggaont jusqu’ici toujours été classés en
fonction du type de protéases inhibé (Ryan. 19®bsolov et Valueva. 2005 ; Tab. A).
Cependant, des travaux récents ont invalidé cédssification. En effet, les inhibiteurs de
type Kinitz influencent principalement I'activitéesl protéases a sérine, mais peuvent
également influencer les protéases a aspartateystéine (Oliva et Sampaio 2009 ; Oliet
al. 2010). De méme, la famille des serpines inhibepletéases a sérine mais aussi les

protéases a cystéine (Lanmgtlal 2010).

Par la suite, nous nous intéresserons uniqguemeninhibiteurs de protéases de type

Kinitz.
Inhibiteurs de protéases a sérine Protéases inhibées
Soybean Kinitz inhibitor Protéases a sérine/Protéase a cystéine/ Protéapardate
Baumann-Birk Protéases a sérine
Potato | inhibitor Protéases a sérine
Potato Il inhibitor Protéases a sérine
Pumpkin trypsin inhibitors/Squash inhibitors Protéases a sérine
Trypsin and a-amylase inhibitors from cereal Protéases a sérine
grains
Mustard trypsin inhibitors Protéases a sérine
Serpins Protéases a sérine/Protéases a cystéine

Inhibiteurs de protéases a cystéine

Phytocystatin Protéases a cystéine

Tableau A : Classification et distribution des inhbiteurs de protéases chez les plantes (D’apres Mdso et
Valueva. 2005).
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2 Les inhibiteurs Kiinitz de protéase a sérine sont les plus répandus

(et les plus étudiés) dans les familles botaniques

2. A Généralités
2. A.1 Découverte des inhibiteurs de type Kiinitz

En 1917, Osborne et Mendel, chercheursCamnecticut Agricultaural Experiment
Station ont démontré que I'alimentation a base de saj difrait une valeur nutritionnelle
inférieure a celle du soja préalablement chaufi@ apeur (Osborne et Mendel. 1917). Ces
recherches ont favorisé le développement d’unesimidulucrative de préparation du soja
pour I'élevage. Cette étape est nécessaire canéatation des animaux monogastriques avec
du soja brut cause des hypertrophies du pancréasr§ane, constamment sollicité, peut sur

le long terme cesser de fonctionner.

Dans les années 1940, Moses Knitz a purifié etct@nisé le facteur antinutritionnel
majeur des graines de sofalycine max Kunitz. 1945 ; Kunitz. 1946 ; Kinitz. 1947). Il
s’agit d’'un inhibiteur protéique de la trypsinedf@ase a sérine) qui porte maintenant le nom
d’inhibiteur de type Kinitz. L’amélioration de laugité nutritive est, en partie, due a la
dégradation de cet inhibiteur pendant le procedswshauffage du soja a la vapeur. Toutefois,
ce type de préparation n’est pas exempt de défantseffet, le conditionnement du soja a un
colt et le processus de fabrication peut détériceetains composés essentiels qui devront
alors étre ajoutés a l'alimentation des animauxr paecroitre encore sa valeur nutritive
(McGinnis et Evan. 1947). Pour tenter de remédiegla, Moses Kinitz et collaborateurs ont
étudié des centaines d’échantillons de grainesopeasla recherche de variations du niveau
d’expression de ces inhibiteurs.

2.A.2 Vue d’ensemble

Les inhibiteurs de type Kunitz sont les plus répendans le régne végétal. A titre
d’exemple, ces inhibiteurs sont retrouvés chez oramilles botaniques dont les
Leguminosage Gramineae Cruciferag Solenaceae(Mosolov et Valueva. 2005). Les
inhibiteurs de type Kinitz sont largement préselaiss les graines ou ils peuvent représenter
chez led.eguminosagusqu’a 6% des protéines totales (Brandon et Rread2002). lls sont

également exprimés dans de nombreux organes coesmadines, feuilles, tiges...
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Généralement, les plantes possédent plusieurgmisesod’un inhibiteur de protéases.
Ainsi, il existe au moins dix genes codant pour idégbiteurs de type Kinitz dans le génome
du soja, dont I'expression est modulée dans |dérdiites parties de la plante en fonction du

stade de développement (Jofuku et Goldberg. 1989).

La majorité des protéines appartenant a cette lmilin poids moléculaire d’environ
20 kDa et posseéde deux ponts disulfures nécessaiee®onne conformation de la protéine
(Valueva et al. 1999). Toutefois, les mimosacées dérogent a laergghérale. En effet,
I'inhibiteur est composé de deux polypeptides pnawe du clivage d’'un précurseur. Les deux
chainesu etf, font respectivement 15 et 5 kDa et sont religgeeelles par un pont disulfure
(Kortt et Jermyn. 1981 ; Joubert. 1983 ; Negreievsal. 1991). Les conséquences de ces
modifications post-traductionnelles sur les pragsé d’inhibition restent, a ce jour,
inconnues. Par ailleurs, la plupart de ces inhilpiea un site actif unique impliqué dans
I'interaction avec la protéase. Chez le pois c&@séphocarpus tetragonolohukinhibiteur
WCBI est capable d’inhiber 'activité enzymatique deux chymotrypsines en méme temps
grace a ses deux sites actifs indépendants (KO0 ; Dattaguptat al. 1999).

Les structures secondaires des inhibiteurs deKyjmétz sont dépourvues d’hélices
Le repliement est composé de 12 feuillgteliés entre eux par de longues boucles formant
une structure en tonneau avec un de ces cotésvertaliun « couvercle » (Song et Suh.
1998). La structure du complexe protéase-inhibiewpporté de nombreuses informations
sur la compréhension du mécanisme d’interactionwBdt al. 1974). Le site impliqué dans
I'inhibition contient généralement un di-peptidenstitué d’'une arginine et d’'une sérine ou
d’'une arginine et d'une lysine, situé au sein d'bmucle formée par le premier pont
disulfure. L'inhibiteur a une forte affinité pous kite actif de la protéase ce qui se traduit par
une constante d'inhibition faibl&{=10° M & 10 M lors de la formation de complexes avec
certaines protéases a sérine ; Bitval 1974). De plus, la dissociation du complexe @seé
inhibiteur n’est généralement pas associée a wagdi de l'inhibiteur par la protéase
(Richardson. 1991 ; Birk. 2003). Ce mécanisme gfrdnt de celui observé chez une autre
classe d'inhibiteurs des protéases a sérine, legines, parfois appelés « inhibiteurs
suicides ». Le clivage d’'une liaison peptidiguegié site actif de cet inhibiteur entraine un
changement rapide de sa conformation. Cette matific de structure provoque
I'inactivation définitive de linhibiteur mais aussgu site catalytique de la protéasgour

illustrer 'importance de ces inhibiteurs, il coant de mentionner le cas d’'une serpine d’orge
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composant protéique majeur de la biere, résistantpeocessus de fermentation et

probablement impliquée dans la consistance de tssgsgo(Huntington. 2006).
2. A.3 Propriétés d’inhibition

Les inhibiteurs de type Kinitz ont tout d’abord dé&erits pour leur capacité a inhiber
la trypsine et la chymotrypsine dans les annéedfitz. 1947). Des études ultérieures ont
révélé les propriétés anti-protéasiques étonnadesette famille d’inhibiteur. En effet, ce
sont les seuls inhibiteurs protéiques connus danedne végétal capables d’inhiber des
protéases appartenant a trois classes différeftds B ; Mosolov et Valueva. 2005). Les
inhibiteurs de type Kinitz ont également la pragrié’inhiber l'o-amylase chez l'orge
(Vallee et al 1998). Cette enzyme clive les liaisar{(&-4)gucosidiques des longs polymeres
de sucres en oligosaccharides. Ces inhibiteurseagissur les peptidases endogénes mais
aussi sur celles d'une large variété d’organismemme les insectes, champignons,
animaux... Le tres large panel de famille de proteaseibées est présenté dans le tableau B

(liste non-exhaustive).

Nom de I’inhibiteur Source Enzymes cibles Références
de type Kiinitz
Soybean Trypsin Glycine max Trypsin Laskowski et Kato. 1980
inhibitor Chymotrypsin
Barley Subtilisin Hordeum vulgare Subtilisin Vallee et al. 1998
Inhibitor Alpha-amylase
PCPI8.3 Solanum tuberosum Bromelain Rowan et al. 1990
Papain
Cathepsin L
BeCl Bauhinia banhinioides Cruzain Oliva et Sampaio. 2009
Cathepsin G
Elastase
BuXI Bauhinia ungulata Human plasmin Oliva et al. 2003
Human factor Xlla
Human factor Xa
Human plasma
kallikrein
PDI Solanum tuberosum Cathepsin D Mares et al. 1989

Tableau B : Enzymes inhibées par les protéines dgpe Kiinitz.
Liste non-exhaustive des enzymes inhibées par fzetile protéique. Les protéases a sérine somésemtées sur fond bleu, les protéases a
cystéine, sur fond jaune et la protéase a aspauatend vert.

Cette famille d’inhibiteur influence également faspriétés catalytiques des protéases
humaines comme les cathepsines, la kallikreinéadtase, les facteurs Xa et Xlla humains

(tab. B). Ainsi de nhombreuses études ont été meaifgesle déterminer quelle est I'influence
10
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de ces inhibiteurs sur la coagulation sanguingbtaolyse (dissolution de caillots) ou encore
pour connaitre quels sont leurs effets anti-inflatoimes (Olivaet al. 2010). De maniere
intéressante, ces inhibiteurs semblent avoir deprigtés anti-tumorales. En effet, une
protéine de type Kunitz, purifiée a partir de gesinde soja, induit la mort de lignées
cellulaires humaines d’origine leucémiques (Tromces al. 2007). Un autre inhibiteur, lui
aussi purifié a partir de graines d’'une variétésdm, supprime la prolifération ces cellules
cancéreuses mammaires (Ye et Bun Ng. 2009). De lfddiésion des cellules tumorales aux
glycoprotéines de la matrice extracellulaire egul&e par un peptide dérivé d'un inhibiteur
de la plantéBauhinia rufa(Nakahataet al. 2006).

2. B Propriétés fonctionnelles
2. B.1 Protection contre les nuisibles

Les plantes ne peuvent pas se déplacer pour éateppedéefis de leur environnement.
Elles subissent des stress abiotiques, et lesbfesscomme les insectes, les nématodes, ou
encore les champignons les agressent quotidienter@aest pourquoi, les plantes ont
développé des mécanismes sophistiqués contre tagued. Elles percoivent un signal
d’agression qu’elles transforment en une réponsgtative. La transduction du signal est
rendue possible grace a lintervention de l'acidemonique, une hormone qui joue un réle
majeur dans le déclenchement des réactions de s#ef@ette hormone et ses dérivés, les
jasmonates, sont issus du métabolisme des acidss(@fasternack. 2007). Les nuisibles
infligent des blessures qui activent la biosynthdien certain nombre de molécules de
signalisation des jasmonates qui vont a leur toduire I'expression de genes de défense
(Ryan. 2000).

Les génes codants pour les inhibiteurs de proté&asgsdes composants majeurs de la
lutte contre les nuisibles. Les inhibiteurs de tigimitz sont induits lors de stress infligés par
les nématodes (Brennet al. 1998), les oomycetes (Valuew al 1998), ou encore les
éliciteurs bactériens et fongiques @tial 2008). Par ailleurs, les inhibiteurs de protéakes
plantes sont capables de supprimer I'activité djemes contenues dans le tube digestif des
insectes comme cela a été montré dans de nombrdiétesles. A titre d’exemple, des
travaux récents chez le peuplier ont montré quhimbiteur de type Kinitz est capable de

supprimerin vitro I'activité des enzymes digestives de la Livrée téts (Lépidoptére ;
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Major et Constabel. 2008). L'apport d’inhibiteur geotéases a I'alimentation de certains

insectes peut inhiber leur croissance, leur déypalogent et leur reproduction.

De méme, ces inhibiteurs seraient impligués dangrdéection de l'intégrité de la
graine seche. L’activité métabolique des grainebe® est quasi-nulle voire nulle. Dans ces
conditions, les graines sont dans l'incapacité dliire une réponse face a des insectes
cléthrophages (insectes qui se nourrissent de egaaches). Cependant, des inhibiteurs de
protéases de type Kinitz et Bowman-Birk ou ence®ldctines, inhibiteurs desamylases,
sont présents dans ces graines seches. Cettaebdtienibiteurs pourrait former un rempart
contre les insectes en inhibant leurs enzymes igast (Chrispeels et Raikhel. 1991 ;
Horisberger et Volanthen. 1983).

D’aprés des estimations, les ravageurs et les mealadnt responsables de 37 % des
pertes agricoles dans le monde. Ce sont princigaletes insectes phytophages, des mites,
des nématodes et les maladies qu’ils engendrewir¢gan200 en tout) qui causent ces pertes.
De nombreuses techniques existent pour limitedéggits occasionnés, comme les pesticides,
les rotations des cultures ou encore l'utilisatilenprédateurs naturels. Ces dernieres années,
une approche biotechnologique a été développée.dst basée sur I'expression d’'un gene
conférant des résistances chez les plantes atimgrénomique. Un des exemples les plus
connus est le mais Bt qui exprime une toxineBdeillus thuringiensis Cette protéine est
toxique pour le principal insecte nuisible du migyrale. Cependant, il y a des limitations a
I'utilisation de ces plantes transgéniques. Entefi@ protéine est exprimée de maniere
constitutive ce qui favorise la sélection d’inssctésistants. Par ailleurs, le spectre des
insectes prédateurs sensibles a la toxine eseir@s(Haget al 2004). Une autre approche a
consisté a exprimer cette fois-ci des inhibiteuespdotéases, composants majeurs dans la
protection contre les agressions de I'environnememtpremiere expérience de ce type a eu
lieu en 1987. Hilder et collaborateurs ont exprioré gene codant pour un inhibiteur de
protéase a sérine (de type Bowman-Birk) chez leadalhez ces plantes, les dégats
occasionnés par le lépidoptérelothis virescensont diminués de 50 % par rapport aux
plantes sauvages. Ceci doit venir du fait que lesymes gastriques de ces insectes sont

majoritairement des protéases a sérine (Hidel 1987 ; Hacet al 2004).

Les genes codant pour des inhibiteurs de protéesdgpe Kinitz ont été exprimés

chez le tabac, le riz, la patate et la patate doGes plantes transgéniques présentent des
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résistances contre les |épidopter@pddoptera liturg Spodotera littorali$ ou les Hémipteres

(Nilaparvata lugensou encore les coléopterad/éevilcyclas puncticoll)s
2. B.2 Fonctions hypothétiques dans la graine
2. B.2.a Inhibiteur de protéases, Protéines de réserve

Au cours de la formation des graines, il y a uneuawlation de réserves dont des
carbohydrates, des triglycérides (lipides neutetgjes protéines. Ces réserves sont stockées
durant le milieu et la fin du développement de lairge. Les protéines de réserve
s’accumulent dans des compartiments cellulairegsredux membranes, ce sont les corps
protéiques. En fonction des familles de plantes,pitéines de réserve sont principalement
retrouvées dans I'albumen et/ou dans les cotylédesgeunes plantes. Les premieres études
menées autour des protéines de réserve remonteXviiéme siecle. En 1924, Osborne
propose une premiére classification basée sur lsoisbilités respectives dans I'eau
(albumines), dans différentes solutions saline®bigines), dans des mélanges hydro-
alcooligues (prolamines) et dans des solutionseacal alcalines (glutélines). Actuellement,
prolamines et glutélines sont réunies sous le tedmeprolamines, et certains auteurs
simplifient également cette liste en deux superifam: celle des prolamines (albumines,

prolamines, glutélines) et celle des globulinese{@ly et al 1995).

En plus des protéines de réserve « classiques sgtamuve également les inhibiteurs
de protéases qui sont tres largement présents maandans les graines des légumineuses.
Certains de ces inhibiteurs sont largement reptésatans la graine et leur diminution rapide
pendant la germination est concomitante avec aidke protéines de réserve (Mosolov et
Valueva. 2005). On peut donc envisager que lediihirs de protéases soient des protéines
de stockage comme les prolamines et les globulibesplus, il a été montré que certains
inhibiteurs appartiennent a des familles de preteidle réserve, suggérant une origine
commune. La premiere homologie fut établie pour ininibiteur de trypsine d'orge et
I'albumine 2S de ricinRicinus communisOdaniet al 1983). Par ailleurs, des inhibiteurs de
protéases ded-amylase d’'orge et de blé appartiennent a la mé&mélé que les prolamines

du genreTriticeae(Kreis et al. 1985).
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2. B.2.b Les inhibiteurs de type Kiinitz seraient impliqués dans le contréle de la protéolyse

lors la formation de la graine et de la germination

Les inhibiteurs de protéases pourraient égalenoerr jun réle dans le contréle de la
dégradation des protéines de réserve par les pegté&ndogenes. En effet, la synthése d’un
inhibiteur de protéases a cystéine, la cystatisbute avant I'accumulation des protéines de
stockage (Kondcet al. 1990 ; Kurodaet al 2001). Les cystatines et d’autres inhibiteurs
pourraient donc intervenir dans la prévention degraldations prématurées des protéines de
stockage au cours de la maturation des graines @Ara. 2002). De plus, les inhibiteurs de
protéases régulent l'activité protéolytique au sode la germination. C'est le cas d'un
inhibiteur de la trypsine qui supprime l'activit€g protéases a sérine durant les premieres
heures de la germination (Shain et Mayer. 1965).

2. B.3 Des protéines de type Kiinitz sont exprimées dans le pistil au cours du

développement floral

2. B.3.a Organisation de la fleur d’Arabidopsis thaliana

Replum

Epiderme du septum
Septum
Tissu de transmission

Funicule

=— Ovaire

Ovule

Valves

%) 'Pist_il g‘une fleurd’A. thalianaavant I'anthése (stade 12 ; stades décrits path®inal. 1990). Les pétales, les sépales et les étamirtes on
S;e(;?)tl:rpe:.transversale d’'un pistil avant I'anthdse.fleur (stade 12) est fixée, incluse dans la ffiam et des sections de 10 pm sont
réalisées. Les coupes sont coloréeEaat Green FCFLes différentes parties du pistil sont ensuite@es artificiellement par ordinateur.

Le pistil ou gynoecium est composé de trois pathies distinctes cheArabidopsis
thaliana: le stigmate, le style et I'ovaire (Fig. A 1). lsigmate est composé d’environ 150
cellules épidermales allongées ou papilles stiginas (Sessions et Zambryski. 1995). Ce
tissu est impliqué dans I'adhérence et I'hydrataties grains de pollen afin de permettre leur
germination. Le style fait la connexion entre ligrsiate et 'ovaire. Cette partie du pistil peut

varier considérablement en longueur en fonction egseces de plantes. Chez le lilas
14
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(Syringia vulgari$ par exemple, le style est long et forme une sirecouverte alors que chez
Arabidopsis il est plutdt de petite taille et fermé. Dansfigure A 1, on ne distingue des
ovaires que les valves fusionnées au niveau dumegle replum est une sorte de reliquat de

la fusion congénitale des deux carpelles qui omhéole pistil.

La figure 1 B représente une coupe transversale diaire avant I'anthése, c'est-a-
dire avant la pollinisation. Le septum divise I'ceaen deux chambres ovariennes, ou locules,
dans lesquelles se trouvent les ovules reliéeseplum par le funicule. Le septum est
composé d’'un épiderme et du tissu de transmis§lertissu débute dans le style et continue

jusqu’a la base de I'ovaire.

2. B.3.b Structure des tissus de reproduction et fonctions dans la croissance des tubes

polliniques dans le gynoecium d’Arabidopsis.

Comme nous venons de le mentionner, le pisArabidopsisest composé de deux
carpelles fusionnés congénitalement. Au momentdédondation, les grains de pollen sont
hydratés par les cellules du stigmate puis gernsns’allongent pour former le tube
pollinique qui transporte les noyaux reproductexgis le sac embryonnaire. Du stigmate au
sac embryonnaire, les tubes polliniques croissamisde tissu de transmission puis sur
I'épiderme du septum, le funicule et enfin travatsk micropyle (Smythet al. 1990 ;
Ferrandizet al. 1999). A l'aide d’expériences de pollinisation nmigles, Crawford et
collaborateurs ont montré un pic de fertilisatioruee répartition des graines se produisant a
proximité du centre de la chambre ovarienne (Credvfet al. 2007). Le mouvement
directionnel du tube pollinique vers les micropydss lié au mécanisme de croissance de son
extrémité qui nécessite un gradient intracelluldeecalcium (Liet al. 1999) qui pourrait étre
contrélé par les cellules du tissu de transmis@@rawford et Yanofsky. 2008). A un moment
donné, les tubes polliniques doivent réorienter oissance afin de sortir latéralement du
tissu de transmission et trouver leur chemin jusagx’ovules. Un signal doit exister afin de
diriger les tubes polliniques vers le micropyle desles. En effet, de nombreuses études vont
dans ce sens. Certaines réalisées sur des mutanébidlopsisont montré une implication du
sac embryonnaire haploide et de I'ovule diploidesd&rientation les tubes polliniques vers
le micropyle (Palanivelu et Preuss. 2000). D’autres permis de mettre en évidence le rble
potentiel de l'acide gamma-butyrique (GABA) dans daissance des tubes polliniques
(Palaniveluet al. 2003). Récemment, il a été démontré que la cetiefierale de I'ovule a une

fonction dans I'orientation des tubes polliniquessvie micropyle (Cheet al.2007).
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Les tubes polliniques doivent donc traverser debremses couches cellulaires dont le
tissu de transmission avant de féconder un sacyembaire. Leur croissance est facilitée
d'une part grace a la production de matrice exiiaglege par les cellules du tissu de
transmission et d’'autre part, grace a la mort tatel programmée (MCP) de ces mémes
cellules (Cheunget al 1995 ; Wuet al. 2000). Toutefois, la MCP peut intervenir malgré
I'absence des tubes polliniques (Crawford et Yanof008). Les principales étapes du

développement du tissu de transmission sont résud#es la figure B.

Stade10_

g

Stade 11 Stade 14

¥

Stade13

o~

Figure B : Evolution du tissu de transmissiord’A. thaliana au cours du développement floral.

1) Coupes transversale de pistild.dthalianaau stade de développement floral 10 a 14. Leestant été décrits par Smyghal. 1990. Les
fleurs sont fixées, incluses dans la paraffineestgkctions de 10 um sont réalisées. Les coupesdorées alfrast Green FCF

2) Représentation schématique du septum lors defestlO0 a 14 du développement floral. Les celldledissu de transmission sont
représentées par des ovales, I'épiderme du sepuniepx lignes verticales et la matrice extracaitelen bleu.

e Au Stade 11, un espace intercellulaire apparaiteeld@ replum et le tissu de
transmission (Fig. 17 C. Fleches rouges). Les leslllu tissu de transmission
commencent a sécréter une matrice extracellulaireesf composée, entre autres, de
polysaccharides acides, des protéines a arabiratgaés et de lipides (Lenne al.
1999 ; Fig. 17 D. Couleur bleue claire)

* Au Stade 12, le septum augmente en taille et ld8ale® du tissu de transmission
continuent de sécréter de la matrice extracelkill@iig. 17 C et D. Couleur bleue
foncée).

* A partir du Stade 13, les cellules du tissu desimdiasion dégénérent et les cellules
restantes sont disséminées dans la matrice extdagel (Fig. 17 C et D). Cest le
moment de la fécondation. Les tubes polliniquesgm@ssent dans le tissu de
transmission du style et du septum. lls traversarguite I'épiderme du septum,

progressent sur celui-ci puis atteignent le furéclles tubes polliniques stoppent leur
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croissance lorsqu’ils déversent leurs deux noyawaméiques dans le sac
embryonnaire d’'un ovule.

» Apres la fécondation (Stade 14), toutes les celldle tissu de transmission sont en
apoptose. Il ne reste que des débris cellulaire®riee aplanie hétérogéne. Dans les
stades suivants, le tissu de transmission et lagaaxtracellulaire vont se résorber ne

laissant que les deux couches de I'épiderme duiseatcolées (Stade 17).

La matrice extracellulaire du tissu de transmissienhcomposée de carbohydrates, de
glycoprotéines acides (comme les protéines a avghlactanes) et de lipides. Elle aurait un
réle dans la nutrition, 'adhésion et 'orientatides tubes polliniques (Lennat al. 1998).

De plus, des expériences sur des celluldgatiidopsisen culture ont montré l'implication
des protéines a arabinogalactanes dans le proagssuert cellulaire programmeée (Geial.
1999 ; Guan et Nothnagel. 2004). Ces mémes pratgparraient étre impliquées dans la
mort cellulaire observée dans le tissu de transoms&rawfordet al. 2007 ; Crawford et
Yanofsky. 2008).

2. B.3.c Réle des facteurs de transcription dans le développement des tissus reproducteurs

La formation et le développement du pistifdibidopss fait intervenir de nombreux
facteurs de transcription dont I'action doit étomcertée et strictement régulée (Groszmetnn
al. 2008). Ces dernieres années, des progres cordeomt été réalisés dans I'identification
et la caractérisation de facteurs de transcriptmpligués dans la formation des tissus
reproducteurs. Ceux-ci incluent SPATULA (SPT; Aka et Smyth. 2002), NO
TRANSMITTING TRACT (NTT ; Crawfordet al. 2007), HECATE (HEC ; Gremslet al.
2007). SPT code pour un facteur de transcriptiortyge helix-loop-helix (oHLH) qui est
nécessaire dans le développement précoce du septidunstigmate. Les mutaspt présente
un défaut dans la fusion des carpelles, dans tadtion des cellules du stigmate et une perte
des tissus de transmission (Alvarez et Smith. 2088isleret al. 2001). SPT a été décrit
comme étant régulé par le geB&TIN qui code pour un facteur de réponse aux hormones
(Heisleret al. 2001). NTT code pour un facteur de transcriptiertype doigt de zinc qui est
exprimé spécifiguement dans le tissu de transnmisie mutanntt ne produit pas de matrice
extracellulaire et les cellules du tissu de trassioh ne dégénérent pas (Crawfatdal
2007). En conséquence, les tubes polliniques antlidfcultés lors de leur progression et ne
peuvent féconder que les ovules de la partie |1& plpicale du pistil. Les facteurs de
transcription bHLH HEC1, HEC2 et HEC3 ont quant @ix da capacité de former des
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hétérodimeres avec SPT dans le systéme doubledeybhiez la levure. Ces trois facteurs
semblent de bons candidats pour conférer a SPpésdisité d’action dans les carpelles. Les
mutants pour les gendsEC présentent des défauts dans le développementsdu tie
transmission, du septum et du stigmate. Cela a ponséquence de réduire la fertilité
(Gremskiet al. 2007).

2. B.3.d Identification d’inhibiteurs de protéases a domaine Kiinitz dans les tissus

reproducteurs femelle

Depuis plusieurs années, des inhibiteurs de pregéast été détectés dans le style des
fleurs. Ainsi, Atkinson et collaborateurs ont mis @vidence la présence de deux inhibiteurs
de protéases a sérir@ofato Il inhibitor) dans le style des fleurs de tabac. Leurs préseme
été confirmées par hybridation situ et leur expression a la particularité d’étre méduén
fonction du développement. Les auteurs conclueatags inhibiteurs auraient un réle dans la
protection des fleurs contre les pathogenes eteggait un réle alternatif au cours du
développement floral (Atkinsomet al. 1993). Cette famille d’inhibiteur est aussi reirée
dans les inflorescences @dlanumamericanum Les transcrits SaPIN2a et SaPIN2b sont
exprimés dans le stigmate, le tissu de transmishiostyle, les cellules nucellaire de I'ovule
et les tissus conducteurs. Tous ces tissus subissen dégénérescence au cours du
développement suggérant une fonction de ces iehitsitdans le contrble de la mort cellulaire
(Sin et Chye. 2004 ; Chyat al 2006).

Chez Arabidopsis thaliana plusieurs équipes se sont intéressées aux tisnscr
spécifiques de certains organes ou tissus deur fl@mns une étude, Tung et collaborateur ont
réalisé une lignée transgénique ou le tissu daitnassion et le stigmate sont absents. Dans un
second temps, les profils d’expression des traisstu sauvage et du mutant ont été comparés
suite & une analyse panicroarray. Ces travaux ont donc permis de caractériserdesarits
spécifigues du tissu de transmission et du pi€ih retrouve des transcrits impliqués
notamment dans la formation de la cuticule du stigmla modification et le remodelage de
la matrice extracellulaire ou encore dans la dé&fammtre les pathogenes (Tusigal. 2005).
Dans la derniére catégorie, il y figure un inhibitee protéase de type Kinitz. La présence de
ce transcrit dans la fleur a été confirmé par damutkes études (Scugt al 2003 ; Peiffeet al.

2008). Leur fonction est inconnue au cours du dsppment floral.
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3 Les protéines WSCP, représentantes atypiques des inhibiteurs de

protéases a sérine de type Kiinitz

Chez les plantes, la photosynthése est réalisée grBaction de protéines capables de
fixer la chlorophylle (Chl). Ces protéines se rattent au niveau des membranes
thylacoidiennes des chloroplastes ou elles comstitentre autres les photosystemes | et |,
acteurs principaux du transfert d’électrons. Cemplexes sont pourvus d’'une structure
fortement hydrophobe (Nelson et Yocum. 2006), raspble de [linteraction avec la

chlorophylle.

Dans les années 60, Yakushiji et collaborateur$ garvenus a purifier sans aucun
détergent une protéine hydrosoluble liée a la Ghak(shiji et al. 1963). Cette protéine fut
nommée WSCP pouWater-Sluble Chlorophyll-binding Rotein. Les protéines WSCP
constituent une famille qui se scinde en deux elsgl) de type&Chenopodiunalbumet (II)
de typeBrassica(Satohet al. 2001). La classe | voit son spectre d’absorptioanger suite a
une irradiation a la lumiére blanche alors quddase Il ne présente aucun changement apres
ilumination (Yakushijiet al 1963 ; Muratat al 1971)

3.A Laclassel

3. A.1 La photo-conversion de CP668 en CP740 de Chenopodium album

Les WSCP de classe | sont retrouveées chez de nosgwespeces végétales comme
Atriplex, Polygonium Chenopodiurmou encoreAmanranthugTakamiya 1973). La premiéere
protéine appartenant a cette classe a été pudfiée Chenopodiumalbum et fut nommée
CP668 (CP pouchlorophyll Protein) en raison du pic d’absorption maximal dans legeoa
668 nm (Fig. A). Apreés illumination de CP668 enusioin aqueuse et en présence de lumiere
blanche, le pic d’absorption diminue et I'on voiparaitre deux nouveaux pics a 740 nm et
564 nm (Yakushijet al. 1963 ; Noguchet al 1999 ; Fig. C). La protéine photo-convertie est
alors appelée CP740. La conversion de CP668 en@iaessite donc une photo-excitation
mais nécessite également la présence d’oxygeneatHagHiyama. 1979). Des études ont
montré que cette photo-conversion était dépendduntpH de la solution aqueuse et que la
présence d’agent réducteur permettait d'inversprdeessus (Oku et Tomita. 1975 ; Hagar et
Hiyama. 1979).
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Figure C: Spectre d'absorption des complexes multigriques CP668 (A) et CP743 (B) liés a la

chlorophylle
CP668 et CP743 ont été purifiés a partir de fedéi€henopodium album_a figure est adaptée d'un article de Nogwthal. de 1999.

Récemment, I'analyse des pigments présents chez0C&permis de comprendre les
changements opérant lors d’'une illumination a taiére blanche de CP668. En effet, la Chl
photo-excitée réagit avec les molécules d'oxygeéaer gormer des espéces réactives de
I'oxygéne comme le radical superoxide;(PDou le radical hydroxyle©@H) (Fig. D 1 pour la
structure de la Chl). Les espéces réactives dgdéme produites vont alors oxyder le noyau
tétrapyrroliqgue de la Chl qui va a son tour intaramyvec un résidu R-X de la chaine
polypeptidique de CP668 pour former le supercon@leR740 (Hirabayaskt al. 2006 ; Fig.

D 2).

3. A.2 Organisation de CP668

Le complexe natif CP668 a un poids moléculaire D@ let contient 6 molécules de
Chl a pour une molécule Chl b (Takamiya. 1973) Ak a se différencie de la Chl b par la
substitution d’'un groupement méthyle en un groupgrf@myl sur le noyau tétrapyrrolique
(Fig. D 1). CP668 est composé de sous-unités deDabne présentant aucune homologie en
extrémité N-terminale avec les WSCP de classedtaofset al. 2001). Le nombre exact de
sous-unités du complexe CP668 est a ce jour incoroutefois, des données préliminaires de
diffraction aux rayons X ont été obtenues sur diesarix de CP668 d€éhenopodiunalbum
couplés a la Chl (Ohtsuldt al. 2007). L’organisation tridimensionnelle des mooes de
WSCP de classe | pourrait étre déterminée prochene De plus, une équipe japonaise de
I'Université de Toho semble avoir cloné 'ADNc ddP€68 deChenopodiumalbum La
protéine recombinante exprimée dans les bactésiesapable de fixer la Clih vitro. Ces
résultats ainsi que la séquence codante n’ont pesre été publiés (Plant Biology Abstract

Center, Abstract#337).
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3. A.3 Localisation de 1a WSCP de classe I

Une seule étude traite de la localisation des WB8€Elasse In planta Cette étude,
réalisée cheZ. album montre que ces protéines sont présentes prétdlement dans les
tiges plutdt que dans les feuilles. Par ailleues, protéines sont plus représentées dans les
jeunes tissus que dans les feuilles matures (Takartib73). La fonction physiologique des
WSCP de classe | est a ce jour inconnu, mais le€RVRourraient étre impliqguées dans la
synthése et/ou la dégradation de la Chl si on eit lgur capacité a former des complexes

solubles avec cette derniére (Hortensteiner. 2006).
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Figure D : StrIJcture de la chlorophylle (1) et photeoxydation de CP668 en CP740 cheZhenopodium

album (2)

(1) Au centre, le noyau tétrapyrrolique renfermamtatome de magnésium. En C7, présence d’'un greemteméthyle chez la chlorophylle
a ou formyl chez la chlorophylle b. En C17, présediain alcool a longue chaine, le phytol.

(2) Figure tirée d’'un article de I'article de Himfashiet al. (2008) avec madifications. R : Phytol.

3.B La classe Il

Les WSCP de classe Il sont présents chez de nosgwqulantes de la famille des
Brassicaceaecomme par exemple le chou-fleBréssica oleracea var. botryjisle colza
(Brassica napus le choux pomméRrassica oleracea var. capitah@au le navet Brassica
rapa; Satohet al 2001).
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3.B.1 Séquence d’adressage

Les WSCP de classe Il possedent des peptides d&dye qui sont prédits par les
programmes de bioinformatique comme étant des geptd’adressage au systeme de
sécrétion (Satobt al. 2001). En effet, les séquences contiennent de reurkacides aminés
hydrophobes. De plus, elles respectent la regle-8 » des protéines sécrétées. C'est-a-dire
gue les résidus en position -1 et -3 du site deagk doivent obligatoirement étre petits et
neutres pour que le clivage se produise correcte(men Heijne. 1983 ; von Heijne 1985).
Coralie Halls et collaborateurs ont réalisé desesgions transitoires d’'une séquence d’'une
supposée WSCP dans des protoplastes de tabaavére’ que la protéine exprimée co-
localise avec le contrble (BP80) dans les compariis prévacuolaires (Halkt al. 2006).
Avant de se retrouver dans ces compartiments puélaoes, les protéines sembleraient
transiter par le réticulum endoplasmique (Bethkéostes. 2000). Cependant, cette hypothese
doit étre confirmée car les protoplastes a I'obsewont dépourvus de chloroplastes et le

signal observé reste diffus et peu spécifique.

Les WSCP de classe Il interagissent avec la Chlta pigments photosynthétiques
présents uniquement dans les chloroplastes. Il leeaitbdonc que les WSCP soient adresses
aux chloroplastewvia le réticulum endoplasmique ou elles interagirai@néc la Chl. Cet
adressage particulier a été décrit reccemment pesrpiotéines préalablement glycosylées
dans le réticulum endoplasmique (Villargjbal. 2005 ; Radhamony et Theg. 2006 ; Nagtjo
al. 2006). De plus, Murata a mis en évidence la peesele complexes WSCP-Chl dans la
fraction soluble des chloroplastes de virginicum purifiés sur un gradient de percoll
(Travaux de thése cités par Saattal. 2001). Nous avons obtenu au sein de notre labogato
des résultats qui coincident avec ceux de Murata.effet, les protéines WSCP de
virginicum fusionnées en C-terminal a la GFBréen Fluorescent_Potein) sont observées
dans les chloroplastes des transformants stabesbidopsisthaliana (Construction sous
contréle d’'un promoteur fort ; Christiane ReinbgtEglouard Boex-Fontvieille et Gabrielle

Tichtinsky, résultats non publiés).

3. B.2 Le domaine Kiinitz

Toutes les WSCP possedent un motif caractéristibpgeinhibiteurs de protéases a
domaine Kunitz a leur extrémité N-terminale (Figb&re horizontale noire ; Satah al.
2001). Les acides aminés de cette séquence cosssmsLparfaitement conservés : [LIVM]-

X-D-X-[EDNTY]-[DG]-[RKHDENQ]-X-[LIVM]-X 5-Y-X-[LIVM]. Chez les inhibiteurs de
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Figure E : Alignement multiple de séquences des pi&ines WSCP de classes Il
L'alignement est réalisé a l'aide du programme t&8Mé (Bioedit). STI de sojaGlycine max est ajouté a l'alignement. Les acides aminéprisentent des homologies ou des identités ergreélguences sont
représentés par des carrés de couleurs. Les lramesntales noire et grise représentent respenéwe le domaine Kunitz et la région C-terminalessmée. Les cercles bleus correspondent aux aaidegs
interagissant avec le noyau tétrapyrrolique deHasglon Horigomeet al 2007. Les rectangles noirs représentent lesiogsténtervenant dans la formation de ponts diseffull est & noter que l'inhibiteur STI a
deux ponts disulfures contre un seul pour les W8ERlasse Il (Horigomet al. 2007). Le rectangle vert représente I'Arginine liqyge dans l'inhibition des protéases a sérinencerta trypsine et la
chymotrypsine chez de nombreux inhibiteur de typeit.

Numéros d'accession des protéines alignées : WR&phanus sativus var. nigeBAB72020 ; BnD22 Brassica napus CAA46591 ; WSCP1Rrassica oleracea var. botry)isBAA32820 ; WSCP2
(Brassica oleracea var. Botry}isSBAC54102 ; WSCPRrassica oleracea var. capitapaCAA07494 ; WSCPLUepidium virginicun), BAA19578 ; STI Soybean Trypsin InhibitpGlycine max CAA45777.
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protéases a domaine Kinitz, ce sont généralemsenpdetides Arg-Ser ou Arg-Lys qui
interviennent dans l'inhibition de la trypsine oa th chymotrypsine. Cependant, chez les
WSCP de classe I, ce motif est absent (Fig. Eecadir ; Hunget al 1994 ; Richardson
1991).

Les WSCP natives complexées a la Chl ne présepéant’activité d’inhibition de la
trypsine ou de la chymotrypsine vitro (WSCP-Chl ; Nishio et Satoh. 1997 ; llaeiti al
1997 ; Kamimuraet al. 1997). Cependant, I'activité inhibitrice des coaxgls WSCP-Chl n'a
pas été testée sur les protéases a cystéine padads. Marie Desclos et collaborateurs ont
montré une augmentation de I'activité anti-protéglye en présence de I'hormone méthyl
jasmonate mais aussi lors de carence en azotelemrfisuilles de colza. Cette activité est
visualisée grace une technique s’apparentant gniegraphie aprés séparation des protéines
en conditions dénaturantes sur gel 2D (Desetoal. 2008). Les spots protéiques présentant
une activité antiprotéase ont été séquencés pal ESVIS/MS (Electrospray ionization
liquid chromatography tandem mass spectrometitg correspondent a la protéine BnD22,
protéine de la famille des WSCP de classe Il (@sset al. 2008 ; Fig. E). L’activité
antiprotéase des WSCP semblerait dépendre de s@aunide multimérisation ou de

modifications post-traductionnelles.
3. B.3 Interaction entre WSCP de classe Il et lesgments

Les WSCP de Classe Il ont été purifiees pour langee fois 1971 par Murata et
collaborateurs. Tout comme les WSCP de classe WIBCP de classe Il complexées a la Chl

ont été isolées en conditions natives a partileddlés deL. virginicum(Murataet al. 1971).

Des étudesn vitro avecla protéine WSCP d8rassica oleraceaont démontré sa
capacité d’interaction avec des précurseurs dehlac@mme la Mg-protoporphyrine 1X, la
chlorophyllide a et b (Chlide ; Schmidt al. 2003) dépourvus de leur queue phytol. De facon
intéressante, les WSCP de classe Il possédent tih[Riy]-D-P-L-G-L également retrouvé
chez les protéines du photosystéme LHQliglit Harvesting Chlorophyll a/b Binding
proteins; Green et Kuhlbrandt. 1995).

La structure tridimensionnelle des WSCP de clakstél résolue par diffraction aux
rayons X par une équipe Japonaise. Il s'avére qiadre acides aminés sont capitaux pour
I'interaction de WSCP dk. virginicumavec le noyau tétrapyrrolique de la Chl : la preI86,

glycine 56 et les tryptophanes 90 et 154 (positeative par rapport au site de clivage de la
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séquence d’adressage qui a lieu entre le 26 e?'i8°acide aminé ; Fig. E ronds bleus ;
Horigomeet al. 2007). De plus, ces acides aminés sont tous parfant conservés entre les
différentes protéines WSCP. La proline a une ingaré toute particuliere dans l'interaction
avec l'ion magnésium au centre du noyau tétrapyguel En effet, la pheophytine, un dérivé
du catabolisme de la Chl dépourvu de I'atome dendésigm, ne se lie pas avec WSDP
vitro (Schmidtet al. 2003). Les WSCP peuvent former des homotétranmrehaque sous-
unité interagit avec une molécule d’eau et de Elorigomeet al. 2007 ; Fig. F 1). Les Chl
sont alors densément empaquetées dans une caB@0aeX ou les queues phytol sont au
centre et ou les noyaux tétrapyrroliques sont aésateux a deux, face a face (Horigoete
al. 2007 ; Fig. F 2). Au sein de cette cavité, leswps phytol génerent une force hydrophobe
probablement responsable de la tétramérisatioreften les précurseurs de la Chl comme la
Mg-protoporphyrine 1X et la Chlide, dépourvus dwtah, peuvent se lier a WSCP mais ne
provoquent pas de tétramérisation (Schratdil. 2003).

Chain C

Figure F : Structure du tétramere WSCP-Chl deLepidium virginicum (1) et de la cavité centrale ou la Chl
est empaquetée (2).

(1) Les monomere<hainA, B, C et D) sont représentés en couleur jaunde vesuge et bleu. lls forment une cavité dansedélgues 4 Chl
sont empaquetées (Ronds de couleurs). Les monomierggas d’hélice.. Les feuillets3 forment une structure centrale en forme de
tonneau qui est recouverte de part et d’autrerpar doublets de feuillet beta anti-paralléle.

(2) Représentation de la cavité centrale contdeant Chl et les 4 molécules d’eau. Les résidus 3186-96 et 152-156 de chaque
monomere WSCP forment la cavité. Les queues pbyiai au centre et les Chl 1-2 et 3-4 sont assop#egaire. Ces figures sont tirées
d’'un article de Horigomet al de 2007.

La Chl est le principal pigment capable d’absor@mergie lumineuse au sein des
photosystémes. En effet, la Chl capture trés eféingent les photons, ce qui permet de
convertir son énergie d’excitation en un gradiemectochimique. Si cette énergie
d’excitation n’est pas utilisée de maniére optimade la voie de transport des électrons des
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photosystémes, la Chl atteint alors I'état tripl@ans cet état, la Chl peut former des espéces
réactives de I'oxygene (ROS) au contact de I'oxygg@mwléculaire. Le risque de la génération
de ROS est atténué par la présence de carotéraaigeents aux Chl qui dissipent une partie

de cette énergie (Krieger-Liszkay. 2005).

Des études par résonance électronique paramageéigactron-paramagnetic
resonancg ont montré une diminution d’'un facteur 4 de ladarction de ROS chez les
complexes WSCP-Chl par rapport a la Chl seule &rtisn (Schmidtet al. 2003). Comment
les complexes WSCP-Chl peuvent-ils diminuer la potidn de ROS alors qu’ils ne se lient

pas aux caroténoides ?

De nombreuses réponses ont été apportées paruletustr tridimensionnelle du
complexe WSCP-Chl de. virginicum (Horigomeet al. 2007). Comme nous l'avons déja
mentionné, quatre Chl sont densément empaquetées we cavité centrale par quatre
monomeéres WSCP. L'oxygéne ne peut physiquemengémiasr dans la cavité et ne peut donc
pas étre en contact avec le magnésium du noyapyétolique responsable de la production
de ROS (Horigomet al. 2007 ; Drezwiecka-Matuszek al. 2005). Par ailleurs, une partie de
I'énergie d’excitation est dissipée par I'émisside fluorescence des molécules de Chl du
complexe (Sugiyama et Murata. 1978 ; Sateh al. 1998). De plus, les noyaux
tétrapyrroliques se font face deux a deux danswéé du complexe (Fig. F 2 ; Horigoree
al. 2007). Ces diméres de Chl sont trés proches (geglgngstrém), ce qui pourrait étre a
I'origine d’'une dissipation de I'énergie d’excitati par transfert d’énergie entre les deux
molécules (Horigomeet al. 2007 ; Hughest al 2006 ; Rengeet al. 2007 ; Theisst al.
2007). Pour finir, une partie de I'énergie d’extida pourrait également étre atténuée par des
echanges d’électrons entre les Chl et les acide@samromatiques de WSCP a proximié
effet, les chaines latérales des tryptophanes &itigpu90 et 154 interagissevitr des liaisons
de van der Waals avec le noyau tétrapyrrole (Homget al. 2007). Ce mécanisme de
dissipation d’énergie d’excitation a déja été mis é&vidence chez une protéine fixant un

chromophore, la riboflavine (Zhong et Zewail. 2001)
3. B.4 Extrémité C-terminale

Chez les WSCP de classe I, I'extrémité C-termiredetres conservée et présente le
motif consensus [E/K]-K-G-L-[K/R]-M-F-P-F-Y (Fig. ®arre horizontale grise). Cette région

C-terminale est clivée de 10 acides aminés @&rassica oleracea var. botrytiSatohet al.
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1998), de 22 acides aminés cligrassica napugBnD22 ; llamiet al. 1997) et de 17 acides
aminés chetepidium virginicum(Horigomeet al. 2007). La fonction physiologique de cette
région est inconnue mais elle ne semble pas imegré/ec les propriétés de fixation de la
chlorophylle (Satolet al. 1998).

3. C Les fonctions hypothétiques des WSCP de classe II
3. C.1 Les plastes et les pigments végétaux

Il existe cinq types de plastes différenciés cleszviégétaux. Les plus connus sont les
chloroplastes. Mais il existe aussi les amyloplBgteésents dans les racines et tubercules, qui
sont des plastes spécialisés dans la synthesesuaidieage de I'amidon. lls sont également
impliqués dans la signalisation gravitropique awveau des cellules de la coiffe racinaire
(Morita et Tasaka, 2004). Ensuite, les chromop$asiehes en pigments non chlorophylliens
(caroténoides) contribuent a la coloration desr$leat des fruits. Cette différenciation est
notamment responsable du changement de couleuwvélises de la maturation du fruit. Puis,
les leucoplastes, dépourvus de pigments, sont visselans les fleurs blanches et dans les

trichomes a la surface des feuilles.

Enfin, les étioplastes sont des proplastes diff@ésnen absence de lumiere. Ce type
de plastes se rencontre généralement lors d'un lafement a ['obscurité
(skotomorphogénese), notamment dans le cas d’ung@rggion sous terre ou sous un couvert
végétal. Les structures membranaires internes ¥ fgun abondantes. Par contre on observe
des structures paracristallines majoritaires ctuess de protéines, de pigments et de lipides
appelées «corps prolamellaires » (Fig. G). Ceststres optimisent I'absorption des photons
lors du passage a la lumiére. En présence de lemies étioplastes se différencient en
chloroplastes dans les tissus chlorophylliens (tigeille et fruit vert). Les chloroplastes
assurent principalement la photosynthese mais galela synthése de tétrapyrroles (dont
fait partie la chlorophylle), d’acides aminés eaaldes gras. A l'intérieur du chloroplaste,
baignant dans le stroma, se trouve un réseau maailgaconstitué de thylacoides empilés
(granunj. Ces thylacoides sont reliés les uns aux autresdes thylacoides intergranaires
(Fig. G; Lopez-Juez et Pyke. 2005). Ces membrdhngacoidiennes sont le lieu de la

collecte de I'énergie lumineuse et de sa transfooman énergie chimique.
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3. C.2 Syntheése et dégradation de la chlorophylle

La Chl est le pigment majoritairement retrouvé chez organismes phototrophes.
Isolée en 1817 par Joseph Bienaimé Caventou, elle un rdle fondamental dans la
photosynthese en captant I'énergie lumineuse. Cddtmiere sera alors transformée en
énergie chimique utilisable par I'ensemble desséteants. La biosynthese de la Chl est un
processus qui se déroule entierement au sein ibpsasdtes et des chloroplastes. Ce processus
fait intervenir quinze réactions enzymatiques doertaines sont communes a la synthese
d’autres tétrapyrroles. L'’ensemble des génes copauat les enzymes de cette voie a été

identifié il y a seulement quelques années (Bd&189 ; Eckhardét al. 2004).

Corps prolamellaire Thylacoides intergranaires  Granum Plastoglobules

N

wie

Protochlorophyllide Chlorophyllide

Figure G : Etape dépendante de la lumiére de la syimése d'un précurseur de la chlorophylle.

La protochlorophyllide forme un complexe ternairee@ I'enzyme POR et le NADPH au sein du corps pneléaire des étioplastes a
I'obscurité (Partie gauche). Lors du passage auaidre, POR réduit la protochlorophyllide (Flecloeige). Le corps prolamellaire se
désintégre et les membranes s'organisent pour folesestructures complexes que sont les thylacardetiqués, entre autres, dans la
production d’énergie chimique (Partie droite).

Une des étapes clé de cette voie est la réductida protochlorophyllide (Pchlide) en
chlorophyllide (Chlide) par I'enzyme PORNADPH:protochlorophyllide _aydoreductase
Boardman. 1962). Il s’agit plus précisément deélduction d’une double liaison du noyau
tétrapyrrolique (Fig. G Fleche rouge ; von Wettstdi995). POR possede des caractéristiques
originales. C’est en particulier la seule enzymescal’ADN-photolyase, connue a ce jour
pour avoir une activité enzymatique strictementetéante de la lumiére (Kelner. 1949;
Weber. 2005 ; Fig. G). POR posséde aussi la c@pdeiformer des complexes ternaires, en
se liant a son substrat (la Pchlide) et a son tafiagle NADPH). Au sein des étioplastes, ces

complexes ternaires s’associent eétroitement avet Igedes et forment la structure
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caractéristique que sont les corps prolamellaitd®z les angiospermes, POR est la seule
Pchlide oxydoréductase. Du fait qu'elle soit sament dépendante de la lumiére, la
biosynthese de la chlorophylle est donc bloquéelssdurité au niveau de la réduction de la
Pchlide. Lors d’'une exposition a la lumiére, la fgheduction de la Pchlide est déclenchée.
Cela entraine la désagrégation rapide des corpanpetiaires qui permet a terme la mise en
place des structures thylacoidiennes. Une grandetitg de Chlide est alors synthétisée en un
court instant. Les intermédiaires de la Chl sostmdelécules extrémement photosensibles. En
effet, en présence de lumiére, les tétrapyrrol@edi sont capables de générer des ROS. Ces
ROS sont impliqués dans des processus de dégnadatialaire tels que la peroxydation des
lipides, la dégradation des protéines ou encoivation des genes de la voie de défense
contre les pathogenes (Overmtral. 2003 ; Apel et Hirt. 2004)Ces processus révélateurs
d’'un stress photooxydatif, conduisent & un arr@adgoissance pouvant aller jusqu’a la mort

cellulaire.

chi wmp Chlide

0 Chicrophyllass Plaste Vacuole

e Metal Chelating Substance
e Pheide a oxygenase
o RCCreductase

Figure H : Voie de dégradation de la chlorophylle das les plates des plantes supérieures.

La premiere partie de la voie de dégradation dehlarophylle se déroule dans les plastes ou etieaabolisée en pFCC par 4 enzymes
situées au niveau de la membrane interne. Uneepdes figures sont issues d'un article de Hortamstede 2006. Chl: Chlorophylle ;
Chlide : Chlorophyllide ; Pheide : Pheophorbide CQR: Red Chlorophyll Catabolite pFCC : Blue Fluorescent Catabolite NCC :
Nonfluorescen€hlorophyll Catabolite

Lors de la sénescence foliaire, la dégradation ade€Chl est un marqueur de la
transformation des chloroplastes en gérontoplastes.gérontoplastes se différencient des
autres types de plastes par leur catabolisme dé&@rs restent cependant intacts tout au
long de lasénescence des feuilles (Matteal. 1992 ; Parthier. 1988). Le développement des
gérontoplastes est sous contrble du noyau, I'esfmesdes genes codés par le génome
plastidial semble jouer un réle mineur voire nulatie et al. 1992).La différenciation des

chloroplastes en chromoplastes s’accompagne égalathae dégradation de la Chl, d’'une
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destruction des membranes thylacoidiennes et deulaulation de caroténoides (Camata
al. 1995).

Quatre enzymes sont nécessaires pour dégraderl lanQlm composé sans couleur
dénommeéblue-fluorescing intermediatgFCC ; Fig. H). La queue phytol est tout d’abord
retirée par la chlorophylase pour donner la Chli@e.composé voit ensuite son ion g
chélaté par unmetal chelating substancpii donne la pheophorbide (Pheide). La pheida est
son tour convertie en pFCC par deux réactions ssoas des enzymes PA@hgide a
oxygenaseet RCCR Red Chl Catabolite Reductgséa pFCC subit encore de nombreuses
dégradations avant que l'intermédiabkie florescing intermediatesoit finalement stocké
dans la vacuole (Fig. H ; Matikgt al 1999).

3. C.3 Les WSCP seraient impliquées dans le stockage transitoire d'un précurseur de la

chlorophylle chez I'orge (Hordeum vulgare) et dans la dégradation de la Chl

Deux études menées chez 'orge au sein de notogalamire ont mis en évidence la
présence d’'une protéine FCBPrée (hl(ide)-Binding Protein) qui présente une homologie
avec la séquence N-terminale des WSCP. De plusPR&SB reconnue par I'anticorps dirigé
contre WSCP dd.. virginicum Elle s’accumule au niveau de la membrane exteew
etioplastes d’orge et est importée dans ces pléstesle la synthése de Chlide a la lumiere.
L'analyse des pigments complexés a FCPB par HPLévélé la présence de Chlide. Nous
avons émis I'hypothése que FCPB séquestrerait lal€Chu cours du dé-étiolement juste
aprés I'étape de réduction de la PChlide dansrescprolamellaire et pourrait ainsi prévenir
d’éventuels dégats occasionnés par des pigment®-pRoitables libres (Reinbothe et al.
2004 a ; Reinbothe et 2004 b).

Dans la vois de dégradation de la chlorophyllechéorophyllase est localisée au
niveau de la membrane interne des plastes alorslauehl est stockée au niveau des
thylacoides (Matileet al. 1997). Il y a donc une séparation entre I'enzyineo@ substrat.
Matile et collaborateurs ont émis I'hypothése qge&'uprotéine soluble soit capable de
transporter ces pigments des thylacoides a I'eppeldMatileet al. 1997).Ce role pourrait
étre tenu par les protéines WSCP. En effet, degr@qesin vitro ont montré que les
protéines recombinantes WSCP sont capables deerreta Chl des membranes
thylacoidiennes. Dans ces conditions, les WSCP @énmérisent majoritairement sous la
forme de tétraméres en présence de Chl (Setohl. 1998). Par ailleurs, de nombreuses

études ont montré une expression des protéines W@€® e stress connus pour induire la
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sénescence. Dans ces conditions, on peut supposedagdiminution de Chl serait la
conséquence d’'une dégradation (Nishio et Satoh/ 18®wninget al. 1992 ; Reviroret al.
1992). De la méme maniére, les plastoglobules p@ntjouer ce role. Ce sont des structures
protéo-lipidiques sphériques qui contiennent, eatrees, des protéines membranaires liées a
la Chl (Fig. E). Les plastoglobules sont fréquemimetrouveés associés aux membranes des
thylacoides et/ou a la membrane interne du plaste sertaines conditions (Kessktr al
1999 ; Guiamét et al. 1999). Les plastoglobulesrqaoent également transporter la Chl
complexée a des protéines des thylacoides vehddeophyllase.

4 Présentation de la démarche expérimentale

De nombreuses études ont été réalisées en isaantamplexes natifs WSCP-Chl
ainsi qu’en caractérisant I'expression des pro#MECP en condition de stress abiotique.
Cependant, leurs fonctions physiologiguesplanta sont a ce jour trés peu documentées.
Nous avons souhaité aborder cette problématiquétiatiant une protéine de la famille des
WSCP chezArabidopsis thaliana Cette plante modéle présente plusieurs avantdes.
collections de mutants d’insertion (ADN-T) sont aimiment disponibles afin de réaliser des
études de génétique inverse. De plus, c’est unnange dont I'étude par les techniques de

biologie moléculaire est parfaitement maitriséelssite Grenoblois.

Dans la premiéere partie de ce travail, nous avdaatifié et caractérisé en détail un
homologue des WSCP de classe Il cAeabidopsis thaliangappelé ensuite WSCP). Puis,
nous avons exprimé la protéine WSCP recombinantqucenous a permis d’obtenir des
anticorps dirigés contre cette protéine et d’études propriétés biochimiqués vitro. Tout
d’abord, nous avons testé son activité d’inhibitsum des protéases a sérine, puis nous nous
sommes intéressés a ses propriétés de multimérisati présence de chlorophylle et de
thylacoides. Parallelement, nous avons suivi I'egpion de WSCP en conditions normales de
croissance et en conditions de stress par wedlgtrr_bs résultats préliminaires obtenus suite
a ces premieres expériences ont révelé une expmedsi WSCP dans les fleurs et dans les
plantules étiolées. Nous avons donc décidé d’étynlies particulierement le réle des WSCP

dans ces deux tissus.

Dans la seconde partie, nous avons donc suivi tail déxpression de WSCP au
cours du développement des fleurs chez les plaati@sages et chez trois mutants pour des

facteurs de transcription. Par génétique inversesravons étudié les conséquences d’'une
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absence de WSCP sur le développement floral, puikgprogression de tubes polliniques et
la formation des graines. Afin d’obtenir des indicgur les mécanismes sous-jacents aux
phénotypes observés, l'interaction de WSCP a é&#&depar double hybride avec des

protéases a cystéine contenant un domaine granuline

Dans la troisieme partie, nous avons déterminédalisation de WSCP dans les
plantules étiolées. Puis, nous avons testé l'intteedes hormones, de la lumiere, et de
différents facteurs de transcription sur la régafatdu geneNSCPet sur I'expression de la
protéine correspondante. En définitive, les plagubauvages et le mutant d’insertion

précédemment caractérisé dans les fleurs, ontédés dans diverses conditions dans le but

de déterminer le réle éventuel de WSCP lors dedtosnorphogénese.
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MATERIELS ET METHODES

I Matériel biologique et conditions de culture

1. A Matériel végétal : matériel utilisé et conditions de culture

1. A.1 Ecotypes et lignées transgéniques

La totalité de ce travail a été réalisé chez latglamodeleArabidopsis thaliana

ecotype columbia (Col-0) appartenant a la famidlsRrassicaceae.

Lignée Provenance Caractéristiques
wscp-Salk(SALK_009681) T-DNA dans 'exon 1
Salk Institute (PROK?2)
ntt-2 (SALK_007406) T-DNA dans I'exon 2
(PROK?2)
hecl(GABI-KAT 297B10) T-DNA dans I'exonl
Universitat Bielefeld (pPAC106)

Rossocet al 2003

hec3 (SALK_005294)

Salk Institute

T-DNA dans I'exon 1

(PROK2)

hecl hec3

35S::HEC1 Dr Gary Ditta (Gremsket al. 2007)

35S::HEC3
pHEC1::HEC1::GUS

35S::WSCP pB7WG2
wscp-Salk 35S::WSCP Réalisé au laboratoire

pWSCP::GUS pKGWFS7

Tableau 1 : Lignées transgéniques utilisées dans tavalil

La lignée mutantevscp-Salkd’A. thalianaa été identifiée par Francoise Quigley et
Christiane Reinbothe a partir du site internet TATRe Arabidopsis Information Resource
http:/www.arabidosis.orjy puis commandée auprés dérhbidopsis Biological Resource
Center(http://www.biosci.ohio-state.edu/pcmb/Facilitiesi@abrchrome.htm
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1. A2 Conditions de culture

1. A.2.a Condition de lumiere

Les plantules dd. thaliana sont cultivées en conditions de jours longs, cela

correspond & une phase de 16 h de lumiére suwieghase de 8 h d’obscurite.

En salle de culture vitro, I'intensité de la lumiére est d’environ 70 pumabbjons. m
2. sec* (Mazda Fluor 58 W), pour une température constdat@4°C. L’air est constamment

renouvelé et 'hygrométrie non contrélée.

Les cultures en terre sont réalisées en salle lere@ménagée, la température est de
24°C le jour et 21°C la nuit. L’éclairage est agspar une combinaison de tubes fluorescents
blancs (Mazda Fluor 36 W) et horticoles (Osram Fu86 W) délivrant une intensité
lumineuse de 70 pmol photonsnsec’. L’hygrométrie est maintenue constante a 60-70%,

et 'arrosage s’effectue par imbibition deux foa gemaine.

1. A.2.b Culture en terre

La culture des plantes en terre se fait sur deaer(Motte-Domaine) préalablement
imbibé d’eau, autoclavé pendant 20 min a 120°Cadttau larvicide des mouches mineures
(Trigard® 0,2 g/L).

Les graines sont directement semeées en terre saiisation de surface préalable ;
les pots ou bacs de plantation sont recouverts filmnplastique afin de maintenir pendant
environ 8 jours une atmosphere saturée en eau.tAaamise en chambre de culture, les
graines subissent une étape de stratification ae4dCl'obscurité pendant deux jours afin de

synchroniser la germination.

1. A.2.c Culture in vitro

Toutes les manipulations sont réalisées en conditgiériles sous une hotte a flux
laminaire horizontal. Avant d’étre seméesvitro, la surface des graines est stérilisée par
immersion dans une solution de chlore (pastill8@eg de chlore actif commercial dissoute
dans 50 ml d’eau distillée) diluée au cinquiemesdde I'éthanol absolu. Aprées 5 min
d’agitation, puis décantation, la solution de $it&iion est éliminée et les graines sont lavées

a I’éthanol absolu, puis séchées sous héte peadambins 2 h.
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Les cultures sont réalisées dans des boites de Héies sur milieu MS gélosé,
stérilisé par autoclave (sels MS (Sigma Aldricl8 g/L ; MES 0,5 g/L ; agar 10 g/L ; pH 5,7
ajusté avec KOH 1 M). Le milieu de culture peuteésupplémenté de l'antibiotique
kanamycine (concentration finale de 50 mg/L) paursélection des plantes transformées,
d’hormones ou d’inhibiteur d’hormones (pour les@amirations d’utilisation, voir tableau 2)

Solution stock Concentration d'utilisation
IAA 100 mM dans I'éthanol 10 uM
ACC 10 mM dans I'eau distillée 10 uM
EBR 420 uM dans I'éthanol 100 nM
GA 10 mM dans I'éthanol 10 uM
NPA 3,45 mM dans DMSO 1uM
AgNO; 100 mM dans l'eau distillée 100 uM

Tableau 2 : Hormones et inhibiteurs d’hormones utisés dans les milieux de culture MS gélosés

1. A.2.d Test de photoblanchiement

Les graines sont semées sur du milieu MS solidg{lL@’'agar), alignées au bas de la
boite. Aprés un séjour de 48 h & 4°C, les semisesqosés 1 h a la lumiére (AE.m2s?)
pour stimuler la germination et sont mis a I'obg€uen position verticale pendant 4 jours.
Les plantules étiolées, alignées les unes a cétauakees, sont alors exposées a I'horizontale
sous une lumiére relativement forte (120 pmol phetoi®. sec'). Une photographie est prise
au bout de 24 h d’exposition.

1. A.2.e Test d’émergence

Les graines sont disposées dans une boite denBétd (90 mm de diamétre et 20 mm
de hauteur) puis recouverte de 23 mL de MS agaedampérature de 40°C. Les graines sont
recouvertes de 5 mm de milieu de culture MS apoéidification du milieu. Les semis sont
placés & 4°C pendant 48 h & I'obscurité, puis éé®ash a la lumiére (7E.mZ2sec). Enfin,
les semis sont disposés a l'obscurité pour uneedde® 3 a 5 jours. Une plantule est
considérée comme ayant émergée lorsque sa crossd¢eagifleure ou dépasse de la surface

gélosée.
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1. A.2.f Etude de la croissance et de la morphologie des tubes polliniques chez A. thaliana
Pollinisation maximale

Des fleurs avant anthése (stade 12 d’aprés Setydh 1990) sont émasculées a l'aide
de pinces fines sous loupe binoculaire. 24 h apipollen est déposés a I'aide d’un pinceau
sur le stigmate. Les tubes polliniqgues sont col@aésleu d’aniline 2 h, 4 h et 6 h aprés
pollinisation (La coloration de la callose des wilpwlliniques au bleu d’aniline est décrite
dans la partie 4. B). Les méthodes de pollinisagbrie coloration employées permettent

d’étudier le mouvement des tubes polliniques dansdtil en fonction du temps.
Pollinisation minimale

Les fleurs sont préparées comme dans le parag@phédent mais cette fois-ci, les
pistils sont fécondés avec 1 a 5 grains de polléposés avec un pinceau sous loupe
binoculaire. Le lendemain, les tubes polliniquest swmlorés au bleu d’aniline (voir partie 4.
B). Le faible nombre de grains de pollen déposémeed étudier en détail la structure et le

trajet des tubes polliniques dans le pistil.

1. A.2.g Distribution des graines dans le fruit suite a une pollinisation minimale

Une pollinisation minimale est réalisée comme décdans la partie 1. A.2.f. Les
pistils féecondés sont laissées 7 jours jusqu’a &vion du fruit contenant la ou les graine(s) en
développement (5 au maximum). Les tissus sont tndeécolorés par 3 bains dans I'éthanol
96%. Les graines sont alors visibles par transparebes fruits sont photographiés et la

distribution interne des graines est déterminéaidel du logiciel ImageJ.
1. A.2.f Développement du septum dans les gynoecia non fécondés

Les fleurs au stade de développement 12 (Smatyth. 1990) sont émasculées a l'aide
de pinces fines sous loupe binoculaire. Les tissum inclus dans la paraffine 1, 2, 3 ou 5
jours aprés émasculation, puis coupés en sectichOdem (voir dans la partie 4. B). Les
cellules du septum sont étudiées aprés coloratisrcdupes au Fast Green FCF (voir partie 4.
C).
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1. B Manipulation génétique des plantes

1. B.1 Croisement en retour ou backcross

La manipulation consiste a émasculer une fleurfaoandée d’une plante sauvage du
méme écotype que celui de la lignée mutante, pdépaser du pollen d’'une fleur de la lignée
mutante sur le pistil sauvage afin de provoquer féoendation artificielle. La fleur utilisée
comme femelle doit a étre a un stade de développeme le pistil est mature, prét a

accueillir les grains de pollen et surtout non fét

Les plantes mutantes sont utilisées comme planédssimsoit donneuse de pollen, et
les plantes sauvages comme plantes femelle. laiast plus facile d’éliminer les graines
issues de l'autofécondation car elles ne possquEnte marqueur de sélection présent dans
I’ADN-T.

Les graines issues de ce croisement sont récatéesturité puis semeées sur milieu
sélectif. Les plantules résistantes sont par I stansférées en terre et testées ensuite par une

analyse PCR quand la plante a suffisamment de i@lgbéur réaliser une extraction d’ADN.

1. B.2 Transformation stable d’A. thaliana

1. B.2.a Transformation via Agrobacterium tumefaciens

La méthode utilisée est issue d’'un article de GhoegBent paru en 1998, celle-ci est
basée sur une transformation au niveau des inflenegs et nécessite des plantes en fleur et

en tres bon état physiologique.

Les plantes sont amenées au stade de floraisoromtitions de jours longs. Les
premieres hampes florales sont coupées afin d’antgmée nombre de bourgeons et donc
augmenter le nombre de futures hampes. Une cuityule d’Agrobacterium tumefaciens
contenant un vecteur de transformation portantleega transférer est réalisée en milieu de
LB (250 mL) supplémentée d’antibiotiques (rifampei50 pg/mL ; gentamycine 20 pg/mL ;
spectinomycine 100 pg/ml) est réalisée. Lorsquenikeu de la phase exponentielle de
croissance est atteint (6§ = 0,8), les bactéries sont sédimentées par ceg@tion (10 min,
3000 g, 4°C), puis resuspendues dans une soluti@actharose 5% et Silwet-L77 0,05% de
facon a obtenir une Dfghnm= 0,8, pour un volume final de 100 a 200 mL fin@ktte
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suspension de bactéries est transférée dans uarb@cisont plongées les parties supérieures
des plantes a transformer pendant 10 sec avec agegel agitation pour une meilleure
imprégnation. Les plantes sont ensuite placées sougm plastique (afin de maintenir un
haut niveau d’humidité) et disposées a I'obscudteh aprés la transformation, la protection
plastique est enlevée et les plantes remises atitimmnnormale de culture jusqu’a I'obtention
des graines.

1. B.2.b Sélection des transformants

Suite a la transformation, 1/500 graine en moyemtéen intégré le transgene. Pour
identifier ces graines, on a alors recours au neanqde sélection porté par ’ADN-T.

Sélection sur Kanamycine

La sélection des transformants (génération T1gaédlisée sur milieu MS a 10 g/L
d’agar contenant de la kanamycine a 50 pg/mL. Skulpremiere paire de feuilles des
individus résistants se développe. Les plantulgistantes sont alors transférées en terre.

Sélection sur BASTA

Les graines T1 sont, dans un premier temps, seerdsrre selon les conditions
précédemment énoncées (partie 1.A.2). Au stade geeimiere paire de feuille, les plantes
sont aspergées a I'aide d'un brumisateur de BAS{Hoeshst) & une concentration de 1,25
mL/L. L'opération est répétée deux fois avec 3 jauts d’intervalle, les plantes résistantes

sont ensuite transférées en pot.

1. C Souches bactériennes et conditions de culture

1. C.1 Souches utilisées

Espece Souche Résistance Utilisation
Escherichia coli DH5a aucune Clonage
Escherichia coli DB3.1 Protéine CcdB Amplification des vecteurs deums et de
destination GATEWAY
Escherichia coli BL21 Aucune Surproduction de protéines
Agrobacterium pGC3121 Gentamycine Transformation stable végétale
tumefaciens Rifampicine

Tableau 3 : Souches bactériennes utilisées
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1. C.2 Conditions de cultures solides et liquides

Pour les cultures en milieu liquide, le milieu cdetp.uria Broth (Tryptone 1% (p/v) ;
Extraits de levures 0,5% (p/v) ; NaCl 0,5% (p/\9) etilisé. Les cultures en milieu solide sont
réalisées sur du LB gélosé (Bacto-agar 15 g/L). hesibiotiques sont ajoutés aprés
stérilisation et refroidissement du milieu selon Jecteur et la souche utilisés, aux
concentrations usuelles décrites dans le tablebestbactéries sont mises en culture a 37°C
avec une agitation a 200 rpm pour les culturesdiegi Les colonies sont obtenues par stries
d’épuisement sur milieu solide. Les souches d'@tt&ont conservées sous forme de stock

glycérolé a -80°C (Glycérol 20% final).

Antibiotique Concentration finale
Ampicilline 100 pg/mL
Kanamycine 50 pg/mL
Spectinomycine 100 pg/mL
Rifampycine 50 pug/mL
Gentamycine 20 pg/mL

Tableau 4 : Concentration finale en antibiotiques tilisée dans les milieux de culture

1. D Les levures

1. D.1 Souche utilisée

Pour les tests double hybride, nous avons utilsésduche deSaccharomyces
cerevisiaeAH109 (Clonetech), dont le génotype eMATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52,
ade2, his3-200, ga} gal8Q1, LYS2 ::GALLasGALLaTAHIS3, GALZ2AsGALZATAADE2,
URA ::MELlyasMELlratxLacZ, MEL1

1. D.2 Milieux et conditions de culture

Les levures ont été cultivées en milieu riche liguY PDA a 30°C pendant 2 a 3 jours,
et conservées dans 25% de glycérol a -80°C. Lats@tedes levures transformées a été
effectuée sur un milieu minimum SD supplémentéuper solution « DROP OUT » contenant
les composés d’auxotrophie (acides aminés et lzasddes) a I'exception de ceux permettant

de réaliser la sélection (histidine et adénine)
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Liste et composition des milieux utilisés pour ldtere des levures :

» Milieu YPDA : Peptone 20 g/L, extrait de levure 10 g/L, glec@® g/L, L-
adénine hémisulfate 2 g/L, agar 10 g/L pour lesemmd gélosés.

» Milieu SD: « Yeast Nitrogen Base » avec sulfate d’ammoniunsans acide
aminé 6,7 g/L, glucose 20 g/l, agar 10 g/L poumhdgeux gélosés, pH ajusté a 5,8
apres I'ajout de la solution « DROP OUT ».

» Solution « DROP OUT »a ajouter au milieu SD (a diluer 100 fois) : L-satine
3 g/L, L-valine 15 g/L, L-Adénine hémisulfate 2 g/L-Arginine HCI 2 g/L, L-
Histidine HCI monohydrate 2 g/L, L-leucine 10 gll-Jysine 3 g/L, L-méthionine
2 g/L, L-phénylalanine 5 g/L, L-thréonine 20 g/L-tdyptophane 2 g/L, L-tyrosine
3 g/L, L-uracile 2 g/L.

1. D.3 Transformation des levures

Les levures ont été transformées selon le protami&ietz (Gietz and Woods, 2002).
Il s’agit d’'une transformation par choc thermique akllules rendues compétentes suite a un
traitement a l'acétate de lithium. Les vecteurdisdts lors de la transformation portent les
genes LEU2 et TRP1, impliqués respectivement danbkidsynthése de la leucine et du
tryptophane. La sélection des levures co-transfesmp@r ces vecteurs se fait donc sur milieu
SD supplémenté en « DROP OUT » dépourvu de ces deisbes aminés. Le protocole
détaillé est disponible a I'adresse suivante :Aittpne.cc.umanitoba.ca/~gietz/method.htm

Il Techniques de biologie moléculaire

2. A Transformation bactérienne et techniques de clonage
2. A.1 Préparation des Escherichia coli thermo-compétentes

Une colonie prélevée sur boite LB (supplémentée non d’antibiotique) est
ensemencée dans 2 mL de LB, et incubée pendamtuihsous agitation (200 rpm) a 37°C.
Cette culture est diluée au 1/100 dans 50 mL deliB replacée dans les mémes conditions
de culture jusqu’a obtenir un REm comprise entre 0,3 et 0,5. Les bactéries sons alor
centrifugées a 4°C pendant 10 min a 4000 rpm. Let est resuspendu dans 5 mL de solution
de MgSQ 10 mM, CaC} 50mM froid et laissé 30 min dans la glace. Leduted sont

récupérées par une centrifugation selon les mémeditons et le culot est repris dans 1,7
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mL de cette méme solution, a laquelle 300 pL decéglyl sont ajoutés. Les cellules

compétentes sont aliquotées puis plongées darmdd'fiquide et conservées a -80°C.
2. A.2 Préparation des Agrobacterium tumefaciens thermo-compétentes

Une colonie prélevée sur boite LB supplémentéetithiatiques est ensemencée dans
2 mL de YEP liquide (Peptone 10 g/L ; extrait deules 10 g/L ; NaCl 5¢g/L ; antibiotiques).
La culture est incubée sur la nuit sous agitatio@ om a 28°C. La préculture est ensuite
diluée au 1/100 dans 50 mL de YEP supplémenté itliatiues puis placé a nouveau dans
les mémes conditions de culture jusqu’a obtenir W®s00nm cOMprise entre 0,4 et 0,5. La
culture est placée 10 min dans la glace, et leghas sont centrifugées a 4°C pendant 10
min a 4000 rpm. Le culot obtenu est resuspendu dami. de CaGl 20 mM, répartie en

aliquote et les tubes sont stockés a -80°C.

2. A.3 Transformation des bactéries par choc thermique
Cellules d’Escherichia coli

Les bactéries fraichement décongelées sont misgsésence de 1 a 5 ug d’ADN
transformant selon la compétence des cellules.seble est placé pendant 30 min dans la
glace. Le choc thermique a lieu pendant 60 sec’@ pARis les bactéries sont immédiatement
transférées dans la glace pendant 10 min. Ellasesmuite diluées dans 400 uL de LB, avant
d’étre incubées 1 h a 37°C. 100 pL de cette susgpers®nt étalés sur une boite de Pétri
contenant du milieu LB gélosé supplémenté de béotiique approprié. Les boites sont alors

placées a 37°C pendant la nuit, les transformantms ensuite sélectionnés et analyseés.
Cellules d’Agrobacteriumtumefaciens

Les cellules compétentes sont dégelées 30 min @dagsace. Au moins 1 ug de
plasmides est ajouté et le tout est maintenu 5dains la glace. Les tubes sont ensuite plongés
dans l'azote liquide pendant 5 min, puis les ba&$ésont a nouveau mises a incuber a 37°C
pendant 5 min. Les bactéries sont diluées avec HenlB puis incubées pendant 3 h a 28°C

pour une régénération des cellules avant leurré&ié sur milieu gélosé sélectif.
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2. A.4 Techniques de clonages Gateway

Cette technologie permet de cloner rapidement agaence d’intérét dans un vecteur
dit d’entrée, puis de la transférer ensuite dangetane famille de vecteurs dits de destination.
Cette technique présente de nombreux avantagespé&iinet entre autres de réaliser en un
jour le clonage d’'un fragment dans n’importe quetteur et de transformer la construction
dans les bactéries. Ces clonages contrairement @ékhode classique, n'utilisent pas

d’enzyme de restriction et fonctionnent en génavak plus d’efficacité.

Réaction BP
Produit PCR

X
ey

Vecteur d'antrée

ccdB

Insert

Clone d'entrée

Réaction LR .'

Clone d’entrée

!

Insert

X X

insert
Vecteur de destination
Loty | et [lae2 |

Clone d'expression

Figure 1 : Schéma des réactions Gateway BP et LR
Principe

Cette technique de clonage se base sur la capcitécombinaison entre '’ADN du
phage lambda et celuild’ coli via les sitestt lors des cycles lysogéniques. Le clonage se fait
en deux étapes. Lors de la premiéere, 'ADN d’'intérét amplifié par PCR en utilisant des
amorces directes hybrides possédant une extendiBnem 5. Ce produit PCR peut
recombinelin vitro (grace aux sites attB portés a ses extrémités) lagesites attP du vecteur
pDONR22IM par réaction BP, conduisant au clone d’entrée. (EigLe clone d’entrée est
utilisé lors d'une deuxieme étape, la réaction LEyi consiste en une deuxieme
recombinaison entre les deux sites attL et dews sittR d’'un vecteur de destination portant
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la construction d'intérét (figure 1). Les deux maes de recombinaison nécessitent
respectivement le mix BP Clonase Il et LR Clondggnvitrogen) qui sont des mélanges des
enzymes nécessaires a la recombinaison. Le vedtentrée et les différents vecteurs de
destination portent toujours entre leurs sitesuaitt, cassette ccdB qui code pour une protéine
interagissant avec la gyrase de la plupart deshesudE. coli, ce qui empéche leur

croissance. Lors de la recombinaison, cette casssit perdue, ce qui permet de ne

sélectionner que les bactéries portant la bonnstartion.
Réaction de recombinaison BP et LR

50 ng de produits PCR ou 150 ng de vecteurs d'ersinét mélangés respectivement,
a 150 ng de vecteurs pDONY221 ou de vecteurs de destination, 2 uL de MIX BFALR
Clonase Il et du tampon TE pH 8,3 jusqu’a 10 plalfille mélange est brievement vortexé
puis incubé a 25°C pendant 1 h. La réaction demnbamaison est arrétée par I'ajout de 1 pL
de protéinase K (2 pg/pL) et en incubant le mélan@°C pendant 10 min. La moitié du

volume réactionnel est utilisé pour transformer lostéries thermo-compétentes.
2. A.5 Vecteurs utilisés et constructions réalisées

La carte des vecteurs est en annexe 1.

Vecteur Provenance Taille Utilisation Sélection
bactéries
levures ou plantes
pPENTR 3,9 kb
At3g19390
PENTR Arabidopsis Biological 4 kb Clonage d’ADNc
At5g43060 Resource Center
pUNI RD21 3,9 kb Kanamycine
pUNI XBCP3 3,9 kb
pDONR™221 Invitrogen 4,8 kb Vecteur d’entrée dans les
réactions Gateway
pDONR Christiane Reinbothe 4 kb Clonage de WSCR. d’
AtWSCP thaliana
pDEST™17 Invitrogen 6,4 kb Surproduction de Ampicilline
protéines chek. coli
pGADT7-GTW Dr Gilles Vachon 10,4 kb Tests doubles hybridels Ampicilline
pGBKT7-GTW CEA de Grenoble 9,7 kb dans la levure Kanamycine
pKGWFS7 12,7 kb Analyse d'activité de Spectinomycine
Plant Systems Biology promoteurin planta Kanamycine
pB7WG2 VIB-Ghent University 10,9 kb Surexpressionplantade Spectinomycine
protéines BASTA®

Tableau 5 : Vecteurs utilisés dans ce travail
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Construction pour la technique de doubles hybrides

Les ADNCc des protéases a cystéine et de WSCP @mtn@plifies par PCR a partir des
plasmides listés dans le tableau 5. Les amorceétérdessinées de maniere 6ter la séquence
prédite comme codant pour le peptide d’adressatye (sn N-ter ; les amorces utilisées sont
listts en annexe 2). Ces séquences sont détermiageautilisant le programme
bioinformatique TargetP disponible a 'adresse rimgé suivante :
http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetR/es produits PCR ont été clonés dans le vecteur
pDONR™221 en effectuant la réaction GATEWAY BP, pour demies clones d’entrée.
Ensuite chaque ADNCc est cloné dans les vecteutindésns pGADT7-GTW et pGBKT7-
GTW par réaction LR.

Fusion transcriptionnelle avec le géne rapporteur GS

Le promoteur du gen&/SCPest amplifié par PCR a partir d’ADN génomique de
feuille de rosette, cloné dans le vecteur pDONE1 & l'aide de la clonase BP puis dans un
second temps dans le vecteur pKGWFS7 par réacton L

Construction pour la surexpression de la protéine VBCP chezE. coli

Les clones d’entrée pDONR221 avec I'ADNc WSCP entier ou dépourvu de la
séquence codant pour le peptide d’adressage, értl@iés dans le vecteur pDEST17 par
réaction GATEWAY LR.

Construction pour la surexpression de la protéine VBCP cheZA. thaliana.

Le clone d'entrée contenant TADNc de WSCP est €ldans le vecteur destination
pB7WG2 par réaction LR.

2. A.6 Extraction d’ADN plasmidique d’E. coli

Les plasmides ont été extraits & I'aide du kit «&ET" Plasmid Miniprep Kit »
(Fermentas) a partir d’'une culture de 2 mL en mili® (supplémentée en antibiotiques) sur

la nuit, selon les recommandations du fournisseur.
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2.A.7 Séquencgage

Il est absolument nécessaire de séquencer ledsirdenés dans le vecteur d’entrée
pDONR™221 afin de s’'assurer de I'absence de mutationesGei peuvent étre dues a la
polymérase lors de I'amplification par PCR ou ét@uites par I'exposition de I’ADN aux
UV dans le cas d’'une purification sur gel. Le sémage est réalisé par Jean Pierre Alcaraz
sur une plateforme dédiée située au pdle Biologi€dmpus. La technique employée utilise
des terminateurs colorés, le kit « BigDye TerminatdPerkin-Elmer) et un séquenceur
(Applied Biosystem).

2. B Méthode d’analyse des acides nucléiques
2. A.1 Extraction d’ADN d’A. thaliana
2. A.1.a Extraction rapide sans purification

Une feuille ou un morceau de feuille de 0,5 cm2besyé en tube Eppendorf a l'aide
d’un piston. 500 pL de tampon Edwards (Tris-HCI 2001 pH 7,5 ; NaCl 250 mM ; EDTA
25 mM ; SDS 0,5%) sont ajoutés au broyat puisué ést centrifugé 1 min a 13000 rpm. 350
uL de surnageant sont mis a précipiter dans un eamutube en présence d'un volume
d’isopropanol. Le contenu est mélangé par retouemtr8 a 4 fois puis laissé au repos a
température ambiante pendant 4 min avant une figgation de 5 min a 13000 rpm. Le culot
est séché sous une hotte a température ambiandamieime heure puis repris dans 20
d'eau. 1 pL de la suspension d’ADN est directemsilisée pour le génotypage par PCR
dans un volume réactionnel final de 25 L.

2. A.1.b Extraction d’ADN Purifié

Environ 150 mg de matériel végétal est broyé autisrodans I'azote liquide puis
traité & l'aide du kit « illustra’ DNA Extraction Kit PHYTOPURE" » (GE Healthcare).
Aprés I'étape de la précipitation, 'ADN est repdans 30 uL de Tampon TE (Tris-HCI 10
mM pH 7,5 ; EDTA 1 mM).

2. B.2 Southern blot

L’équivalent de 10ug d’ADN digéré est séparé par électrophorese surgein

d’agarose 0,8% (p/v) sous une tension de 1 V/cmgele coloré au BET, est photographié
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avant d’étre traité 10 min dans un bain de déptiangHCI 0,25 N), puis 2 fois 15 min dans
des bains de dénaturation (NaOH 0,5 N ; NaCl 1,=Mj)e neutralisation (Tris HCI 0,5 M pH
7,5; NaCl 1,5 M) avec un rincage rapide a I'eastiltfe entre chaque solution. L’ADN est
transféré par capillarité sur une membrane de ny®ensiBlot" PlusNylon membrane,
Fermentas). Le transfert s’effectue sur la nuipg¥sence de tampon SSC 20X (Tris Sodium
Citrate 300 mM ; NaCl 3 M ; pH 7) selon SambrookRetssell (2001). Le lendemain, la
membrane est rincée 5 min dans du SSC 10X puidésca 80°C pendant 30 min pour fixer
'’ADN génomique. Les étapes suivantes (Hybridatiamec une sonde radioactive et
détection) ont été réalisées par Christiane Relmbat’Université de Bayreuth.

2. B.3 Réaction d’amplification en chaine (PCR)

La PCR Polymerase Gain Reaction est une technique vitro consistant a amplifier
sélectivement une séquence particuliere de 'ADNgudion répétée d'une ADN polymérase

thermostable, Tagrhermusaquaticus.

Pour les clonages, la Taq de chez Roche AppliednSeiPwo DNA polymeragea
été utilisée car cette enzyme posséde une actiwitéctrice d’erreuproof reading Pour le
criblage des plantes mutantes, c’est une Taq recamie de chez BiolineTaq DNA
polymerase recombingntiui a été choisie car bien moins onéreuse. Lamelréactionnel
standard qui est généralement de 25 pL, comprdiahpon Taq 1X ; MgGI1,25 mM ;
amorces 0,4 uM de chaque ; Tag polymérase 1 U ; Afitice 1 ng a 1 ug. L’ADN est
dénaturé & 94°C pendant 5 min puis soumis a undifeaion de 22 a 40 cycles selon la
guantité d’amplicon désirée. Chaque cycle comprerel phase de dénaturation pendant une
minute a 94°C, une phase d’hybridation des amaia@se température qui dépend de la Tm
des amorces utilisées et une phase d’élongatiobrioiud’ADN pendant 2 min a 72°C.
L’amplification est achevée par une incubation Iéna 72°C pendant 5 min pour terminer la

synthese des fragments. Les amorces sont listémsnexe 2.
2. B.4 Extraction des ARN totaux d’A. thaliana

Ce protocole est utilisé pour effectuer des trapsons inverses Reverse
transcription: RT). Il est adapté de Methods in Molecuar Biology, vol. 82 :Arabidopsis
protocols; Preparation and analysis of RNA, Current protocofs3.1 (édité par J. Martinez-

Zapater et J.Stanilas).
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Les plantes sont broyées au mortier dans de I'dizptigle. L'équivalent de 500 pL de
poudre est placé dans un tube Eppendorf 1,5 mLehugquvolume de tampon d’extraction
(Tris-HCI 10 mM pH 8 ; NaCl 100 mM ; EDTA 1 mM ; SD1% (p/v)), est alors ajouté. Le
mélange est vortexé jusqu’a homogénéisation. Unmel équivalent de phénol/chloroforme
est ajouté afin d’éliminer les protéines, I'échbmti est ensuite vortexé. Aprés une
centrifugation de 5 min a 13000 rpm, la phase asgiast réecupérée (phase supérieure).
L’extraction au phénol/chloroforme est répétée dautkes fois, puis suivie d’une extraction
au chloroforme pour 6ter le phénol restant. Ledeschucléiques sont précipités par I'ajout a
la phase aqueuse de 1/10 de TNE (Tris-HCI 200 mM/ g4 NaCl 1 M ; EDTA 10 mM) et
de 2 volumes d’éthanol absolu froid suivi d’'uneubation de 15 min a -80°C. Apres une
centrifugation de 5 min a 13000 rpm et a 4°C, lmageant est éliminé. Le culot est remis en
suspension dans 100 pL d®iet 100 uL de LiAc 4 M, puis laissé a précipitengant la nuit
dans la glace. La suspension est centrifugée 15ani3000 rpm et a 4°C. Le culot est
finalement lavé a I'éthanol 70% froid et séchérapgérature ambiante avant d’étre repris dans
un petit volume deau distillée stérile. Le dosageantitatif des ARN se fait par
spectrophotométrie (Biophotometer, Eppendorf). ABIN sont stockés sur le long terme a -
80°C.

2. B.5 Traitement des ARN a la DNAse |

L’ARN extrait contient souvent de '’ADN contaminar@e dernier est éliminé par
deux traitements successifs a la DNAse | (Euromgdselon les recommandations du
fournisseur, a raison de 2|\ dARN. L’enzyme est ensuite éliminée par une aotion au
phénol/chloroforme (1:1, v/v) auquel est ajouté Q@lume de TNE 10X. Apres
centrifugation, la phase agueuse est récupérés aRN sont & nouveau précipités dans deux
volumes d’éthanol absolu pendant 20 sec dans Baliquide. Aprés sédimentation par
centrifugation a 4°C pendant 20 min a 13000 rpmm,cglot d’ARN sont rincés a I'éthanol
70%, séchés et repris dans | {I5d’'H20. Leur qualité est testée en déposant 300 ng d’ARN
sur gel d’agarose 1% (p/v). L'absence d’ADN esifi@r par PCR sur 300 ng d’ARN. Si une
amplification est détectée, les ARN sont traitée tiroisieme fois a la DNAse | comme
indiqué ci-dessus.
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2. B.6 Analyse des ARN par retro-transcription et PCR semi-quantitative
Synthése du premier brin d’ADNCc

Cette technigue permet de synthétiser TADNc cqoeslant & un ARN grace a une
transcriptase inverse ou ADN polymérase ARN dépetedd’ARN (2 pg) est dénaturé 5 min
a 65°C en présence de 300 pmoles d’amorces oliggpallr I'amplification des ARN
contenant une queue poly(A). Le mélange est ensguiteédiatement placé dans la glace et
centrifugé brievement. La réaction s’effectue ddonstampon RT Kirst strand buffer5x :
Tris-HCL 250 mM pH 8,3 ; KCI 375 mM ; Mggll5 mM ; DTT 50 mM), en présence de
dNTP 0,4 mM; DTT 10 mM, et de 10 U de transcriptasverse SUPERSCRIPT II
(Invitrogen) pendant 2 h a 42°C. La réaction egdtée en chauffant les tubes durant 10 min a

72°C, 1/36™ de cette réaction est utilisée pour une réactoR.P
PCR semi-quantitative

Pour I'analyse de I'expression des génes, les &ogilons par PCR sont réalisées a
partir de 1 uL d’ADNc obtenu comme précédemmentirRbaque jeu d’amorces, le nombre
de cycles a utiliser est déterminé préalablemenir ge@ situer en phase exponentielle de
I'amplification, avant saturation. L’amplificatiodu gene d’expression constitutive ACTINE

permet de contrdler la quantité d’ADNCc utilisée.
2. B.7 Test double hybride
Principe

Les levures sont cotransformées avec les vect€apOp 7-GTW et pGBKT7-GTW
vides (cassette Gateway) ou porteurs d’'un insaxs. frotéines exprimées par ces vecteurs
sont des fusions traductionnelles. Les plasmidesAPIZ-GTW et pGBKT7-GTW
permettent d’obtenir une protéine chimérique fusémn en son extrémité C-Terminale
respectivement a un domaine ABc{ivation Domain) ou a un domaine BDDNA Bnding
Domain). Si les protéines interagissent entre elles darlsvure, le complexe formera un
facteur de transcription actif capable de se f&x¢ADN (via le domaine BD) et de recruter
une ARN polymérasevia le domaine AD). Ce complexe, en se fixant a degons
promotrices, permet la transcription des enzymesiguées dans synthése de I'acide aminé

histidine et de la base azotée adénine.
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III Techniques de biochimie
3. A Surproduction de la protéine WSCP chez E. coli

La protéine WSCP portant une étiquette poly(Higté induite dans la souche de
bactérie BL21 a l'aide du vecteur pDEST17-WSCP.éspransformation des bactéries, une
préculture sur la nuit est ensemencée dans duuniilBesupplémenté d’ampicilline (LBA) a
partir d’une colonie isolée. La préculture estisdéé pour inoculer 500 mL de LBA
(utilisation d’'un erlen de 5 L) a une R&hmde 0,05. La croissance bactérienne s’effectue
sous agitation a 37°C jusqu’a atteindre unghh de 0,6 environLa production de la
protéine recombinante est induite par addition dansiilieu de culture d’arabinose (0,1%
(p/v) final) et la culture s’effectue pendant 3 B&C. Les bactéries sont collectées par une
centrifugation dans des pots de 250 mL pendant iB0ard000 rpm. Une fois le surnageant

ote, le culot de bactéries peut alors étre conser2€°C jusqu’a son utilisation.

3. B Purification des protéines sur colonne d’affinité Ni-NTA Agarose en

condition dénaturante

Le vecteur pDEST17 permet de cloner le géne déttén fusion traductionnelle avec
une étiquette constituée de 6 histidines. L’étitpubts permet une purification de la protéine
produite sur une matrice conjuguée a du nickel NWA Agarose, Qiagen) qui fixe les
histidines par liaison de coordination. La ruptute cette association peut se faire en
condition dénaturante en présence d’'urée de deumenes différentes, soit en abaissant le
pH, ce qui déstabilise I'interaction nickel-histidj soit en rajoutant de fortes concentrations

d’'un analogue de I'histidine, I'imidazole.

Le culot de bactéries est repris dans 15 ml de ¢ande lyse (NabkPO, 20 mM ; urée
6 M ; imidazole 20 mM ; NaCl 500 mM ; pH 7,5) auglmhibiteur de protéase PMSF est
ajouté a une concentration de 0,5 mM. L’échantibshpassé deux fois a la presse de French
(Thermo Electron, FA-078A) puis placé sur une r@ud0 rpm pendant 1 h. Le lysat est
centrifugé a 14000 rpm pendant 30 min puis le ggeaat est récupéré et filtré sur membrane
0,22 um (diamétre des pores). Le filtrat est méaag00 pL de résine Ni-NTA Agarose
(Qiagen) préalablement équilibrée dans du tamporyse et I'ensemble est laissé sous
agitation pendant 1 h a température ambiante. Ajp@sgbation, la résine est déposée dans

une colonne (Bio-Rad), puis lavée avec deux foexa mL de tampon de lavage (N&Qy
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20 mM ; urée 6 M ; imidazole 30 mM ; NaCl 500 mMH 7,5). Des élutions successives
sont pratiquées grace a I'addition de 6 fois 1 raltainpon d’élution (Na$PO, 20 mM ; urée

6 M ; imidazole 500 mM ; NaCl 500 mM ; pH 7,5). haalité de la purification ainsi que la
guantité de protéines surproduites sont estiméas upg €lectrophorése sur gel de
polyacrylamide 12,5% en conditions dénaturantesjesd’une coloration des gels au bleu de

Coomassie.
3. C Obtention et caractérisation d’anticorps

Obtention des anticorps dirigés contre la protéine VBCP

Des anticorps polyclonaux ont été obtenus en imgaumi 1 lapin par 5 injections
intradermiques ou sous cutanées de 200 pug de mestéxprimées chez. coli et purifiees

comme décrit ci-dessus. Ce travail a été réaliséapociété Interchim (Montlucon, France).
Test de réactivité des anticorps par « Dot blot »

5 dépbts de 2 uL de solution de protéines WSCHigesien quantité croissantes (5 a
500 ng) sont réalisés sur une membrane de nitudosd. Aprés 30 minutes de séchage, les
sites libres de la membrane sont bloqués par inicubd h a température ambiante avec 5 %
de lait écrémé en poudre dans du TBS pH 7,4 (T@s2% mM ; NaCl 140 mM ; KCI 3 mM)

3. D Essais d’inhibition de I'activité de la trypsine par WSCP
3. D.1 Par cinétique enzymatique
Principe

La trypsine, une sérine protéase, est incubéeésepce de la protéine WSCP ou d’'un
inhibiteur de la protéase. Cette solution est ngdara de la BAEE (M-benzoyl-L-Arg ethyl
ester), substrat de la trypsine, dont un des ptoadia clivage absorbe a une longueur d’onde
de 253 nm. Si 'Absorbance a 253 nm augmente eatitomdu temps, alors la trypsine est

active.
Cinétique enzymatique

Une fraction de WSCP purifiée (dans du tampon ¢i@h) est mélangée a 6:1onol
de trypsine pancréatique de porc (Sigma Aldrich)naratio moléculaire 1:1 ou 10:1. Le
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volume est ensuite ajusté a 2,5 mL avec du tampisrHICI 50 mM (pH 7,5). Aprés 5 min a
25°C, 2 mL de la solution sont mélangés a 100 uBAEE 10 mM (dans le méme tampon)
et une cinétique du changement d’absorbance a 268sh réalisée (Spectrophotometre Cari
100). L'inhibiteur de trypsine de graine de sojal(8 mol/réaction ; Sigma Aldrich) est
utilisé comme contrdle positif pour l'inhibition dactivité enzymatique de la protéase.

3.D.2 Par zymographie réverse
Principe

Cette technique permet de détecter les activitbgratéases des protéines dans un gel
SDS-PAGE. Le gel en conditions dénaturantes esgnp@isé en présence de gélatine,
substrat des protéases. Aprés la migration, leandidions sont renaturés en 6tant le SDS puis
le gel est ensuite incubé dans une solution deéases. Celles-ci clivent toutes les protéines
(gélatine et produits de migration) a I'excepti@s dnhibiteurs de protéases et de la gélatine a
proximité. Les antiprotéases sont ensuite visusdigear une coloration des gels au bleu de

coomassie.
Zymographie réverse

Un gel SDS-PAGE est réalisé avec de la gélaii24 (p/v) ;Gelatin from porcine
skin Type A ; Sigma Aldrich) dans le gel de séparatican composition, la préparation et la
migration des gels SDS-PAGE sont décrites dansataep3. F.4. Aprés migration, le gel est
incubé 2 fois 30 min dans une solution de Tris-AQIM (pH 7) et de triton 2,5% (v/v). Le
gel est ensuite rincé plusieurs fois a I'eau déstipuis immergé dans une solution de trypsine
ou de chymotrypsine (Sigma Aldrich) 0,1% dans dwmpan Tris-HCI 50 mM (pH 8,2)
pendant 30 min a 4°C et dans un second temps 9@ rBiFfC. Le gel est a nouveau rincé,
puis coloré au bleu de coomassie (voir la partie.3)

3. E Expérience de multimérisation de WSCP in vitro
En présence de thylacoides

Les protéines WSCP dans le tampon d’élution (MaB 20 mM ; urée 6 M;
imidazole 500 mM ; NaCl 500 mM ; pH 7,5) sont désélans la solution de multimérisation
(NaH,PO, 10 mM ; NaCl 0,5 M ; EDTA 1 mM ; Maltose 10 mMpy toncentration en urée
est amenée a 0,3 M. Les protéines sont ensuiteentr@ées a I'aide d’un centricon (Amilab ;
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seuil de coupure 10 kDa) jusqu’a obtenir une comagan d’environ 0,5 pg/uL. 6,25 pg de
protéines sont ajoutés a du tampon de multiméoisake volume est ajusté a 50 uL, et a cette
solution est immédiatement ajouté 1 pL de thylae®igurifié (dans du tampon R,
composition décrite dans la partie 3. G ; 3 ug egmnes par pL). La réaction est réalisée a
22°C pendant 30 min sous agitation (300 rpm). lledatoides sont ensuite culotés par
centrifugation & 3000 rpm durant 5 min et le sueaag est mélangé a du tampon de dépot 4X
des protéines en condition native (Tris-HCI 0,2 M 6,8 ; glycérol 20% (v/v) ; bleu de
bromophénol 0,025% (p/v)). Les échantillons somiasés par électrophorese sur gel de
polyacrylamide en condition native (100 V constgmt)s les gels sont colorés au nitrate
d’argent

En présence de chlorophylle a et b

La chlorophylle a été purifiée au sein de notreotatpire par Jean-Pierre Alcaraz a
partir de tissus d’épinard. Le butanol est un saiveon miscible dans I'eau. La chlorophylle
est dissoute dans du butanol a une concentratiatefide 1 mM. Dans le cas présent, les
thylacoides sont remplacés par 50 pL de la soludatanol-chlorophylle. La réaction est
également réalisée a 22°C pendant 30 min soustiagité800 rpm). La phase supérieure
butanol-chlorophylle est éliminée par pipetage @tphase inférieure est mélangée a du
tampon de dép6t 4X des protéines en conditionvemtiLes échantillons sont séparés par
électrophorése sur gel de polyacrylamide en camditiative (100 V constant) puis les gels

sont colorés au nitrate d’argent

3. F Extraction des protéines et méthodes associées
3. F.1 Extraction rapide pour électrophoreése

Cette méthode permet une extraction trés rapidepdatgines totales de tissus de
végétaux et elle limite, par sa rapidité de miseceavre, toute dégradation protéique
eventuelle. Mais elle possede des inconvénientsi de générer du bruit de fond lors des

immunodétections et de ne pas extraire de man@nmale certaines protéines.

Le matériel végétal est broyé en fine poudre damsnortier en présence d’'azote
liquide. A un volume de poudre est immédiatemeatii@ un volume de tampon de dépdt de
protéines 2xpp (Tris-HCI 125 mM pH 6,8 ; glycérod9%2 (v/v); SDS 4% (p/v) ;p-
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mercaptoéthanol 10% (v/v)). Les tubes sont vorteggEdques secondes puis chauffés pendant
5 min a 100°C. Les débris cellulaires sont culofiés une centrifugation de 1 min a 8000

rpm, le surnageant est transféré dans un nouveayur étre doseé.
3. F.2 Extraction longue selon la méthode de Tanaka

Le matériel végétal est réduit en fine poudre paydge dans un mortier, en présence
d’azote liquide. A environ 300 mg de poudre, 600deLtampon d’extraction (saccharose 0,7
M; Tris-Cl 0,5 M pH 8; EDTA 5 mM; NaCl 0,1 M teextemporanémen{-
mercaptoéthanol ; PMSF 2 mM) sont ajoutés. Un velua phénol pH 8 (par équilibration
avec du Tris-HCI 10 mM) est ajouté et les tubed sgités a température ambiante pendant
20 min. Apres centrifugation pendant 5 min a 1268, la phase supérieure phénolique est
récupérée et 5 volumes d’acétate d’ammonium 0, #diss¢us dans du méthanol) sont ajoutés.
Aprés précipitation des protéines pendant 2 h 8G20 centrifugation pendant 5 min a 12000
rpm a 4°C, les culots sont rincés deux fois par pD@’'acétate d’ammonium 0,1 M (dissous
dans du méthanol), puis une fois par 500 pL d’ae®0%, séchés a température ambiante et
dissous dans 100 pL de tampon de charge 2xpp. diemntillons sont dénaturés pendant 5
min & 100°C puis dosés.

3. F.3 Dosage des protéines par la méthode de « ESEN »

Cette méthode de dosage des protéines est tiréeadiicle de Asim Esen parue en
1978, elle présente I'avantage d’étre peu onéretiskétre réalisable en présence de SDS et
de B-mercaptoéthanol. 1 pL de protéines dans du tardpatepbt (sans bleu) est déposé sur
un papier Whatman d’un centimetre de coté. Poucdesrdles, 1 uL de tampon de dépét seul
et 1 uL de BSA (5 pg/uL dans la méme solution),t segalement déposé sur papier
Whatman. Aprés 10 min a température ambiante,dkandillons sont placés sous agitation
pendant 5 min dans une solution de fixation (ispprml 25% (v/v) ; acide acétiqgue 10%
(v/v)) puis 15 min dans une solution de colorat{mopropanol 25% (v/v) ; acide acétique
10% (v/v) ; coomassie brillant blue G250 0,25 (p/\e bleu coomassie est retiré du papier
Whatman (les protéines déposées conserve la doloratar trois bains dans de I'eau distillé
de 2 min chacun, le premier a température ambiahtees deux suivants a 100°C. Les
échantillons sont ensuite séchés sur une plaquéfahte a 250°C puis chaque carré est placé

dans un tube Eppendorf contenant 1 mL de tampdutdig (SDS 0,5% (p/v)). Les tubes
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sont incubés pendant 30 min a 62°C sous agitatiis lp solution est prélevée et dosée au

spectrophotometre a une absorbance de 578 nm.

3. F.4 Séparation monodimensionnelle des protéines par électrophorése sur gel

polyacrylamide en condition dénaturante et native

En condition dénaturante, le gel se compose de rHepa la partie inférieure
correspond au gel de séparation (acrylamide 12@% ( Tris-HCI 375 mM pH 6,8 ; SDS
0,1% (p/v)), la partie supérieure correspond audgetoncentration (acrylamide 6,6% (p/v) ;
Tris-HCI 125 mM pH 6,8 ; SDS 0,1% (p/v)). L'éleghtmorese est réalisée en voltage constant
(130 V) dans du tampon de migration (Tris-HCI 25 miylycine 240 mM ; SDS 0,1% (p/v))
(Laemmli. 1970). Aprés migration, les protéinestsmiorées ou transférées sur membrane de

nitrocellulose.

En condition native, le gel de polyacrylamide etaepon de migration ne contiennent

pas de détergeant SDS.
3. F.5 Coloration des protéines
Bleu de Coomassie

La coloration des protéines est réalisée par irtcubades gels pendant 1 h a
température ambiante dans une solution de bleuaten@ssie (éthanol 35% (v/v) ; acide
acétique 10% (v/v) ; coomassie brillant blue G28(15% (p/v)). La décoloration du gel est
effectuée par plusieurs lavages dans une solutomédoloration (éthanol 35% (v/v) ; acide

acétique 10% (v/v)) jusqu’a 'obtention d’une démation optimale.
Nitrate d’argent

Le gel est incubé 20 min dans la solution | (méth&®% (v/v) ; acide acétique 5%
(v/v)), 10 min dans la solution Il (méthanol 50%v{y puis 5 min dans I'eau distillée. Le gel
est brievement immergé dans une solution fraichthidsulfate de sodium (0,02% (p/v)) et
rincé a I'eau bidistillée avant d’étre incubé 2hrdians la solution IV (nitrate d’argent 0,1%
(p/v)). Pour révéler les protéines, le gel est noevelle fois rincé a deux reprises avec I'eau
distillée et incubé pendant quelques minutes dansolution V (carbonate de sodium 2%

(p/v) ; formaldéhyde 0,04% (v/v)) fonction de lamsité de la coloration voulue. La
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coloration des protéines est stoppée par un bab e dans la solution Il (acide acétique
5% (VIV)).

3. F.6 Transfert des protéines sur membrane de nitrocellulose

Un systeme de «sandwich» est réalisé a partir dgg® et de papier Whatman
préalablement imbibés dans du tampon de trangfest 26 mM ; glycine 190 mM ; méthanol
20% (v/v)). Le gel est placé au contact d'une membrde nitrocellulose (Schleicher &
Schuell, 0,45um) imbibée de tampon de transfert entre deux feisxdfeuilles de papier
Whatman et deux éponges. Le transfert s'effectuss dame cuve remplie de tampon de
transfert pendant 1 h 20 a ampérage constant (250 en chambre froide (4°C). Pour
contréler la qualité du transfert et I'homogénéikes quantités de protéines chargées, la
membrane est colorée 1 min au rouge ponceau (mugeeau 0,5% (p/v) ; acide acétique 1%
(v/v)), puis décolorée a l'eau distillée jusqu'astdiguer nettement les protéines. La
membrane est décolorée par deux lavages dans guonamTBS (Tween 20 0,1% (v/v) ;
TBS : Tris-HCI 25 mM pH 7,4 ; KCI 2 mM ; NaCl 135M). Les sites libres de la membrane
sont bloqués par incubation dans une solution dB%-contenant 5% de lait écrémé en
poudre (T-TBS lait), pendant 1 h a température antbiou une nuit a 4°C.

3. F.7 Immunodétection des protéines
Membrane de nitrocellulose

L’anticorps primaire dilué (1/1000° a 1/5000°) dahsT-TBS lait est incubé avec la
membrane pendant 1 h a température ambiante onuiing 4°C. La membrane est lavée par
trois lavages de 10 min avec du T-TBS a tempéraambiante puis incubé pendant 1 h a
température ambiante avec I'anticorps secondaué diu 1/3000° dans du T-TBS lait. Apres
3 lavages de 10 min avec du T-TBS, la membranalest placée en présence du substrat
correspondant a I'enzyme couplée a I'anticorpssgaime. Pour I'anticorps secondaire couplé
a la HRP, la révélation s’effectue grace au systers€L Western Blotting » (Amersham)
selon les recommandations du fournisseur. Avectitarps secondaire couplé a la
phosphatase alcaline, la membrane est incubée ugpgelminutes dans du tampon de
révélation NBT/BCIP (NaCl 100 mM ; Tris-HClI 100 mMNIgCl, 50 mM ; 4-nitroblue
tetrazolium chloride 0.5 mM ; 5-bromo-4-chloro-3alylphosphate 0.5 mM, pH 9) jusqu’a

apparition d’'un précipité insoluble coloré sur lambrane.
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Immunodétection sur lame

Le matériel végétal est préalablement inclus damataffine, coupé en sections de 10
um et disposé sur une lame de microscopie classlqugaraffine est ensuite retirée des
coupes avant de réaliser I'immunodétection. La ga&jpon des coupes est traitée

ultérieurement dans la partie 4. A.2.

Pour réaliser les immunodétections, les sectiongsdas doivent étre traitées comme

décrit dansvww.ihcworld.com/ protocols/epitope retrival/cigabuffer.htmafin d’inactiver

I'action des phosphatases alcalines endogenes €gtpe est importante car des anticorps
couplés a une phosphatase sont utilisés pour rélgélerésence des protéines d'intérét.
Brievement, les coupes sont incubées pendant 4@ama du tampon citrate (acide citrique
10 mM ; tween 20 0,05% (v/v) ; pH 6) préchauffés&@. Les coupes sont ensuite placées a
température ambiante pendant 20 min pour les difropuis les sites de fixation non
spécifiques sont bloquées 1 h avec du T-TBS cont&s?a de lait écrémé. A I'aide d’'un bloc
de paraffine, une séparation est tracée au mikela thme de microscopie, sur une partie sont
déposés les anticorps anti-WSCP ou anti-RD21 (¥30fans du T-TBS lait) et sur l'autre le
sérum préimmun correspondant (1/480dans du T-TBS lait). Aprés 2 h d'incubation a
température ambiante, I'exces d’anticorps esté&gtar plusieurs lavages dans le T-TBS. Les
coupes sont ensuite incubées avec un anticorpsid@ce couplé a la phosphatase alcaline
(anti-anticorps de lapin produit dans la chevregn& Aldrich) en utilisant les mémes
conditions que pour I'anticorps primaire. Aprésraenbreux lavages, le complexe antigene-
anticorps est visualisé en présence de tamporvé&atidn NBT/BCIP (il faut généralement 1
a 2 min). Les lames sont ensuite rincées a l'estillée plusieurs fois, le surplus de liquide
est alors éliminé puis remplacé par une goutte WAPEX® (Merck). L’échantillon une fois

recouvert avec une lamelle est prét a étre obserwaicroscope (Eclipse E-600, Nikon).
3. G Purification des thylacoides d’Arabidopsis thaliana
Les thylacoides ont été purifiés par Mohamed Kakanet Denis Falconet.
Purification des chloroplastes intacts

Les chloroplastes des feuillesAdabidopsissont purifiés selon la méthode de Douce

& Joyard (1982). Toutes les étapes sont réalisdé€al es feuilles sont hachées en présence

56



Matériel et méthodes

de tampon de broyage (sorbitol 0,4 M ; Tricine 44 pH8 ; EDTA 5 mM ; BSA 1g/L) dans
un broyeur a hélices, 2 a 3 fois pendant 2-3 sexyélge a vitesse lente). Le broyat est ensuite
filtré sur 4 couches de gaze puis sur une toilbldier (50 um de vide de maille). Le filtrat
est centrifugé pendant 10 min a 3500 rpm (rotorkBem JA-10). Les culots, enrichis en
chloroplastes, sont délicatement repris dans dupdamde lavage (sorbitol 0,4 M;
MOPS/KOH 20 mM pH 7,8 ; EDTA 1 mM ; MgeR mM) et filtrés a nouveau sur une toile a
bluter pour homogénéiser la suspension. Un gradiéat Percoll (Pharmacia) est
préalablement préformé par centrifugation dan®terrBeckman JA-25-5 a partir de Percoll
50% (v/v), préparé dans le tampon de lavage, ¢degé&ia 18000 rpm pendant 50 min. La
suspension est déposée sur le gradient, puis fogd@mpendant 10 min 7500 rpm (rotor JS 7-
5) afin de séparer les contaminants extraplastidiati les chloroplastes cassés des
chloroplastes intactes. Aprés centrifugation, lédoroplastes brisés et le matériel non
chloroplastique pénétrent peu dans le gradientedeol et forment une bande supérieure. Les
chloroplastes intacts forment une deuxieme banda bharquée a l'intérieur du gradient
préformé. Afin d’éliminer le Percoll, les chloroptas sont dilués par 6 a 7 volumes de milieu
de lavage et centrifugés 10 min a 3500 rpm (roteckitnan JA 25). Le culot est récupéré et
un deuxieme lavage est effectué a 3500 rpm pertdanin. Les chloroplastes sont finalement

remis en suspension dans un volume minimal de tardpdavage.
Purification des membranes thylacoidiennes

Les chloroplastes purifies sont repris dans le tamp’éclatement hypotonique
(tampon R : MOPS/KOH 10 mM pH 7,8 ; Mg} mM ; acide caproique 1 mM ; PMSF 1
mM ; benzamidine 1 mM) induisant I'éclatement deslomplastes. La solution de
chloroplastes éclatés est alors placée sur uneagradiscontinu de saccharose (0,6-0,93 M,
soit 4 mL de chaque concentration de saccharoggag@ dans le tampon R sans les
inhibiteurs de protéases). Aprés centrifugatiortofrddventis JS-24-15) 1 h a 20000 rpm
(72000 g), 3 fractions se distinguent :

- Le culot vert contenant les thylacoides.
- La couche supérieure qui contient les protéinasbéet présentes dans le stroma.

- L’enveloppe des chloroplastes présente a l'interfées 2 couches de saccharoses.

Le culot de thylacoides est remis en suspensios léaiampon R et homogénéisé avec

un potter.
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IV Techniques de biologie cellulaire

4. A Coloration GUS

Les tissus végétaux (rosettes, inflorescences agttyles étiolées) sont directement
introduits dans le tampon de coloration (Tamponsphate 100 mM pH 7 ; EDTA 10 mM ;
X-Gluc 1 mM) et infiltrés sous vide pendant 10 mniia coloration se fait a 37°C sur la nuit.
Les tissus sont ensuite décolorés par des baieessits de 1 h dans des solutions d’éthanol a
50%, 75%, et 96%. La derniere étape peut-étre é@épdtlusieurs fois afin d'Gter
compléetement la chlorophylle des tissus. Les édiamg sont placés a nouveau dans de
I'éthanol 50% puis dans du glycérol 30%. Les tissost montés entre lame et lamelle ou
stockés a 4°C, l'observation se fait au microscdpelipse E-600, Nikon) en lumiére
transmise ou sous loupe binoculaire (SZX12, Olympluss photos sont prises a l'aide de la

caméra Olympus DP70.
4. B Coloration des tubes polliniques au bleu d’aniline

Des fleurs pollinisées sont placées durant 2 hndpéeature ambiante dans une
solution de fixation (acide acétique 25% ; éthartsf}o). Les tissus sont rincés 3 fois a I'eau
distillée puis laissés sur la nuit dans une satutde NaOH 8 M. Les échantillons sont une
nouvelles fois rincés a I'eau distillé 3 fois, $isnt ensuite introduits dans une solution de bleu
d’aniline (bleu d’aniline 0,1% (p/v); KPO,-KOH 0,1 M pH 11) pendant 3 a 5 h a
I'obscurité. Les fleurs sont montées entre lamdasgtelle dans de I'eau et observées au

microscope sous lumiére UV.
4. C Inclusions et coupes paraffines

Les tissus récoltés sont immédiatement plongés ulamsolution de FAA fraichement
préparée (25 mL éthanol 100% ; 2,5 mL d’acide goétiglacial ; 5 mL de formaldéhyde
37% ; eau distillée qsp 50 mL) puis infiltrés seide pendant 10 min. Cette étape de fixation
des tissus (grace au formaldéhyde présent dan&Ag $e déroule durant 2 h a température
ambiante ou sur la nuit a 4°C. Les échantillong sasuite déshydratés par une série de bains
successifs de 1 h chacun dans I'éthanol 70%, 9@4da@s 100%. L’'éthanol est remplacé par
une solution d’Histoclear Il (National Diagnostigsar une série de bains successifs de 2
h chacun : 75% éthanol absolu / 25% Histoclea®$ ghanol absolu / 50% Histoclear ; 25%
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éthanol absolu / 75% Histoclear ; deux fois 100%stdétilear. Les échantillons sont
maintenant imprégnés dans une concentration craessie paraffine (Paraplast X-TRA, Tyco
Healthcare) par remplacement de la solution, chétpge se déroule a 55 °C dans une étuve
et dure au minimum 2 h : 75% Histoclear / 25% plastp 50% Histoclear / 50% paraplast ;
25% Histoclear / 75% paraplast ; trois fois 100%apkast. Les échantillons sont sortis de
I'étuve, placés dans un moule de forme rectangukirapidement orientés dans le sens de la
longueur avant la solidification de la paraffineslblocs sont fixés a un support adapté pour
le microtome (Microm HM 355S, Zeiss) et des sédesoupes de 10 um sont réalisées. Les
rubans obtenus sont placés sur une lame de migiesctassique et les préparations sont

placées au moins 2 h a 42°C.

Pour pouvoir ensuite utiliser ces préparations,pséaffine doit étre retirée. La
premiere étape consiste a Oter la paraffine pax dains de 10 min dans I'Histoclear Il et a
réhydrater les échantillons par des bains sucsedsif2 min contenant une concentration
décroissante d’éthanol : 100%, 75%, 50%, 25% et I086. lames peuvent maintenant étre

utilisées pour réaliser des colorations ou des inolucalisations.
4. D Coloration de coupes de tissus

Bleu de toluidine

Les lames sont immergées quelques secondes darsolutien de bleu de toluidine
(0,5% (p/v) dans de I'eau distillée) puis rincéassjgurs fois a I'eau. Une fois le surplus de

liquide éliminé, une goutte d’AQUATEXest ajoutée entre lame et lamelle.
Bleu d’alcian et fast green FCF

Les lames sont dans un premier temps coloréescavé&ast Green FCF (0,2% (p/v))
dans 0,1% d’acide acétique glacial pendant 5 mis @lles sont rincées a plusieurs reprises a
I'eau distillée. Ce composé colore les cellulesvert. Il est utilisé pour faire ressortir la
seconde coloration. Les lames sont ensuite col@éddeu d’'alcian 8GS (0,1% (p/v)) dans
3% d’acide acétique glacial durant 30 sec. Puissedont rincées a I'eau distillée plusieurs
fois, le surplus de liquide est alors éliminé presnplacé par une goutte d’AQUATEX

L’échantillon une fois recouvert avec une lameké @ét a étre observé au microscope. Ce
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second composé colore en bleu la matrice extrdaigfuacide présente dans le septum des

fleurs.
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Identification d’'un homologue des protéines WSCP
chez Arabidopsis thaliana étude de ses propriétés
biochimiques et d’expression



Chizeil

1 Identification chez Arabidopsis thaliana d’'un homologue des WSCP

Notre équipe s’est intéressée au réle d’'une pretappartenant a la famille de WSCP
chez I'orge Hordeum vulgare Reinbotheet al 2004 a; Reinbothe etl. 2004 b). Nous
avons décidé d’étudier la fonction de ces protéioksz la plante modelérabidopsis
thaliana Nous avons commencé notre étude en identifiané Hdemologues par
bioinformatique. Une seule protéine a présentéettrg caractéristiques propres aux WSCP
connues. Dans un premier temps, nous avons étesliprepriétés biochimiques et les avons
comparées aux autres WSCP décrites dans la littéraPuis nous avons dans un second
temps développé un anticorps dirigé contre cettgépre afin d’étudier tout d’abord son
expression par immunodétection dans les différisgsis lors de la photomorphogénése et la
skotomorphogénése, puis en conditions de stress.

1. A La protéine d’Arabidopsis thaliana NP_177373.1 présente le plus

d’identités de séquences avec les WSCP connues.

De nombreuses protéines ont été décrites cesedesnannées comme faisant partie
de la famille des WSCP. Nous avons utilisé 5 deséegiences peptidiques provenant de 4
especes différentes pour rechercher un homologms t&a protéome drabidopsis La
recherche bioinformatique a été menée en utiligaptogramme blastp (Altschat al. 1990 ;
disponible sur le site internet diNation Center for Biotechnology Information
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Ce progwae permet d’identifier les séquences
protéiques présentant des homologies avec la ségukentrée en fonction d’'un score.

Pour toutes les comparaisons réalisées, la séqpeoeque NP_177373.1 obtient le
meilleur score avec un nombre d’acides aminés igieesd allant de 39 % avec WSCP de
Lepidium virginicuma 64 % avec la séquence WSCP Rtassica napuqTab. 6) Les
séquences protéiques NP_565062.1 et NP_177476nkxibdans tous les cas respectivement
le deuxiéme et le troisieme score avec environ deisxmoins d’acides aminés identiques

gue NP_177373.1 (résultats non montreés).
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Brassica oleracea var. BAA32820 62 % 70 %
botrytis

Brassica oleracea var. BAC54095 59 % 69 %
acephala

Lepidium virginicum BAA19578 39 % 53%

Raphanus sativus var. niger BAB72020 63 % 74 %

Brassica napus CAA46591 64 % 74 %

Tableau 6 : Pourcentage d'acides aminés identiquet homologues entre les protéines WSCP connues et

NP_177373.1 dA. thaliana. Le programme bioinformatique « blastp » est utilg#ur la recherche d’homologue des protéines
WSCP connue chek. thaliana (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). La péaie NP_177373.1 obtient dans tous les cas leeueticore.
Les protéines utilisées pour comparer a la bangueahnées protéiquesAd’thaliana sont indiquées ainsi que les % d’'acides aminés
identiques et homologues avec NP_177373.1.

1. B La séquence identifiée appartient a la petite famille des protéines a

domaine Kiinitz chez Arabidopsis thaliana.

La séquence NP_177373.1 est une protéine apparténda petite famille des
protéines a domaine Kinitz qui comprend 7 membhez Arabidopsis(Li et al. 2008) La
séquence de ces protéines et de la protéine WSCeEpidium virginicumsont comparées en
en figure 2 (ClustalWw).

La protéine WSCP et les protéines a domaine Kuwmiitizun motif caractéristique
conserveé a leur extrémité N-terminale qui est [LIMKAD-X-[EDNTY]-[DG]-[RKHDENQ)]
(Fig. 2, barre horizontale). Ce motif est parfaibéenconservé a I'exception d’'un changement
de résidus en position 5 chez les protéines NP_7ZIZT3NP_565062.1 et NP_177476.1. La
séquence identifiee NP_177373.1 présente de nosdgsa@aractéristiques communes avec la
protéine WSCP déepidium virginicum notammentla signature [F/Y]DPLGL (Green et
Kihlbrandt. 1995) des protéines du photosysteme I(HGht harvesting Chl a/b-binding
protein). De plus, les acides aminés impliqués dans faugon avec la chlorophylle chez
WSCP deLepidium sont parfaitement conservés uniquement chez NB7B7Y (Fig. 2 ;
etoiles rouges pour la proline et les deux trypto@s). Il est a noter que la protéine
NP_565062.1 possede deux des trois acides aminggues dans l'interaction avec la
chlorophylle. Cependant, cette protéine a unedgipbbabilité d’interaction avec ce pigment.
En effet, nous avons remarqué que 100 % des pest®dfSCP décrites dans la littérature ont

dans leur séquence les trois acides aminés indiapks a la fixation de la chlorophylle. La
62



Chizeil

protéine NP177373.1 sera dénommée WSCP dans la duitmanuscrit aux vues de

I'ensemble de ces caractéristiques.

Kunitz motif LHCII signature
'WSCP (lepidium) 1 MKNNKPSISFSFISIFLI.VSAVEVSAIND[EP T NLg KIETREJFREOIIA S D - - NNICRCLHRY FANVD - - L5 HL[sY- \IR SLIgY QP 85
NP_177373.1 1 MEKNP - - - - - - SVISFLIILLFAGYTICTHGNEP KTAN NTRE FRROLIV K TES KN[HEHNV PAA | T- -V LPF[aY- LLIgY QP 81
NP_565062.1 1 MEKLTLSFITLTV.SAIFTAASAAOATPSQ\" L AfsH \J’QSN. Igak | - -GTLRgYY| PSNRNLSTODL[MLN \IOSSSFVS 87
NP_177476.1 1 MK.&TISIT:IFLUVAL:\.PSLARPDNH EpJs ViR LIRRPGQT VEANP - -ETIRRG] F SN - - - - - SEE | [o]- FEISNNEILD L 7
NP_173228.1 1 --MSSLLYIFLL ﬂVFISHRGVTTEA.&VEP U D L G (] LTG.N LIgV I R - - KTET[SE-TSVIMDQFEVS 80
MP_565061.1 1 --MTKTTKI'MNPKFTLVLJ\LTVLASNAYGA VI DEENAMFH-E S VIEY!IR-- GGOP[=g \‘Dn\d ESSEVMDE 80
NP_187083.1 1 =-MKTFRSMLISLILVAITTTSGVV-EGNYV YGEDQVKPN vid SFMTS - -DYNMWICRKKWRSNOPNS[WIOQQF LMVRRHP NMA AP 384
NP_187082.2 1 --METFQLMMISFS FVAITTTSGVVSEGNDV YGEDE\NPNP SFMTS--DYNMWICRMQYGSTDPNS[JQQP LMVHPNLAAP 85

wscP (lepidium) 85 [EXIT (BT 55 s EGND] LTNTNInTDAﬂIWLCP 1""7 osH E xv ITGG----- DPKSGEEE YGNGK- - 163
ne_177373.1 82 [EERMsQviaLG-ves TvT savnsmwprc&er F. oossm Ps LIGG----- KMGDRN AGEcralIvVEx L T 165
np_s65062.1 85 [RMTEEYe unT - kvrnalHa sIUA@os - rvwice -p IDHVQLR swsm c-----[JakckcNswral Qepc oYL 167
np_177476.1 78 (Wi - - s ELwrlfkBEvns | TEAZE aBNwr Lcp ke vyHEEF 5|.| LEREEEEE GsSNPBu HRVDGGEREY | VERdT™ N 156
ne 1732281 81 [MEM«EEYevD- - ksrTipvRToviklse - - - - - - - - - TS] ELANFDETT QWF stcovecnplgakTvonfgkllofF - e« offd relde T 15
ne_sesosta 81 I EEMcEEINvwerL - kvarflrEEon@ T oveaTicia- GEFDHER QYFVV&GPKPEGFGDSLKF K sssorvr PR 167
NP_187083.1 85 VLSNK-sETVER AKKK\-‘D RPCGE - GF VORTSSEGEVVLNGSE- - - - - STSDNAT A 159
np_1s7082.2 86 TLRIMEAV L ANk - sD - vlR AKKKVG RQCGK - Grux VORNSSEGHVFLNGSK - - - - - sms HNOETEdAllH 1 159

WSCP (lepidium) 164 RYDNEEGKSVGSTK LmGPﬂLVLNDODDEDENAFPI REVD.SKGSVFKKSSLR PFV 223
NP_177373.1 166 QRAFYG- - - -TVGAIP[EAVWLSAPQL I ITKDT-AKTLL KLqJVDDAT - - - -TATSNLY|@PG - 215
NP_565062.1 168 §5----- I VAESI N LEIMD HEEVEE VIR T[Ma s FV OfFAYDSNSNCNLEKSNSR LFL 222
NP_177476.1 157 1§5-=-~-~- TTTEMN I FTR) SEALRNAIYT S[BEAL L a.KA -KADLETKLR PFY 209
NP_173228.1 159 VCNFC--KVI[4R D VEVQD - LGRNAIS] -V P L VK REYY - - < - - - - 196
NP_565061.1 168 QCDS[g- - NPK[MSD INEID[WAGHIR R LETL SEDLANE KN\"TEVSSKT\'\ --------- 215
NP_187083.1 160 FGDEP--DT‘LTTI LSNEYP YRILIRSKKFSGEMEL Y MG see e === 2
NP_187082.2 160 QFcGolg- - -oveTTIgMTNp)Y P vRL S KRLSGEME | YIAYEIN LT SEG - - - - - - - oo 203

Figure 2 : Alignement multiple de séquences des pi@ihes présentant un motif Kiinitz chezA. thaliana.
Une protéine homologue depidiumvirginicum (BAA19578) connue comme étant une protéine soloafmble de fixer la chlorophylle est
ajoutée dans la comparaison de séquence. L'aligmeeseréalisé a I'aide du programme ClustalW (Bipe

Les carrés noirs représentent les acides aminésenars et les carrés gris représentent les acidg®a similaires. Le domaine Kiinitz
([LIVM]-X-D-X-[EDNTY]-[DG]-[RKHDENQ)]) et le motif L HCIl ([F/Y]DPLGL) sont délimités par une ligne hpointale. Les acides
aminés impliqués dans la fixation de la chloropdhyghez WSCRepidium virginicumsont représentés par une étoile rouge (Horigetna.
2007)

1. C Le modele tridimensionnel du site de fixation de la chlorophylle du

monomere WSCP d’Arabidopsis semble conservé.

Depuis de nombreuses années, les chercheurs japdeal’université de Chiba
disposent de cristaux de protéines WSCP purifigestir de tissus deepidium virginicumet
deRaphanus sativuSatohet al.2001). Ce n’est qu’au début de I'année 2007 quetriecture
du complexe WSCP-Chl par diffraction aux rayons &té@publiée (Horigomet al.2007).

Chaque monomere interagit avec une molécule deagtiglle au niveau du noyau
tetrapyrrolevia les trois acides aminés, une proline et deux opimnes cités précédemment.
La proline 36 est en contact avec I'ion central’Met les deux tryptophanes avec le corps
carboné de la structure (Fig. 3. A). Nous avonksatie logiciel gratuit Swiss-pdb viewer

bY

v3.7 qui permet de prédire la structure tridimensalle d’'une protéine a partir d’'un
homologue déja cristallisé afin de savoir si ce sitinteraction est conservé chez WSCP
d’Arabidopsis A cette fin, la structure de WSCP-Qldpidiuma été téléchargée sur le site du

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/nmdb/diysrv.cgi?uid=43242).
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Cette modélisation nous a permis de comparerdepsédit de fixation de WSCP-Chl
d’Arabidopsisa celui publié pour WSCP depidium(Horigomeet al. 2007 ; Fig. 3 B et C).
La modélisation du site d’interaction de WSCP-CWirdbidopsisrévéle une conservation de
la structure générale. En effet les feuillets métaservent leur position et leur orientati@nl(
ap 5 etpll). La position de la proline 34 et du tryptophdre! est aussi parfaitement
conserveée, ainsi que l'orientation de leur chaatérble. En revanche, le tryptophane 87 voit

I'orientation de sa chaine latérale différer (B3 et C).

A B

(1

Figure 3 : Modéle structural du site d’interaction entre la chlorophylle et le monomere WSCP.
A) Structure du site d'interaction entre la chlordfhgt le monomere WSCP depidium virginicum(Horigomeet al. 2007 ; Figure 2). La
chlorophylle est représentée en jaune avec I'iod"Nigert) au centre du noyau tetrapyrrole. Les fetsllbéta sont identifiés par la letfre
suivi d’'un numéro et les chaines latérales deseacaminés impliqués dans l'interaction avec la rdgbylle sont visibles (proline 36,
tryptophanes 90 et 154).

B) Représentation du site d'interaction entre la ghbylle et le monomére WSCP depidium virginicumpar le programme Swiss-
PdbViewer v3.7 & partir des données publiée paigdoreet al. 2007.

C) Modele structural du site d'interaction entre kdocophylle et le monomere WSCPAdabidopsis.En utilisant la structure cristalline de
WSCP delLepidium virginicumet la séquence en acides aminés de WS@Pabidopsis un modeéle structural a été obtenu avec le
programme Swiss-PdbViewer v3.7.

2 Etude des propriétés biochimiques de la protéine WSCP
2. A Expression chez E. coli et purification de la protéine WSCP

Nous avons voulu étudier les propriétés de mulisaéon et d'inhibition des
protéases de WSCR vitro. Pour réaliser ces expériences, il nous a fallisdan premier
temps surproduire la protéine. Nous avons opté peounéthode de surproduction d’'une
protéine recombinante ch&z coli suivie d’une purification des protéines étiquetdeme

gueue poly(his) sur colonne d’affinité.
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La séquence du peptide dadressage a été prédite lg logiciel TargetP
(www.cbs.dtu.dk/services/TargetP) comme ayant 28eacaminés. Il nous a paru important
de déléter cette séquence car celle-ci présentaodereux acides aminés hydrophobes
pouvant altérer les propriétés biochimiques der¢adne. L’ADNc dépourvu de la séquence
d’adressage a été cloné dans le vecteur d’exprepfdeST17 par la méthode Gateway (cf.

matériels et méthodes).

M NR L EL E2 NR L E1l E2 NR L El E2
S ——
35kDa\ ' : “
27kDa— |
il e |
10kDa — -

Figure 4 : Production et purification de la protéineWSCP.

La production de la protéine WSCP étiquetées lidst induite en présence d’'arabinose ¢heli (puits I). Apres lyse des cellules, les
protéines recombinantes sont purifi€ées sur colodeenickel en conditions dénaturantes (puits NR & B2: marqueur de poids
moléculaire ; | : induction de I'expression de WSQ¥R : protéines on retenues ; L : lavages ; E : élution.

Les protéines sont révélées par coloration dugébleu de Coomassie apres séparation sur gel SOEERA) . Les protéines transférées sur
membrane de nitrocellulose sont colorées au rongeqau(B) et les protéines recombinantes sont immunodétegEewestern blot avec
I'anticorps anti-histidingC).

De nombreuses conditions de culture ont été exedriées afin d’obtenir des
protéines recombinantes dans la fraction soluble tke I'induction. Des changements de
température, du milieu et des conditions d’'induttmt été testés sans succes. La protéine est
toujours retrouvée dans la fraction insoluble sfauge de corps d’inclusion (résultats non
montrés). Nous avons opté pour une purificatiofedarotéine en conditions dénaturantes en
présence d’'urée 6 M dont les principales étapesrésnmées dans la figure 4.

Une fraction des principales étapes de la putiticaa été analysée par SDS-PAGE.
Apres coloration au bleu de Coomassie (fig. 4 Agume protéine ne semble étre surexprimée
(puits I). Cependant, pour les puits correspondantélutions (E1 et E2), une bande a la taille
attendue (23 kDa) est visible avec quelques preséicontaminantes de plus haut poids
moléculaire. Afin de s’assurer de la spécificités dmndes observées précédemment, les
protéines apres séparation SDS-PAGE ont été tréesfésur membrane de nitrocellulose,
colorées au rouge Ponceau (Fig. 4 B) et les predédtiquetées sont immunodétectées par
western blot avec un anticorps anti-histidine (BigC). Les bandes observées dans la figure
3A correspondent bien a la protéine WSCP étiqud?ée.ailleurs, des bandes de plus haut

poids moléculaire, environ 50 et 75 kDa, sont épale détectées (puits | et NR). Il pourrait
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s’agir de multiméres non dissociés lors de I'étdpedénaturation des protéines précédent le
dépot sur gel.
Les différentes conditions mises au point nous pertmis d’obtenir de grandes

guantités de la protéine recombinante : enviromgar litre de culture.

2. B La protéine WSCP se multimérise en présence de thylacoides et de

chlorophylle in vitro

A B

. -
Figure 5: Expérience de multimérisation de la protthe WSCP en présence de thylacoides (A) ou de
chlorophylle (B).
6,25 pg de protéines WSCP sont incubées seulest(&y présence de 3 pg de protéines de thylacoidésmM de chlorophylle (3). Le
tampon de multimérisation contenant la chlorophgliedes thylacoides est incubé seul pour s’asderéa spécificité des bandes observées

(2). Apres incubation, la fraction soluble est génée par centrifugation, séparée par électropb@esgondition native puis le gel est coloré
au nitrate d’argent.

Pour réaliser cette expérience, il nous a falanger le tampon d’élution des protéines
par un tampon dit « de multimérisation » conter3@ mM d’urée. Les protéines WSCP sont
ensuite mélangées au milieu réactionnel contenastthylacoides ou de la chlorophylle
solubilisée dans du butanol. La concentration & wlevient négligeable lors de I'ajout du
milieu réactionnel, permettant ainsi la renaturaties protéines. Une partie d’entre elles aura
le bon repliement et sera @ méme d’avoir une &éthiochimique. Aprés une incubation de

30 min, le surnageant est ensuite séparé par geERauis coloré au nitrate d’argent (Fig. 5).
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La protéine WSCP est principalement sous sa fammeomeériqgue en absence de
thylacoides ou de chlorophylle (A et B, puits Ijelbande de faible intensité correspondant a
des multimeres est toutefois visible dans la pastipérieure du gel. Cette propriété des
protéines WSCP a former des multiméres en solwiaktja été reportée dans la littérature
(Satohet al. 1998). En présence de thylacoides seuls, une dades faible intensité est
observée a approximativement la moitié de la destade migration (Fig. 5 A, puits 2). Cela
correspond a une protéine décrochée des membraylesdidiennes lors de I'incubation.
Celle-ci se retrouve également dans le puits 3et-ptre considérée comme non spécifique.
La forme monomérique de WSCP diminue en présentieyticoides et de chlorophylle pour
laisser place a la forme multimérique (Fig. 5 Aepuits 3). Il est fort probable que la bande
observée soit un homotétramére. En résumé, WSCP dueic s’associer en multimeres,

association favorisée par la chlorophylle ou lgtattoides.
2. CLa protéine WSCP n’inhibe pas les protéases a sérine in vitro

Il nous a paru intéressant de tester les propréétéisibition des protéases a sérine par
WSCP d’Arabidopsisn vitro. En effet, comme nous I'avons déja mentionné, mailfa des
protéines WSCP contient un domaine Kunitz N-terinieiouvé chez les inhibiteurs de cette
classe de protéases (Fig. 2 ; Satvhal 2001). D’autres équipes n'ayant pu détecter cette
activité avec la forme tétramérique couplée a larophylle, nous avons décidé de voir si la

forme monomeérique présentait cette activité (llatal. 1997 ; Nishio et Satoh. 1997)
2. C.1 La protéine WSCP n’a aucun effet sur I'activité enzymatique de la trypsine

L'activité enzymatique de la trypsine de pancréasrigine porcine est testée
expérimentalement en suivant par spectrométrigoéieipon du produit de clivage du BAEE
(Benzoyl-L-arginine ethyl ester). Dans la figuréAgle clivage de la BAEE par la trypsine
provoque une variation de I'absorbant&bs254,,=0,023/min. Comme contrble positif de
I'inhibition, la trypsine est préalablement incubaeec la protéine STISpybean Trypsin
Inhibitor) au méme ratio molaire avant d’étre mis en préseme substrat. STI est un
inhibiteur de la trypsine ayant un domaine Kunibmee celui des WSCP. Comme attendu
en présence de STI, l'activité trypsique est inkiffég. 6 B, pente nulle). La protéine WSCP
a été mélangée de la méme maniere avec la praéaseatio moléculaire 1:1 ou 10:1 avant
d’étre mise en présence du substrat. Les variatena DQs4nm0btenue en figure 6 C et 6 D

sont quasiment identiques a celles obtenues avdrypaine seule. Dans nos conditions
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expérimentales, la présence de WSCP n’influencec dosis I'activité de la trypsine
(AAbs254,, étant de 0,026/min pour le ratio 1:1 et de 0,023 pe ratio 1:10).

A B
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Figure 6 : Essais d'inhibition d’'activité de la trypsine par la protéine WSCP dA. thaliana.

L'activité enzymatique de la trypsine est réaliségprésence de BAEE comme subg#dt Le produit de clivage du substrat absorbe a 253
nm reflétant ainsi I'activité de la trypsine. Urhihiteur protéique de la trypsine (STI pdBoybean Trypsin Inhibitprest utilisé comme
contrdle positif(B). L'inhibition de I'activité de la trypsine par W$Cest testée en ajoutant de la protéine a unmailéculaire de 1:1C)

ou 1:10(D).

2. C.2 La protéine WSCP n’inhibe pas les protéases a sérine par zymographie réverse

La zymographie réverse permet de visualiser dargetide polyacrylamide l'activité
antiprotéase des protéines. Les échantillons puegsi sont séparés par gel SDS-PAGE
contenant de la gélatine. Le détergent est élimjpr@s la migration afin de permettre aux
protéines de se renaturer, puis les gels sont @sxeh présence de protéases. Ces enzymes
dégradent toutes les protéines a I'exception deiiteurs de la protéase étudiée et de la
gélatine a proximité. Ces complexes sont révelésipa coloration au bleu de Coomassie.

Avant de réaliser les zymogrammes, nous avonsseétalhe coloration au bleu de
Coomassie apres la séparation SDS-PAGE afin d’esfienqualité et la bonne quantification

des protéines a tester (Fig. 7 A). L'inhibiteur §$Flgma Aldrich), d’'un poids moléculaire de
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18 kDa, ne présente pas de bande contaminante qFAg.partie gauche) tout comme pour
WSCP (Fig. 7 A, partie droite). Une forte inhibitide la trypsine par STI est visible dans la
figure 7 B. Avec une concentration plus importadte STI (500 ng a 5 pg) l'inhibition
s'étend largement autour de la bande STI. Celaraigemblablement du a une diffusion de la
protéine dans le gel. Par contre WSCP n’inhibelpas/psine dans les conditions testées car
aucune coloration au bleu de Coomassie n’'est obsequelque que soit la quantité de

protéines déposées (Fig. 7 B, partie droite).

A

5 HE 1ug 500ng 100ng M S 1pg 500ng 100ng
——55kDa
——35kDa
——25kDa

—
h

Ty p— ——15kDa

B Spg  lug 500ng 100ng M Spg  lug 500ng  100ng

C 5 pg 1ug 500ng 100ng M 5pe 1z 500ng 100ng

Figure 7 : Etude par zymographie réverse des propriés d'inhibition des protéases a sérine par les
protéines STI et WSCP

Des quantités décroissantes de protéines Sdyl{ean Trypsin Inhibitgrpartie gauche) inhibitrice des protéases a s&rime WSCP (partie
droite) sont séparées par gel SDS-PAGE. Les peséinnt ensuite renaturées dans le gel puis insidréprésence d’une protéase a sérine.
Les sites d'inhibition de la protéase apparaisg@stde la coloration au bleu de coomassie (zynpigearéverse)A) Coloration des gels
(sans gélatine) au bleu de Coomas8&g.Zymographie réverse réalisée avec la trypsi@g.Zymographie réverse réalisée avec la
chymotrypsine.
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L’activité de la chymotrypsine est aussi inhibée $al (Fig. 7 C) bien que moins
efficacement que pour la trypsine. L’inhibition eésite au moins 1 pug de STI pour étre
visible par zymographie réverse. Comme pour la singy aucune inhibition de la

chymotrypsine n’est observée pour WSCP.

Les protéines recombinantes WSCP n’ont donc auaatidté contre la trypsine et la

chymotrypsine dans les conditions testées de zyapbgg réverse.

3 Expression de la protéine WSCP en condition normale de culture et

en condition de stress
3. A Caractérisation d’'un anticorps dirigé contre la protéine WSCP

Nous ne disposions pas d’anticorps dirigés corarerbtéine WSCP Arabidopsis
thaliana & mon arrivée dans le laboratoire. Nous avons dignidé d'immuniser un lapin
avec une protéine WSCP recombinante comprenanpeptide d’adressage. Les conditions
d’expression de la protéine recombinante et la aughde purification par colonne d’affinité
sont les mémes que celles énoncées précédemmeBtAe(Purification de la protéine

présentée en Annexe 3).

S5ng 50 ng 100 ng 250 ng 500 ng

" o @ e @ | Wscp

At3g19390

Figure 8 : Immunodétection de quantité croissante (52 500 ng) de protéine WSCP utilisées pour la
production des anticorps et d’une cystéine protéaseodée par le géne At3g19390 révélée par le séruntia
WSCP (dilué au 1/5000).

Nous avons testé dans un premier temps la setgsitdds anticorps pour la protéine
recombinante WSCP par Dot blot avec une protéasgsééine recombinante étiquetée
histidine comme contréle négatif de spécificitéd@e par le géne At1g19390). Un Dot blot a

eté prealablement réalisé en utilisant un anticaiipgyé contre l'étiquette histidine des
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protéines recombinantes afin de s’assurer de ladquoantification des dép6ts sur membrane

de nitrocellulose (résultat non montré).

L’anticorps dirigé contre notre protéine d’inté@&sente une bonne sensibilité. En
effet, un signal de tres forte intensité est obteowr une faible quantité de protéines déposées
sur membrane (5 ng) et pour un temps d’expositioriilch court (1 seconde ; fig. 8 partie

supérieure).
3. B Expression de la protéine WSCP en conditions normales de croissance

Des protéines WSCP sont exprimées chez de nombrglaetes de la famille de
Brassicaceaalans les feuilles en condition normale de croissanomme par exemple chez
Lepidium virginicum(Murataet al. 1980),Brassica oleraceaar. gemmifera DQKamimura
et al. 1997) ou encoreBrassica oleraceavar. Botrys (Nishio et Satoh. 1997). Chez
Arabidopsisen revanche, une étude bioinformatique réalisé su des expériences de
microarray (Tung et al. 2005) et une approche par FDBIUorescent Differential Display
Scuttet al. 2003) ont mis en évidence la présence du trarde®/SCP uniquement dans les
fleurs. Nous avons donc décidé de suivre par wedikat la présence de WSCP dans les

différents organes.

3. B.1 La protéine WSCP est exprimée dans les inflorescences en conditions normales de

croissance

Une extraction des protéines totales de différiésssis a été réalisée afin de connaitre
le profil d’expression de WSCP en condition nornadeculture (jours long, plantes en terre)
par immunodétection. Les siliques ont été récolééesis stades de développement (Fig. 9 B)
. apres la chute des organes floraux (siliquea aturation avant dessiccation (siliques 2) et
en cours de déshydratation avant I'ouverture désesat relargage des graines (siliques 3).
La séparation des protéines par SDS-PAGE révélehangement plus faible en protéines
pour le puits correspondant aux racines (Fig. 9LA)protéine WSCP n’est détectée ni dans
les feuilles ni dans les racines. Par contre, efie fortement immunodétectée dans les
inflorescences. Sa quantité diminue progressiveraentours de la maturation des siliques
(Fig. 9 C). Il est important de noter qu'aucunetgiee WSCP n’est immunodétectée dans les

graines (Partie Ill). En effet, contrairement a WSCertaines protéines de la famille des
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inhibiteurs de protéases a domaine Kunitz s'accamubans les graines en formation

notamment chez les légumineuses (Olatial. 2010).

A

| Siliques3
_\\/
&= o5 kDa
Siliques 2
75
em= 73 kDa 4/
d
g Siliques 1
o= 17 kDa - .
7

Figure 9 : Accumulation des protéines WSCP dans lesfférents organes de la plantes adulte &. thaliana

en jours longs.

30 pg de protéines totales sont déposés par pYitSDS-PAGE et coloration au bleu de coomassiepidetines des différents tissus. B)
Photos des différents stades de siliques utilipées I'extraction de protéines. Siliques 1 : sikguapres la chute des pétales et de sépales
(Stade 16 selon Smitkt al. 1990) ; Siliques 2: siligues matures avant dession (Stade 17) ; Siliques 3: siliques en codes
déshydratation (Stade 18). C) Immunodétection d€®R/Bar le sérum anti-WSCP (1/5000).

3. B.3 La protéines WSCP est faiblement exprimée dans les plantules étiolées

Une étude réalisée au sein de notre laboratoimoiatré I'expression a I'obscurité
d’une protéine appartenant a la famille des WSG# tbrge Hordeum vulgarg et a conclu
gue son rle est le stockage transitoire des pgéars de la chlorophylle lors du passage de
I'obscurité a la lumiére (Reinbothet al. 2004). Par ailleurs che&rabidopsis une étude
d’expression génétique réalisée panicroarray sur des plantules étiolées a révélé une
présence non négligeable du trans@viSCP (Alonso et al. 2003 ; supplemental data).
Nous avons donc analysé I'expression de WSCP danglines plantules ayant germé a la

lumiére ou a I'obscurité (Fig. 10).
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Une immunodétection est réalisée sur des extreoteigues de plantules ayant poussé
4 jours a I'obscurité ou a la lumiere avec l'antgodirigé contre WSCP (Fig. 10 A et B). La
protéine WSCP n’est immunodétectée que dans leguida étiolées. Une approche plus
détaillée de la localisation et de la fonction d8@¥ sera abordée en détail dans le chapitre

1l du manuscrit.

A B

1 2 1 2
70kDa —— l
55kDa
~
35kDa ——
25kDa ——
15kDa -

Figure 10 : Détection des protéines WSCP chez les ptales agées de 4 jours ayant poussées a I'obscérit
(1) ou en jour continu (2).

40 ug de protéines totales sont déposées par @ifdrofil de protéines obtenu par coloration aug® ponceau de la membrane apres
transfert. B) Immunodétection de WSCP par un ariedirigé contre la protéine.

3. C Etude de I'’expression de WSCP en condition de déshydratation rapide et

de stress salin

Les protéines de la famille des WSCP sont connheg tesBrassicaceaecomme
étant exprimées lors d’'une grande variété de sabgxiques (voir Satolkt al. 2001 pour
revue). Nous nous sommes intéressés au stress ehliau stress engendré par la
déshydratation décrit comme induisant fortement WSthez le colzaBrassica napus
Revironet al. 1992) et le radisRaphus sativusLopezet al. 1994). En effet, lors de ces stress
le profil d’expression des WSCP est visible simmaitmpar une coloration au nitrate d’argent
des protéines séparée sur gels SDS-PAGE. Nous destgsces deux stress dans le but de
savoir si, comme chez de nombreugassicaceae WSCP est une protéine induite en

condition de stress dans la plaAmbidopsis thaliana
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Stress de déshydratation rapide

Le profil d'expression de WSCP Af¥abidopsis a été étudié en condition de
déshydratation rapide en adaptant le protocolei@yplalr Downinget al. en 1992. Les plantes
cultivées en terre pendant deux semaines sonéestidu substrat et posées sur un papier
absorbant pendant 0, 1, 3 ou 7 h 30. Les prot&mgsensuite extraites, séparées sur gel SDS-
PAGE et des immunodétections sont entreprises descanticorps dirigés contre WSCP,
CSD2 Cu/Zn Quperoxide_Ismutase Pet RD21 Responsive to Bhydratation 21 Koizumi
et al.1993).

A B

0Oh 1h 3h 7h30 Oh 3h 7h 30 Inflorescences
—_— -
WSCP —
— 100kDa
— g — 70kDa csD2 o —— A
- — 55kDa
. * RD21 r— — — _
N — . . - — 35kDa =
- — 25kDa
E e
. — 15kDa

Figure 11 : Profil d’expression des protéines WSCP Isrd’un stress déshydratation rapide.

Des plantes agées de deux semaines sont retiréss dt déposées sur un papier absorbant powlundée de 0 a 7 h 30, les protéines sont
ensuite extraites. A) SDS-PAGE et coloration dedgines au bleu de Coomassie. M : marqueur de padddculaire. B) Immunodétection
des protéines WSCP, CSD2 et RD21. Le dép6t suppkaine d’'extraits protéiques d'inflorescence est aontrdle positif pour
'immunodétection de WSCP. Les protéines CSD2 eRRBont décrites pour étre induite en conditionsttess. Les fleches rouges
représentent les isoformes immatures et matur&Ddd..

Sur le gel coloré au bleu de Coomassie de la figard, les profils protéiques avant
et aprés le stress sont tres similaires. Une légeocemulation de polypeptides de poids
moléculaires compris entre 15 kDa et 25 kDa sentblgefois survenir au cours du
traitement. Par immunodétection, nous montrons YW&®CP ne s’accumule pas dans les
feuilles lors du stress déshydratation (Fig. 11 Bpmme contrdle interne du bon
fonctionnement de I'expérience, nous avons utiiséx anticorps dirigés contre les protéines
de stress CSD2 et RD21. Le cDNA codant pour RD2fédsolé pour la premiére fois lors
d’un stress du méme type (Koizusatial. 1993). Et CSD2 est une enzyme qui s’accumule lors

de stress oxydatifs et déshydratation (Sun&aral 2006 ; Francaet al. 2007). Les
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immunodétections des protéines CSD2 et RD21 mantnea accumulation progressive de
ces protéines dans les feuilles a partir de Isigoie heure de stress hydrique (Fig. 11 B ; les
fleches rouges représentes les formes intermésliéd& kDa) et matures (33kDa) de RD21

selon Yamadat al. 2001).

Stress salin

A

Hz20 NaCl 100mM NaCl 200mM

wh i wh w
W o o
".‘p% 1{){) ’«,_,QQ PLQQ
& WO e ey, C WO @
RD21
. | — 100kDa ——
: = Inflorescences
— —70kDa
- WSCP —
_ —— 55 kDs
[
- ! | ——35kDa
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*r'
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Figure 12 : Profil d’expression des protéines WSCP Igrd’un stress salin.

Des plantes agées de deux semaines sont arroséegddrois jours pendant deux semaines aveceda bu une solution de NaCl & une
concentration de 100 mM ou 200 mM. Les plantes ghwatographiées et les protéines extraites. A) &yfe des plantes aprés deux
semaines de traitement. B) SDS-PAGES et coloraties protéines au bleu de Coomassie. M : marqueupoitts moléculaire. B)
Immunodétection des protéines WSCP et RD21 palidation de leur anticorps respectif. Le dépotmémentaire est un controle positif
pour 'immunodétection de WSCP. RD21 est décritesda littérature pour étre induite en conditionsiieess salin. Les fleches rouges
représentent les isoformes immatures et matur&Ddd..
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Des plantes de 2 semaines sont soumises pendadéhia période a un arrosage tous
les trois jours avec de I'eau ou une solution d€INaune concentration de 100 mM ou 200
mM. Apres le traitement, un retard de croissanee tiet est observé chez les plantes arrosées
avec les solutions salées. Plus la concentratiosekerst importante, plus le développement
des feuilles de rosette et le début de la floraisont retardés (Fig. 12 A). Les feuilles
présentent é€galement un début de sénescence a d&tréamités pour la plus forte

concentration en sel.

Suite aux traitements, les protéines sont extraégarées par gel SDS-PAGE (Fig.
12 B) et les protéines WSCP et RD21 immunodéte@®es leurs anticorps respectifs. Une
nouvelle fois, aucune protéine WSCP n’est immurextée avec les conditions d’expérience
(Fig. 12 C). RD21 est encore utilisée comme coatidterne positif de I'expérience car le
transcrit est connu pour s’accumuler lors d'un ssiresalin (Sekiet al. 2002). Une
accumulation de la protéine est observée lors tessssalins. L’isoforme correspondant a la
forme mature de 33 kDa augmente cependant pluisp®rme immature en fonction de la
concentration en NaCl (Fig. 12 C). Contrairemenx abservations faites chez d'autres

Brassicaceagla protéine WSCP drabidopsisn’est pas induite lors deux conditions testées.
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Dans le chapitre I, nous avons pu observer uneesgmn atypique de WSCP
d’Arabidopsis thalianapour une protéine appartenant famille. En effedttec derniere
s’accumule uniqguement dans les inflorescencesseplentules étiolées. Aucune induction
n'est observée en conditions de stress salin etidual Nous avons souhaité pousser
I'investigation de la fonction de la protéine WS@dhs la fleur en examinant précisément son
expression en fonction du développement. Puisuparapproche de génétique inverse basée
sur I'étude d’'un mutant nul poWSCR nous avons étudié les conséquences du défitd de
protéine correspondante sur divers processus Uiégaeloppement ou au fonctionnement de

I'appareil reproductif.

1 Description du mutant wscp-Salk (Salk_009681)
1. A Caractéristique de I'insertion de 'ADN-T chez le mutant wscp-Salk

La lignée mutante Salk_009691 (nommée ensusiep-Salk est issue de la collection
de mutants d’insertion d&alk Institute(La Jolla, USA) ; il s’agissait de la seule lignée
mutante disponible pour le gen&SCP Avant mon arrivée au laboratoire, un premier
rétrocroisement avait été réalisé mais aucune saggrticuliére n’avait été menée. Mon but

a été dans un premier temps de caractériser canntlitasertion.

Le geneWSCP(At1g72290) contient un exon unique de 648 pb.(ERJA). LeSalk
Institute a déterminé le site de l'insertion par séquengagatilisant une amorce située dans
la bordure gauche de I’ADN-TLéft Border; Alonso et al 2001). D’aprés cette analyse,
I’ADN-T est inséré chez le mutantscp-Salldans 'unique exon a proximité de I'extrémité 3’
entre la 60'T™ et la 602™ pb. La présence de 'ADN-T dans I'unique exon & gfivie au
cours des générationsa le génotypage par PCR, en utilisant deux couplamdices : F/R
pour l'alléle sauvage et GT2/R pour l'allele mutdrgs amplicons sont d’environ 1150 pb et
1000 pb respectivement conformément a la positiosite déterminée par Ralk Institute
chezwscp-Salkrespectivement 1151 pb et 1008 pb ; Fig. 13 B).

Trois rétrocroisements (obackcrosy ont été réalisés et 17 plantescp-Salk
homozygotes ont été analysées par southern blotdafidéterminer le nombre d’insertion
d’ADN-T. Il est important de déterminer leur nomhsar environ 50 % des plantes de la

collection du Salk Institute ont au moins une autre insertion dans leur génome
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(http://signal.salk.edu/tdna_FAQs.html). Ces ADNslirnuméraires peuvent provoquer des

phénotypes parasites.

L’enzyme de restrictioficcoRl a été employée pour digérer 'ADN génomique et la
sonde utilisée pour déterminer le nombre d’insertiorrespond a la séquence codante NPTII
(résistance a la kanamycine). L’échantillon coroesfant a la plante sauvage montre un profil
de southern blot vierge (Fig. 13 C). Toutes lesntais wscp-Salkhomozygotes pour
I'insertion présentent quatre bandes d’intensitééréntes. Nous pouvons en conclure qu’il y

a au minimum une insertion d’ADN-T en plus danmigantwscp-Salk

A
=¥ 5
I ron -
I L, -]
F GT2 R
B C
WT w.:cp
RxF GT2xR [ \
wscp WT wscp WT

Figure 13 : Description de la lignéavscp-Salk(Salk_009681)

(A) Représentation de geNéSCP(At1g72290) et de I'insertion de I’ADN-T chez leumantwscp-SalkLe geneNVSCPest codé par un exon
unique (en orange) ou I'’ADN-T est inséré au niveau’extrémité 3’ (en bleu) chez le mutamscp-Salk Les régions 5’ et 3' UTR sont
représentées en rouge et les couples d’amorcestiour le génotypage par PCR, sont symboligédgsafleches.

(B) Confirmation de l'insertion de 'ADN-T dans lignée wscp-Salkpar PCR. Le couples d’amorces F/R permet d’aneplifiallele
sauvage et le couple d’amorce GT2/R, l'allele mutan

(C) Détermination par southern blot du nombre ditisn ADN-T dans la lignée/scp-Salkaprés 3 backcros&0pg d’ADN génomique du
sauvage (WT) ou des mutamtscp-Salkhomozygotes ont été digérés par I'enzyiEeeR|. Aprés migration des fragments sur gel d’agarose
et transfert, la membrane est hybridée avec lasscatiomarquée correspondant au géne de résistdadanamycine.

1. B Le mutant wscp-Salk n’exprime pas la protéine WSCP

L’insertion d’'un ADN-T dans une région codante m’gas toujours associée a une
absence d’expression de la protéine. En effet, agaas observé au sein de notre laboratoire
que chez d'autres mutants d’insertion de la mémkeamn Salk Institut¢, des profils
d’expression pouvaient varier de la sous-expresaita surexpression de la protéine. Il est

donc important de quantifier le niveau d’expressienVSCP chez le mutawscp-Salk
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Dans le chapitre 1, nous avons trouvé une expressiportante de WSCP dans les
inflorescences des plantes sauvages par westdr(Fijo 9 C). Nous avons souhaité tester la
présence de WSCP chez le mutastp-Sallde la méme maniére. Les résultats sont présentés
dans la figure 14. L'immunodétection réalisée aescanticorps dirigés contre WSCP donne
trois bandes chez le sauvage par western blot. Hanele de forte intensité a 21 kDa qui
correspond a la taille attendue pour la protéin€C®®t deux bandes a 55 kDa et 13 kDa qui
sont considérées comme aspécifiques, car ils struvés également chez le mutastcp-
Salk. Par contre, aucune protéine correspondant a WSE€® mmmunodétectée. Nous

pouvons en conclure que le mutargcp-Salkest donc un mutant nul.

A B

M WT  wscp M WT  wscp

70kDa — 70kDa —

55kDa  — S55kDa —

35kDa — 35kDa —

25kDa — — 25kDa —

15kDa — 15kDa —

10kDa — 10kDa —

Figure 14 : Immunodétection par western blot des prigines WSCP chez le mutanivscp-Salk.

30 pg de protéines totale d'inflorescences du sgMEVT) ou du mutantvscp-Salk(wscp sont déposés par puits. A) SDS-Page et
coloration au bleu de Coomassie des protéinesmBjunodétection de WSCP par un anticorps dirigéreda protéine. M : marqueur de
poids moléculaire.

1. C Le mutant wscp-Salk se développe normalement en conditions

standards de culture

Les plantes sauvages et mutamssp-Salkont été cultivées en terre en jours longs.
Les plantes mutantes sont capables de se déveldpparaniére autotrophe a une vitesse

comparable aux plantes sauvages (Fig. 15).

Cette absence de phénotype évident est en acceddlew résultats obtenus dans le
chapitre I. En effet, les analyses par western dilioprofil d’expression de WSCP ont montré

une présence de la protéine uniqguement dans lessflées jeunes siliques et aucune
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expression dans les autres tissus (Fig. 9 C). latiep traitées ultérieurement vont se

focaliser sur le rble de la protéine WSCP lors éuetbppement floral.

Figure 15 : Phénotype du mutantwscp-Salken condition normale de culture
Les plantes sont cultivées en jours longs pendaentaines

1. D Présentation des lignées wscp-Salk surexprimant WSCP

Les résultats de southern blot ont montré la pEEse’ADN-T surnuméraires. Une
complémentation fonctionnelle du mutavdcp-Sallkest nécessaire dans le but de restaurer le

phénotype sauvage et ainsi s’assurer de la specifies phénotypes observes.

Le mutantwscp-Salka été complémenté avec la séquence codante centpiegene
WSCPsous contréle du promoteur de 'ARN 35S du viresa mosaique du chou-flewia
Agrobacterium tumefacienécf. Matériel et méthodes). La descendance de ptastes,
appelée population T1, a été semée en terre puigdasformants ont été sélectionnés par
résistance & I'herbicide BASTA Les plantes résistantes de la génération T1repiquées
en terre et leurs descendances soumises a un nowggament a I'herbicide. Les plantes T2
résistantes sont en théorie soit homozygotes h&tétrozygotes pour la construction (car les
plantes T1 sont normalement toutes hétérozygotaslaaonstruction et les plantes sauvages
en T2 sont éliminées par le traitement). Apres sedes populations T3, on travaille
uniguement les plantes 100 % résistantes donc hayotes pour I'insertion.
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Une extraction de protéine de feuilles des diffegsrdignées complémentées nous a
permis de veérifier par western blot I'expression W&CP (Fig. 16 A et B). Les mutants
complémentés ont des niveaux de protéines immueckd&ts qui different beaucoup d’'une
population a l'autre. Ainsi lignée n°5 présente imgortante expression de WSCP dans les
feuilles & un niveau presque équivalent a celueaétdans les inflorescences des plantes
sauvages. Une faible quantité de protéines WSCHnestinodétectée dans la lignée n°10.

Nous étudierons par la suite les lignées n°2,1®et

WT Lignées complémentées wscp-Salk

A )\
f \ f |

Infiorescences  Feuilies V1 n°1p n°2 n°s n°s

B

Figure 16 : Profil d’expression de la protéine WSCP abz la génération T3 des lignéesvscp-Salk

complémentées.

60 pg de protéines totales du sauvage (WT) ou uilefe des lignées indépendantes W&cp-Salk35S::WSCFRsont déposés par puits. A)
SDS-PAGE et coloration des protéines au bleu dem@ssie. M : marqueur de poids moléculaire. B) Imoadtection de WSCP par un
anticorps dirigé contre la protéine.

2 WSCP est localisée dans le septum et dans le style des fleurs

2. A L’expression du promoteur WSCP est localisée dans le septum et le

funicule des fleurs

Afin d’étudier la localisation tissulaire de I'exgmsion du gen®/SCP,nous avons
réalisé une fusion transcriptionnelle entre le ptauar de ce géne et le gene rapporteur GUS
(B-Glucoronidase). Le promoteur amplifié par PCReadabdné avec la méthode GATEWAY
dans le vecteur pHGFS7 (cf. matériels et méthodas)amont du géne GUS. Cette
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construction a servi a transformer de facon stdele plantes drabidopsis thalianalLes

résultats montrés en figure 17 sont issus de |lwlsien de 5 lignées indépendantes.

En conditions normales de culture, 'expression @dBprésente uniguement dans les
inflorescences au niveau des pistils (Fig. 17 A9.drofil d’expression GUS est en accord
avec les résultats précédemment obtenus par wdster(rig. 9 C). Cependant, I'expression
n’est pas uniforme dans tous les pistils. Cellestiabsente dans les stades précoces (fleurs au
centre de l'inflorescence) et pratiguement absdates les fruits en maturation a I'exception

d’'un Iéger marquage au niveau du stigmate.

Dans les pistils avant fécondation (Fig. 17 B)piefil d’expression GUS est localisé

dans le tissu de transmission du septum et du. style

A B
c \ tt

Figure 17 : Analyse de I'expression du promoteur dgéneWSCPdans les inflorescences.
Des inflorescences de plantes dgées de 3 semaimtesoforées et les différentes parties du stigrantdysées. A) Inflorescence. Barre
d’échelle : 5 mm. B) Pistil d'une fleur avant arghéc : carpelle ; tt : tissu de transmission. 8dtéchelle : 5 mm pour A et 300 um pour B.

2. B WSCP est présente dans le tissu de transmission du style

Le pistil d’Arabidopsisest un organe complexe. Nous avons opté pourctaigue
d'immunolocalisation afin d’étudier avec précisibexpression de la protéine WSCP dans

ces structures au cours du développement floral.

Des fleurs a différents stades de développemerttfs@es, inclues dans la paraffine

et des sections de 10 um sont réalisées avec uptarite (gracieusement prété par I'équipe
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de Michel Herzog ex-PDC). Les coupes peuvent éilisées pour 'immunolocalisation. Les
étapes de cette expérience sont quasiment idestigelles réalisées lors d’'un western blot
(cf. matériel et méthode). Cela dit, la révélatganfait ici avec un anticorps secondaire qui
forme en présence de son substrat un précipitduisisoviolet. Cette couleur traduit la
présence de la protéine WSCP dans le tissu.

A B

tt tt

tt
E F oy

tt tt cs . 2

Figure 18 : Immunolocalisation de la protéine WSCP das le style.

Les fleurs sont fixées, incluses dans la paraffiinges sections de 10 um du style sont réalisé@sscaupes sont incubées en présence d’'un
anticorps dirigé contre la protéine WSCP (A, CGEEou du sérum préimmun (B, D et F). Trois stades étudiés : 10-11 (A et B) ; 12 (C,

D et G) et 14-15 (D et E). tt : tissu de transnoissics : cellules du stigmate. Barre d’échelle : 5@ p

Dans la figure 18, la protéine WSCP s’accumule duntissu de transmission du style
avant I'anthese (stade 12 ; C) et atteint son micBexpression maximal aprés la fécondation
(Stade 14 ; E). Aucun signal n’est observé avesetem préimmun utilisé comme anticorps
primaire (Fig. 18 B, D, F). Il est également a nae’aucun signal n’a été observé dans les
cellules allongées du stigmate (Fig. 18 G). Ceslt&@s corroborent les observations faites

lors de I'étude du promoteur du gamSCPR
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2. D WSCP est exprimée dans le tissu de transmission et dans les cellules de

I'épiderme du septum

A, B

.-_‘,,' - K,: } -

Figure 19 : Immunolocalisation de la protéine WSCP das le septum.

Les fleurs sont fixées, incluses dans la paraffindes sections de 10 um du style sont réalis@sscaupes sont incubées en présence d'un
anticorps dirigé contre la protéine WSCP (A, CGE]J et L) ou du sérum préimmun (B, D, F, H et K)nq stades sont étudiés : 10 (A et
B);11(CetD);12 (EetF); 13 (G et H); 1&(J) ; >14 (K). tt : tissu de transmission ; épiderme du septum. Barre d’échelle : 50 pm
pour A-K et 25 um pour L.
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Nous nous sommes intéressés cette fois-ci a I'egfme de WSCP dans l'ovaire en

utilisant a nouveau la technique d'immunolocaliati

La protéine WSCP est immunodétectée a partir ddesthl dans le tissu de
transmission du septum (Fig. 19 C). La protéimecimule dans ce tissu jusqu’au stade 12
ou son niveau est ensuite relativement constagtijasdes stades avancés du développement
floral (Fig. 19 E-K). Le signal détecté est spépi# car aucun signal n’est observé avec le
sérum préimmun utilisé comme anticorps primaireg.(FL9, partie droite). WSCP est
€galement tres nettement immunodétectée dans éépeal du septum a partir du stade 12
jusqu’aux stades supérieurs a 14 (Fig. 19 K). Blawues, les signaux sont toujours visibles au
niveau des cellules lors des immunodétections etrasignal n’est observé dans la matrice

extracellulaire du tissu de transmission.

3 L’expression de la protéine WSCP est régulée par les facteurs de

transcription NTT et HECATE

Depuis plusieurs années, de nombreux laboratoieggplgjuent a caractériser des
facteurs de transcription impliqués dans lident#g I'organisation des différents tissus
floraux (Sablowski. 2009). Récemment, deux typesfalgeurs de transcription ont été
identifiés comme étant spécifiques des tissus ogrpesent les tubes polliniques a savoir le
style, le tissu de transmission, I'épiderme du wepét le funicule. On retrouve tout d’abord
le facteur de transcription en doigt de zinc NT& ,la famille C2H2/C2H2, impliqué dans la
formation du tissu de transmission. Le transcrdacd pour NTT est également détecté dans
les funicules (Crawfor@t al. 2007). La seconde famille décrite rassemble leegjldEC qui
codent pour des facteurs de transcription de tyheHbayant des fonctions redondantes au
cours du développement floral (Gremskial. 2007).HEC1, HEC2 et HEC3 sont exprimés
dans le tissu de transmission, I'épiderme du sem@uégalement dans le funicule. Nous nous
sommes demandé si ces facteurs de transcriptidicydaars ne réguleraient pas I'expression
de WSCP. En effet, les transcrits 8T et desHEC ont une localisation similaire en
hybridationin situavec la protéine WSCP.

Pour tester cette hypothese, nous avons dans omepreemps révélé la présence de
WSCP par western blot dans des extraits protéidliefforescences mutantes pour les genes

NTTouHEC1ou le double mutant potHEC1 etHEC3 (Fig. 20 A). La quantité de protéines
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immunodétectées est tres fortement diminuée chewmtantntt par rapport au sauvage. Une
bande de faible intensité est toutefois visible. r€sultat est en accord avec les données
communiquées par Brian Crawford. En effet, il diséades expériences dacroarray sur le
mutantntt qui permettent d’étudier simultanément le proféxgression de tous les transcrits
en méme temps. Ces expériences ont montré uneatiégulnégative significative des

transcrits du gen&/SCPchez le mutanttt par rapport aux plantes sauvages.

A WT ntt hecl hecl hec3
” o WSCP
——— —— S— — PsbD
B STADE 10 STADE 11 STADE 12 STADE 13 Style (aprés fécondation)
a b C d o
wr | o %, : gﬁe
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Figure 20 : Immunodétection de la protéine WSCP cheles mutants dA. thaliana pour les facteurs de

transcription NTT et HECATE.

A) Immunodétection par Western blot de la prot&M8CP et PsbD chez les mutantt (Crawfordet al. 2007),hec], et le double mutant
hecl hec3Gremskiet al. 2007). 30 pug de protéines totales d’inflorescentesauvage (WT) ou des différents mutants sonosiEppar
puits et séparées sur gel SDS-PAGE. La protéinB Bsbutilisée comme contrdle de charge.

B) Immunolocalisation de la protéine WSCP dansfgiism et le style des mutants pour les facteutsagscription NTT et HECATE. Les
fleurs du WT (a-dg), ntt (e-f, B), hecl(i-l, y) ethecl hecm-p,3) sont fixées, incluses dans la paraffine et desmses de 10 um du septum
et du style sont réalisées. Cing stades sont &udié (a, e, i, m) ; 11 (b, f,j, n) ; 12 (c, & ; 13 (d, h, |, p) ; style apres fécondatianf,

Y, ).
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Le mutantheclprésente en western blot une accumulation de lg@ipppWSCP trés
proche de celle obtenue chez les plantes sauvRgae®vanche, chez le double mutant pour
les facteurs de transcription HEC1 et HEC3 aucuoééme WSCP n’est immunodétectée.
WSCP semble donc étre régulée de maniére directendivecte par les facteurs de
transcription NTT et HEC3 dans le pistil (Fig. 2D NEC1 pourrait également étre impliquée
si les facteurs de transcription de cette familfe des fonctions redondantes. Nous ne
disposions pas au sein de notre laboratoire dunmhuata hec3pour étayer plus en détail du

réle respectif de HEC1 et HEC3 dans la régulat®eWtSCP dans les inflorescences.

Nous avons ensuite réalisé une série dimmunoleai@in de WSCP sur les
inflorescences des mutamit, heclethecl hec3n fonction du développement floral (Fig. 20
B). Les plantes sauvages sont utilisées pour legpamisons avec les différents mutants.
Chez le mutanntt, WSCP est détectée uniquement au stade 12 dalsnmseti quelques
cellules du tissu de transmission et dans le ggde etp). Aucun signal n’est observé dans
I'épiderme du septum chez ce mutant. Comme nousi® vu précédemment, WSCP
s’accumule chez les plantes sauvages dans le séppartir du stade 11. De plus, elle est
présente dans les stades beaucoup plus tardivélogpement floral (a-d) contrairement au
mutant ntt. L’accumulation de WSCP chez mutdmcl et chez les plantes sauvages est
guasiment identique notamment au sein du septwa style. En effet, la protéine WSCP est
présente dans le septum des stades 11 a 13 (djnstle des styles apres fécondatign (
Cependant, quelques différences sont observalkdegrdtéine WSCP est notamment détectée
dans le funicule et dans une couche de cellulesedlum située a proximité du tissu de
transmission au stade 12 et 13 (k et I) mais életrpas immunodétectée dans les fleurs du

mutantheclhec3quelque soit le stade étudié (m-pet

4 WSCP est impliquée dans la régulation de la mort cellulaire dans le

tissu de transmission et dans I'épiderme du septum

Les fleurs de Lilas ont un style ouvert ou les tupelliniques ont une relative liberté
de mouvements. En comparaison avec le style fetd&bidopsis une mort cellulaire et une
dégénérescence des cellules du tissu de transmissiot nécessaires pour faciliter la

progression des tubes polliniques dansgymoecium Toutefois cette mort cellulaire est
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confinée au tissu de transmission et ne se prqzhstdans les cellules de I'épiderme du
septum (Crawforet al. 2007 ; Crawford et Yanofsky. 2008).

Les cellules du tissu de transmission sécretemhdérice extracellulaire contenant
notamment des polysaccharides acides et des pstaimrabinogalactanes (AGPs ; Lennon
et al. 1998). De maniére intéressante, les AGPs seramfiguées dans la mort cellulaire des
cellules d’Arabidopsis en culture (Gao et Showalte999). L’'apparition de la matrice
extracellulaire dans le tissu de transmission esicemitante avec le début de la mort
cellulaire (Fig. B 1 et 2). De ce fait, une déficie au niveau de la production de cette matrice
chez le mutanintt coincide avec une absence de la mort cellulaines da tissu de
transmission. La production de matrice extracealleldans ce tissu pourrait étre directement
lite a la dégénération des cellules (Crawferdl. 2007. Crawford et Yanofsky. 2008). En
plus de ce role dans la mort cellulaire, la matréodracellulaire a une fonction dans
'adhésion, le guidage et la nutrition des tubegirpques (Lennoret al. 1998). Basés sur ces
observations, nous avons étudié chez les plantesages et le mutanwscp-Salk (i) La
production de matrice extracellulaire (partie 4;Ej) La mort cellulaire dans le tissu de

transmission (partie 4 C et D).

4. A La matrice extracellulaire présente dans le tissu de transmission de

wscp-Salk est similaire a celle du sauvage

Figure 21 : Coloration au bleu d'alcian de la matrie extracellulaire du tissu de transmission chez le

sauvage (A) et le mutantvscp-Salk(B).

Les fleurs au stade 12 sont fixées, incluses daparaffine et des sections du style de 10 pmrsatisées. Les coupes sont colorées au bleu
d’alcian puis auFast Green FCFLe bleu d’alcian colore les polysaccharides axidie la matrice extracellulaire du etHast Green FCF
colore le cytoplasme et les parois cellulairesr&diéchelle : 50 pm.
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Nous avons réalisé des coupes transversaldeurs au stade 12 de plantes sauvages
et du mutantvscp-SalkLes tissus sont colorés dans un premier temgdeaud’alcian (pour
détecter les polysaccharides acides ; Leretaal. 1998) puis alrast Green FCFLe second

colorant permet de faire ressortir les parois talies et le cytoplasme des cellules.

Dans la figure 21, la localisation et l'intensité kh coloration au bleu d’alcian sont
identiques chez les fleurs du sauvage (A) et duanmtwscp-Salk(B). La production de
polysaccharides acides de la matrice extraceltulpar les cellules du tissu de transmission
est inchangée. D’autres stades du développemeat fot été étudiés et n'ont pas permis de
mettre en évidence de différence entsep-Sallet le sauvage (résultats non montrés).

4. B La mort cellulaire est étendue aux cellules de I'épiderme du septum

chez le mutant wscp-Salk

WS

Figure 22 : Observation du septum et du replum cola¥s au bleu de toluidine de fleurs au stade 17 chiez

sauvage (WT) et le mutantvscp-Salk(wscp.

Les fleurs au stade 17 sont fixées, incluses darmataffine et des sections transversales du dg/1&0 pm sont réalisées. Le bleu de
toluidine colore les parois cellulosiques en viddétles parois lignifiées en bleu. A) Replums gitsms de fleurs au stade 17. Barre
d’échelle : 50 um. B) Parties centrales du septarfiadirs au stade 17. Barre d’échelle : 20 pm.égidterme du septum et re : replum.

Dans les stades tardifs du développement, desratiifés morphologiques sont
visibles entre les pistils des plantes sauvageautanteswscp-Salk(Fig. 22). Des coupes
transversales de pistils au stade 17 sont colaédseu de toluidine. Avec ce colorant, les
parois cellulosique sont roses et les parois li@e# sont bleues/violettes. A ce stade, le tissu

de transmission et la matrice extracellulaire nes grésents. Les épidermes du septum sont
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joints chez le sauvage (Fig. 22 A et B partie gajicRar contre, le mutantscp-Salkprésente
une mort anormale des cellules de I'épiderme dtusepu méme stade (Fig. 22 A et B partie
droite). L'espace intracellulaire n’est plus vigiplcependant aucune différence n'a été

observée au niveau du replum par rapport aux pstis plantes sauvages.

Nous avons détecté de petites variations morphgplegi au cours du développement
floral chez les plantes sauvages et mutantes. ééirmieux comprendre l'origine de ces
différences, nous avons opté pour une étude deotaaullulaire dans ce tissu sur des fleurs

émasculées en nous basant sur un article de Crhetfat. (2007).

4. C La mort des cellules du tissu de transmission est accélérée dans le

septum des fleurs émasculées wscp-Salk

La mort cellulaire se produit dans le septum loestgs fleurs sont émasculées. La
pollinisation n’est pas obligatoire dans ce progegd&rawfordet al. 2007). Pour étudier en
détail la mort cellulaire dans le septum, nous awmasculé des fleurs au stade 12 puis nous
les avons laissées 1 a 4 jours avant de les indame la paraffine. Il est beaucoup facile de
réaliser des observations sur des fleurs au méatke,ssoumises a un stress pendant une

méme durée que sur des inflorescences ou chaqlesdsid étre retrouvé dans les coupes.

: v : e t ; - . es
; = .
» R :
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Figure 23: Immunolocalisation de la protéine WSCP das les fleurs sauvage (stadel2) émasculées
pendant 2 jours.

Les fleurs sont fixées, incluses dans la paraffinges sections de 10 um du style sont réalis@sscaupes sont incubées en présence d’'un
anticorps dirigé contre la protéine WSCP (A) owlsdtum préimmun (B). tt : tissu de transmissies : épiderme du septum ; re : replum.
Barre d’échelle : 30 pm.

Nous avons vu précédemment une expression de t@impEFdNSCP dans le tissu de

transmission et I'épiderme du septum des fleurstade 12 par immunolocalisation (partie
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2.D). Nous avons réalisé la méme expérience suffledess au stade 12 mais cette fois-ci
eémasculées depuis 2 jours afin de s’assurer dettepce de WSCP dans le septum. En effet,
ces conditions sont différentes de celles rencestlgrs du développement floral classique et
'expression de WSCP pourrait étre difféerente. Den§igure 23 A, la protéine WSCP est
€galement retrouvée dans le tissu de transmissidares I'épiderme du septum des fleurs.
Contrairement aux résultats obtenus avec les flei@ésondées, WSCP est aussi
immunodétectée dans les cellules du replum adjesent tissu de transmission. Une nouvelle
fois, aucun signal n’est observé avec le sérumnpngin utilisé comme anticorps primaire
(Fig. 23 B).

Nous avons inclus dans la paraffine et réalisécdepes transversales de fleurs 1 a 4
jours aprés émasculation. Ces sections ont ététemslorées seulement &ast Green FCF

(Fig. 24 A-1) ou également avec du bleu d’Alciamg(24 J et K).

WT wscp wscp + 35::WSCP n°5

| Fast
Green

Fast
Green
— +

Blei
d'alcian

Figure 24 : Développement du tissu de transmissiorhez les fleurs non pollinisées du sauvage (WT), du

mutant wscp-Salk(wscp et du mutant wscp-Salkcomplémenté wscp + 35S ::WSCP nj5

Les fleurs au stade 12 sont émasculées puis laidséa-C), 2 (D-F), 3 (G-1) ou 4 jours (J et K) awal'étre fixées et incluses dans la
paraffine. Les sections de 10 um sont coloréesaatiGreen FCF (A-l) ou également avec du bleu idal@) et K). Barre d’échelle : 25 pm.
Les fleches rouges indiques les différences obssreeavscp-Salkpar rapport au sauvage.

Les différences sont marquées entre les fleursaduagie et mutawscp-Salkl et 2
jours aprés émasculation. En effet, le nombre @dsles du tissu de transmission est trés

fortement diminué dans le septum des fleussp-Salkpar rapport au sauvage seulement 24 h
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aprés émasculation (Fig. 24 A et B). Les celluestantes ont une forme irréguliere chez le
mutant contrairement au sauvage ou celles-ci oet fonme ovale nette. Le nombre de
cellules du tissu de transmission semble chez Ueagge inchangé entre le premier et le
second jour d’émasculation des fleurs. Elles opendant une forme plus aplatie au second
jour (Fig. 24 D). Le septum du mutawscp-Salkest pratiquement dépourvu de cellules du
tissu de transmission deux jours aprés émasculafioa coloration floue est toutefois visible,

probablement da a la présence de débris cellulétigs 24 E).

Au troisieme jour apres émasculation, plus auculiele n’est présente dans le tissu
de transmission du sauvage et du mutastp-Salk(Fig. 24 G et H). Les cellules de
I'épiderme du septum ont par contre une forme akérée chez le mutanwscp-Salk
L’espace intracellulaire de ces cellules n'est plissble (Fig. 24 H). Le phénotype est trés
proche de celui observé au niveau des cellule®gdelérme du septum des fleurs au stade 17
du mutantwscp-Salk(Fig. 22). A partir du quatriéme jour d’émascudatiil est difficile de
trouver des changements entre les lignées cardeusssus du septum sont sénescents (Fig.
24 J et K).

WSCP est impliquée dans le contrble de la mortcgdiales du tissu de transmission
et la préservation de l'intégrité des cellules 'dpitlerme du septum. Le phénotype observé
est bien di a une absence de la protéine WSCPlemsatantwscp-SalkEn effet, la lignée
complémentée n°5 surexprimant WSCP présente uropfgnproche de celui observé dans

les fleurs émasculées sauvages (Fig. 24 A, D, Ge@) F, |).

5 La mort précoce des cellules du tissu de transmission et celle
anormale des cellules de I'épiderme du septum influence la croissance

des tubes polliniques, la fécondation et la formation des graines.

5. A La croissance des tubes polliniques et leur sortie du septum sont

faiblement altérées chez le mutant wscp-Salk

Crawford et Yanofsky ont suggéré que le tissu dasimission fonctionne comme une
« voie expresse » pour les tubes polliniqgues erssaace (Crawford et Yanofsky. 2008).
Nous nous sommes demandé si la mort cellulairenzaler observée dans le septum du

mutantwscp-Salkpouvait influencer la croissance des tubes pgllies.
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Nous avons réalisé dans un premier temps des igaliions maximales. Des fleurs au
stade 12 sont émasculées puis pollinisées 24 Is agiaide d’un pinceau chargé de grains de
pollen. Les pistils sont récupérés 2, 4 ou 6 hapalinisation. Les tubes polliniques sont
visualisés a I'aide du bleu d’aniline. Ce coloraatlie a la callose des tubes polliniques et les

fait apparaitre en bleu sous la lumiere UV du nsicope.

Les tubes polliniques qui progressent le plus &pieht dans le tissu de transmission
parcourent environ 800 um en 2 h, 1,3 mm en 4zhreim en 6 h chez les deux lignées (Fig.
25 A-C). Quelques différences sont toutefois vesbll y a de maniére générale plus de tubes
polliniques dans la partie la plus basale du tdsuransmission des pistils du mutargcp-
Salk. Et 6 h apres pollinisation, de nombreux tubes imglles quittent le tissu de
transmission en direction des ovules chez le sauv8g comportement est visiblement

beaucoup plus rare chez le mutastp-SalkFig. 25 C voir les fleches).

A B C

WT wscp WT wscp WT wscp
-~
-

Figure 25 : Croissance des tubes polliniques en faimn du temps chez le sauvage (WT) et le mutamiscp-
Salk (wscp.

24 h aprés émasculation des fleurs stade 12,désmiont pollinisées pendant 2 (A), 4 (B) ou @h puis les tubes polliniques sont colorés
au bleu d’aniline. Barre d'échelle : 100 um. Lesesi polliniques fluorescent en bleu sous lumiére UV

5. B Morphologie des tubes polliniques et distribution des graines lors

d’une pollinisation minimale

Les pollinisations minimales permettent de regame détail la morphologie d’un

tube pollinique depuis le stigmate qu’il traverasqu’a I'ovule qu’il féconde. Des fleurs au
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stade 12 sont émasculées et pollinisées le lendeavaic 1 a 5 grains de pollen déposés a
I'aide d’un pinceau. Aprés 24 h d’attente, les tipelliniques sont colorés au bleu d’aniline

et observés sous lumiere UV (cf. matériel et métbpdLes photos ont été prises pour cette
étude au niveau de la partie centrale de la charabagienne pour toutes les lignées a
I'exception du mutamnttt ou les clichés ont été réalisés dans la partisapdu style.

Les tubes polliniques peuvent présenter deux tgpemorphologies dans le pistil des
fleurs sauvages. lls sont fins, fortement colonédbkeu d’'aniline et rectilignes lors de leur
progression dans lessu de transmission du septum (Fig. 26 WT ; imdgegauche). Par
contre, ils sont plus larges et courbés lorsqedstent du septum et qu’ils progressent sur
I'épiderme du septum en direction de I'ovule (R2¢. WT ; image de droite). Chez le mutant
ntt, les tubes polliniques ont tous une morphologigdaet tres courbée. Le septum ne subit
pas de mort cellulaire ni ne produit de matricaapdllulaire nécessaire a la bonne croissance
des tubes polliniques (Fig. 26t). La progression des tubes polliniques est rertiffieile
dans le septum et ils émergent ainsi dans la papi@ale du pistil (Crawfordt al. 2007). La

fécondation des ovules dans ces conditions n’'espqtielle.
WT wscp ntt wscp 355::WSCP

1 |
[ |- |
|
[
Figure 26 : Morphologie des tubes polliniques lors 'dne pollinisation minimale chez le sauvage (WT),
wscp-Salk(wscp, ntt etwscp-Salk35S::WSCP (n°2, 5 et 8).
Des fleurs au stade 12 sont émasculées et lai2déeen chambre de culture. Les pistils sont eaqgtlinisées avec 1 a 5 grains de pollen

déposés sur le stigmate a I'aide d’'un pinceau. #\@reh, les pistils sont colorés au bleu d’anilines clichés sont pris au niveau de la partie
centrale de la chambre ovarienne. Barre d’éché&lgm.

Environ 90 % des tubes polliniques du mutanscp-Salk sont rectilignes,
intensivement marqués et plus fins (30 tubes pqlies ont été analysés pour chaque
lignées). Ce phénotype n’est plus visible dangyke sles mutantsvscp-Salkcomplémentés
n°2, 5 et 8 décrits précédemment (Fig. @8cp et wscp 35S::WSCP. Les mutants

complémentés ont des morphologies de tubes pallsigproches de celles observées dans les
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fleurs sauvages avec une proportion équivalenteubles polliniques fins et rectilignes ou
courbés et larges (Fig. 26 WTvescp35S::WSCH.

Pourquoi le mutanivscp-Salkne présente-t-il pas ou peu de tubes polliniques &
seconde morphologie (larges et courbés)? Deux hgpes sont envisageables. Une
possibilité, la moins probable selon nous, seraé ks tubes polliniques effectuent la plus
courte distance possible vers I'ovule en conserimmtmorphologie aprés leur émergence du
septum. Les tubes polliniqgues ont une morphologpé&ytie en théorie d’un trajet dans le tissu
de transmissiorffins et rectilignes). La seconde possibilité eslls| doivent probablement

parcourir une plus longue distance a I'intérieusdptum contrairement au sauvage.

20 A

s

15 1

10 A

nombre de graines

03-10% 10%-20% 20%-30% 30%-40%  40%-50% S50%-80%  60%-70% T0%-80%  B0%-90% 90 %100%

APEX Distribution des graines BASE

Figure 27 : Distribution des graines dans les fruitglu sauvage (WT) et du mutantwscp-Salk(wscp suite &
une pollinisation minimale.

Des fleurs au stade 12 sont émasculées et laigd4degn chambre de culture. Les pistils sont eaqatlinisées avec 1 a4 5 grains de pollen.
En abscisse, la longueur du fruit est divisée etigges de 10 percentiles de la partie la plus dpi€a%-10%) a la partie la plus basale
(90%-100%). Le nombre de graines pour chaque pod10 percentiles est donné en ordonnée. Lés trairs représentent les courbes de
tendance.
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Les changements probables de la composition deataom extracellulaire, la mort
précoce des cellules du tissu de transmission gdiget la mort inhabituelle des cellules du
septum (Fig. 22) pourrait influencer positivemeat droissance des tubes polliniques du
mutantwscpSalk (Fig. 25 et 26). Pour appuyer cette idée, noussegalement entrepris des

fertilisations minimales.

Dans cette expérience, les fleurs sont égalemeras@nées au stade 12 puis
pollinisées 24 h apres avec 1 a 5 grains de pollen. pistils sont laissés plusieurs jours
jusqu’a formation des graines (cf. matériel et rad#s). La distribution des graines dans la
chambre ovarienne du sauvage (n=100) et du muismup-Salk (h=100) est ensuite
déterminée. La chambre ovarienne est divisée greddentiles, de la partie la plus apicale (1-
10 %) a la partie la plus basale (90-100 %).

Un peu plus d’un quart des graines est retround tapremiere moitié de la chambre
ovarienne des pistils du sauvage et du mutaep Salk (respectivement 30 et 26% ; Fig. 27).
Les différences entre les deux lignées sont plusqné@s dans la seconde partie de la
chambre ovarienne (50-100 %). Les ovules sont &®mpréférentiellement dans la partie la
plus basale de la chambre ovarienne (80-100 %) lehmmtantwscp-Salk 37 % contre 21 %
pour le sauvage. Les graines sont par contre mpsésentées au milieu de la chambre
ovarienne (50-80 %) dans les pistils du sauvage 49€% contre 36 % pour le mutamscp
Salk (Fig. 27). Les résultats obtenus lors des featilisis minimales sont en accord avec les
pollinisations minimales (Fig. 26): chez le mutanscp-Salk les tubes polliniques
progressent davantage dans le tissu de transmissida fécondent préférentiellement les
ovules situées dans la partie basale de la chaowlaréeenne apres leur émergence du septum.

5. C Les graines du mutant wscp-Salk présentent des différences mineures

avec les graines du sauvage

Dans les parties précédentes, nous avons vu urnteamamale des cellules du septum
des fleurswscpSalk au cours de leur développement. Nous nous somereardié si cela

pouvait influencer le développement de la grairezale mutant

Nous avons donc comparé les graines du sauvage etuthntwscpSalk apres un
développement floral normal (Fig. 28 A). Le nombeegraines par silique est identique entre
les deux lignées dans les conditions testées avemayenne 40 graines. Cependant, les
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graines du mutamnivscpSalk sont plus sombres que celles du sauvage (Fig. )28 aite
différence est encore plus marquée pour les graiopservées au laboratoire depuis 3 ans
(Résultat non montre). Les différences de coulent peut-étre dues a une accumulation plus
importante d’anthocyanes qui est produite notamn@stde stress. Nous avons également
remarqué une baisse de vitalité des gravepSalklors des tests de germination. Pour cette
expérience, les graines sont disposées sur dunhil et placées pendant 2 jours a 4°C afin
de synchroniser leur germination. Les graines snstiite exposées a la lumiere et les graines
germées sont dénombrées sous loupe binoculaire 2gr&30 et 41 h (Fig. 28 E). Une graine
est considérée comme germée lorsque son envelgppeisee. Les graines du mutavdcp
Salkprésentent un important retard de germinationsapdéet 30 h d’exposition a la lumiere.
Ainsi, seulement 1,8 % des graines du mutant ontn@econtre 23,6% pour les graines
sauvages apres 1 jour a la lumiére (Fig. 28 E)ghMate retard sensible de germination, plus
aucune différence n’est observée au stade detia si@s cotylédons (résultats non montrés ;
Romain Manceau, stagiaire de I'Institut Nationdlditiculture d’Anger).
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Figure 28 : Caractérisation des graines du sauvag®\(T) et du mutant wscp-Salkiwscp

A) Graine du sauvage et du mutarstcp-Salldans leur silique.

B) Vitalité des embryons observée par coloratioctdorure de tetrazolium. Barre d’échelle : 200 um.

C) SDS-PAGE et coloration des protéines de fleurd®graines sauvages au bleu de Coomassie (80 prpitines par puits).

D) Immunodétection de WSCP par un anticorps diciyétre la protéine (80 g de protéines par puits).

E) Test de germination des graines sauvages, dantwscp-Sallet mutanivscp-Salkcomplémenté n°5. Aprés une vernalisation de Zsjour
a 4°C, les graines sont exposées a la lumiére pe@da 30 ou 41 h. Les astérisques indiquent lesuvalcorrespondant a des changements
significatifs par rapport aux contréles sauvagespris le test ANOVA (programmtatl). Ces résultats sont issus d’'une moyenne des
valeurs de trois expériences.

La vitalité des embryons au cours du développeraeéte testée par coloration au
chlorure de tetrazolium (Fig. 28 B). Le tetrazolidanne une couleur rouge proportionnelle a
I'activité enzymatique des mitochondries (Ondzighial. 2008). Les embryons du mutant

wscpSalkont une couleur moins prononcée que ceux du saufig. 28 B). Les embryons
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du mutant pourraient subir un stress au cours uledéveloppement, entre autres au niveau
des mitochondries, dont les conséquences sera@patautées dans les graines seches. Les
différences de vitalité des embryons au cours dveldgpement et de germination ne
proviennent pas d’'un défaut de WSCP dans ces tiEsusffet, la protéine n’est pas exprimée
dans les graines seches et aucun transcrit congapbn’est détecté paricroarray au cours

de I'embryogénése (Fig. 28 C et D ; Swansbal. 2005).

6 WSCP interagit dans la levure avec les protéases a cystéine

Les protéines WSCP ont un domaine Knitz retroungz des inhibiteurs de protéases
a sérine (Satohkt al. 2001). Mais a ce jour, aucune activité d'inhibitipar les WSCP n’a été
mise en évidence contre cette famille de protédiasis et al. 1997 ; Nishio et Satoh. 1997 ;
Chapitre 1 partie 2.C). Par contre, dans des travé@cents, une équipe a purifié la protéase
impliquée dans la maturation de la protéine prgaiee chez le chou-fleurBfassica
oleraceg. Une protéine a domaine Kunitz de la famille d8SCP copurifie avec cette
protéase a cystéine (Hab$ al. 2005). La méme équipe a identifié dans un secemps les
homologues de ces protéines chgabidopsis thaliana WSCP et la protéase a cystéine
codée par le gene At3g19390. WSCP s’est avéré ugtranhibiteur de cette protéase de
maturation de la proaleuraine (At3g193@0yitro (Halls et al. 2006). La protéase codée par
At3g19390 appartient a la famille des protéasegsééme avec un domaine granuline en C-
terminal. C’est une petite famille de 4 membreszchebidopsisqui comprend les génes :
At3919390, At5g43060, RD21 et XBCP3. Les granulioas été caractérisées ces derniéres
années principalement dans les cellules animaleewufonction serait, entre autres, de
réguler la prolifération cellulaire (Bateman et Bett. 1998). La fonction de ce domaine dans
la plante est encore floue, mais il pourrait jouerrdle dans I'agrégation des protéases a pH
acide (Yamadat al2001).

Dans la figure 29, nous avons étudié l'interactemtre WSCP et les protéases a
cystéine avec un domaine granuline dans les levpeesdouble hybride. Les levures
cotransformées poussent toutes sur milieu pernugsfque soit les combinaisons entre les
proies et les cibles (Fig. 29 A et C), donc lesstarttions exprimées dans la levure ne sont
pas toxiques. Sur milieu sélectif, seules les leswxprimant WSCP comme cible et RD21

comme proie poussent (Fig. 29 B). Dans cette cardigpn WSCP et RD21 interagissent
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dans la levure. En effet, aucune colonie sur ht#st observée avec les protéases a cystéine
comme proie et PORB (protochlorophyllide oxydorédse B) ou le vecteur vide comme

cible.

]
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At3219380
At5g43060
RD21
XBCP3
Vecteur vide

Vecteur vide Vecteurvide

PORB

PORB

Vecteurvide

AtSg43060
Vecteur vide

Vecteur vide Vecteurvide

Figure 29 : Test double hybride entre WSCP et les ptéases a cystéine contenant un domaine granuline.
Les séguences codantes de WSCP, PORB ou le vedewsont utilisés comme cible et celle protéasegsééines (At3g19390, At5g43060,
RD21 et XBCP3) ou le vecteur vide comme proie (BetLa séquence codante de WSCP ou le vecteursaideutilisés comme proie et les
protéases a cystéine ou le vecteur vide comme ¢iblet D). Le milieu permissif (A et C) est dépaumde L-leucine et de L-tryptophane
tandis que le milieu sélectif ne contient pas dedtidine et d’adénine en plus des deux acides ésmnécédents. Une croissance sur milieu
sélectif indigue une interaction protéine-protéiiaas la levure.

Par contre, lorsque WSCP est utilisée comme pRI21 et les protéases a cystéine
codées par At3g19390 et At5g43060 interagissent &VSCP (Fig. 29 D). Les levures

poussent sur milieu permissif sauf pour la comliniiavec la protéase a cystéine XBCP3.

WSCP interagit dans la levure avec trois des quatntéases a cystéine contenant un
domaine granuline. Nous confirmons donc dans lareW’interaction observée entre WSCP
et la protéase a cystéine codée par At3g19390ro par Hallet al.en 2006.

Nous avons tenté de montré sans succes l'interaeitre WSCP et les protéases a
cystéine d’'une autre maniére. Des coimmunoprétipita de la protéine WSCP se sont
révélées infructueuses avec I'utilisation d’antpoanti-WSCP (purifiés ou non) couplés a la
protéine A sepharose. Des surproductions de cdégs@s ont été également réalisées mais

nous ne sommes pas arrivés a les rendre activeseggeit par renaturation sur colonne,
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traitements SDS 2% ou pH acides. Elles ne clivast [pur «prodomain» N-terminal qui

inhibe leur activité (résultats non-montrés).

RD21 est exprimée dans le tissu de transmissiongfiiderme du septum et dans d’autres

parties de 'ovaire.

Afin de savoir si le partenaire RD21 de WSCP darisvure est exprimé également
dans le septum, nous avons réalisé une immuncdatiain dans les pistils de fleurs au stade
12. Cette protéase a cystéine avec un domaine lgrarai été choisie car c’est la seule de
cette petite famille de protéine a étre étudiéel@ail et dont les anticorps sont disponibles
(gracieusement donnés par Ikuko Hara-Nishimuralgtédersité de Kyoto).

Les immunolocalisations révélent une expressiomuitdire de RD21 dans I'ovaire
des fleurs (Fig. 30 A et B). La protéine est immigtectée comme WSCP dans le tissu de
transmission et I'épiderme du septum au méme stad#éveloppement floral (Fig. 30 A et
Fig. 19 E). L'immunomarquage est plus prononcéigeau des cellules du xyleme présentes

dans le replum et dans les valves.
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Figure 30 : Immunolocalisation de la protéine RD21 dns le pistil des fleurs au stade 12.
Les fleurs sont fixées, incluses dans la paraffindes sections de 10 pum sont réalisées. Les ceopefcubées en présence d’un anticorps
dirigé contre la protéine RD21 (A) ou du sérum mréiun (B). Barre d’échelle : 50 pm.

Par ailleurs, un immunomarquage plus importanttarémnarqué dans les cellules du
sac pollinique (résultats non montres). Elles sdrns une mort cellulaire programmée entre
les stades 12 et 13 du développement floral, momena libération des grains de pollen.
RD21 pourrait étre impliquée dans le processus aie¢ programmeée des cellules du tissu de

transmission et du sac pollinique lors du dévelapga floral.
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Dans la partie I, nous avons vu une expressiomwgatern blot de la protéine WSCP
uniquement dans les inflorescences et les planttilei®es (Fig. 9 et 10). L'étude approfondie
de I'expression de WSCP dans la plantule étiolédeeses régulations fait I'objet de cette

3iéme

partie.

1 WSCP est exprimée dans les plantules étiolées
1. A WSCP est présente dans la crosse apicale des plantules étiolées

Dans un premier temps, nous avons verifié I'expoasde WSCP dans les plantules

étiolées par RT-PCR semi-quantitative et par wadiéat (Fig. 31).

A

Fleurs Feuilles Plantules étiolées

B

Fleurs Feuillesde rosette Plantules étiolées

WSCP

ACTINE

Figure 31 : Expression deNSCPdans les plantules étiolées 3 jours.

Les ARN ou les protéines des plantules étioléeegiplantes sauvages (3 semaines) sont extraitdgzoexpériences de RT-PCR (A) ou

de western blot (B).

A) Expression du gene WSCP. Les ARNm sont amplifiggsRT-PCR semi-quantitative. Le nombre de cy&englification pour chaque
jeu d’amorces a été déterminé préalablement positiser dans la phase exponentielle de I'amplificatL’ARN actine est utilisé comme
géne contrdle. Les produits PCR sont séparés sdiagmrose 2%.

B) Profil d’expression de la protéine WSCP dansflesrs, les feuilles de rosette et les plantulgsiées. 50 pg de protéines totales du
sauvage (WT) sont déposés par puits. Les protémmtsséparées sur gel SDS-PAGE et colorées awlbl@oomassie (Partie inférieure) ou
transférées sur membrane et immunodétectées aattioorps dirigé contre WSCP (Partie supérieure)

C-E) Analyse de I'expression du promoteur du g&/®CPdans les plantules étiolép8VSCP::GUS Les plantules sont colorées et les
différentes parties de I'hypocotyle ont été phoapipiée.

Dans I'expérience de RT-PCR semi quantitativealesrces du gen&CTINE ont été
utilisées comme contréle. En effet son expressg&ircensidérée comme ubiquitaire (Fig.31
A). Le transcritWSCPest plus représenté dans les inflorescences que ldanplantules

étiolées. En revanche, aucun transcrit n’est déwans les feuilles (Fig. 31 A). Des quantités
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identiques de protéines ont été séparées sur gRIFFIGE et une étude par western blot a été
réalisée avec un anticorps dirigé contre WSCP. ilzean de protéine détecté est plus faible
dans les plantules étiolées que dans les fleugs 8i B). Les profils similaires obtenus par
RT-PCR et western blot vont dans le sens d’un éttiranscriptionnel de I'expression de
WSCP Des immunolocalisations ont été réalisées sartesuprobablement a cause du faible
taux d’expression de WSCP et de l'important br@tfdnd obtenu avec ce type de tissus

(résultats non montrés).

Nous avons dans un second temps regardé I'activifgromoteur du gen&/SCPpar
GUS en utilisant les mémes lignées. Au sein destuylles étiolées, le promoteur est actif
uniquement dans la crosse apicale (Fig. 31 C-BjeGé&ucture n’a pas été conservee lors de
la préparation des échantillons entre lame et lenddns la figure 31 (I'échantillon a été
allongé pour le cliché). La courbure de la crogsieade est impliquée, de par sa forme, dans
la protection des cotylédons et du méristeme apialinaire lors de I'émergence de la jeune
plantule. De plus, le marquage GUS est plus impbidaproximité des tissus conducteurs et
n'est pas présent dans les cotylédons (Fig. 31.CGCE) résultat nous a surpris car nous
pensions avoir affaire a une protéine impliquéesdarstockage transitoire de précurseurs de
la chlorophylle lors du dé-étiolement comme chergé Hordeum vulgare Reinbotheet al.
2004). En effet, ce n’est vraisemblablement passdancrosse apicale mais dans les
cotylédons que se synthétise principalement laroplylle au cours du deé-étiolement. Le

réle de la protéine au cours du dé-étiolementtsaité ultérieurement.

1. B Le mutant nul wscp-Salk et le surexpresseur 35S::WSCP n’ont pas de

phénotype particulier lors de la skotomorphogénese

Les protéines a domaine Kinitz ont de nombreusestitms physiologiques comme
inhibiteurs d’enzymes, protéines de stockage (Kadirtl. 1989) ou encore agents de défense
contre les pathogenes et/ou insectes (Boulter. 188&n. 1990). Récemment, des protéines
de la méme famille ont été localisées dans leagisenducteurs de I'hypocotyle et dans la
crosse apicale des plantules étiolées de pois€hicer arietinum; Jiménezt al. 2007).
Ces protéines, de par leurs localisations, auraigr@ implication dans les processus
d’élongation cellulaire et de régulation de la nazetiulaire lors de la formation du xyleme et
du phloéme (Jiménezt al. 2007). Nous avons souhaité tester une partie slbyg@théses en
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effectuant des mesures de longueur d’hypocotylez ¢bs plantules sauvages et mutantes

(wscpSalk ou surexprimant la protéine WSCE5E::WSCHR.

WT + 35 Si: WSCP
|
n°18 n’9 n"8 % A g e
A C Longueur des hypocotylesaprés 3 et 5 jours a l'obscurité

70kDa ——

juy
S
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25kDa——

15 kDa ® 3 jours & 'obscurité

M 5 jours a I'obscurité

Longueur de I'hypocotyle (mm)

- - -

WT wscp 355::WSCP n"18

Figure 32 : Longueur des hypocotyles des plantulesi@ées sauvages, mutantesscpSalk et 35S::WSCP.

A et B) Profil d’expression de la protéine WSCP siimgénération T3 des lignées indépendadf&s:WSCP30 pg de protéines totales du
sauvage (WT) ou des lignées indépendante853:WSCPsont déposés par puits. Les protéines sont sépautegel SDS-PAGE et
colorées au bleu de Coomassie (A) ou transférgesiembrane et immunodétectées avec un anticorjge diontre WSCP. M : marqueur
de poids moléculaire.

C) Longueur des hypocotyles des plantules éticdéasages, mutantescpSalk et 35S::WSCapres 3 et 5 jours (n=50 pour chaque lignée
pour chaque prélevement).

Les surexpresseusS::WSCRont été obtenus par transformation de plantesaggmsvy
par Agrobacterium tumefacienta construction introduite chez le sauvage eshéane que
celle utilisée pour les complémentations fonctidlesedu mutantvscp-SalkLes protéines de
plante T3 de trois lignées indépendar86S::WSCPRont été extraites, séparées par gel SDS-
PAGE et visualisées au bleu de Coomassie ou sosi@isee étude par western blot avec un
anticorps dirigé contre WSCP (Fig. 32 A et B). ltatpine WSCP n’est pas immunodétectée
dans les feuilles du sauvage ou tres faiblement &hesurexpresseur n°9. Les deux autres
lignées présentent une importante expression geotgine WSCP (Fig. 32 B). La lignée

35S::WSCH°18 a été sélectionné pour la prochaine expégienc

Dans la figure 32 C, nous avons mesuré la longdeufhypocotyle des plantules
étiolées. Les différences ne sont pas significatiemtre le sauvageyscp-Salket le
surexpresseus5S::WSCM°18 (test t de Student ;>0,5). Leurs hypocotyles mesurent en
moyenne 6,5 mm et 10,5 mm apres respectivement53jairs a I'obscurité. Nous avons
également observé la formation de la crosse ap&aturs de la skotomorphogénése et une
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fois encore, aucune différence n’est ressortie ddecétude (résultats non montrés ;

expériences basées sur article de Raz et Ecke®).199

2 Les facteurs de transcription NTT et HECATE régulent la

transcription du gene WSCP a I'obscurité

Dans le pistil, NTT et HECATE3 jouent un réle ddasrégulation de la protéine
WSCP (Partie II). Nous nous sommes demandé si éesesfacteurs de transcription sont
également impliqués dans la régulation de WSCP tEmplantules étiolées. Cela nous a
semblé possible car on trouve dans la littérateseemple du gen&PATULA Ce facteur de
transcription est impliqué dans le développementafl comme NTT ou HECATE3 et au
cours de la germination (Alvarez et Smyth. 199@nffeldet al 2005). Par ailleurs, toutes les
protéines HECATE sont capables d’interagir avec BPIBA dans la levure par double
hybride (Gremskiet al 2007). Nous avons donc commencé par veérifierrésgnce des
transcritsNTT, HEC1 et HEC3 par RT-PCR semi-quantitative dans les plantulésiéés

sauvage.

2.A Les genes NTT et HEC sont exprimés dans les plantules étiolées

Fleurs Feuilles Plantules étiolées

NTT

HEC1

HEC3

ACTINE

Figure 33 : Expression des génes codant pour les fagrs de transcription NTT et HECATE dans les

plantules étiolées 3 jours.

Les ARNm ont été extraits a partir de tissus detpka agées de 3 semaines (feuilles et fleurs) oplatgule étiolées. Les ARNm sont
amplifiés par RT-PCR semi-quantitative. Le nombeecycle d’amplification pour chaque jeu d’amorcegeadéterminé préalablement pour
se situer dans la phase exponentielle de I'amatifin. L’ARN actine est utilisé comme géne contrdle. Les produits RGR séparés sur

gel d’agarose 2%.

Nous avons purifié les ARNm a partir de tissudlelers et de feuilles de plantes agées

de 3 semaines ainsi que de plantules étioléeslpswxpériences de RT-PCR (Fig. 33). Les
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transcrits de ces facteurs de transcription soésgmts comme attendu dans les fleurs et
absents dans les feuilles a I'exceptiomtitajui est faiblement représenté dans les deux types
d’'organe. De maniere inattendue, tous les trass@iint également exprimés dans les
plantules étiolées. Il est & noter que le tran$¢EC1 est nettement plus exprimé dans les
plantules étiolées que dans les fleurs ou il aaétéctérisé pour la premiere fois (Gremski

al. 2007).

2. B La transcription du gene WSCP est régulée difféeremment par les

facteurs de transcription NTT et HECATE dans les plantules étiolées

Nous avons étudié le niveau de transAMSCPchez les plantules mutantes étiolées
ntt, hecl, heclhec3et35S::HEC1par RT-PCR semi-quantitative (Fig. 34). Les mugamils
pour les facteurs de transcription NTT et HECATEexpriment pas les transcrits
correspondants (Fig. 34, ligne 2 a 4). Le factear tdnscription HEC1 est impliqué
directement ou indirectement dans la régulatioritipesdu transcritWSCP En effet, aucun
transcrit n’est détecté chez les mutamslet heclhec3 Cette régulation est confirmée par
le résultat obtenue avec le mutaBbS::HEC1 chez lequelWSCP est tres nettement

surexprimé par rapport au sauvage (Fig. 34, ligne 1

WT ntt hecl hecl hec3 35S5::HEC1 Q‘@

NTT

HECATE1

HECATE3

ACTINE

Figure 34 : Expression du géne codant pour WSCP chdes plantules étiolées des mutants pour les
facteurs de transcription NTT et HECATE.

Les ARNm ont été extraits a partir de plantulesléés 3 jours du sauvage (WT), des mutattgCrawford et al. 2007),hec], double
mutanthecl hec3et du surexpresse®5S::HEC1(Gremskiet al. 2007). Les ARNm sont amplifiés par RT-PCR. Le noantle cycles
d’amplification pour chaque jeu d’amorces a étéedainé préalablement pour se situer dans la phgsenentielle de I'amplification.
L'’ARN actineest utilisé comme contréle. Les produits PCR séparés sur gel d’agarose 2%.
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Par ailleurs, le transcritVSCPaugmente chez le mutantt ce qui suggere que le
facteur de transcription NTT serait un répresseurtranscrit WSCP dans les plantules
étiolées. La régulation d&/SCPdans les plantules étiolées differe de cellesrques avons
mise en évidence dans la fleur ou les facteurgatesdription NTT et HECATE3 régulent
tous les deux positivement le niveau de la protéd&CP (Fig. 20 A et B).

2. C Le promoteur du gene HEC1 est actif dans la crosse apicale et les

cotylédons

Dans la figure 35, nous avons étudié I'activitépdaomoteurHECL1 fusionné au gene
rapporteur GUS dans les plantules étiolées 3 j@remskiet al. 2007). L'activité GUS est
absente dans les parties centrales et basalesyp@dotyle et dans les racines. Par contre, un

marquage GUS est important au niveau de la crgssala et dans les cotylédons.

-

Figure 35 : Analyse de I'expression du promoteur dgeneHEC1 dans les plantules étiolées 3 jours.
Des plantules étiolées 3 jours ont été coloréphetographiées. Barre d’échelle : 500 pm.

Nous avons montré une expression des g&EE et HECATE dans les plantules
étiolées (Fig. 33) et leurs influences sur le tcah$V/SCPpar RT-PCR (Fig. 34). De plus, la
colocalisation dans la crosse apicale de l'actidiés promoteurslEC1 et WSCPconforte
I’hypothese d’une régulation positive du transeviECPpar le facteur de transcription HEC1
(Fig. 34 et 35). Cependant cette co-expressioressiinte a la crosse apicale et celle-ci n’est

pas trouvée dans les cotylédons.
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3 Les hormones impliquées dans la formation de la crosse apicale

régulent WSCP

La crosse apicale est une structure qui permetrdeéger les cotylédons lors de
I'’émergence hors du sol (Vandenbussche et Van Deetgn. 2004). Sa formation fait
intervenir les principales phytohormones connuesproe I'éthylene, les brassinostéroides,
l'auxine et les gibbérellines (Dugardeyt al. 2008). Nous avons souhaité caractériser
I'influence de ces hormones et des facteurs desdrgption NTT/HECATE sur I'expression

du genelNSCPau cours de la skotomorphogénese.

3. A L’éthylene, les brassinostéroides et I’auxine influencent le niveau des

transcrits WSCP

Les plantuleppWSCP::GUSsont laissées 3 jours a I'obscurité sur milieu ktjar
supplémenté en hormones et/ou en inhibiteurs d’bnas mais dépourvu de sucrose (Fig.
36). Cette source de carbone est connue pour énéerfivec certaines hormones comme
I'éthylene (Gazzarrini et McCourt. 2001).

En absence d’hormone ou présence de gibbérelérgomoteutVSCPest actif dans
la crosse apicale avec une coloration GUS plus mégrglans les tissus conducteurs centraux

de la plantule étiolée.

Les plantules étiolées exposées au précurseut died@thylene (ACC pour éide 1-
AminoCyclopropane-1-&boxilique ; Guzman et Ecker. 1990) présententphénotype
caractéristique de la « triple réponse » : I'hyfpleoest plus court, la croissance des racines
est inhibée et la longueur de la crosse apicalexagiérée allant jusqu’a former une boucle.
Chez ces plantules, le marquage GUS est plus étenhdplus intense qu’'en absence
d’hormone. Nous nous attendions a cela car desrierpgés damicroarray ont montré une
augmentation d’un facteur 8 du transtMSCPdans les plantules étiolées 3 jours en présence
du gaz éthylene (Alonset al. 2001). En présence d’un inhibiteur de la voie’éthyléne, le
nitrate d’argent (Beyer. 1976), les plantules n'plois la courbure caractéristique de la crosse

apicale et I'activité du promotedMySCPn’est pas détectée.
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Figure 36 : Analyse de I'expression du promoteur dgéneWSCPdans les plantules étiolées 3 jours en

présence d’hormones.

Les graines sont semées sur milieu MS supplémerttéremone et/ou inhibiteurs d’hormones. Aprés 2gaur°C, les boites sont exposées
3 h alalumiéere puis a I'obscurité pendant 3 joles plantules étiolées sont colorées et photdggap. Les concentrations en hormones et
inhibiteurs d’hormones sont : 10 puM ACC (précursgivecte de I'éthylene) ; 100 pM AgN@nhibiteur de I'éthyléne) ; 10 pM IAA
(Auxine) ; 100 nM EBR (Brassinostéroides) ; 10 puMls&relline. Barre d'échelle : 500 pm.

L’auxine réprime I'activité du promoteur d& SCPcontrairement a I'éthylene. Les
plantules étiolées ont une forme de bouteille eteleuat d’activité promotric®/SCPest

situé au niveau du goulot qui doit étre probablenepartie apicale de I’hypocotyle.

Les brassinostéroides augmentent fortement ligetBUS dans la crosse apicale et
dans la partie supérieure de I'hypocotyle. Le priaaoWSCPa une activité maximale dans
les mémes tissus lorsque les plantules étiolées eorprésence de brassinostéroides et
d’éthyléne. Afin de comprendre la relation entrs deux hormones dans la régulation du
promoteurWSCR nous avons combiné les brassinostéroides etiditenr de I'éthylene.
Dans ces conditions, aucune activité n'est détedéds les plantules. L’action de I'éthylene
semble donc située en aval des brassinostéroides ldaégulation positive du promoteur
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WSCP Ces expériences n'ont pas été faites avec ue autibiteur de la voie de I'éthyléene

comme lerans-Cyclooctene (Sislegt al. 1990).

ACTINE

Figure 37 : Expression des genes codant pour WSCP les facteurs de transcription NTT et HECATEL

chez les plantules étiolées en présence d’hormones.

Les ARNm ont été extraits a partir de plantulessagaes étiolées pendant 3 jours. Les ARNm sont éigplpar RT-PCR semi-quantitative.
Le nombre de cycle d’amplification pour chaque ggamorces a été déterminé préalablement pour sersians la phase exponentielle de
I'amplification. L’ARN actineest utilisé comme géene controle. Les produits BQR séparés sur gel d’agarose 2%.

Nous avons ensuite comparé le niveau des tran$¥¢BER NTT et HECATE1dans
les plantules étiolées en présence d’hormonesiohibiteurs d’hormones par RT-PCR semi-
guantitative (Fig. 37). Les différentes accumulagialu transcritWSCPvont dans le sens des
observations faites avec les ligng@&/SCP::GUS(Fig. 36). En effet, TARNm de WSCP
s'accumule fortement dans les plantules étiolées prasence d’éthylene et de
brassinostéroides. De plus, il est réprimé en poesele nitrate d’argent et d’auxine par
rapport aux plantes contréles sans hormone (FidigBé 1). Cependant, le transcvitSCP
s’accumule légérement plus avec le traitement abkégellines alors que les études du
promoteurWSCPpar le géne rapporteur GUS n’ont pas révélé daggraent significatif

avec le contrdle sans hormone (Fig. 37 ligne B, 86).

L'accumulation du transcriTT est maximale lorsqué&/SCPest réprimé comme par
exemple en présence d’auxine et d’inhibiteur déhyi&ne (Fig. 37 ligne 2). Ces résultats
sont compatibles avec un réle de NTT dans la réignlaégative du transcWSCP Mais les
niveaux de ces transcrits n'ont pas été détermaréRI-PCR semi-quantitative dans le

mutantntt en présence de ces deux composeés faute de temps.
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Par ailleurs, les ARNm codant pour HEC1 sont légemt plus représentés en
présence d’éthyléne et de brassinostéroides, h@snouisant une forte expression des
transcritsWSCPdans les plantules étiolées (Fig. 37 ligne 1 et.83% analyses du promoteur
HECL1 par le gene rapporteur GUS ont également révééaugmentation de son activité en
présence de ces hormones (résultats non-montrés).fdcteurs de transcription NTT et
HECATE pourraient jouer un réle antagoniste dan®tplation du transcrtVSCPdans les
plantules étiolées en présence d’éthyléne et desim@stéroides. Nous tenterons d’éclaircir

cela dans la partie 3.C.

3. B La protéine WSCP est fortement exprimée dans la partie externe de la

crosse apicale en présence d’éthyléene

Précédemment, nous avons vu une augmentation ad#&ité du promoteulkVSCPet
du transcrit correspondant par RT-PCR semi-qudivéitadans les plantules étiolées en
présence d'éthylene et de brassinostéroides (Fég.et337). Nous avons réalisé des
expériences de western blot sur des extraits ppside plantules étiolées en présence de ces
mémes hormones afin de savoir si cela s'accompagatement d’'une accumulation de la
protéine WSCP (Fig. 38).
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Figure 38 : Profil d’expression de la protéine WSCPchez les plantules étiolées 3 jours en présence
d’'éthyléne et de brassinostéroides.

Les graines sont semées sur milieu MS supplément®o avec 10 uM du précurseur de I'éthylene (ABLCL00NM de brassinostéroides
(EBR). Aprés 2 jours a 4°C, les boites sont expp&h a la lumiére puis a I'obscurité pendant 3040 pg de protéines totales sont
déposées par puits. A) Profil de protéines obtearucploration au rouge ponceau de la membrane amesfert. B) Immunodétection de
WSCP par un anticorps dirigé contre la protéine.
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Pour une méme quantité de protéines déposée s(iFigeB8 A), la protéine WSCP
est faiblement immunodétectée en condition norndaleculture et est induite en présence
d’éthyléne (Fig. 38 B). Il y a une corrélation entaugmentation du transcM/SCP et
accumulation de la protéine correspondante en pcése’éthylene. De maniere surprenante,
la protéine WSCP n’est pas immunodétectée danglietules étiolées en présence de
brassinostéroides (Fig. 38 B). Pourtant dans ld&iep88 A, nous avons montré une
accumulation dans les plantules étiolées du tranat8CPen présence de brassinostéroides
comparable a celle obtenue avec I'éthylene (Fiy. Gétte hormone régule positivement le
transcrit WSCP mais empéche l'accumulation de la protéine WSCPndmiere post-

transcriptionnelle. Les hypotheses quant a cetfganante régulation seront abordées dans la

discussion.
Partie basale de Partie apicale de
I’hypocotyle I’hypocotyle Crosse apicale Cotylédons
- b c 7 d
; ;‘::; q_? .’\:‘ ‘.'v’ -
‘.
e f g h
i J

Figure 39 : Immunolocalisation de la protéine WSCP das les plantules étiolées 3 jours en présence
d’'éthyléne.

Les graines sont semées sur milieu MS supplémee® ¥0 pM d’ACC (Ethylene). Aprés 2 jours a 4°€5 boites sont exposées 3 h a la
lumiére puis a I'obscurité pendant 3 jours. Lesplkes sont fixées, incluses dans la paraffineestskctions de 10 pm sont réalisées. Les
coupes sont incubées en présence d'un anticorfg diontre la protéine WSCP (a-d, j) ou du séruginpmun (e-h). Analyse de
I'expression du promoteur du géweSCPdans la crosse apicale des plantpd&SCP::GUSn présence d'éthylene (i). Barre d’échelle : 100
pum.
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Nous avons ensuite réalisé des immunolocalisatinga protéine WSCP sur des
coupes de plantules étiolées 3 jours en présengeréturseur de I'éthylene. Nous avons
réutilisé le protocole expérimental mis au pointuptes immunolocalisations dans la fleur.
Cette technique va nous permettre de savoir praeistdans quel tissu la protéine WSCP est
exprimée. Le sérum préimmun ne donne aucun sigima tbus les tissus testés (Fig. 39 e-h).
Par ailleurs, aucune protéine n’est immunodéteddds les cotylédons, les parties centrales et
basales de I'hypocotyle (Fig. 39 a et d). L'acéviGUS est prononcée dans les tissus
conducteurs et elle est homogéne dans les autuehe® cellulaires de la crosse apicale des
plantules étiolées en présence d’éthylene (Fig.i)3%ar contre, la protéine WSCP est
immunodétectée dans la partie convexe de la crapsmle et de I'hypocotyle dans les
cellules du cortex et de I'endoderme uniqguemeng.(BB b, c et j). Une régulation post-
transcriptionnelle et/ou post-traductionnelle de @%<doit probablement se dérouler dans le
protoxyleme, le protophloéme et les autres tisgu€s dans la partie concave de la crosse

apicale et de I'hypocotyle en présence d’éthyléne.

3.C NTT et HEC1 régulent le gene WSCP au niveau traductionnel ou post-

traductionnel en présence de I'’hormone éthyléne

Nous avons remarqué une augmentation du trandciie ea protéine WSCP en
présence d'éthylene (Fig. 37 et 38). Les factearrahscription NTT et HECATE1 régulent
le transcrit WSCP dans les plantules étiolées (Fig. 34) mais qu’'stiileen présence

d’éthyléne ?

Pour tenter de répondre a cette question, noussaextrait dans un premier temps les
ARNmM des plantules étiolées sauvages et mutantabsamnce ou en présence d’éthyléne. Les
différents niveaux de transcrits ont été analysgsRI-PCR semi-quantitative avec l'actine
comme contréle (Fig. 40 A). Les résultats sont &gaint présentés sous forme
d’histogramme (Fig. 40 B). La taille et l'intensitie chaque bande ont été déterminées par
bioinformatique (http://www.lukemiller.org/journ@007/08/quantifying-western-blots-
without.html).

La régulation du transcritVSCPpar les facteurs de transcription NTT et HEClaest
nouveau confirmée dans les plantules étiolées senab d’hormones. En effet, le mutattt

présente une accumulation et le mutaetlune absence de transdAMSCPpar rapport au
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sauvage (Fig. 40 A contrdle). En présence d’'éthgylémtranscrittWSCPs’accumule dans les

plantules étiolées sauvages et mutahtasla un niveau relativement similaire (Fig. 40 B).
Par contre, le transcrit d’intérét s’accumule daage chez le mutamit que chez le sauvage
dans les mémes conditions. Le facteur de trangmmiXTT réprime le niveau de transcrits
WSCPdans les plantules étiolées en présence d'éthy@apendant, le facteur HEC1 ne

semble pas impliqué dans 'augmentation du transdintérét en présence de cette méme

hormone.
A WT ntt hecl
) ) A
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B Accumulation du transcrit wscp dans les plantules étiolées en
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Figure 40 : Expression deNSCPchez des plantulestt et hecatelétiolées cultivées en présence d’'éthyléne
A) Les ARNm ont été extraits a partir de plantudéislées 3 jours du sauvage (WT), des mutattt§Crawfordet al. 2007) ethecl Les
ARNmM sont amplifiés par RT-PCR semi-quantitative. hombre de cycles d’amplification pour chaque g&aamorces a été déterminé
préalablement pour se situer dans la phase expelienie I'amplification. L’ARNactineest utilisé comme gene contrdle. Les produits PCR
sont séparés sur gel d’agarose 2%.

B) Les résultats de RT-PCR semi-quantitative enq)été représentés sous forme d’histogrammeailla &t I'intensité de chaque bande
ont été déterminées par bioinformatique avec leicielg Photoshop CS3 en utilisant le protocole adrésse suivante :
http://www.lukemiller.org/journal/2007/08/quantifyg-western-blots-without.html. Chaque valeur obeerwec les amorces WSCP a été
rapportée a la valeur contrdle obtenue avec les@CTINE.

Nous avons ensuite testé l'influence de ces fastdartranscription sur le niveau de la
protéine WSCP dans les plantules étiolées en mésdiethyléne. Les protéines ont été
extraites des plantules sauvages et mutamsep-Salkhecl heclhec3et 35S::HEC1puis
analysées par western blot (Fig. 41). Les protéomtsété séparées sur gel SDS-PAGE,

transférées sur membrane de nitrocellulose et @edoau rouge Ponceau (Fig. 41 A). Les
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guantités de protéines transférées semblent protiaés il est a noter que dans le puits
correspondant au mutaheclhec3 le profil de protéines est différent des 5 autigisées

notamment entre 10 et 30 kDa.

A WT wscp ntt hecl hecl hec3 355::hecl

.

WT wscp ntt hecl hecl hec3 355::hecl

—— -—-—,

Figure 41: Accumulation de WSCP dans les plantulestiélées des mutants pour les facteurs de

transcription NTT et HECATE en présence d’éthyléne.

Les graines du sauvage (WT), des mutavgsp-Salkwscp, ntt (Crawfordet al. 2007),hec], hecl hec3t du surexpresse@56S::HEC1
(Gremskiet al. 2007) ont été utilisées pour I'expérience de wastdot. Les graines sont semées sur milieu MS Igéapgnté avec 10 uM
d’ACC (Ethylene). Apres 2 jours & 4°C, les boitestexposées 3 h a la lumiere puis a I'obscuritédpat 3 jours. 40 pg de protéines totales
sont déposées par puits. A) Profil de protéinesrabpar coloration au rouge ponceau de la memiaargs transfert. B) Immunodétection
de WSCP par un anticorps dirigé contre la protéine.

Dans la figure 41 B, la protéine WSCP s’accumweatitage chez le mutantt en
comparaison avec le sauvage. Cela pourrait étrecangéquence directe de 'augmentation
du transcritWSCP observée chez ce mutant (Fig. 40 A et B). TouseftVSCP est tres
faiblement immunodétectée dans les mutémetsl et heclhec3par rapport au sauvage. Par
ailleurs, une surexpression de la protéine HECiiinghe tres importante accumulation de
WSCP. Ce facteur de transcription joue un rélesdamiveau de transcM/SCPen absence
d’hormones (Fig. 34 et 40) et probablement dangatiuction et/ou la stabilité de la protéine
WSCP en présence d’'éthylene (Fig. 41).
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3. D Le mutant wscp-Salk ne présente pas de phénotype en présence

d’éthylene

Les plantules sauvages et mutantescp-Salkne présentent pas de phénotype a
I'obscurité dans les conditions testées (Fig. 3)écédemment, nous avons vu une
accumulation de la protéine WSCP au niveau deastige la partie convexe de la crosse
apicale des plantules étiolées en présence d'éwhy(Eig. 39). Nous avons étudié le
phénotype du sauvage et du mutant car du fait decadisation, la protéine WSCP pourrait

étre impliquée dans la formation de la crosse #tadans la croissance de I'’hypocotyle.

Longueur de I'hypocotyle du WT et du mutant wscp-
Salk en présence d’éthylene
T
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Figure 42 : Phénotype des plantules mutantesscpSalk a I'obscurité en présence d’'éthyléene.

Les graines du sauvage (WT) et du mutastp-Salwscp sont semées sur milieu MS supplémenté avec 1@'AKIC (Ethylene). Apres
2 jours a 4°C, les boites sont exposées 3 h aniiete puis a I'obscurité pendant 3 jours. Les plfst sont photographiées (A) et la
longueur de I'hypocotyle mesurée (B ; n=40). Baléehelle : 1 mm.

Les plantules sauvages etscp-Salk présentent toutes deux le phénotype
caractéristique de la triple réponse (Fig. 42 As plantules mutantes ont également la crosse
apicale qui forme une boucle caractéristique esgirée de cette hormone (Fig. 43 gauche).
Par ailleurs, la longueur de I'hypocotyle des ddigrées ne présente pas de différences
significatives (Fig. 42 B ; test t de Student ; f,%). Les hypocotyles mesurent en moyenne 3
mm apres 3 jours d’'obscurité en présence d'éthyténére 6,5 mm sans hormone (Fig. 32 C
et 42 B).

4 WSCP est régulée négativement a la lumiere

Comme nous I'avons mentionné précédemment, deuripes a domaine Kinitz ont

été localisées dans la crosse apicale et 'hypteatgs plantules étiolées de pois-chiche
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(Cicer arietinum; Jiménezet al. 2007). L’'une d’entre elles, CaTPI a été décritmom étant
régulée négativement lors de I'exposition de pl@stia la lumiere. Nous avons souhaité
savoir si cette régulation existe également poyortaéine WSCP @&rabidopsiset a quel

niveau cette régulation s’effectue.

4. A Analyse des transcrits et de la quantité de protéines WSCP au cours du

dé-étiolement

Les plantules sont laissées 3 jours a I'obscymités exposées 3, 6, 9 ou 24 h a la
lumiere. Les ARNm et les protéines sont extraits éehantillons pour réaliser des RT-PCR
semi-quantitatives et de western blot (Fig. 43 Bt

1

g

3 HEC1

4 LHCB2
5 ACTINE

0h 3h 6h 9h 24 h

\ WSCP

—— LHCB2

Figure 43 : Régulation du génevscpau cours du dé-étiolement

Les graines du sauvage sont semées sur milieu &S bbites sont placées a 4°C pendant 2 joursbakss sont exposées 3 h a la lumiere
puis a I'obscurité pendant 3 jours. Les plantutésdées sont exposées 0, 3, 6, 9 ou 24 h a la heneigsuite les protéines et les ARNm sont
extraits.

A) Expression des genes codant pour WSCP et les fadeutranscription NTT et HECATE chez les plargidauvages au cours du dé-
étiolement. Les ARNm sont amplifiés par RT-PCR sgmantitative. Le nombre de cycle d’amplificatiooup chaque jeu d’amorces a été
déterminé préalablement pour se situer dans laepdygsonentielle de I'amplification. L'ARMCTINE et LHCB2 sont utilisés comme génes
contrdles. Les produits PCR sont séparés sur gghdose 2%.

B) Immunodétection des protéines WSCP et LHCB2 |jpditisation de leur anticorps respectif. La prioig LHCB2 est décrite dans la
littérature pour étre induite lors de I'expositides plantules étiolées a la lumiére.
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Dans la Figure 43 A, les ARNm codant pour WSCP s@strapidement réprimés lors
de l'exposition des plantules a la lumiere. Apreslsment 3 h, le transcrit est faiblement
détecté par RT-PCR semi-quantitative (ligne 1) pkrs du transcrit de I'actine qui est utilisé
comme contrdle positif, nous avons également indarss notre étude I'analyse du transcrit
LHC2B dont I'expression augmente a la lumiére. LHC2B @sé protéine majeure du
photosysteme Il. Le transcrit correspondant essgméa partir de 3 h d’exposition a la
lumiére (Fig. 43 A ; ligne 4). Il y a une corrétatientre la répression éSCPet le début de
la transcription d&HC2Bimpliqué dans la photomorphogénése.

De la méme maniére, le transddEC1 est également réprimé a la lumiere mais
contrairement au transckifSCR celui-ci est toujours présent entre 6 et 24 kabsition a la
lumiére (Fig. 43 A ; ligne 3). ARNmM du géendTT a un profil d’accumulation atypique. Il
s’accumule les premiéres heures de I'expositiamlarhiére puis aucun transcrit n'est détecté
aprés 6 h. Les transcrits s’accumulent a nouvegsdpet 24 h a la lumiére (Fig. 43 A ; ligne
2). Le génaVSCPest régulé négativement par le facteur de trgothmni NTT et positivement
par HEC1 a I'obscurité (Fig. 34 et 40). Lors dua®ement, nous venons observer une
augmentation de répresseur NTT et une diminutiofadévateur HEC1 des 3 h d’exposition
a la lumiere par RT-PCR semi-quantitative (Fig..43) régulation de ces deux facteurs de
transcription va dans le sens d’'un arrét de I'esgmn de WSCP.

Dans la figure 43 B, la protéine WSCP n’est plosmunodétectée apres 3 h
d’exposition a la lumiére des plantules étiolées.drotéine LHC2B est présente dans les
plantules a partir de 6 h d’exposition a la lumigngis elle s’accumule progressivement
pendant les premiéres 24 h. En moins de 3h, lasdrissWSCPsont réprimés et le pool de

protéines WSCP présenteg,aapidement dégrade.
4. B WSCP ne semble pas jouer un role lors du dé-étiolement

A l'obscurité, les étioplastes possédent une siracparacristalline nommée corps
prolamellaire qui est composé, entre autres, deupséurs de la chlorophylle interagissant
avec les enzymes PORIADPHProtochlorophyllideoxydoreductase Dehesh et Ryberg.
1985). Ces protéines ont la particularité d'étrdivas uniqguement a la lumiere en

transformant le précurseur de la chlorophylle, tatgchlorophyllide, en chlorophyllide
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(Reinbotheet al. 1996). Une grande quantité de chlorophyllide gath&tisée peu de temps

aprés une exposition a la lumiére.

Une protéine de la famille des WSCP est impliqudez I'orge, dans le stockage
transitoire des précurseurs de la chlorophyllecawscdu dé-étiolement (Reinboteeal. 2004
b). WSCP pourrait en quelque sorte séquestrer aeengatransitoire les différents pigments
chlorophylliens avant la mise en place des apmaptibtosynthétiques évitant ainsi des stress
oxydatifs. En effet, les pigments chlorophyllienbrés peuvent transmettre leur énergie
d’excitation & leur environnement et générer degoubes tres réactives comme I'oxygéene

singulet aux effets délétéres pour I'intégrité deltules (Apel et Hirt. 2004).

La protéine WSCP drabidopsisest exprimée dans les plantules étiolées au nigdeau
la crosse apicale (Fig. 31 et 39). Cette régiomleaenir photosynthétique au cours du dé-
étiolement tout comme les cotylédons. Par aillecete méme protéine est capable de fixer la
chlorophyllein vitro et de former des agrégats (Fig. 5). WSC/Rrabidopsispourrait dona
priori étre impliquée dans le stockage transitoire dehlarophylle ou de ses précurseurs au
cours du dé-étiolement de par sa localisaitioplanta et ses propriétés biochimiques décrites
précédemment. Cette implication potentielle a @t en recherchant chez le mutestp-

Salkun éventuel phénotype

Comportement du mutant wscp-Salk lors du dé-étiolement

Figure 44 : Phénotype des plantules mutantesscpSalk au cours du dé-étiolement

Les graines du sauvage (Partie supérieure) et dantwscp-SalkPartie inférieure) sont semées sur milieu MSeetHoites sont placées a
4°C pendant 2 jours. Les boites sont exposées & fluéniere puis a I'obscurité pendant 3 jours. pmtules étiolées sont photographiées
apres 0, 3, 6 ou 24 h d’exposition a la lumiérer®&d’échelle : 2mm.
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La protéine WSCP ne semble pas jouer de role @gafgrhation de la crosse apicale
et I'élongation de I'hypocotyle (Fig. 32). Nous agotesté I'hypothese d’'une implication de
WSCP lors du verdissement et de l'ouverture deglémdns au cours du passage des

plantules étiolées a la lumiére.

Les plantules sauvages et mutantssp-Salksont laissées a I'obscurité 3 jours puis
exposees a la lumiere 3, 6 ou 24 h en lumiére moat(Fig. 44). Aprés 3 h d’exposition a la
lumiére, les plantules commencent a verdir et lenasse apicale n’est plus visible. Les
cotylédons des plantules commencent a s’ouvrirsaprén a la lumiere. En un jour, les
plantules des deux lignées ont leurs cotylédonsfaipament fonctionnels: ouverts,
photosynthétiques et développés. Le mutastp-Salkne présente donc aucun phénotype

majeur lors du dé-étiolement.
Test de photoblanchiement

Les plantules sont étiolées 3 jours a I'obscuritiés gexposées sous une lumiere de
forte intensité (cf. matériels et méthodes). Le anutSalkoepl6impliqué dans I'import de
PORA photoblanchit dans ces conditioRel{mannet al. 2007). En effet, la protéine PORA
n'est pas présente a I'obscurité dans les étigdagti mutanbepl6et celle-ci ne peut pas
jouer son réle photoprotecteur en interagissant & pigments chlorophylliens au cours du
dé-étiolementRollmannet al. 2007 ;Buhr et al. 2008). Ce mutant est incapable de pallier au
stress photooxydatif et tres rapidement les plastuie sont plus viables. Les plantules

photoblanchissent au niveau des cotylédons.

Le mutantoepl6a donc été utilisé comme témoin positif de ngeéeiences. Dans les
conditions testées, le mutamscp-Salkne photoblanchit pas mais il verdit comme la sgaya

contrairement au mutanepl6(résultats non montrés).

5 WSCP est une protéine de stress exprimée pendant Ila

skotomorphogénese ?
5. A Le promoteur du gene WSCP est actif lors de stress mécanique

Les protéines WSCP sont considérées comme desina®téle stress chez de

nombreuses especes de plantes durant la photongémdse (Satofet al. 2001). Deux
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protéines ont été récemment caractérisées, comme lFevons déja mentionné, dans la
crosse apicale et les régions en croissance deddotyle de pois-chiche (Jiménetz al.
2007 ; Jiméneet al. 2008). L'une d’entre-elle, CaTPI-1, est induiteslale blessures. Nous
avons effectué les mémes expériences sur des lglarttiolées dirabidopsis Les mutants
pWSCP::GUSttiolés sont blessés par coupure ou écrasemésthsiturité sous une lumiére
verte (dans ces conditions les mutants resterleésip Les plantules sont ensuite colorées et

photographiées (Fig. 45).

B
.-'/
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i"!i —— —
Sans écrasement Avec écrasement

Figure 45 : Analyse de I'expression du promoteur dgeneWSCPdans les plantules étiolées suite a une

coupure ou un écrasement.

Les graines sont semées sur milieu MS et les bstipts placées a 4°C pendant 2 jours. Les boitesesmosées 3 h a la lumiére puis a
I'obscurité pendant 3 jours. Les plantules étiosas coupées en deux au niveau de I'hypocotylet(B) ou écrasées au niveau de la crosse
apicale (C-E) a l'obscurité et sous lumiére vedfin(de ne pas déclencher le dé-étiolement). Apres, les plantules sont colorées et
photographiées. Barre d’échelle : 1 mm pour A ; @&0pour B ; 200 um pour C et D ; 50 um pour E.

Les plantulespWSCP::GUSexpriment toutes une activit¢ GUS au niveau des
coupures réalisées dans I'hypocotyle (Fig. 45 Aeclres rouges). La coloration GUS est

conservée dans la crosse apicale et son interssitomparable au contréle sans stress (Fig.
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45 A et C; Fléches noires). Dans la figure 4%eBromoteur WSCP est principalement actif
a proximité des tissus conducteurs sur une longdémviron 1 mm apres la coupure.
L'écrasement de la crosse apicale induit égalemeatactivité GUS dans le méristeme apical
caulinaire et dans les tissus conducteurs des étligs (Fig. 45 C-E). Nous n'avons
malheureusement pas eu le temps d'effectuer de®rierpes complémentaires pour

confirmer d’'une autre maniere les résultats observé

5. B WSCP pourrait étre impliquée dans le processus d’émergence des

plantules hors du substrat

Les plantules étiolées progressent a travers Istaibgrace a une élongation de
I'hypocotyle ; la crosse apicale protege les calgiés et le méristeme apical caulinaire. Les
plantules finissent par atteindre la surface, cléshergence. Pendant leur progression, les
plantules pourraient subir des contraintes mécasiqu niveau de la partie convexe de la
crosse apicale véritable « foret » au cours dedgrpssion dans le sol. Nous avons vu que les
contraintes mécaniques augmentent I'activité dunpteurWSCPdans ce tissu (Fig. 45 D et
E). Par ailleurs, celles-ci sont décrites dangttarature pour faire intervenir, entre autres,
I'éthyléne (Woestet al. 1999). Cette hormone, lorsqu’elle est ajoutée dmiane exogene,
induit I'expression de la protéine WSCP dans laipatonvexe de la crosse apicale. Nous
avons testé I'hypothese d’'une implication de WS@Rsdle processus fondamental qu’est

I'émergence.

Les graines sont disposées au fond d’'une boitedtte fRiis recouvertes d’'un volume
constant de milieu MS de différentes concentratemsgar. Aprés 2 jours a 4°C, les graines
sont exposées 3 h a la lumiere puis placées aclibé pendant 3 jours avant comptage. Une
plantule est considérée comme émergée si elleuedflau moins de la surface du substrat
gélosé (Fig. 46 A). Environ 80 % des plantulesléts émergent du substrat contenant 8 g/L
d’agar. Ce pourcentage diminue lorsque la concemtran agar du milieu augmente. Il n’y a
plus que 69 % de plantules sauvages émergées pewoncentration en agar deux fois plus
importante et 25 % pour une concentration de 24dglgar dans le milieu. Pour le mutant
wscp-Salk le pourcentage d’émergence est comparable a ckluisauvage pour une
concentration d’'agar de 8 g/L. Par contre, déslguymurcentage d’'agar augmente, le taux
d’émergence des plantules mutantes devient 1,66an2rieur a celui du sauvage. Ces
expériences doivent étre reproduites maintenaajanant le mutaniscp-Salkcomplémenté
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et éventuellement le mutatiecl qui présente un défaut d’accumulation de WSCP dans
certaines conditions. Elles suggerent néanmoinsWE&EP puisse jouer un rdle dans les

propriétés mécaniques de la crosse apicale.
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B Test d'émergence des plantules étiolées 3 jours en
fonction de la concentration en agar
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Figure 46 : Test d’émergence des plantules sauvagesdu mutant wscpSalk

A) Principe de I'expérience. Les graines sont diggs dans une boite de Pétri et recouvertes d@gap, 16, 24 g/L). Les graines sont
recouvertes par 22 mm de MS agar aprées solidificaties boites sont ensuite placées 2 jours a 4¥€3PH a la lumiéere et 3 jours a
I'obscurité. Les plantules sont considérées comyaeteémergées dés leur affleurement du milieu gélos

B) Test d’émergence des plantules étiolées sauvetgpritantesvscpSalk en fonction de la concentration en agar (n=50 pesirdeux
lignées et pour chaque concentration en agar).
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Discussion et Conclusions

PARTIE I: Caractéristiques biochimiques de WSCP d’Arabidopsis

thaliana

Identification du gene At1g72290 codant pour une protéine appartenant a

la famille des WSCP chez Arabidopsis

Notre laboratoire a publié deux articles portantIsurle d'une protéine WSCP au
cours du dé-étiolement chez I'orge (Reinbothel. 2004 a ; Reinbothet al. 2004 b). Afin
de poursuivre nos investigations, nous nous somm@&®sses a la fonction de cette classe de

protéines chez la plante mod@&eabidopsis

Nos travaux ont commencé par I'indentification bformatique d’'un homologue des
protéines WSCP che&rabidopsis Le géne Atlg72290 présente le plus d’homologies d
séquences avec les genes codant pour cette clagsetéines (Tab. 6). Il s’avere que la
protéine codée par Atlg72290 possede toutes lestéastigues connues des WSCP avec
notamment un domaine Kiinitz conservé en positiceriinale (Fig. 2). Comme leur nom
I'indique, les protéines WSCPRMater-soluble Chlorophyll binding protelnsont capables
d’interagir avec la chlorophylle. Des études réesrtde diffraction aux rayons X ont permis
de déterminer la structure tridimensionnelle de \WS&ssociée a la chlorophylle chez
Lepidium Ces protéines s’associent en homotétramére etiohad’elles interagit avec une
molécule de chlorophyllgia trois acides aminés essentiels (Fig. 3 A et Blined6 et les
tryptophanes 90 et 154 ; Horigoraeal 2007). Ces derniers sont retrouvés uniqguemerg dan
la séquence codante du géne Atlg72290 avec égaléamgomaine LHCII des protéines du
photosystéeme 1l (Fig. 2 ; Green et Kuhlbrant. 1998pus avons pu prédire la structure
tridimensionnelle de la protéine codée par Atlgm22partir des données cristallographiques
de WSCP dd.epidiumen utilisant le programme Swiss-pdb viewer v3. €& et Peitsch.
1997). Dans le modéle obtenu, organisation destanes secondaires est conservée ainsi que
la position exacte des trois acides aminés esseatla fixation de la chlorophylle. Toutefois,
le tryptophane en position 87 présente une orientate sa chaine latérale différente (Fig. 3
B et C). Suite a nos analyses, nous avons conatul@urotéine codée par Atlg72290
appartenait bien a la famille des WSCP. Nous adome décidé de la nommer WSCP par la

suite.

123



Discussion et Conclusions

WSCP forme des multimeres en présence de chlorophylle et de thylacoides

La séquence codante de WSCP a été clonée sangumnse d’'adressage dans un
vecteur d’expression procaryote. Les protéinesmbaoantes sont fortement exprimées chez
E. coli mais toujours sous forme de corps d’inclusion linsles et ce, malgré les différentes
conditions de culture testées. Pour les expériedeanultimérisation, nous avons opté pour
une approche consistant a diluer les protéinesptés dans une solution dénaturante. La
concentration en agent dénaturant devient alordigeédple et une partie des protéines
recombinantes se replie correctement et est fanueite. Les tentatives de renaturations des
protéines recombinantes sur colonne se sont aviaféestueuse (FPLC prétée gracieusement

par Silva Lerbs-Mache).

Les protéines WSCP recombinantes forment des mmdéis en présence de
chlorophylle solubilisée dans du butanol, commemEsence de thylacoides purifiés (Fig. 5).
Il y a de fortes probabilités pour que ces multiesésoient des homotétraméres au vue des
expeériences préliminaires obtenues en gel natiftegpséparation des multiméres et des
monomeres sur un gradient de gel natif, le nombreadis unités pourra étre confirmé. WSCP
est donc capable de former des multiméres en pésate chlorophylle seule,
indépendamment de la présence d’'un autre partermaaes elle peut aussi en former en
présence de thylacoides probablement en interagiasac la chlorophylle. En effet, Satoh et
collaborateurs ont également montré la capacitd/8€P deBrassica oleracea former des

multiméres en retirant la chlorophylle liée auxtpmoes thylacoidiennes (1998).

WSCP n’inhibe pas les protéases a sérine in vitro

Les inhibiteurs de protéases a domaine Kinitz slassés en trois groupes selon leur
capacité a inhiber la trypsine, la chymotrypsinéaattivateur tissulaire du plasminogene (t-
PA). t-PA est une enzyme protéolytique initiantfilarolyse (processus physiologique de
dissolution des caillots sanguins). Le groupeest plus ou moins spécifigue de la
chymotrypsine et inhibe faiblement la trypsine eu-PA. Le groupd est plus spécifique de
la trypsine que de la chymotrypsine et il n’inhibes le t-PA. Enfin, le groupe inhibe les
trois protéases a sérine (Song et Suh. 1998). @&msg008, les tentatives de démonstration de
I'activité anti-protéolytique des protéines WSCR kutrypsine et la chymotrypsiria vitro
ont échoué (llamet al. 1997 ; Nishio et Satoh. 1997). Récemment, uneépretde 19 kDa a

été décrite comme étant trés fortement expriméarésence de I’'hormone méthyl-jasmonate
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chez le colzaRrassica napus La protéine a été identifiée par spectrométeentasse, il
s’agit de la protéine BnD22 appartenant a la famdes WSCP. Aprés séparation des
protéines sur gel en 2D, les spots correspondaBtdd22 sont capables d’'inhiber la trypsine
(Descloset al. 2008).

Nous avons opté pour le méme type d’approche motert de caractériser une activité
anti-protéolytique des protéines WSCP recombinan@site technique de zymographie
réverse n'a pas montré d’inhibition de trypsinedetla chymotrypsine par WSCP dans les
conditions testées (Fig. 7). Nous avons égalemgailisé cette expérience sur des extraits
protéiques de feuilles et de fleurs (ou la prot&MS8CP est exprimée) sans observer une
différence dans le patron d’inhibition des prot&agsesérine (résultats non montrés). Par
ailleurs, WSCP ne modifie pas l'activité enzymadiqie la trypsinén vitro méme au ratio
élevé de 10:1 (Fig. 6).

La protéine WSCP &rabidopsisn’inhibe donc pas les protéases a sérine dans les
conditions testées. Des cofacteurs ou des modditatpost-traductionnelles sont peut-étre
nécessaire a l'activité d’inhibition des protéasess mémes tests peuvent étre envisages avec
une protéine recombinante tronquée a son extré@itérminale. En effet, les protéines
WSCP sont connues comme d’autres protéines a dem#iinitz pour étre clivées a cette
extrémité (llamiet al. 1997 ; Satotet al. 1998 ; Horigomeet al. 2007). Ces modifications
post-traductionnelles ont été décrites dans la&rdéitire comme pouvant modifier les
propriétés anti-protéolytigues des protéines a diendinitz (Momonokiet al 2002).
Cependant, comme nous venons de le mentionnezyileggraphies réverses sur des extraits
totaux de fleurs n'ont pas présenté d'activité mories protéases. Les protéines WSCP
pourraient ne pas étre en quantité suffisante dangssu ou tout simplement ne pas avoir

d’activité contre les protéases a sérine.
WSCP n’est pas une protéine de stress pendant la photomorphogénese

Les protéines WSCP sont retrouvées dans les feudéenombreuses plantes de la
famille desBrassicaceaeEn conditions normales de culture, comme par gkerohez le
radis Raphanus sativiisle chou de bruxelleBassica oleracea var. gemmif@rde choux-
fleur (Brassica oleracea var. Botry}ioou encorelepidium virginicum(Satohet al. 2001 ;
Kamimuraet al. 1997 ; Murataet al. 1971 ; Tabat&t al. 1983). Chez le colza, cette classe de

protéines peut étre induite en condition de steadisis et déshydratation, et en présence de
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I’'hnormone méthyl-jasmonate (Revir@t al. 1992 ; Desclogt al. 2008). Nous avons observée
une expression atypique de WSCP cheabidopsis En effet, elle est exprimée uniquement
dans les carpelles des fleurs (Fig. 9, 17, 18t128) et contrairement a ce qui était attendu,
elle n'est pas induite dans les conditions de strestées (Fig. 11 et 12). WSCP pourrait étre
une protéine de stress uniqguement dans les plardtitdées ou elle est immunodétectée (Fig.
10)

PARTIE II : WSCP et le développement du pistil

WSCP est une protéine abondante dans le tissu de transmission des fleurs

d’Arabidopsis

Des progres considérables ont été réalisés ceeEgrannées dans l'identification de
genes spécifiguement exprimés dans le stigmatestyie et le tissu de transmission.
Notamment avec l'apparition des technologies délage a haut débith{gh-throughput
fluorescent display scregmui ont permis d’identifier de nombreux génescéjgues du
gynoeciumen comparant deux mutantsAdabidopsisdélétés de genes homéotiques floraux
(Scutt et al. 2003). Cette étude a permis de mettre en évidengaésence du transcrit
Atlg72290 WSCRH dans les inflorescences. Des hybridatians situ ont confirmé
I'expression de ce transcrit dans le pistil et gdagiculierement dans le tissu de transmission,
chemin emprunté par les tubes polliniques pouinalte les ovules (Scuét al. 2003). Dans
une autre étude, une approche différente a ét&iehmour identifier spécifiquement les genes
exprimés dans les tissus du pistil ou progressntubes polliniques. Sur une puce a ADN
contenant 23000 génes, 149 génes ont été idertdidtsl 15 exprimés spécifiquement dans le
style et 34 exprimés spécifiguement dans le tigsstrahsmission. Ces genes ont été regroupés
en neuf catégories fonctionnelles. Les 2 catégona®ritaires contiennent les genes codant
pour des protéines de fonction inconnue et poumpdeines impliquées dans les différentes
voies métaboliques. Une troisieme est constituéegdaes dits de défense (Twataal. 2005).
Ces derniers sont exprimés de maniére constitdidves le pistil ou ils pourraient intervenir
dans la résistance des organes floraux aux agatitegenes (Kononowiczt al. 1992 ; de
Oliveiraet al. 1993 ; Laret al. 2004). Comme par exemple, les genes de défensatcpdur
les deuxB-glucanases qui sont spécifiqguement exprimés dastyle et dans le septum des
chambres ovariennes (Delp et Palva. 1999). De marni@éressante, les investigations
menées par Tung et collaborateurs ont confirmédagmce du transcrit du geWwsCPdans

le tissu de transmission. La séquence d’'adressa@SUCP est prédite pour étre adressée au
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réticulum endoplasmique ou sécrétée quelgues soleat différents programmes
bioinformatiques testés (les différentes donnéesfarmatiques sont résumées a l'adresse
suivante : http://www.plantenergy.uwua.edu.au/agpions/suba). En plus #&SCP les neuf
autres genes spécifigues du tissu de transmisgideraient pour des protéines sécrétées
(Tung et al. 2005). Cela méne a la conclusion qu’'un nombreoiapt de protéines présente
une fonction putative le réticulum endoplasmiquedola surface des cellules du tissu de
transmission ou progressent les tubes polliniqQes protéines pourraient étre impliquées
dans la modification des protéines sécrétées oe fartie de la matrice extracellulaire (Tung
et al. 2005).

La fusion transcriptionnelle du promotefSCPau geéne rapporteur GUS a montré
I'expression de ce gene dans le septum et dangléedes fleurs (Fig. 17), ceci est en accord
avec les résultats précédemment publiés (Sxtudl. 2003 ; Tunget al. 2005). Par ailleurs,
nous avons mis au point au sein de notre laboeataitechnique d'immunolocalisation qui
nous a permis d'étudier en détail I'expression dSGKF dans le stigmate au cours du
développement floral. La protéine WSCP est expriddmrtir du stade 11 dans les cellules
du tissu de transmission de la chambre ovarienizeggalement a partir du stade 12 dans les
cellules de I'épiderme du septum (Fig. 19). La @iree WSCP est également présente dans le
tissu de transmission du style a partir du stadmai2 celle-ci n’est détectée a aucun moment

dans les cellules du stigmate (Fig. 18).
WSCP est-elle sécrétée dans le tissu de transmissid

Les immunolocalisations n'ont pas révélé la présede protéines WSCP dans la
matrice extracellulaire constituant le tissu dedraission (Fig. 18-20 et 23). Il est tout a fait
possible que les protéines WSCP soient localiséas t& réticulum endoplasmique ou a la
surface des cellules.

Cependant, des résultats récents nous ont appedéindormations quant a la
possibilité d’'une sécrétion de WSCP. Brian Crawfoodis a gracieusement communiqué des
résultats d’hybridatiomn situ obtenus avec le transcitWSCPau cours du développement du
septum (Fig. 47 A-D). Ces expériences mettent eteéce la présence du transaiSCP
uniquement dans les cellules centrales du tisstradesmission du septum des fleurs aux
stades 11 et 12 (Fig. 47 B et D). Or les immundisadons montrent trés clairement une
présence de la protéine WSCP au stade 12 dans festeellules du tissu de transmission et

les cellules de I'épiderme du septum (Fig. 47 @ efleches noires). La protéine pourrait étre
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secrétée des cellules centrales du tissu de trassmivers son environnement le plus proche

a savoir, les cellules de I'épiderme du septune®tkllules adjacentes.
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Figure 47: Expression du gén&/SCPdans le septum des fleurs WT

Les hybridationgn situ ont été réalisées et communiquées gracieusemeBripa Crawford (A-D ; résultats non publiés). lfesurs (stade
11 ou 12) sont fixées, incluses dans la paraffinéles sections de 10 um sont réalisées. Les cosgasutilisées pour réaliser des
hybridationsin situavec une sonde spécifique du transestp(A-D) ou des immunolocalisations avec un anticatipigé contre WSCP (E-
H). Les figures B, D, F, H sont des agrandissemamts. partie centrale du septum des figures A& €t G respectivement.

WSCP est impliquée dans la régulation de la mort cellulaire dans le tissu de

transmission et dans les cellules épidermique du septum

La mort et la dégénérescence des cellules du dissttansmission sont essentielles
pour faciliter la croissance des tubes pollinigdass le pistild’Arabidopsisou deNicotiana
(Crawfordet al. 2007 ; Wanget al. 1996). La mort cellulaire dans le septum est éguaans
I'espace et dans le temps. Celle-ci est restra@intéssu de transmission avant 'anthése et ne
se propage pas dans I'épiderme du septum ni dastglée(Crawfordet al. 2007). Il est tout a
fait envisageable d'avoir des geénes impliqués dbass processus de mort cellulaire
programmée qui seraient exprimés specifiguemers tatissu de transmission au cours du
développement. On pourrait également supposer gaeprbtéases seraient spécifiquement
activées dans le tissu de transmission pour firetgemrovoquer la MCP.

Dans le but de comprendre la fonction physiologigige WSCP dans les tissus
reproductifs femelles, nous avons étudié la foromatet le développement du tissu de
transmission et de I'épiderme du septum au courdédeloppement. Nous avons choisi une
plante mutante d&alkInstitute qui présente une insertion dans l'unique exon&hefyVSCP
(Salk_009681; Fig. 13).wscp-Salk est un mutant nul car aucune protéine n’est
immunodétectée dans les inflorescences (Fig. 1&§.ddmplémentations fonctionnelles de ce

mutant ont été réalisées afin de s’assurer dedeifspté des phénotypes observés (Fig. 16).
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Nous avons étudié la MCP dans le pistil des fléunasculées. Dans ces conditions,
les fleurs du mutantwvscp-Salkprésentent une mort prématurée des cellules du tie
transmission par rapport au sauvage (Fig. 24).aieurs, nous avons observé une mort
anormale des cellules de I'épiderme du septumdessstades tardifs du développement floral
chez le mutanvscp-Sall(Stade 17 ; Fig. 22). La protéine WSCP pourraiejoun réle dans
le contrdle de la MCP. C’est idée est appuyée parahservations récentes réalisées au sein
de notre laboratoire sur des lignées surexprima®CW/ (sous contrdle d’'un promoteur 35S).
La MCP semble retardée, ainsi certaines lignéestpas d’espace entre les cellules du tissu
de transmission et le replum (résultats non monteggparition de cet espace entre les stades
10 et 11, Fig. B fleches rouges).

Par contre, nous n’avons par contre pas vu der€ifties entre le mutant et le sauvage
concernant la production de matrice extracellulé@@eloration des polysaccharides acides au
bleu d’alcian ; Fig. 21). Ainsi WSCP ne semble pagliquée dans la régulation de l'activité
protéolytique des protéines de la matrice extratzte. Toutefois, une analyse détaillée de sa

composition doit étre entreprise pour confirmer réssiltats préliminaires.

La mort prématurée des cellules du tissu de transmission et anormale des
cellules de I'épiderme du septum influencent la croissance des tubes

polliniques, la fertilisation et la formation des graines.

Dans le pistil du mutankscp-Salkles tubes polliniques progressent plus rapidement
et une plus grande partie d’entre eux est capaalteihdre les parties basales du style chez le
mutantwscp-Salken comparaison du sauvage (Fig. 25). Par ailleumss avons observé une
baisse du nombre des tubes polliniques qui soderiissu de transmission vers le septum
dans le style du mutamiscp-SalkFig. 25 et 26). Les expériences de pollinisatidnimale
ont également révélé un changement dans la mongiealies tubes polliniques. En effet, les
tubes polliniques du mutantscp-Salkprésentent majoritairement une morphologie fine et
une croissance rectiligne qui est typique d’'unegpssion dans le tissu de transmission. En
revanche, les tubes polliniques larges et courbgsfaiblement représentés chez ce mutant
en comparaison du sauvage (Fig. 26). Cette morpglelest caractéristique des tubes
polliniques qui progressent en dehors du septuest-a-dire sur I'épiderme du septum et le
funicule (Fig. 26). Finalementwscp-Salkprésente une distribution des graines dans la
chambre ovarienne différente de celle du sauvage des expériences de pollinisation

minimale. Les ovules sont préférentiellement féé&mndans la partie la plus basale de la
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chambre ovarienne chemscp-Salkalors que chez le sauvage, celles-ci sont plutithes de

la région centrale (Fig. 27).

Le mutantwscp-Salkprésente une croissance des tubes polliniquesad@niaux
observations faites chez les mutants spt et heclhec3 Dans le pistil du mutamtt, la
progression des tubes polliniques est affectéeadudfune absence de dégénérescence du
tissu de transmission et de production de matrideaeellulaire caractéristique. Les tubes
polliniques ont tous une morphologie courbée ajdaiFig. 27 ; Crawforet al 2007). Les
gynoecia du mutargpt sont caractérisés par un septum sous développénetusionné. Ils
n'ont pas de tissu de transmission et donc pas eleles pour sécréter la matrice
extracellulaire dans le septum et dans le stylexsDaes conditions, une faible proportion
d’ovules se développe en graines a cause d’'uneudiéf des tubes polliniques a progresser et
a les féconder (Alvarez et Smyth. 1999). Chez lghtlomutanhecl hec3le mouvement des
tubes polliniques est drastiquement réduit caefgsn présente un défaut dans sa formation
au niveau de l'organisation des cellules épideresget une absence de cellules du tissu de
transmission. De plus, ce double mutant présergevdaations significatives dans la taille
des fruits et le nombre de graines (Greneslkal 2007).

Prises ensemble, nos observations vont dans le denkhypothése émise par
Crawford et collaborateur selon laquelle le tissurdnsmission fonctionne comme « une voie
express » pour la croissance des tubes pollinigdessi, un accroissement de la mort
cellulaire dans le tissu de transmission augmeatprbgression des tubes polliniques qui
fécondent préférentiellement les ovules dans ldephasale de la chambre ovariennesdp-
Salk. Inversement, I'absence de mort cellulaire frelmeprogression des tubes polliniques
dans le septum : ils en sortent rapidement pousriger les ovules situées dans la partie

apicale.

Nous avons montré pour la premiere fois I'implioatid’une protéine a domaine
Kinitz dans le contrdle de la mort des cellulesdépniques du septum en analysant le
développement floral devscp-Salk L’absence de WSCP cause une mort anormale et une
dégradation de I'épiderme du septum (Fig. 22 et ZW)elle pourrait étre la fonction
physiologique des cellules épidermiques du septuRo@quoi la mort cellulaire est-elle
restreinte au tissu de transmission et ne s’étdadpas aux cellules de I'épiderme du

septum ? Quels sont les facteurs décisifs pouwrgalation de la MCP ?
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Pour atteindre les ovules, les tubes polliniquagetit traverser I'épiderme du septum.
Une des fonctions des cellules de I'épiderme seifournir un support physique pour les
tubes polliniques jusqu'a ce qu’ils atteignent Umidule. La matrice extracellulaire est
sécrétée au travers du point de sortie du tubénjmple. Cela permet aux tubes polliniques
d’étre entourés de matrice extracellulaire et aitailhérer au septum (Lennet al. 1998).
Au cours du développement du fruit, 'épiderme dptam doit aussi étre nécessaire pour le
développement des graines. Les changements obselags I'épiderme du septum
n'influencent pas le nombre de graines par silighez le mutantvscp-Salk(Fig. 28 A).
Cependant, le développement des graines est quetgqumfluencé. Les embryomsscp-Salk
présentent une activité métabolique réduite d’aj@gsolorations au tetrazolium (Fig. 28 B).
Et les graines du mutant montrent un retard de igation de plusieurs heures par rapport au
sauvage. Ce délai dans la germination sembleiéteerios observations faites dans le septum
car le mutantvscp-Sallcomplémenté se comporte comme le sauvage (FiQ).28

WSCP est régulé positivement par les facteurs de transcription NTT et

HECATE3

Nous avons montré que WSCP est faiblement immueoti chez le mutant nul
pour le facteur de transcription NTT par rapport aauvage (Fig. 20 A). Les
immunolocalisations révelent la présence de WSQparéir du stade 11 dans seulement
guelques cellules du tissu de transmission et tarsdyle du mutanntt (Fig. 20 B). Par
ailleurs, aucune protéine WSCP n’est immunodétata@s les inflorescences du muthetl
hec3contrairement au mutant hecl qui présente un nidé&xpression et une localisation de
la protéine quasiment similaire a celle observée d¢b sauvage (Fig. 20 A et B). Les facteurs
NTT et HEC3 semblent donc réguler positivement giession de WSCP dans les
inflorescences. Le réle de HEC1 n’est pour le manpaxs clair, des analyses sur le mutant
hec3doivent étre entreprises afin d’identifier en dél réle respectif de HEC1 et HEC3
dans la régulation de WSCP. WSCP pourrait étrecéuaht régulée par d’autres facteurs de
transcription comme SPATULA et ALCATRAZ qui sont aliés comme étant capables
d’interagir avec HEC3 dans la levure (Gremskial. 2007 ; données non publiées présentes
dans le manuscrit de Gremski). Le facteur de répang auxines ETTIN peut étre également
un bon candidat car celui-ci régule le niveau dfegpion des genebBlEC et donc
probablement d&VSCP(Gremskiet al. 2007).
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WSCP interagit avec des protéases a domaine granuline dans la levure et

pourrait inhiber leur action au cours du développement du septum

Quelles sont les protéases cibles de WSCP durant tveloppement du tissu de

transmission et de I'épiderme du septum ?

Dans une étude récente, WSCRArdbidopsisa été décrite comme étant capable
d’inhiber l'activité de protéases a cystéine comenpapaine et la protéase de maturation de
la proaleuraine (contenant un domaine granulinellstét al. 2007). Les protéases a cystéine
de plante sont impliguées dans de nombreux prosegswsiologiques allant du
développement de la graine a la sénescence (Gre#ikoat Zagdanska. 2004). Pendant la
formation de la graine, elles sont responsabletadeaaturation des protéines de stockage
(Gruis et al. 2004), et plus tard, ces protéases seront immgja@&ans la libération d’acides
aminés nécessaires a la germination des grainesaifeurs, les protéases a cystéine
interviennent dans la dégradation des protéinesadeliulaires notamment pendant la
sénescence (Chat al. 2002) et dans la résistance des plantes contpatesgenes (D’Silva
et al. 1998). Elles sont induites pendant la MCP par giertors de la formation des tissus
conducteurs lignifiés (Fukada. 2000). Malheureusgmeeu d’informations sont disponibles
sur les protéases a cystéines pendant le dévela@mpadn gynoecium et plus spécialement
pendant la croissance des tubes polliniques.

Des expériences de double hybride ont été réalisee WSCP et les quatre
protéases a cystéine contenant un domaine grarqum@ous avons identifié dans le génome
d’Arabidopsis Nous avons montré l'interaction entre WSCP dstde ces quatre protéases
dans la levure (Fig. 29). WSCP interagit ainsi aleeprotéine codée par le gene At3g19390,
ces résultats sont en accord avec la littératureeftet, WSCP est capable d’inhiber I'activité
de cette enzyma vitro laissant présager une interaction (Ha&ftsal. 2007). Par contre,
WSCP n’interagit pas dans la levure avec la pretXiBCP3 Kylem Bark Cysteine Potease
3) expriméein plantadans les tissus conducteurs des feuilles de eof&ty. 29 ; Funlet al.
2002). Seule RD21 interagit avec WSCP dans les dembinaisons proie/cible testées par
double hybride (Fig. 29). Elle fait partie des gates a cystéine de la famille des papaines
dont I'expression augmente en conditions de désitgtion (Koizumiet al. 1993 ; Fig. 11),
pendant les stress salins et lors de la sénes@éaneguchi-Shinozalét al. 1992 ; Gepstein
et al. 2003 ; Fig. 12). RD21 est synthétisée sous ladodinn précurseur de 57 kDa avec un

propeptide en N-terminal et une région riche enimee suivie d’'un domaine granuline en C-
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terminal. Le domaine N-terminal est 6té en prendiennant ainsi la forme intermédiaire
(IRD21) de 38 kDa puis la protéine est progressamntlivée pour donner la forme mature
de 33kDa (mRD21). Les deux isoformes sont immuremdéés dans les vacuoles. La forme
intermédiaire contient le domaine granuline et feraisément des agrégats en conditions
acides. iRD21 et mRD21 semblent s’accumuler diffénent selon les conditions
(germination et sénescence respectivement ; Yamiaala2001). Nous avons montré que les
deux isoformes de RD21 sont présentes dans les feeucours du développement. Dans les
inflorescences, le niveau de la forme intermédiagenettement majoritaire par rapport a la
forme mature (résultat non montré). Le clivage sétjel du précurseur RD21 doit étre un
mécanisme de régulation de son activité protéalgtigen effet, le propeptide N-terminal,
présent chez RD21, est connu pour recouvrir ef aihiber le site actif des cathepsines B et
S humaine (Turlet al. 1996 ; Maubaclet al. 1997). L’activation de la protéase nécessite donc
le clivage de ce propeptide. Par ailleurs, la fointermédiaire est capable de former des
agrégats dans la vacuole qui pourrait étre un awméeanisme d’inhibition de l'activité
protéolytique de RD21 (Yamadd al. 2001). Une voie complétement différente de régurat
de l'activitt de RD21 a été décrite dans les oeflutle I'endothélium des graines en
développement. Dans le cas présent, PPIotéin disulfide isomeraserrogresse avec
RD21 du réticulum endoplasmique vers les protédestockage ou les vacuoles lytiques.
PDI5 est capable d’inhiber l'activité des protéagesystéine recombinant@s vitro et est
majoritairement présente dans les tissus florauesgraines en développement. Dans ces
deux tissus, son expression dans les cellules leglikdes précéde la MCP. Le mutant nul
pdi5 présente une initiation précoce de la MCP dansd#ales endothéliales de I'embryon.
L'un des phénotypes observés chez ce mutant estbaisse de la viabilité des graines
(Ondzighiet al.2008).

L'interaction de RD21 avec des inhibiteurs de ps&pourrait étre une autre voie de
régulation de son activité. Les plantes ont la cépale contréler la MCP par I'activation de
protéases a cystéine comme chez le Bjgc{ne max par exemple. L’expression ectopique
d’un inhibiteur endogéne de ces protéases a cgst@rtystatine, provoque l'inhibition de ces
protéases et bloque la MCP (Salometnal. 1999). Nos observations nous ont amené a
proposer un réle de WSCP dans le contr6le dankilbition de I'activité de RD21 dans le
septum. Le contrdle précis de RD21 semble impordanant le développement du tissu de
transmission, de I'épiderme du septum et, plus,tdel la graine. Nous avons vu une

accumulation de RD21 dans toutes les parties dtil pds différents niveaux par
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immunolocalisation (Fig. 30). WSCP pourrait interagivec RD21 dans les tissus
reproducteurs femelles afin d’inhiber son actipt®téolytique jusqu'aux stades tardifs du
développement floral. Par la suite, le niveau deQR'Sliminue dans le tissu de transmission
induisant l'activation de RD21 et indirectementladeMCP. WSCP et RD21 doivent interagir
dans les mémes compartiments cellulaires seloprésictions bioinformatiques (Ture al.
2005 ; Yamadat al. 2001). Bien que nous n’ayons pas pu montrer uhibition de RD21
par WSCP lors des essais vitro, nous avons cependant montré le réle de WSCP ldans
régulation de la MCP dans le septum. Le mutestp-Sallkprésente une mort prématurée des
cellules du tissu de transmission au cours d’erpéas d’émasculation et une mort anormale
des cellules du septum au cours des stades tdwdif®veloppement floral (Fig. 22, 24, 48).
Le phénotype sauvage est retrouvé en réalisantataplémentations fonctionnelles avec le
gene WSCP (Fig. 24).

WT wscp-Salk

e )

Autres
protéases?
T

RD21
+

Autres
protéases?

$

Augmentation
de MCP dans
le septum

Régulation
dela MCP

1) Augmentationde la mort cellulaire dans le tissu
de transmission des fleurs émasculées

2) Mortdes cellules de Pépiderme du septum

3) Baisse de la vitalité des embryons

Figure 48: Schéma récapitulatif des différences obsgies entre le pistil du sauvage et du mutanvscp-
Salk au cours du développement floral.

Le processus de MCP des cellules du tissu de tiasiem est accéléré et s'étend aux cellules dedéme du septum cheescp-Salk
(Ovales verts et noirs ; 1 et 2). Une des conséamsepourrait étre une diminution de la vitalité degryons (Colorations au tetrazolium ; 3)
et un retard de germination de quelques heures.
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Partie III : Expression de WSCP dans les plantules étiolées

WSCP est exprimée dans la crosse apicale des plantules étiolées

d’Arabidopsis thaliana

Le promoteur du gen®/SCPest actif dans la crosse apicale et I'hypocotyds d
plantules étiolées (Fig. 31 C-E). Cependant, lagme WSCP est faiblement immunodétectée
dans ces tissus par rapport aux inflorescences @igB). A notre connaissance, c'est la
premiére fois qu’'une protéine a domaine Kiinitz estactérisée dans ces tissus chez

Arabidopsis thaliana

Une équipe espagnole a mis en évidence par immeedaation la présence de deux
protéines a domaine Kinitz dans la crosse apitdbe gartie supérieure de I'hypocotyle des
plantules étiolées de pois-chiche (CaTPI-1 et C&IPliménezt al. 2007 ; Jiméneet al.
2008). Cette méme équipe a émis I'hnypothése d'lm aé ces protéines dans les processus
d’élongation cellulaire et de formation des tissosiducteurs. De notre c6té, nous n'avons
remarqué aucune différence significative dans leissance de I'hypocotyle et dans la
formation de la crosse apicale chez le mutesdp-Salkou le surexpresse@6S::WSCRFig.
32). Par ailleurs, la formation des tissus condustene présente aucune altération en
coloration auFast Green FCHRésultat non montré). Il est tout a fait possidple d’autres
protéines a domaine Kunitz puissent étre impliquékss les processus €noncés
précédemment. En effet, des études bioinformatisuoes ont révélé la présence de deux
autres transcrits appartenant a cette famille dégpocotyle et les racines des plantules
etiolées: AtDr4 (Gosti et al. 1995) et Atlgl7860 (Alonsoet al. 2003;
http//www.bar.utoronto.ca). Les protéines codées pDr4 et Atlgl7860 présentent
respectivement 45 % et 47 % d’homologies de séaqseaeec CaTPI-1 et CaTPI-2 (numéros
d’accession : CAB76906 et CAB76907 ; http://www.ieln.nih.gov/Blast.cgi).

Nous avons observé une régulation négative/&€Pa la lumiéere (Fig. 43 A) comme
cela a été observé pour le transcrit du géa€PIl-1chez les plantules étiolées de pois-chiche
(Jiménezet al. 2007). Ceci nous amene a penser que WSCP pojoueit un role pendant la
skotomorphogéneése et/ou le dé-étiolement. Des urav@alisés dans notre laboratoire ont
montré l'implication d’'un homologue des protéinesS®P chez l'orge au cours du dé-
etiolement. Cette protéine serait impliguée danssteckage transitoire de pigments

chlorophylliens avant la mise en place des memigrmgacoidiennes et des photosystemes
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(Reinbothe et al. 2004). Nous avons testé cette hypothese en néaldes tests de
photoblanchiement. Les plantules étiolée&rdbidopsissont exposées a une lumiére de forte
intensité : durant cette période, une grande ciganie chlorophylle est synthétisée. Ces
pigments peuvent avoir des effets déléteres si'itgeragissent pas avec des partenaires
protéiques (Pollmanret al. 2007 ; Buhret al. 2008). Nous n’avons remarqué aucun
photoblanchiement du mutawscp-Salkpar rapport au sauvage (Partie 4.B). Par aillaxgs,
méme mutant ne présente aucun défaut dans I'ougeateucotylédons et dans le verdissement
(Fig. 44). Des tests de dosage de la chlorophyderant étre toutefois entrepris pour

confirmer les premieres observations phénotypiques.

Les facteurs de transcription NTT et HEC ne régulent pas I'expression de
WSCP de la méme facon que ce soit dans les plantules étiolées ou dans les

inflorescences

Nous avons vu précédemment I'implication de dewtefars de transcription dans la
régulation de WSCP dans le pistil des fleurs d’Adapsis. Nous nous sommes demandé si
ces mémes facteurs pouvaient jouer un rble dangdalation du gen&VSCPdans les
plantules étiolées. Les transciMI T et HEC sont présents a I'obscurité (Fig. 3BEC2 est
également présent, résultat non-montré). Gracgtidé de plantes mutantes pour ces facteurs
de transcription, nous avons conclu a une régulatégative par NTT et positive par HEC1
des transcritsWSCP dans les plantules étiolées (Fig. 34, 40). La gmet HECS3,
contrairement a nos observations faites dans té, pie semble pas jouer un réle dans cette
régulation owia une éventuelle répression du transBfTtT qui reste a confirmer (Fig. 20,
34).

Les promoteurs des geneEC1l et WSCPsont actifs dans la crosse apicale des
plantules étiolées (Fig. 31 C-E et 35). HEC1 paturraguler positivement la transcription de
WSCPdans la crosse apicale. Cependant, le promdi&@€1 est actif également dans les
cotylédons. Or, nous n'avons observé a aucun mowuhkeniotre étude une présence de la
protéine WSCP par immunolocalisation ou une aéidil promoteur de ce méme gene dans
ce tissu (Fig. 31, 36 et 39). Des facteurs comm@& Nadurraient réprimer le transcilVSCP
dans les cotylédons. Des lignga@¢TT::GUSou des expériences d’hybridatimnsitu auraient
été intéressantes pour éclaircir le role de cestaade transcription dans la régulation du géne

WSCPdans les différents tissus au cours de la skotphogénese.
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La Protéine WSCP est surexprimée en présence d’éthylene sous le controle

de NTT et HEC1

Plusieurs hormones ont été décrites ces derniaresea pour leur implication dans la
formation de la crosse apicale a I'obscurité (Ddggnet al. 2008 ; Liet al. 2004). L'une
d’entre elle, I'éthylene, est connue pour induiréa driple réponse » chez les plantules
etiolée se traduisant par : (i) inhibition de I'é@mtion de I'hnypocotyle ; (ii) exagération du
développement de la crosse apicale ; (iii) arrétddueloppement des racines (Guzman et
Ecker. 1990).

Nous avons remarqué une augmentation importantérathscrit et de la protéine
WSCP en présence du précurseur directe de I'ethylErg. 37 et 38). Ce résultat est en
accord avec les analyses maicroarray des transcrits qui montrent une augmentation d’un
facteur 8 du transcritVSCPdans les plantules étiolées en présence d’éthyisoasoet al.
2003 ; données complémentaires). L'augmentatiomideau de transcritVSCPne dépend
pas du facteur de transcription HEC1 en présengthylene. En effet, le niveau d¢SCPest
proche entre le mutaieclet le sauvage (Fig. 40). Par ailleurs, le factitranscription

NTT réprime également le transdtSCPen présence de cette méme hormone (Fig. 40).

HEC3 pourrait étre impliguée dans lI'augmentationt@dunscritWSCPmais des RT-
PCR semi-quantitatives restent a faire chez le l@omtutanthecl hec3pour tenter de
répondre a cette question. L’autre facteur de trgpison HEC2 pourrait étre impliqué au

méme titre que HEC3 dans la régulation de ce trarestprésence de 'lhormone éthyléne.

D’autres facteurs de transcription sont de bonglidats pour entrer dans la voie de
régulation du gen&VSCPen présence d’éthylene. En effet, les trois pne®iHEC sont
capables d’interagir dans la levure avec les pneeSPATULA et ALCATRAZ (Gremslet
al. 2007 ; et données non publiées). Le facteur desd¢rgption SPATULA est impliqué dans
le processus de germination et dans le développeftoeal (Penfieldet al. 2005). De plus,
les transcritsSPATULAet ALCATRAZpersistent aprés la germination dans les plantules

etiolées (Alonset al. 2003 ; données complémentaires).

L’hormone auxine régule négativement le gene WSCP

L'activité du promoteurWSCPet la présence du transcrit correspondant sost tre

fortement réprimés en présence de I'hormone aufiige 36 et 37).
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Les promoteurs des genes impliqués dans la voieadsduction de I'hormone auxine

sont exprimés dans la partie concave de la crqusalea des plantules étiolées (Fig. 49 A, D
et F; Zadnikovéet al. 2010 ; De Grauwet al. 2005). Leur activité augmente dans ce méme
tissu en présence d'éthyléne (Fig. 49 B, E et GudNavons observé une coloration GUS
uniforme dans la crosse apicale des ligng@sSCP::GUSmais la protéine WSCP n’est
présente que dans la partie convexe lors de I'ajaethylene (Fig. 36, 39, 50). L'auxine
pourrait étre impliguée dans la régulation de &biité du transcrit, de sa traduction et/ou
dans lgurnoverde la protéine WSCP dans la partie concave detse apicale des plantules

étiolées en présence d’éthylene.

En présence de brassinostéroides, nous avons éhssgvaugmentation de I'activité
du promoteulWSCPgrace au géene rapporteur GUS et également uncoetissement du
niveau de transcritd/SCPpar rapport au contréle (Fig. 36 et 37). Cependantgmentation
des transcrit8¥SCPne s’accompagne pas d’'une accumulation de laipeoBomme nous
I'avons vu précédemment avec I'éthylene (Fig. 3Brehunolocalisations non montrées). De
Grauwe et collaborateurs ont montré une activiiéotrme d’'un promoteur impliqué dans la
voie de transduction de I'auxine dans la crosseasien présence de brassinostéroides (Fig.
49 C; De Grauwest al. 2005). L’auxine agit probablement comme un réguianégatif du
transcritWSCPdans la partie concave de la crosse apicale esemqeé d’éthyléne et dans la

totalité de ce tissu en présence de brassinosé&roid

Contréle Ethyléne Brassinostéroides

p-318::GUS

pDR5::GUS

plAA13::GUS

Figure 49 : Analyse de I'expression de promoteurs dgénes impliqués dans la voie de transduction de

l'auxine dans les plantules étiolées en présenceétliyléne et de brassinostéroides.

Des fusions transcriptionnelles sont réaliséeseeletrpromoteur de génes impliqués dans la voigatesduction de l'auxine et le géne
rapporteurGUS Les photos sont issues des articles de De Gratnak 2005 p-318::GUS et de Zadnikovét al. 2010 pDR5::GUSet
plAA13::GUS. Les graines sont semées sur milieu nutritif &ppnté ou non en hormones (A, D, F). Les plantalgsété colorées et
photographiées. Les concentrations en hormones @enfl0 pM ACC (Précurseur de I'éthyléne; B, E et €& 100 nM EBR
(Brassinostéroides ; C).
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Le transcrit WSCPest-il régulé négativement en présence d’auxineavies geneslEC?

Nous avons vu une baisse du transeliC1 en présence d’auxine par rapport au
contréle dans les plantules étiolées par RT-PCR-qaantitative (Fig. 37). Ce méme type
d’étude a été réalisée sur le transetiEC3 qui présente commEEC1 une baisse de son
expression en présence de cette hormone (résaltatnontré). La répression de ces facteurs
de transcription doit avoir un effet direct sur teenscritsWWSCPen présence d’auxine. Pour
tester cette hypothese, le mutant surexpres388r:HEC1 doit étre semé sur un milieu

supplémenté en auxines et le niveau de tran&SiCPanalysé dans les plantules étiolées.

WSCP est-elle une protéine induite en conditions de stress au cours de

I’étiolation ?

Le promoteurWSCPest induit lors de blessures par coupure des yEnetiolées
(Fig. 45). La protéine WSCP pourrait étre impliquas la protection en conditions de stress
comme cela a été montré pour la protéine AtKTIlaagmant a la méme famille chez
Arabidopsighaliana(Li et al. 2008). En effet, de nombreuses protéines a donkainéz ont
été décrites dans la littérature pour leur capaaitétre induites en conditions de stress
mécaniques ou pour jouer un réle défensif contsepldateurs et les pathogenes (Ryan.
1990). Ces protéines ont la capacité d’inhiberatees enzymes digestives d’'insecte limitant
ainsi par cet effet leur prolifération (Laskowskikato. 1980). Nous n’avons réalisé pour
I'instant que des expériences préliminaires d'é&udiactivité de promotelWWSCPgrace au
gene rapporteu6GUS en conditions de stress mécaniques. Ces résudltsnt étre bien

évidemment confirmés au niveau transcriptionngretéique.

Nous avons aussi l'intention de tester les strafiasset hydriques sur les plantules
etiolées. Ceux-ci sont décrits dans la littérapwar induire I'expression des protéines de la
famille des WSCP chez d’autr@sassicaceadSatohet al. 2001). Alice Vayssiere, stagiaire
en Licence 3 dans notre laboratoire, a observédrésenette ameélioration de la croissance des
jeunes plantules surexprimant WSCP sur des milrthes en sels ou mimant un stress
hydrique, a la lumiere. WSCP n’est pas induite dasstissus photosynthétiques suite a ce
type de stress (Fig. 11 et 12) mais il est touaibdnvisageable d’avoir une expression de

cette protéine avec ces mémes conditions uniquepesitiant la skotomorphogéneése.
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WSCP est-elle présente dans la paroi cellulaire dgdgantules étiolées ?

Jimeénez et collaborateurs ont montré par immundkataon la présence des protéines
a domaine Kinitz CaTPI-1 et 2 dans la paroi destples de pois-chiche étiolées (Jiméréz
al. 2007 ; Jiméneet al. 2008 : Hernandez-Nistat al. 2009). Nous observons également une
immunodétection de WSCP au niveau de ce qui seétidda paroi cellulaire (Fig. 39). Mais
la méthode utilisée donne des colorations qui géfu lors de la révélation des
immunolocalisations (celle-ci s’accroit avec le pend’incubation). 1l nous semble difficile
dans ces conditions d’affirmer une présence deermmintéine d’intérét dans la paroi et non
dans le cytoplasme par exemple. D’autant plus quns tes cellules végétales, le cytoplasme,
la membrane et la paroi sont trés proche du faiedpace occupé par la vacuole.

Nous pourrions améliorer le protocole de prépamaties échantillons de plantules
étiolées en jouant notamment sur les méthodesldsimn des tissus. Les coupes réalisées
dans la figure 39 sont d’'une qualité bien inférgearcelle obtenues avec les inflorescences
(Partie I1). Une autre possibilité serait de perifies parois des cellules de la crosse apicale de
plantules étiolées en présence d’éthylene puisrédéiser des immunodétections sur ces
extraits protéiques dans le but de savoir si uitkeissement de la protéine WSCP est observé

dans cette fraction cellulaire.
WSCP est-elle une protéine impliquée dans I'émergea ?

L'éthylene est une hormone impliquée dans de nomxbpeocessus physiologiques au
cours du développement (Kieber. 1997 ; BleeckeD0R20Cette hormone comme le jasmonate
et I'acide salicylique est également caractérisér [gon implication dans les processus de
réponse aux stress (Glazebrook. 2001 ; Chetag) 2002).

La majorité des contraintes mécaniques se produdaeTs la crosse apicale au cours
de I'émergence du substrat des plantules étiol@gsnous avons observé une induction de
I'activité du promoteulWSCPlors de ces mémes contraintes (Fig. 45). Il est #o fait
plausible que ce stress fasse intervenir I'hnorméthgléne impliquée dans l'induction de la
protéine WSCP dans la crosse apicale (Fig. 39)ddipréserver lintégrité des tissus de la
crosse apicale au cours de I'émergence.

Les protéases a cystéine codée par le géne At504308D21 ont été isolées dans la
paroi des plantules étiolées. Leur role n'est masa en détail mais celles-ci pourraient étre
impliqguées dans la dégradation des composantsiguetde la paroi (Irshast al 2008). Or,

nous avons caractérisé une interaction de WSCPa@ageprotéases dans la levure (Fig. 29) et
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une probable localisation de notre protéine d'gttéians la paroi en présence d’'éthyléne (Fig.
39). WSCP pourrait alors jouer un réle en inhibzeg protéases dans la partie convexe de la
crosse apicale et ainsi rigidifier la paroi afinglrmettre aux plantules étiolées de progresser
dans un substrat source de stress mécaniques.

Nous avons expérimenté nos hypothéses en réalgsmttests d’émergence de
plantules sauvages e&tscp-Salk(cf. matériels et méthodes). La proportion desiplas
émergées des deux lignées est la méme pour urratudstc une faible proportion en agent
solidifiant (Fig. 46). Une nette différence estibvis entre le pourcentage de plantules
émergées sauvage et mutante pour des concentratimsmportantes en agent solidifiant
(Fig. 46). Les plantules étioléesscp-Salkprésentent un défaut dans I'émergence. Ces
résultats sont récents et ils n'ont pas été réalséc les complémentations fonctionnelles du

mutantwscp-Salkles surexpresseuBdS::WSCPRou encore le mutatiecl

Plantules étiolées Plantules étiolées en présence d’éthyléne
e .
h 4 A Facteur de
NTT HEC1 HEC3 NTT transcription HEC1
Transcrit WSCP Transcrit WSCP
| <

i |
| |
| ! :
! ! Fonction?
: I
: I

Figure 50 : Schéma récapitulatif de la régulation dgéne WSCP dans les plantules étiolées en présenge o
non d'éthyléne.

Partie gauche) Les transcritéSCPsont régulés positivement par HEC1 et négativerpantNTT. HEC3 semble étre impliquée dans une
régulation du transcrNITT.

Partie droite) Les transcrit SCPsont également régulés négativement par NTT erepcésd’éthylene. HEC1 ne semble pas impliquée
dans I'accumulation observée des transeMBCPen présence de cette hormone mais dans sa régupatid-transcriptionnelle. La protéine
WSCP s’accumule dans la partie convexe de la ciagsisale probablement au niveau de la paroi. Lesgée biosynthése de I'auxine sont
exprimés dans la partie concave en présence ddtbyl 'auxine pourrait réprimer le transcrit eplatéine WSCP dans cette partie de la
crosse apicale.
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En conclusion a l'issue de ce travail, nous avoostné dans un premier temps que la
protéine WSCP n’est pas induite en conditions desstpendant la photomorphogénese. En
revanche, elle est exprimée dans les plantuleolasdurité (étiolées) et dans le tissu de

transmission des fleurs, lieu de passage des pdigsques.

Dans la fleur, nous avons mis en évidence la régulale WSCP par les facteurs de
transcriptions HEC et NTT impliqués dans le dévplpent floral. Par une approche de
génique inverse, nous avons montré un role de @R le contrble de la mort cellulaire du
tissu de transmission. En conséquence, la progresiss tubes polliniques est altérée et la

mort cellulaire non spécifique influence le dévelement des graines.

Chez les plantules étiolées, le transtMSCPest exprimé au niveau de la crosse
apicale, structure dont la fonction est de protégeplantules au cours de I'’émergence hors
du sol. De maniere intéressante, les facteurs NTHEEC sont également exprimés dans les
plantules étiolées mais régulent I'expression doed®¥SCPde facon différente. De plus, la
protéine WSCP s’accumule en présence de I'hormerstrdss éthyléne dans la crosse apicale
et I'activité du promoteur du genNgSCPaugmente en conditions de stress mécaniquessPrise
ensembles, ces expériences laissent présager @erpmtecteur de la protéine WSCP au

cours de la skotomorphogénese.
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Annexe 1 : Carte des vecteurs utilisés
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Les vecteurs pDONR221, pDEST17 et pENTR/D-TOPO prognnent du fournisseur Invitrogen. Les
vecteurs pGADT7 et pGBKT7 ont été achetés chez lacété Clontech. Une cassette Gateway a été ajoutée
a ces vecteurs au niveau du site multiple de clonagar Gilles Vachon (CEA) a l'aide du kit Gateway
Vector Conversion Systemrlies vecteurs pB7WG2 et pPKGWFS7 proviennent diPlant system Biology VIB-

Ghent University(Karimi et al 2002).
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Annexe 2 : Listes des amorces utilisées pour la PCR

Nom Séquence 5'-3’ Utilisation
pWSCP-D GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTATGACAAATTACAAAAATGG clonage promoteur
pWSCP-R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGATTGTTATGTGITTTTAGGG clonage promoteur

At3919390-GTW-D

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGTCEAGCGACGGAGACTAC

clonage dans pDONR221

At3g19390-GTW-R

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCAAGGCTGCCCACTAGC

clonage dans pDONR221

At5g43060-GTW-D

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGBCATGTCAATCATCTCC

clonage dans pDONR221

At5g43060-GTW-R

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTAGCGAATGTGCTTTCTG

clonage dans pDONR221

RD21-GTW-D GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGTGGACATGCAATCATC clonage dans pDONR221
RD21-GTW-R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTAGGCAATEGICTTTCTG clonage dans pDONR221
XBCP3-GTW-D GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGATGACATTCTGAGCTATTC clonage dans pDONR221
XBCP3-GTW-R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCACATAACCATTCCTCAAATC clonage dans pDONR221
ntt-F TTCTCATTGGCCCTACTCAG RT-PCR

ntt-R TTGTTCTACCTCAGAGGCAGG RT-PCR

hecatel-F TAATGTGTTTGAAGGGTTCTG RT-PCR

hecatel-R CCATATCGATCCCGAGGC RT-PCR

hecate2-F CGATCAAAACCCTTCCTCC RT-PCR

hecate2-R CTAATGAACATGATGATGCAGC RT-PCR

hecate3-F CCGCATAATGCCACACCC RT-PCR

hecate3-R CTCCTCTCTCTTCTTCCCTC RT-PCR

actin-F CAGAATCAGATATCTAAAAATCCCGGAAA RT-PCR

actin-R TGGGATGACATGGAGAAGAT RT-PCR

WSCP1-D TGGCATGAGGAAAAAGCCAAG Génotypage

WSCP1-R TCAATGTTTTCTCAAGCTCAA Génotypage
GT2-left-border-D CTTAATCGCCTTGCAGCAATC Génotypage

NPT2 CAATATCACGGGTAGCCAAC Sonde ADN-T Southern blot
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Annexe 3 : Expression et purification sur colonne d’affinité en

condition dénaturante de la protéine recombinante WSCP
comprenant sa séquence d’adressage
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Production et purification de la protéine recombinarie WSCP comprenant sa séquence d’adressage.

La production de la protéine WSCP étiquetées ligidst induite en présence d’arabinose éheli (puits 1). Apres lyse des cellules, les
protéines recombinantes sont purifiées sur colaiengickel (puits 2 a 9). M : marqueur de poids molgire ; | : induction de I'expression
de WSCP ; NR : protéineon retenues ; L : lavages ; E : élution. Les protéswmd révélées par coloration du gel au nitrategd’at apres
séparation sur gel SDS-PAGE). Les protéines recombinantes sont immunodéteptiemestern blot avec I'anticorps anti-histid{ig.

Une protéine est éluée a la taille attendue erepo&sdimidazole (E2 a E5) avec une faible quamt@écontaminations. Ces bandes sont

immunodétectées par I'anticorps anti-Histidine pamt la spécificité la protéine purifiée. Les fianos éluées sont rassemblées, dosées et
utilisées pour 'immunisation deux lapins (2mg)
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Résumeé

Les protéines WSCPWater-oluble
Chlorophyll binding_Poteing de classe Il
sont des protéines solubles capables de
fixer la chlorophylle et ses dérivés chez les
BrassicaceaeCes protéines font partie de
la famille des inhibiteurs de protéases et
elles présentent la particularité d’étre
induites en conditions de stress abiotiques
a la lumiére. Leurs fonctioria plantasont
a ce jour trés peu documentées. Cette these
présente  I'étude de Ila fonction
physiologique d’'une WSCP chez la plante
modeleArabidopsis thaliana

Nous avons montré dans un premier
temps que la protéine WSCP n’est pas
induite en conditions de stress pendant la
photomorphogénése. En revanche, elle est
exprimée dans les plantules a I'obscurité
(étiolées) et dans le tissu de transmission
des fleurs, lieu de passage des tubes
polliniques.

Dans la fleur, nous avons mis en
évidence la régulation de WSCP par les
facteurs de transcriptions HEC et NTT
impliqués dans le développement floral.
Par une approche de génique inverse, nous
avons montré un réle de WSCP dans le
controle de la mort cellulaire du tissu de
transmission. En  conséquence, la
progression des tubes polliniques est
altérée et la mort cellulaire non spécifique
influence le développement des graines.

Chez les plantules étiolées, le transcrit
WSCPest exprimé au niveau de la crosse
apicale, structure dont la fonction est de
protéger les plantules au cours de
I'émergence hors du sol. De maniere
intéressante, les facteurs NTT et HEC sont
également exprimés dans les plantules
étiolées mais régulent I'expression du gene
WSCP de facon différente. De plus, la
protéine WSCP s’accumule en présence de
I’'hormone de stress éthyléne dans la crosse
apicale et l'activité du promoteur du géne
WSCP augmente en conditions de stress
meécaniques. Prises ensembles, ces
expériences laissent présager d'un réle
protecteur de la protéine WSCP au cours
de la skotomorphogénese.

Mots-clés : Développement floral, tissu de

transmission, plantules étiolées, crosse apicale

Abstract

Class 1l WSCP proteins Water-
soluble Chlorophyll binding_Poteing are
soluble proteins that interact with
chlorophyll and its derivatives in
BrassicaceaeThese proteins belong to the
protease inhibitor family and they are
induced by abiotic stress under light
conditions. To date, their functionm
plants are not well documented. The aim of
this study is to characterize the
physiological function of a WSCP protein
in model plantdArabidopsis thaliana

We demonstrated initially that the
WSCP protein is not induced under stress
conditions during photomorphogenesis.
However, the protein is expressed in dark
grown (etiolated) seedlings as well as in
the flower transmitting tract, the path of
pollen tubes growth.

In the flower, we have demonstrated a
WSCP regulation by HEC and NTT
transcription factors involved in floral
development. By a reverse genetic
approach, we have highlighted a regulatory
WSCP function in transmitting tract cell
death. Consequently, the pollen tube
growth is impaired and the resulting
nonspecific cell death influence seed
development.

In etiolated seedling¥VSCPtranscript
is expressed in the apical hook, a structure
which protects seedlings during emergence
from soil. Interestingly, HEC and NTT
transcription factors are also expressed in
etiolated seedlings and regulai&® SCP
gene expression differently. Furthermore,
WSCP protein accumulates in the presence
of the stress hormone ethylene in apical
hook and WSCP gene promoter activity
increases during mechanical wounding.
Taken together, these experiments suggest
a protective role of WSCP proteins during
skotomorphogenesis.

Keywords : Floral development, transmitting tract,
etiolated seedling, apical hook



