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 Les plantes sont des organismes sessiles et doivent en permanence faire face aux contraintes 

environnementales. insectes, pathogènes bactérien 

ou fongique , regroupant des contraintes édaphiques (contrainte hydrique, 

salinité, déficit  qui 

ganismes. 

déficit hydrique est ne des contraintes abiotiques les plus drastiques pour le fonctionnement des 

plantes. 

 

 IMPACT DE LA CONTRAINTE HYDRIQUE SUR LE FONCTIONNEMENT DES PLANTES I.

 

La notion de déficit hydrique décrit la situatio

 survient 

couramment lors de périodes de sécheresse induisant une diminution de la disponibilité en eau du 

sol. Il peut également être provoqué lors une plante croît dans un environnement riche en sel, 

conduisant à une altération des teneurs en osmolytes et donc des perturbations e 

l . 

cas de déshydratation cellulaire notamment 

Ceci dit, la sécheresse reste parmi ces contraintes, celle qui affecte le plus drastiquement la 

productivité agricole, avec 64% des surfaces cultivées dans le monde touchées (Cramer et al., 2011).  

 

de potentiel 

hydrique (FIGURE 1) ux feuilles 

potentiels les plus élevés ("humides", proches de zéro) vers les potentiels les plus faibles ("secs", plus 

négatifs). La cellule considérée comme organe ou tissu de la 

plante, peut être également définie par son potentiel hydrique ( TOT). Ce potentiel hydrique, qui 

résulte de deux 

composantes : la composante hydrostatique ou potentiel de turgescence ( P) qui est la pression 

exercée par le protoplaste sur la paroi (comptée positivement), et la composante osmotique ou 

potentiel osmotique ( S) liée  (comptée négativement, sa valeur absolue 

diminue avec la concentration en osmolytes). Le potentiel hydrique cellulaire est donc définit par :  

 

 

 

( TOT est soit égal à 0 soit inférieur à 0 dans la cellule) 
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FIGURE 1   la plante depuis le sol selon le gradient de potentiel hydrique 

 www.as.miami.edu/biology/ et Tardieu et al. (2010) 

La circulation de selon un gradient appelé "gradient de potentiel hydrique". Plus 

plante est fort (en supposant une résistance au flux faible). En conditions normales de croissance, l

retenue dans le sol (1) (potentiel hydrique élevé) ce qui est en faveur de son absorption par les racines. 

est ensuite transportée via le xylème (2) vers les feuilles (potentiel hydrique plus faible) (3) dans lesquelles les 

stomates ouverts modulent les pertes en eau par transpiration. En cas de contrainte hydrique, la fermeture des 

me. Néanmoins, si  contrainte 

augmente, le potentiel hydrique du sol et celui de la plante continuent de diminue

dysfonctionnements possibles de la plante. 

 

 

 Au niveau cellulaire, une contrainte hydrique provoquée par une dessiccation ou par 

molyte quel 

de contrainte ou stress osmotique sera utilisée tout au long du manuscrit. 

 

I.1 Réponses physiologiques mises en place par la plante face à un déficit hydrique 

 

Une diminution de la disponibilité en eau du sol (FIGURE 1) provoque chez la plante, un 

stress, pouvant être défini comme toute modification des conditions de croissance qui bouleverse 

i nécessite un ajustement des voies métaboliques durant la phase 

(Shulaev et al., 2008). Ainsi, la perception de ce changement de disponibilité en eau 

entraine une réponse ou acclimatation de la plante, via notamment un ajustement de son propre état 
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hydrique grâce à divers mécanismes intervenant de façon chronologique (Tardieu et al., 2007). Au 

niveau moléculaire, une grande part de ces processus physiologiques identifiés est gouvernée par les 

voies de signalisatio dans un premier temps dans cette section, 

et également développés ultérieurement. 

 

A court terme, la conductivité hydraulique des racines, paramètre traduisant la facilité avec 

laquelle , est diminuée (Maurel et al., 2010). De plus, la fermeture des 

stomates (principalement contrôlée par ABA) permet de limiter les pertes en eau par 

transpiration (Schroeder et al., 2001). une 

rigidification des parois cellulaires observée au niveau de certains organes (Moore et al., 2008). Elle 

se produit en 

Polyéthylène glycol (PEG) qui diminue la disponibilité en eau (Cf. MATÉRIELS ET MÉTHODES, section 

II.1.a.2) (Chazen & Neumann, 1994). Ce phénomène de rigidification serait corrélé à une diminution 

expansines, dont le rôle essentiel contribue à 

 de la paroi (Muller et al., 2007). L  est définie comme 

ion du volume des organes par ans les cellules en croissance. Son taux, 

(Bartels & 

Sunkar, 2005), est alors diminué dans un laps de temps court (Tardieu et al., 2011).  

 

A moyen terme, afin de maintenir la turgescence des cellules, un ajustement osmotique 

 cellule, considéré comme le processus crucial de la réponse des plantes face à 

une contrainte hydrique. Dans les racines, ce phénomène est primordial, 

une absor

part, pour maintenir leur croissance, ce au disponible dans le sol (Chaves 

et al., 2003). Cet ajustement est effectué via organiques, molécules non 

ent principalement dans 

le cytoplasme à forte concentration (Bartels & Sunkar, 2005). Ces molécules considérées comme 

osmoprotecteurs sont de natures variées comme des polyols et des sucres (mannitol, sorbitol, glucose, 

hexose, oligo- ), des acides aminés, tels que la proline, ou des molécules proches telle 

que la glycine bétaïne (Chen & Murata, 2002).  

 

 A long terme, la fermeture des stomates mise en place pour conserver un état hydrique 

foliaire suffisant à la survie de la plante provoque un ralentissement de la photosynthèse. La faible 

quantité 

également à la baisse de croissance des parties aériennes (carence métabolique). De plus,  
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ètement utilisée au niveau de apparition de formes réactives 

impacte les structures cellulaires et le métabolisme (Bartels & Sunkar, 2005) en 

provoquant un stress oxydatif. Par la suite, la croissance de nombreux organes de la plante diminue 

(Boyer, 1970; Nonami & Boyer, 1990a). 

durée de la contrainte (Bartels & Sunkar, 2005), et est variable en fonction des tissus ou des organes 

considérés. En effet, lors , la croissance des racines serait moins affectée que celle 

des parties aériennes (Westgate & Boyer, 1985; Saab et al., 1990), ce qui contribue à explorer 

, tandis que la réduction de la surface 

foliaire permet de diminuer la transpiration de la plante. Elle est la conséquence entre autre : i) de la 

diminution de la turgescence (Bouchabké et al., 2006), ii) 

parois cellulaires (Nonami & Boyer, 1990b) qui doivent normalement autoriser la croissance 

cellulaire (Cosgrove, 2005), iii) de la diminution de la vitesse de division cellulaire (Granier et al., 

2000). de la croissance de la feuille est quant à elle 

controversée. Plusieurs études ont montré que entraîne une diminution du taux de croissance 

des feuilles (Voir revue par Wilkinson & Davies, 2010)  

améliore racinaires, et dans la plante entière 

par la voie symplastique, ce qui serait favorable à une croissance cellulaire rapide. Cependant, là 

montreraient soit un effet positif soit 

racines (Maurel et al., 2010).  

 

 

I.2 

stress hydrique   

 

 est une phytohormone qui joue un rôle pivot dans les processus de croissance et de 

développement, notamment dans le développement des embryons et des graines, les phénomènes de 

développement des organes végétatifs et la reproduction (Cheng et al., 2002; Barrero et al., 2005; 

Fujii et al., 2009; Nakashima et al., 2009). Mis à part son rôle dans ces différents processus 

biologiques, elle tient une place importante dans certaines étapes clés des réponses de la plante face à 

une contrainte hydrique. Son accumulation dans les cellules des plantes témoigne 

rôle essentiel. Ainsi, elle stimule notamment la fermeture des stomates dans les cellules de garde, 

des tissus végétatifs.  
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I.2.a Les principaux partenaires de la voie de signalisation ABA 

 

Récemment, les trois composants essentiels de la voie de signalisation ABA ainsi que leurs 

caractérisés chez Arabidopsis (Umezawa et al., 2010) et comprennent : 

 Les famille PYR/PYL/RCAR (PYrabactin Resistant/PYrabactin 

resistant-Like/Regulatory Component of ABA Receptor) composée de 14 protéines (Ma et al., 2009; 

Park et al., 2009; Santiago et al., 2009), capables de former une large poche hydrophobe de liaison 

  (Umezawa et al., 

2010). 

 Les protéines appartenant au groupe A des phosphatases type 2C (PP2C), régulateurs négatifs 

de cette voie de signalisation, sont représentées par 9 membres dont ABI1 et 2 (ABA Insensitive 1 et 

2) (Schweighofer et al., 2004). Elles ont été identifiées dans le milieu des années 90 par études de 

abi1-1 et abi2-1) (Leung et al., 1997).  

 Les protéines kinases, SNF1-related protein kinase 2 (SnRK2), derniers effecteurs de cette voie, 

sont au nombre de 10 chez Arabidopsis  désignés SRK2A à SRK2J (Yoshida et al., 2002) ou SnRK2.1 à 

SnRK2.10 (Hrabak et al., 2003). Au sein des trois familles existantes dans lesquelles sont réparties ces 

kinases, les trois membres SRK2D/SnRK2.2, SRK2E/OST1/SnRK2.6, et SRK2I/SnRK2.3 composant la 

troisième famille, semblent être des régulateurs positifs de la voie de signalisation ABA (Umezawa et 

al., 2010). En effet, le triple mutant srk2d/e/i montre des perturbations au n

gènes de la tolérance à la sécheresse, la dormance des graines, suggérant que ces gènes SnRK2 sont 

des éléments centraux de cette voie de signalisation (Fujita et al., 2009; Nakashima et al., 2009).  

 

 

Le modèle actuel de la voie de signalisation ABA est présenté en FIGURE 2 (d

et al., 2010). En conditions normales (i.e. phosphoryle et inactive SnRK2. 

Une fois que la quantité d augmentée par des signaux environnementaux ou 

développementaux, les récepteurs PYR/PYL/RCAR fixent cette hormone, et deviennent capables 

avec PP2C, inhibant de ce fait son activité phosphatase. exercée par PP2C sur 

SnRK2 est ainsi levée, et cette kinase peut alors phosphoryler notamment des protéines 

cibles comme par exemple les facteurs de transcription de type bZIP (basic domain leucine ZIPper) 

t celle des gènes 

codant des protéines membranaires impliquées dans la réponse physiologique rapide de la plante i.e. 

la fermeture des stomates. Le complexe de signalisation PYR/PYL/RCAR-PP2C-SnRK2 serait localisé à 

la fois dans le cytoplasme et dans le noyau de la cellule (Ma et al., 2009; Umezawa et al., 2009; 

2010).  
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FIGURE 2  Modèle de la voie de signalisation ABA chez Arabidopsis thaliana 

 Umezawa et al. (2010) 

A-Sous conditions normales (i.e. sans ABA), PP2C kinase de SnRK2 en la déphosphorylant au 

niveau de plusieurs de ses résidus. 

B-Suite à une le récepteur PYR/PYL/RCAR est activé par cette molécule, ce qui lui confère 

avec PP2C inhibant ainsi son activité phosphatase. Une fois libérée de la régulation de 

PP2C, SnRK2 est activée par autophosphorylation qui à son tour active par phosphorylation des cibles telles 

que les facteurs de transcription bZIP ou des protéines membranaires impliquées dans les  

 
 

I.2.b  

 

L

C on 

discutés.  

 

 est actuellement 

débattue.  

, certains auteurs considèrent cette phytohormone comme un signal "longue 

distance". Sa synthèse se localiserait au niveau des racines, serait exportée via le xylème vers 

le s où elle initierait la fermeture des stomates en réponse à un 

déficit hydrique (Davies & Zhang, 1991; Tardieu & Simonneau, 1998; Wilkinson & Davies, 2002). 

En effet, l de ce type, la teneur en ABA dans la sève du xylème serait augmentée de 50 

fois par rapport à sa teneur initiale. Cette phytohormone serait transférée depuis les racines, dans 

lesquelles des teneurs réduites en ABA ont été relevées, vers le xylème où elle serait concentrée par la 

limitation en eau occasionnée par la contrainte hydrique (Tardieu et al., 2010).  
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ôté, sur la base de plusieurs observations, certains auteurs ont récemment remis 

en cause ce transport "longue distance" (Christmann et al., 2007).  

 Premièrement, un déficit hydrique détecté par les racines induirait une augmentation des 

teneurs en ABA dans les parties aériennes, au niveau des stomates et des parties vasculaires alors 

dans les racines (Christmann et al., 2005; 

2007). Ainsi, selon les auteurs, deux possibilités non exclusives sont envisageables concernant 

 dans les parties aériennes. ette phytohormone pourrait 

être stockée sous forme conjuguée (ABA-glucose) physiologiquement inactive qui sera relâchée lors 

hydrique par une hydrolase spécifique AtBG1 (Lee et al., 2006). 

part, elle pourrait également être néo-synthétisée lors de ce stress. En effet, dans des plants non 

stressés, les enzymes clés les cellules du 

parenchyme vasculaire des parties aériennes et racinaires (Cheng et al., 2002; Tan et al., 2003; 

Koiwai et al., 2004). Cependant, déficit hydrique,  enzymes 

augmente dans les tissus vasculaires des feuilles (Endo et al., 2008), suggérant une possible 

augmentation des teneurs en ABA dans ces organes. 

 Deuxièmement, chez la tomate, des greffes de parties aériennes sur des racines de plants 

e contrainte osmotique (Holbrook et al., 2002).  

 Troisièmement, l

observée chez les plantes face à ce stress est difficile à concilier avec un transport "longue distance" 

chez les arbres notamment. Selon Christmann et ses collaborateurs (2007), l ABA agirait 

signal lié à la contrainte hydrique, qui permettrait de communiquer cette information des racines 

aux parties aériennes. En effet, un changement de la pression de turgescence des cellules du 

mésophylle dans les minutes qui ont suiv de la contrainte sur les racines a été observé.  

 

Le modèle actuel offre un compromis et propose dans 

les tissus vasculaires lors déficit hydrique. La phytohormone serait ensuite exportée via 

oplasme comme les cellules de garde des stomates par des transporteurs 

spécifiques ATP dépendant positionnés à des endroits stratégiques permettant ainsi une distribution 

rapide et efficace  (FIGURE 3). Le premier transporteur, AtABCG25,  qui 

aurait pour rôle de faire sortir  en effet synthétisé 

dans les tissus vasculaires au niveau de la membrane plasmique des cellules (Kuromori et al., 2010). 

En parallèle, le deuxième transporteur, AtABCG40, qui a pour 

cellules de gardes des stomates ou les cellules s exprimé 

au niveau de la membrane plasmique de ces cellules (Kang et al., 2010). 
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stomates 

érieur des cellules de garde, par son action, provoque une 

réduction de la pression de turgescence des cellules de garde via une augmentation de calcium 

cytosolique (Ca2+), par des influx de Ca2+ extracellulaire et la libération de ce second messager des 

stocks intracellulaires. Cette accumulation de Ca2+ aurait pour effet 

anions (S-type : Slow-activating sustained ou R-type : Rapid transient) par lesquels des anions sont 

relargués depuis les cellules de garde vers le milieu extracellulaire. Cet s provoquerait 

à son tour une dépolarisation membranaire qui activerait des canaux à efflux de potassium (K+). A 
+ aboutirait à une perte de turgescence des cellules de garde et 

donc une fermeture des stomates (Schroeder et al., 2001).  

Au préalable, cette phytohormone a été détectée par les récepteurs précédemment décrits 

suite à son accumulation dans les cellules de garde via le transporteur membranaire, ce qui aboutit 

in fine Récemment, des protéines membranaires localisées dans les 

cellules de garde ont été identifiées comme étant les cibles de cette kinase (FIGURE 3-A).  

 SLAC1 (SLOW ANION CHANNEL-ASSOCIATED 1) est un canal anionique localisé au niveau de la 

membrane plasmique des cellules de garde (Negi et al., 2008; Vahisalu et al., 2008). 

SLAC1 est décrite comme étant induite par une augmentation de CO2 conduisant à 

(Cl- et malate2-) durant la fermeture des stomates (Negi et al., 2008). La kinase SRK2E/OST1/SnRK2.6 

phosphorylerait et activerait SLAC1 sous le contrôle de la phosphatase PP2C (Geiger et al., 2009; Lee 

et al., 2009). Cependant, la régulation de cette protéine membranaire ne serait pas assurée que par 

SRK2E, mais également par un autre type de kinases Ca2+ dépendante nommées CPK21 et CPK23 

(Geiger et al., 2010). Récemment, le modèle de la voie de signalisation "ABA dépendante" de 

SLAC1/CPK6 (kinase Ca2+ dépendante) au niveau des stomates a été proposé (FIGURE 3-B) (Brandt et 

al., 2012). La capacité de CPK6 à phosphoryler SLAC1 indique que les CPK peuvent suppléer les 

 suggérant que les deux familles de 

protéines kinases, dépendantes du Ca2+ et indépendantes du Ca2+, fonctionnent en parallèle in vivo. 

De plus, ABI1 (PP2C) serait capable de déphosphoryler directement SLAC1, suggérant ainsi une 

compétition entre cette phosphatase et CPK6 pour la (dé)phosphorylation de la partie N-terminale de 

SLAC1. Ce mécanisme pourrait constituer un contrôle supplémentaire des canaux anioniques de 

type S dans les cellules de garde. 

 KAT1 est un canal à influx de potassium (K+) retrouvé dans les cellules de garde chez 

Arabidopsis (Pilot et al., 2001) (Ichida et al., 

1997). La région C-terminale de cette protéine serait la cible de la kinase "ABA dépendante" SRK2E, 

qui phosphorylerait un résidu thréonine inhibant son activité. Ainsi, la fermeture des stomates 

(Sato et al., 2009). Comme SLAC1, des protéines kinases 

dépendantes du Ca2+ peuvent aussi activer ces canaux à K+ (Sato et al., 2010). 
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FIGURE 3  Schéma récapitulatif de la transduction du signal ABA dans les cellules de garde  

Umezawa et al. (2010) et Brandt et al. (2012) 

A- les stomates, et de la détection et la 

transduction du signal ABA dans les cellules de garde.    

B- via SRK2E et les protéines kinases Ca2+ 

dépendantes, régulées négativement par la phosphatase ABI1. 
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 Le rôle prépondérant des kinases dépendantes du Ca2+ 

membranaires est cohérent avec la fonction de messager secondaire du calcium dans la transduction 

garde. 

 
 

I.2.c et la régulation des gènes de réponses 

 

es réponses face à une contrainte hydrique, les plantes subissent 

préalablement une profonde ré-organis  grande majorité est 

sous le contrôle de Cependant, certains des gènes induits ne répondent pas à un apport 

, permettant de distinguer des voies dépendantes et indépendantes de  (FIGURE 

4).  gènes de réponse e contrainte hydrique va non seulement 

protéger la cellule des effets du stress, mais va aussi réguler la transcription des gènes impliqués 

dans la transduction du signal. Les produits de ces gènes peuvent être classés en deux groupes 

(Roychoudhury et al., 2013).  

 Le premier regroupe les gènes codant les enzymes clés de biosynthèse de solutés 

permettant ainsi leur accumulation lors du stress, ceux codant les transporteurs membranaires ou 

protéines des canaux à eau permettant les transports passifs ou actifs ceux codant les 

enzymes de détoxification permettant la protection et la stabilisation des structures cellulaires de la 

dessiccation et des dommages causés par les formes réactives de l  (ROS), ceux codant tout 

responsables du métabolisme des acides gras, comme des ferritines ou 

protéines de transfert des lipides, ou ceux autres protéines protectrices de macromolécules 

(LEA, Late Embryogenesis Abundant).  

 Le deuxième groupe rassemble des gènes codant des protéines de régulation de la 

transduction du signal de stress et de Facteurs de 

Transcription (FT), des protéines kinases (Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK), protéines 

kinases dépendantes du calcium, protéines récepteurs kinases  protéases. 

Les FT interagissent avec des éléments en cis dans la région promotrice des gènes de réponse, et 

régulent de fait  ces gènes de réponses secondaires. En effet, les gènes de réponse 

primaire sont les premiers à être transcrits (comme les FT), et ces derniers déclenchent, à leur tour,  

la transcription de gènes de réponse secondaire (FT ou autres). 

 

 

 

 



 

INTRODUCTION GÉNÉRALE 

 

 

37 

 

I.2.C.1   La voie dépendante de ABA 

 

Activation des facteurs de transcription bZIP par les kinases SnRK2 sans synthèse préalable 

nent ABRE 

(ABscisic acid Responsive Element), une séquence cis de 8 paires de bases  ACGTGG/TC . Par 

analyse de promoteurs de gènes de réponse, de nombreux motifs ABRE ont été identifiés. 

de ces gènes nécessite la présence de plusieurs éléments ABRE ou une combinaison de la séquence 

ABRE avec autres séquences appelées CE pour "Coupling Elements" notamment une séquence riche 

en GC. Les ABF (ABRE Binding Factor) et les AREB (ABA-Responsive Element Binding protein), 

capables de se fixer aux éléments ABRE/CE, ont été isolés par des criblages simple-hybride de levures 

en utilisant la séquence ABRE comme appât (Choi et al., 2000; Uno et al., 2000). Ces ABF/AREB sont 

des FT appartenant à la famille des bZIP, protéines basiques riches en résidus lysines et arginines, se 

fixent sur leur motif de reconnaissance, et forment des "Leucines Zippers" qui sont des motifs 

"Coiled-coil" de deux hélices alpha. Chez Arabidopsis, il existe 75 FT bZIP, dont 9 membres, classés 

dans le groupe A, sont des ABF/AREB (Jakoby et al., 2002). Il a été montré que la surexpression 

d ABF2/AREB1 est corrélée avec une tolérance à la sécheresse des plants mutants (Fujita et al., 2005). 

stress est réprimée dans le triple mutant areb1, areb2, abf3, et semble indiquer un contrôle direct ou 

indirect de l s gènes de LEA, de PP2C (phosphatase essentielle présentée précédemment) 

et de facteurs de transcription par ces trois FT (Yoshida et al., 2010). les facteurs 

ABF/AREB bZIP sont phosphorylés et cette modification post-traductionnelle est suffisante pour leur 

activation (Uno et al., 2000; Furihata et al., 2006). En ce sens, plusieurs études in vitro et in planta 

ont permis de dégager les protéines kinases SnRK2 notamment SRK2D/E/I comme principaux 

régulateurs des facteurs ABF/AREB bZIP  ces phosphorylations nécessaires à leur 

activation (Furihata et al., 2006; Fujita et al., 2009). 

 

Activation de la synthèse d   

de la voie "ABA dépendante" nécessite au préalable 

la synthèse de novo de protéines et notamment de facteurs de transcription qui jouent ainsi un rôle 

tardif dans les réponses de la plante face au stress. 

 

-Les facteurs de transcription NAC- 

Chez Arabidopsis, les FT appelés NAC pour NAM (NO APICAL MERISTEM), ATAF (ARABIDOPSIS  

TRANSCRIPTION  ACTIVATION  FACTOR), et CUC2 (CUP-SHAPED COTYLEDON), jouent un rôle dans 

de  (Fujita et al., 2004). Ces cibles 
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sont par exemple le gène RD20 et un gène codant une glyoxalase (Fujita et al., 2004). Cependant, ces 

FT seraient eux-mêmes synthétisés via la voie de signalisation "ABA dépendante", alors qualifiés de 

gènes de réponse primaire. De fait, quatre séquences de reconnaissance similaires au motif ABRE 

(ex : ACACGTGTCA) ont été retrouvées dans les promoteurs du gène RD26 (qui code une des 

protéines NAC) et serait induit lors de contraintes hydrique et saline, et ABA 

(Fujita et al., 2004), ainsi que trois autres représentants de ces FT (ANAC019, ANAC055, and 

ANAC072) (Tran et al., 2004). Dans les promoteurs de leurs gènes cibles, ces FT se fixeraient aux 

sites de reconnaissance NAC (NAC-SR) et induiraient leur transcription sous des conditions de 

contrainte hydrique. 

 

-Les facteurs de transcription MYC/MYB- 

Les FT appartenant à la famille MYC/MYB participent également à la régulation de gènes qui 

permettent aux plantes de faire face à la déshydratation. Par exemple, chez Arabidopsis, ce type de 

FT, dont AtMYC2 (ou RD22BP1) et AtMYB2, expression du gène RD22. Cependant, 

contrairement aux FT ABF/AREB de type bZIP, ces FT MYC/MYB sont synthétisés sous des conditions 

de contrainte osmotique, ce qui fait  des gènes de réponse primaire qui régulent la 

transcription de gène de réponse secondaire. Dans le promoteur de RD22, les sites de reconnaissance 

MYC (MYC-SR) et MYB (MYB-SR) fonctionnent comme des éléments en cis impliqués dans 

e face à la déshydratation. Les deux FT MYC et MYB se fixent respectivement 

aux éléments cis CACATG et TGGTTAG et coopèrent pour déclencher son activation (Abe et al., 

1997; 2003).  

 

I.2.C.2  La voie indépendante de  

 

des gènes de réponse induits un déficit hydrique a permis de mettre en 

"ABA indépendante" (Shinozaki & Yamaguchi-Shinozaki, 1997) 

(FIGURE 4). Les promoteurs de ces gènes présentent des éléments de réponse cis appelés DRE pour 

"Dehydratation-Responsive Elements", connus également sous le nom de CRT/DRE pour Cold 

Responsive Elements" ou C/DRE pour "C-repeat". Cette boîte se caractérise par les 9 pb 

 TACCGACAT , et a été identifiée la première fois dans le promoteur du gène RD29 

(Yamaguchi-Shinozaki & Shinozaki, 1994). Les facteurs de transcription appartenant à la famille 

ERF/AP2 capables de se fixer sur ces éléments DRE ont été identifiés et isolés, on les appelle CBF pour 

"C-Repeat DRE Binding Factor"/DREB1 et DREB2 pour "DRE Binding factors" (Yamaguchi-Shinozaki 

& Shinozaki, 2005). Les protéines CBF/DREB1, constituent une famille composée de cinq membres. 

Ceux-ci seraient majoritairement impliqués dans la résistance des plantes au froid 
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DREB1D et DREB1F (Roychoudhury et al., 2013). Les gènes DREB2, quant à eux, sont induits lors de 

déshydratation et e à la 

sécheresse (Liu et al., 1998). 

Parallèlement à cette voie, il existe 

et non pas après un traitement froid suggérant ainsi une autre voie indépendante de  (FIGURE 4). 

Le gène ERD1  (EARLY RESPONSIVE TO DEHYDRATION) serait un de ces gènes et verrait son expression 

contrainte hydrique, un traitement au NaCl ou une sénescence mais pas 

(Nakashima et al., 1997). Deux éléments en cis seraient 

impliqués dans e ce dont - reconnu 

par les protéines NAC également (présentées précédemment) -

les protéines ZFHD (Zinc Finger HomeoDomain). Les protéines NAC agiraient comme des 

régulateurs transcriptionnels en synergie avec les protéines ZFHD pour permettre la transcription 

ERD1 (Roychoudhury et al., 2013). 

 

I.2.C.3   Interconnexion des voies dépendante et indépendante de  

 

Les voies dépendante et indépendante de  agissent en parallèle, mais peuvent également 

interagir en synergie pour coordonner la régulation de certains gènes. 

RD29A, capable de répondre à de multiples stimuli (froid, 

déshydratation, NaCl, ABA). Le promoteur de ce gène contient trois éléments de réponse DRE 

reconnus par DREB1A et 2A, et un élément ABRE reconnu par deux protéines AREB, AREB1 et 2 

(Narusaka et al., 2003), ce qui suggère une régulation "ABA dépendante et indépendante" de ce gène. 

Ces auteurs ont montré RD29A dépend de la synergie entre les FT 

AREB et DRE, et que leurs effets sont ainsi cumulés dans cette activation. 

pas requis pour le recrutement de FT au niveau des éléments DRE, il peut être essentiel pour une 

activation complète des gènes, dont le promoteur est constitué de boîtes DRE et ABRE. Narusaka et 

collaborateurs (2003) ont également suggéré que les éléments DRE pourraient être des séquences CE 

(Coupling Elements) des éléments ABRE, et que ces deux séquences de reconnaissance seraient 

RD29 sous diverses conditions de stress. 

  

Il a également été rapporté que la synthèse de certains FT DREB 

"ABA indépendante". DREB1D/CBF4, FT se 

fixant sur un élément DRE, est induit par une contrainte hydrique (Haake et al., 2002). La 

surexpression de se à la contrainte hydrique et au 

froid qui contiennent dans leurs promoteurs des éléments cis DRE (Knight et al., 2004). 
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Nous avons également vu que les protéines NAC joueraient un rôle dans la voie 

indépendante , en contrôlant la transcription du gène ERD1, et la voie dépendante  

en se fixant sur les promoteurs de nombreux gènes de réponses au stress déshydratation.   

 

 

 
FIGURE 4  Schéma récapitulatif des voies dépendante et indépendante  
Modifiée Roychoudhury et al. (2013) 

transcription de type ABF/AREB ou la synthèse (S) des fac

gènes de réponse sont régulés via une voie indépendante de cription DREB2 ou 

NAC/ZDHD. Cependant, des interconnexions de voies existent comme illustré ici par DREB1D/CBF4, dont la 

et qui active des gènes de réponse indépendamment de cette phytohormone. 

cis et le nom des gènes régulés sont indiqués. 

 
 

 

Ainsi, les plantes organismes vivants contraints aux 

changements de conditions environnementales, doit percevoir et répondre rapidement et de manière 

adaptée à tout un panel de facteurs limitants ). Une fois le 

stimulus détecté, le signal 

la réponse. Ce qui implique une amplification et une transmission du signal par des systèmes de 

relais ponse.  

La phosphorylation des protéines est une des principales stratégies chez les organismes 

. Ce sont 

les protéines kinases et phosphatases qui sont en charge d
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-mêmes régulées par de nombreuses molécules "signal" (calcium, 

hor La phosphorylation des protéines ue dans 

la majorité des cas au niveau de résidus sérine ou thréonine, néanmoins elle peut également mettre 

en jeu des résidus tyrosine, histidine et aspartate. Il existe de nombreuses voies impliquant des 

transferts de phosphate de protéines à protéines, qui diffèrent cependant dans leurs modes de 

transfert. En effet, les voies de MAP kinase (Mitogen Activated Protein kinase) impliquent en général 

une activation successive de plusieurs kinases par phosphorylation nécessitant à chaque étape une 

ies, les relais de phosphorylation impliquent, 

selon un schéma simple, une étape initiale par une kinase et des transferts de 

phosphate entre un résidu histidine et un résidu aspartate. 

 

 IMPLICATION DES RELAIS DE PHOSPHORYLATION DE TYPE HISTIDINE/ASPARTATE DANS II.

LA PERCEPTION ET LA TRANSDUCTION DE SIGNAUX 
 

Les relais de phosphorylation de type histidine/aspartate sont des systèmes de signalisation 

retrouvés chez les procaryotes et les eucaryotes, unicellulaires ou pluricellulaires comme 

Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Candida albicans, Neurospora crassa, 

Dictyostelium discoideum et également au sein des chlorobiontes comprenant les algues et les 

plantes supérieures. Le système à deux composants, le plus classique et très présent chez les 

procaryotes, fait intervenir un seul transfert de phosphate entre deux partenaires. Chez les 

eucaryotes et certains procaryotes, ces systèmes se sont complexifiés en systèmes appelés 

phosphorelais multiple ou relais multiple de phosphate faisant intervenir des partenaires 

additionnels impliquant donc des transferts de phosphate supplémentaires. 

 

II.1  Les relais de phosphorylation chez les procaryotes 

 

Les procaryotes représentent la forme de vie la plus ancienne sur terre et la plus efficace en 

habitats, pouvant vivre sous la forme 

 unicellulaires, parasites ou encore symbiotiques. Contraints par leur faible mobilité 

aux fluctuations de leur environnement, ils doivent détecter une grande variété de signaux externes 

et internes, et réguler en conséquence des réponses  s 

métaboliques classiques (azote acclimatations comportementales plus complexes 

impliquant le chimiotactisme 

Cela leur demande une gestion de différents paramètres environnementaux, informations reçues et 
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traitées pour la mise en place une réponse qui assurera leur viabilité malgré la variation subie. 

Dans la plupart des cas, les réponses cellulaires se manifestent au niveau génétique 

signal reçu avec une modification de profil ssion des gènes exprimés.  

 

Chez les procaryotes, la majorité des systèmes de transduction des signaux consiste en une 

(système à une composante). Ces systèmes auraient évolué en système à deux composants (TCS), 

constituant également une voie majeure de la transduction du signal chez les organismes 

procaryotes (Ulrich et al., 2005), composé de deux types de protéines : les récepteurs histidine kinase 

membranaires (HK) et les régulateurs de réponses cytoplasmiques (RR) (Stock et al., 2000). Il repose 

sur un transfert de phosphate entre ces deux éléments conservés (FIGURE 5). Pour schématiser, le 

récepteur perçoit les signaux, et phosphoryle au niveau d un résidu histidine. Il transmet alors 

le phosphate à un résidu aspartate du RR qui va subir un changement conformationnel devenant 

ainsi actif et pourra alors orchestrer la réponse cellulaire. 

 

 
 

 
FIGURE 5 - Organisation du système à deux composants chez les procaryotes 

Gao et al. (2009) 

Le système à deux composants se caractérise par un transfert de phosphate entre le résidu histidine du 

domaine catalytique (contenant les boîtes hautement conservées : H, N, G1, F et G2)  des 

domaines DHp et CA, et le résidu aspartate conservé du domaine receveur (REC) du RR afin de répondre, grâce 

au domaine effecteur du RR (DE), à toute une variété de stimuli. Ils sont détectés par le domaine senseur (DS) 

, protéine enchâssée dans la membrane par deux passages (ou hélices ) transmembranaires (TM).  
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II.1.a   Partenaires des systèmes à deux composants 

 

II.1.a.1   Le récepteur  

 

Les histidines kinases (FIGURE 5) sont typiquement composées en partie N-

domaine senseur (DS), bordé par deux régions transmembranaires (TM), capable de détecter une 

grande variété de signaux (petites molécules, lumière, pression de turgescence, modification de la 

- module transmetteur de phosphate hautement conservé. 

Présent dans 31% des HK, le domaine HAMP (conservé parmi les Histidine kinases, Adenylyl cyclases, 

Methyl-accepting proteins, Phosphatases) est primordial dans le mécanisme de transmission de 

l ur. La partie transmettrice 

de phosphate est constituée du domaine DHp (Dimerization Histidine containing 

phosphotranfer domain) contenant le site de phosphorylation i.e. le résidu histidine conservé et du 

domaine CA (Catalytic ATP binding domain) renfermant les boîtes N, G1, F, G2. Ce dernier domaine 

groupement phosphate au domaine DHp. Dans la majorité des cas, la formation d un dimère réalisée 

par le domaine DHp, contenant une région "coiled-coil -à- -enroulées, est 

fondamentale pour le fonctionnement des HK engendrant ainsi classiquement une phosphorylation 

en trans u histidine conservé du domaine 

. Ceci a été montré expérimentalement pour plusieurs senseurs 

notamment EnvZ (Cai & Inouye, 2003). Biochimiquement, les HK catalysent trois types de réactions 

de transfert de phosphate : leur propre 

phosphorylation du RR (du résidu histidine au résidu aspartate) et la déphosphorylation du RR (au 

niveau du résidu aspartate) (Stock et al., 2000).  

 

de leurs domaines et leurs topologies, une classification des HK en 

trois groupes majeurs est possible (Mascher, 2006). Le premier groupe, le plus vaste, regroupe les HK 

présentant un domaine senseur extra-cytoplasmique encadré par deux hélices transmembranaires, 

capable de détecter des signaux externes (nutriments ou substances solubles présentes dans son 

environnement). Le deuxième groupe, quant à lui, rassemble les HK avec un domaine senseur 

cytoplasmique détectant les signaux internes (solutés cytoplasmiques, signaux provenant du 

. Les HK peuvent être dépourvues de domaine extracellulaire mais possèdent dans ce 

cas des hélices qui, enchâssées dans la membrane, sont spécialisées dans la détection de stimuli 

associés à la membrane (pression de turgescence, stress mécanique, gradients électrochimiques), 

constituant ainsi le troisième groupe.  
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P  codent des histidine kinases 

hybrides, qui présentent à la fois un domaine donneur de phosphate classique et un domaine 

receveur de phosphate avec un résidu aspartate conservé, constituant ainsi à elles seules un système 

à deux composants (Schaller et al., 2011).  

 

 

II.1.a.2   Les régulateurs de réponse 

 

Les régulateurs de réponse (FIGURE 5) possèdent un domaine receveur N-terminal conservé 

appelé REC et un domaine effecteur variable en partie C-terminale.  

 

 Le domaine receveur (REC)  environ 120 résidus et existe en équilibre entre deux 

conformations limites, une dite "active" et une dite "inactive" en fonction de son état de 

phosphorylation. En effet, le domaine REC catalyse le transfert du groupement phosphate provenant 

phosphorylé, on retrouve principalement la forme "inactive", et la phosphorylation provoque un 

changement de conformation du REC aboutissant à la stabilisation de la forme "active" (Gao & Stock, 

2009)

du domaine effecteur du RR en fonction de son état de phosphorylation. Dans 15% des cas, le 

domaine effecteur est absent chez certains RR bactériens comme CheY (chimiotaxie) (Appleby et al., 

1996) et Spo0F (Sporulation) (Varughese, 2005).  

 

Cependant, quand il est présent, le domaine effecteur peut effectuer différentes fonctions : 

 La grande majorité des RR (63%) fonctionnent comme des facteurs de transcription présentant 

DBD) en partie C-terminale (Gao & Stock, 2009). En se basant 

sur leur DBD, une classification des RR facteurs de transcription en trois groupes majeurs est 

possible dont les représentants respectifs sont OmpR, NarL et NtrC.  

 Le domaine effecteur de certains RR peut également présenter une unité enzymatique comme 

CheB qui présente une activité méthylestérase dans la voie de transduction conduisant au 

chimiotactisme chez E. coli (Simms et al., 1985).  

 Une petite minorité de RR agissent par fixation sur des ARN ou régulent leurs cibles par 

interaction protéine-protéine (Gao & Stock, 2009).  
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II.1.b  Exemples de voies de signalisation : des systèmes basiques aux systèmes plus  

complexes 

  

 Les bactéries présentent en moyenne de 10 à 30 systèmes de transduction du signal. Elles 

peuvent posséder des systèmes classiques à deux composants représentés par un couple HK/RR 

spécifique. Cependant, ce schéma classique linéaire de voie de signalisation peut présenter des 

variations. En effet, une HK peut phosphoryler plusieurs RR ou plusieurs HK peuvent réguler un seul 

RR ou plusieurs. Certaines bactéries détiennent également des systèmes plus complexes et rares, 

tels que des HPt (Histidine containing Phosphotransfer protein), ce 

qui signifie des transferts de phosphate supplémentaires.  

 

Le système à deux composants EnvZ/OmpR (FIGURE 6-A), dit basique  joue un rôle dans la 

HK EnvZ détecte les changements 

 en trans et transmet le phosphate 

OmpF et OmpC. -

osmolarité, le gène OmpC sera exprimé, et inversement la protéine OmpF sera produite en condition 

-osmolarité. Ces protéines sont des porines, qui diffèrent par la taille de leurs diamètres, et 

ajusteront donc le taux de diffusion des osmolytes au travers de la membrane plasmique en fonction 

 (Wurgler-Murphy & Saito, 1997).  

 

 de systèmes plus complexes  (FIGURE 6-B), impliquée dans les 

processus de chimiotaxie, peut phosphoryler deux RR différents : CheY et CheB. Dans ce système, 

Methylated 

Chemotaxis Protein) qui détecte le signal, qui est 

CheW (Bourret & Stock, 2002). Une fois phosphorylée, CheY interagit avec des complexes de 

flagelles moteurs permettant ainsi à la bactérie de se mouvoir. Cette voie de signalisation possède des 

-régulation assurés notamment par deux protéines CheZ et CheB : la protéine CheZ 

déphosphoryle le RR, CheY, et la protéine CheB, qui possède une activité méthyl-transférase, retire le 

groupement méthyl du récepteur MCP.  

 

Le RR Spo0F (FIGURE 6-C) de Bacillus subtilis impliqué dans la sporulation de la bactérie, 

quant à lui se retrouve en aval de cinq HK différentes KinA-KinE capables de le phosphoryler. Ce 

système est un relais multiple de phosphate : le phosphate va être transféré successivement des HK 

au résidu aspartate de Spo0F,  Spo0B (résidu histidine), puis au RR final Spo0A (résidu 

aspartate)  (Appleby et al., 1996).  
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La FIGURE 6-D illustre un exemple de voie de signalisation dans laquelle le stimulus est perçu 

par deux HK et acheminé vers deux RR. Lors de la respiration par anaérobie, les deux HK 

homologues NarX et NarQ contrôlent s par le 

nitrate/nitrite  homologues NarL et NarP (Rabin & Stewart, 1993). 
 

 
FIGURE 6  Exemples de différents systèmes de transduction des signaux chez les bactéries 

A-VOIE DE SIGNALISATION ENVZ/OMPR. 
groupement phosphate est transféré au RR OmpR. En fonction de son état ragit 

pas de la même façon avec les promoteurs des gènes OmpF et OmpC. 
B-VOIE DE SIGNALISATION CHEA/CHEY-CHEB. e dans la chimiotaxie est capable de 

phosphoryler deux RR différents. CheY qui une fois phosphorylé interagit avec les complexes de flagelles 

moteurs, et CheB, qui régule sa propre voie de signalisation. 

C-VOIE DE SIGNALISATION KINA/SPOOA. Les cinq HK KinA, B, C, D, E impliquées dans la sporulation induisent le 

transfert de phosphate vers un RR commun Spo0A. Ce système, plus complexe, correspond à un transfert 

multiple de phosphate est transmis successivement au résidu 

aspartate de Spo0F puis au résidu histidine de Spo0B. 

D-VOIE DE SIGNALISATION NARQ-NARX/NARL-NARP. Les deux HK homologues NarQ-NarX sont capables de 

détecter le nitrate ou le nitrite dans le milieu extérieur, et transférer le signal phosphate à deux RR également 

homologues NarL-NarP qui activeront les gènes de réponse. 
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II.1.c  Spécificité entre les partenaires du transfert de phosphate  

 

Compte tenu du nombre et du haut degré de similitude 

famille de molécules signal HK ou RR (conservation des domaines DHp et REC), des phosphorylations 

sont rapportés dans la bibliographie (Laub & Goulian, 2007). Ces 

ies de transduction des signaux peuvent altérer la spécificité de 

transduction des signaux, et donc court-circuiter les voies de réponse induisant une réponse erronée 

par rapport au signal perçu. Cependant, ces phénomènes sont rares chez les bactéries, et le contrôle 

de la spécificité des voies est assuré par des mécanismes clés comme la reconnaissance moléculaire, 

reconnaître spécifiquement parmi les protéines présentes. Ces aspects qui seront développés dans la 

section II.2.b.5, témoignent des stratégies de une spécificité dans les voies de signalisation 

chez les bactéries, straté er chez les plantes.  

 

II.2   Les relais de phosphorylation chez les eucaryotes 

 

Chez les eucaryotes, chez qui les phosphorelais de type histidine/asparate sont retrouvés 

(hormis dans le règne animal), une adaptation de ce système la 

compartimentation cellulaire a été nécessaire pour permettre la transduction des signaux y 

liaison spatiale entre les HK et les RR nucléaires. Dans 

ces systèmes, les premiers protagonistes sont tous des HK hybrides, qui possèdent à la fois un 

domaine donneur et un domaine receveur de phosphate dans la même molécule. Il faut cependant 

noter que, par rapport à ce qui existe chez les procaryotes, de nombreuses caractéristiques 

structurales et fonctionnelles de ces systèmes sont conservées, notamment la structure des domaines 

fonctionnels (Horak et al., 2011) 

une phosphorylation en trans puisse avoir lieu (Wolanin et al., 2002). 

 

Les cellules eucaryotes végétales auraient hérité des systèmes de relais multiple de 

phosphorylation, , ils assuraient la fonction de différenciation des 

hétérocystes, cellules capabl  (Fan et al., 2006). Certains domaines 

fonctionnels trouvés dans les HK chez les plantes, notamment les domaines CHASE 

(Cyclases/Histidine kinases Associated Sensory Extracellular domain, impliqué dans la fixation des 

cytokinines) et les domaines s dans le génome des 

cyanobactéries (Horak et al., 2011). Néanmoins, ils assurent des fonctions différentes chez ces 
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, chez les eucaryotes, des voies de signalisation héritées 

des organismes procaryotes 

molécules impliquées dans ces voies de signalisation (HK, HPt, RR) serait en outre corrélé au degré de 

au mode de vie terrestre (FIGURE 7) (Pils & Heyl, 2009).  

 

 
FIGURE 7  Evolution du nombre de membres des molécules impliquées dans les phosphorelais de 

type histidine/aspartate  
Pils & Heyl (2009) 

Le nombre de membres de chaque famille de molécules impliquées dans ces voies de signalisation par 

organisme est indiqué dans les pastilles qui les schématisent. Les HK (Histidine Kinase) récepteurs des CK 

(cytokinines) sont représentées en vert, les HPt (Histidine containing Phosphotransfer) en orange, les RR 

(Régulateur de Réponse) en violet. La taille des pastilles est proportionnelle à ce nombre. Chlamydomonas 
reinhardtii a été choisi comme représentant des algues, Physcomitrella patens comme représentant des 

bryophytes, et Arabidopsis thaliana et Populus sp. comme représentants des angiospermes. 

 

II.2.a   smo-adaptation chez Saccharomyces cerevisiae 

 

II.2.a.1   La voie de transduction HOG  

 

Dans 

osmotiques. U osmolarité externe conduit  intracellulaire et 

une diminution du volume cellulaire, ce qui perturbe la croissance cellulaire. Pour faire face à ces 

conditions, les levures vont synthétiser au niveau intracellulaire un osmo-protecteur, le glycérol. Ces 

évènements sont dirigés par la voie HOG (High Osmolarity Glycerol) qui adaptation de la 

cellule (Saito & Posas, 2012) notamment grâce à une MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase), 
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Hog1p. La cascade HOG1 MAPK est régulée en amont par deux voies indépendantes, SHO1 et SLN1 

(FIGURE 8) converge vers une MAPK Kinase commune 

appelée Pbs2p p (Maeda et al., 1994; 1995).  

 

La voie Sho1p/Ste11p/Pbs2p 

La voie SHO1 est contrôlée par deux osmosenseurs transmembranaires putatifs, Msb2p et 

Hkr1p, protéines très glycosylées possédant un seul passage transmembranaire (Tatebayashi et al., 

2007). Une autre protéine transmembranaire intervient dans cette voie, Sho1p, longtemps 

considérée comme osmosenseur (Maeda et al., 1995). A ce jour, elle apparaît comme un élément de 

recrutement de plusieurs protéines, nécessaire à la transduction du signal à la surface de la cellule, 

notamment au niveau des pôles de croissance cellulaire (Reiser et al., 2003). Elle est constituée de 

ine cytoplasmique SH3 (SRC Homology 3 domain) 

qui lui permet p (Posas et al., 1998). -osmotique, Pbs2p 

est recrutée à la membrane et va se placer à proximité de deux kinases Ste20p et Cla4p (associées à 

une protéine G) et de la MAPKK kinase Ste11p (Reiser et al., 2000). Après la phosphorylation de 

Ste11p (MAPKKK) par Ste20 et/ou Cla4, celle-ci est activée et phosphoryle Pbs2p (MAPKK), qui 

Hog1p (MAPK) alors activée (Saito & Posas, 2012) (FIGURE 8). 

 

La voie Sln1p/Ypd1p/Ssk1p 

La voie SLN1 est sous le contrôle du récepteur Sln1p, le premier élément de ce phosphorelais 

 et d  cytoplasmique, Ssk1p. Sln1p se 

compose de deux régions transmembranaires qui borne un domaine extracellulaire, localisant ainsi 

ce récepteur au niveau de la membrane plasmique (Maeda et al., 1994; Posas et al., 1996; Reiser et 

al., 2003). Le domaine cytoplasmique possède à la fois un domaine donneur et receveur de 

phosphate, faisant de Sln1p une HK dite hybride -à-  système 

à deux composants. Actuellement, les mécanismes de détection des stimuli en faveur de 

ou de mal connus. Sln1p semble répondre à des changements de 

pression de turgescence, dus exercée par 

intracellulaire sur la paroi de la cellule de la levure. Des mutants fps1p, protéine impliquée dans 

glycérol intracellulaire, présentent (Tao et 

al., 1999) ait à un déséquilibre osmotique par accumulation 

de glycérol dans la cellule et provoquerait une augmentation de la pression de turgescence par 

Inversement, il a également été montré  réduction de la 

turgescence de la cellule traitée par un antibiotique fongique (nystatine) ou par action enzymatique 

la perméabilité membranaire et diminuant le 
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volume cellulaire), cause de Sln1p et par conséquent une 

p (Reiser et al., 2003). Plus récemment, il a été montré que la 

présence de la mannoprotéine Ccw12 (protéine membranaire périphérique), attachée à la 

membrane plasmique par une ancre GPI (Glycosyl Phosphatidyl Inositol) aurait un rôle dans 

 (Shankarnarayan et al., 2008). Sln1p serait capable de détecter la présence ou 

cette protéine en interaction covalente avec des constituants de la paroi. Plus 

récemment, il a été montré que Sln1p serait localisé au niveau de radeaux lipidiques membranaires, 

composés principalement de sphingolipides et de stérols. Cette association permettrait au récepteur 

de constituer des dimères et par ce biais de conduire efficacement le signal phosphate à ces 

partenaires situés en aval 

baisse du taux de sphingolipides, la localisation de Sln1p dans les radeaux serait perturbée, 

aboutissant ivation de Sln1p à activation de 

la voie HOG (Tanigawa et al., 2012). Ces résultats suggèrent que le stress osmotique pourrait être 

perçu par les levures via des changements des propriétés structurales et physiques des radeaux 

ce qui 

serait en accord avec des travaux antérieurs révélant une sensibilité du récepteur à la fluidité 

membranaire (Hayashi & Maeda, 2006; Panadero et al., 2006).  

 

Ainsi, le récepteur Sln1p se caractérise par  

  Dans les levures en conditions "normales" de croissance, Sln1p a une activité kinase dite 

"modérée" ou basale, nécessaire à la viabilité des levures. La fonction kinase de Sln1p nécessite la 

(Ostrander & Gorman, 1999; Tao et al., 2002) et la trans-phosphorylation de 

chaque monomère sur le résidu histidine conservé (His 576). Le phosphate est ensuite transféré 

sous-unité, à Ypd1p 

(His 64), puis au RR Ssk1p (Asp 554) (Posas et al., 1996). Ssk1p phosphorylé correspond à la forme 

inactive la voie de MAPK en aval (Posas & Saito, 

1998).  

  -osmolarité, l  conduisant à 

la forme non phosphorylée de Ssk1p (Ssk1p-OH) (Maeda et al., 1994; Posas et al., 

1996). Le RR, actif, est ainsi capable de contrôler l activation de Ssk2p/Ssk22p MAPKKK en se fixant à 

leurs domaines de régulation en partie C-terminale (Posas & Saito, 1998).  

  - ce 

qui conduit d  la voie HOG

protéine RR, le facteur de transcription Skn7p (abordée en PARTIE 2). 
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 Chez des souches mutantes sln1  ypd1 , dans lesquelles Ssk1p ne peut plus être 

phosphorylée, la voie HOG est alors activée de manière constitutive même sans stress osmotique 

(Maeda et al., 1994; Posas et al., 1996), ce qui devient létal pour la levure. La forme non 

phosphorylée de Ssk1 (Ssk1p-OH) étant requise  

osmotique, le système doit réduire à son niveau minimal le pool Ssk1p-OH en absence de contrainte 

ce qui évite alors une activation anormale de la voie HOG. Cependant, la forme phosphorylée du RR 

est chimiquement instable et facilement hydrolysable. En effet, la demi-vie in vitro de Ssk1p~P est 

(Janiak-Spens et al., 2000). De la même façon, après un stress osmotique, le 

pool de Ssk1p-OH doit rapidement être réduit pour éviter toute activation excessive du système.  
 

Pour prévenir ces activations inopportunes, plusieurs stratégies sont potentiellement utilisées.  

 Ypd1p est capable en condition in vitro la demi-vie du Ssk1p~P à 

environ 40 heures (Janiak-Spens et al., 1999) grâce à plexe stable entre 

Ypd1p et Ssk1p~P, qui stabilise la forme phosphorylée (Janiak-Spens et al., 2000).  

 De plus, il a été montré que la fonction de Ssk1p est double vis-à-vis de Ssk2p à savoir un rôle 

inhibiteur et activateur (Horie et al., 2008). En effet, le rôle de Ssk1p serait directement associé à la 

formation de dimère et plus particulièrement à la nature du dimère formé. Ssk1p possède trois 

dimères différents en fonction de son état de phosphorylation : Ssk1p~P/Ssk1p~P, Ssk1p~P/Ssk1p-OH 

et Ssk1p-OH/Ssk1p-OH. En conditions normales, le dimère Ssk1p~P/Ssk1p~P dominerait. En outre, la 

présence éventuelle de formes résiduelles Ssk1p-OH serait neutralisée et donc inhibée par la 

formation du dimère stable Ssk1p~P/Ssk1-OH. Les auteurs considèrent que si 10% de Ssk1p se 

déphosphorylent, seulement 1% des dimères Ssk1 seront -à-dire 

déphosphorylés. En conditions de stress osmotique, seuls les dimères doublement déphosphorylés 

Ssk1p-OH/Ssk1p-OH pourraient activer les dimères 

Ssk2p se produit seulement si une quantité importante de Ssk1p est déphosphorylée, ajoutant ainsi 

 

 Enfin, le système de dégradation ubiquitine/protéasome est également impliqué dans le 

contrôle de Ssk1p-OH. Sa fonction principale dans cette voie serait de réguler négativement la voie 

après stimulation par un stress osmotique en ramenant Ssk1p-OH à un taux basal minimum. En 

effet, Sato et ses collaborateurs (2003) ont montré que Ssk1p-OH est plus rapidement dégradé que 

Ssk1p~P in vitro. Après stimulation de la voie, la protéine Ssk1p-OH marquée par le complexe 

Ubc7p/E2 et E3 au niveau de la surface du réticulum endoplasmique serait ainsi conduite au 

protéasome 26S pour être dégradée.  

 

 Cependant, en condition de contraintes osmotiques, la voie HOG doit être activée en 

quelques minutes afin que la levure réponde rapidement. Les mécanismes de contrôle doivent donc 
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permettre malgré tout Ssk1p-OH. Il a été montré que des 

nt diminution de la demi-vie de 

Ssk1p~P (Kaserer et al., 2009). Cependant, la vitesse de la réponse demeure rapide (observée après 2 

minutes de stress) et laisse entrevoir  , comme par 

exemple s qui est soupçonnée.  
 

 Après accumulation de Ssk1p non phosphorylé, la voie HOG sera donc active via 

Ssk2p/Ssk22p et aboutira à la phosphorylation de la protéine Hog1p via la MAPKK Pbs2p. 

 

Le contrôle de la synthèse de glycérol par Hog1p 

Un fois phosphorylée  voie, la protéine Hog1p peut être transportée dans 

le noyau (Ferrigno et al., 1998; Saito & Posas, 2012)

gènes de réponse (Alepuz et al., 2001; Mas et al., 2009). Le rôle prépondérant de la voie HOG dans 

-ada  utile à un réajustement 

osmotique par (Saito & Posas, 2012). Le glycérol est produit à partir 

du di-hydroxy-acétone-phosphate en deux étapes, catalysées  : la glycerol-

3-phosphate déshydrogenase et la glycerol-3-phosphatase. Le contrôle de Hog1p dans 

à différents niveaux (Hohmann, 2009) :  

 Dans  :  

-codant les enzymes impliquées dans la voie de biosynthèse du glycérol 

- tion du glycérol contenu dans le milieu 

externe 

    Dans de protéines : 

- participant à la transformation du glucose en glycérol intracellulaire 

- constituant des canaux exportateurs de glycérol.  

 

 

II.2.a.2   Activation de la voie Sln1p/Ypd1p/Skn7p 

 

Comme abordé précédemment, Ypd1p est capable de transférer son phosphate non 

seulement à Ssk1p mais également à Skn7p. Contrairement au RR cytoplasmique Ssk1p qui interagit 

physiquement avec une MAPKKK de la cascade de réponse HOG1, Skn7p est un facteur de 

transcription nucléaire qui régule la transcription via la fixation de son DBD (DNA Binding Domain) 

-osmolarité des cellules et des changements 

des propriétés physiques de la paroi (contraintes entrainant un affaiblissement ou une rénovation de 
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plasmique et qui compose la paroi de la levure, serait particulièrement liée aux changements subis 

au niveau de la paroi (Shankarnarayan et al., 2008). Lorsque Ccw12 est absente ou en quantité 

t maintenue, permettant ainsi une activation par 

gènes de réponse spécifiques dont OCH1, qui code une mannosyltransférase, enzyme de la N-

glycosylation de protéines membranaires ou de sécrétion, et NCA3 qui code une protéine de la paroi 

impliquée dans la septation de la levure. Skn7p travaillerait donc en parallèle avec la voie de 

transduction MAPK/Pro

en réponse aux signaux extracellulaires (Fassler & West, 2011). 

 

 
FIGURE 8  S. cerevisiae  

 Fassler & West (2011) 

En conditions normales de croissance des cellules, 

-

changements affectant la paroi cellulaire activant ainsi la voie Sln1p/Ypd1p/Skn7p. Un transfert successif de 

phosphate est observé entre ces trois protéines aboutissant à la phosphorylation de SKn7p qui déclenche la 
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transcription de gènes de réponse impliqués dans la régulation de  

Un stress hyper- aintes qui entrainent une perte de turgescence des cellules 

 :  

La voie Sln1p/Ypd1p/Ssk1p 

accumulation de Ssk1p non phosphorylé se 

aboutissant à la phosphorylation de Hog1p. 

La voie Sho1p/Ste11p/Pbs2p : la contrainte détectée par les deux osmosenseurs Hkr1 et Msb2 entraine la 

utée à la membrane, Ste20p et Cla4p associées à une 

protéine G, Cdc42p, et la MAPKKK Ste11p, aboutissant à la phosphorylation de Hog1p via Pbs2p.  

osmotique et notamment la synthèse de glycérol.  
Les résidus histidine et aspartate sont notés par H et D respectivement. Les transferts des groupements phosphate (orange) 

de protéines en protéines sont symbolisés par des flèches ou traits discontinus. Les flèches en trait plein indiquent des 

mouvements des protéines dans le noyau de la cellule. 

 

II.2.b  Les phosphorelais multiples des cellules végétales 

 

Chez les plantes, le relais multiple de phosphate impliquant, comme chez S. cerevisiae, un 

récepteur HK, des HPt et des RR, joue un rôle primordial dans la transduction des signaux exogènes 

et endogènes. Ces partenaires du phosphorelais multiple sont très conservés chez plusieurs espèces 

de plantes et ont été identifiés, notamment chez Arabidopsis, Zea mays, Oryza sativa, Glycine max, 

Lotus japonicus, Populus (TABLEAU 1). 

Contrairement aux systèmes bactériens, possédant un couple de réponse HK/RR 

spécifique à un signal donné, la r de 

phosphorelais multiple a été suggérée comme une caractéristique remarquable et essentielle de ces 

systèmes chez les plantes. Cependant, elles peuvent tout de même exercer une fonction ou intervenir 

dans un processus physiologique qui leur est propre. 

 

TABLEAU 1- Les partenaires du phosphorelais multiple identifiés chez plusieurs espèces de plantes 

Famille Espèces HK HPt RR Références 

  

Ethylène Non-Ethylène 

   
Poaceae 

Oryza sativa 4 5 5 36 a, b 

Zea mays - 3 3 10 c, d, e 

Brassicaceae Arabidopsis thaliana 5 6 6 32 f 

Fabaceae  
Glycine max 4 17 10 49 g 

Lotus japonicus 5 9 6 24 h 

Salicaceae Populus trichocarpa 4 8 12 25/48 i, j 

REFERENCES : (a) Pareek et al., 2006; (b) Tsai et al., 2012; (c) Asakura et al., 2003; (d) Yonekura-Sakakibara et al., 2004; (e) 

Javadmanesh et al., 2013; (f) Hwang et al., 2002; (g) Le et al., 2011; (h) Ishida et al., 2009; (i) Ramirez-Carvajal et al., 
2008; (j) Singh & Kumar, 2012 
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II.2.b.1   Les différents partenaires impliqués dans les relais multiple de phosphate 

 

Les récepteurs Histidine kinase HK  

 

De par leur niveau de conservation dans les différentes espèces de plantes,  les HK 

apparaissent primordiales pour assurer notamment la perception de phytohormones telles que 

inines, le développement de certains organes (méga-gamétophyte), et la 

perception de contraintes abiotiques (froid, stress salin, sécheresse) ou biotiques (résistance aux 

attaques bactériennes et fongiques). Chez Arabidopsis, les HK se répartissent en deux catégories : les 

 ETR1 et ETR2 (ETHYLENE RESPONSE), ERS1 et ERS2 (ETHYLENE RESPONSE SENSOR), 

EIN4 (ETHYLENE INSENSITIVE) et les autres récepteurs regroupant les récepteurs aux cytokinines AHK2, 

AHK3 et AHK4/CRE1/WOL (ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASE / CYTOKININES RESPONSE / WOODEN LEG), 

 et les récepteurs CKI1 et AHK5/CKI2 (CYTOKININE INDEPENDENT). 

demeure pas moins que l itudes 

structurales suggérant des modes de fonctionnement commun. 

 

 -HK impliquées dans la détection du signal éthylène-  

 

et diffusible qui joue un rôle dans la dynamique de 

croissance et les évènements développementaux de la plante durant la totalité de son cycle de vie 

notamment lors de la germination des graines et la croissance des plantules, la sénescence des 

organes dont la maturation des fruits et 

stomates (Bleecker & Kende, 2000; Desikan et al., 2005; 2006) peut être 

régulée par d ibbérellines, cytokinines, et brassinoïdes), et est 

fortement induite dans les réponses face aux contraintes abiotiques et aux pathogènes. De jeunes 

présentent un phénotype "triple réponse" (Guzmán & Ecker, 1990; 

Chen et al., 2005) caractérisé par : i) un raccourcissement et un  ii) 

une exagération du crochet apical, ii) une inhibition de la croissance racinaire.  

 

 Chez Arabidopsis, cette hormone est perçue par une famille de cinq récepteurs composée 

, ERS2 et EIN4 (Binder, 2008) (FIGURE 9 & TABLEAU 2). 

partage des caractéristiques structurales communes : une partie N-terminale formée de trois 

passages transmembranaires dédiée à la perception du signal éthylène, et une partie C-terminale 

comprenant un domaine GAF impliqué essentiellement dans les interactions non covalentes et 

réversibles des récepteurs in vivo (Grefen et al., 2008; Gao et al., 2008) et un domaine kinase. A 
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ls possèdent tous un domaine receveur (RD) de phosphate en partie 

C-terminale. La structure de ce domaine concernant la protéine ETR1 a été obtenue par 

cristallographie par Müller-Dieckmann et ses collaborateurs (1999), ce qui a permis 

avec les autres AHK.  

 

 

 
FIGURE 9  Famille des Histidine asparate Kinase chez Arabidopsis thaliana  

 Hwang et al. (2002)  

Cette famille est composée des récepteurs éthylène et des récepteurs non éthylène. Les sites de phosphorylation 

conservés histidine (H), aspartate (D) et les motifs sont indiqués.  
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 Basé sur des études phylogénétiques, ces récepteurs se répartissent en deux familles : une 

activité histidine kinase in vitro (Gamble et al., 1998; Moussatche & Klee, 2004), et la deuxième 

composée ERS2 et EIN4 ne possédant pas de domaine histidine kinase complet. Par 

in vitro 

(Hua et al., 1998; Sakai et al., 1998a).  

 

 Un élément de séquence transmembranaire putatif supplémentaire est retrouvé chez les 

représentants de la famille II correspondant à une séquence qui dirige la localisation du récepteur 

(Binder, 2008). Des études de fluorescence ont montré que les cinq récepteurs sont localisés au 

niveau de la membrane du réticulum endoplasmique (RE) (Grefen et al., 2008) ce qui est compatible 

éthylène à diffuser librement dans des environnements aqueux et lipidiques. 

ETR1 ne serait pas exclusivement localisé au niveau du RE, mais se trouverait également au niveau 

Golgi (Dong et al., 2008) (TABLEAU 2)

RT-PCR a montré que les cinq récepteurs sont détectés dans tous les tissus testés à tous les stades de 

développement, et que les deux représentants de la famille I présentent globalement un 

chevauchement dans leurs zones 

(Grefen et al., 2008) (TABLEAU 2). 
  

 dimérisation des récepteurs a été démontrée in vitro (Schaller et al., 1995) pour ETR1 

se  stabilisé par la présence à leurs extrémités 

N-terminales de deux ponts disulfures, et in vivo pour la totalité des récepteurs éthylène (Grefen et 

al., 2008) (TABLEAU 2). Ces HK serai -dimériser, par des interactions 

non covalentes, conduisant à la formation de "cluster" signal 

(Grefen et al., 2008; Gao et al., 2008)

déclencher une réponse chez les plantes malgré sa très faible concentration (0,2 nL.L-1) (Chen & 

Bleecker, 1995). On peut donc supposer que les récepteurs activés par fixation de la molécule 

, activeraient en retour pa

"cluster" pourrait répondre au signal de façon ordonnée (Grefen et al., 2008). Une seule molécule 

-terminale trans n dimère en 

guez et al., 1999), faisant du dimère  

récepteur.  
 

De plus, les récepteurs sont considérés comme des régulateurs négatifs du signal éthylène. En 

effet, e , via 

(présentées dans le modèle de transduction éthylène) d

, le récepteur, inactif, sert -pour ainsi dire par défaut de signal- pour la 
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mise en place des réponses face à cette hormone (Binder, 2008) mplication des deux 

familles de récep est pas équivalent. De fait, le double mutant etr1/ers1 qui 

récepteurs de la famille II (Qu et al., 2007).  

 

Malgré les avancées considérables sur les connaissances de cette voie de signalisation, le rôle 

étude récente (Hall et al., 2012) 

complémentation du double mutant etr1/ers1 par etr1 kinase inactive est capable de rétablir le 

ateur dans la régulation de la voie.  
 

par le système double-hybride (Urao et al., 2000), et entre ETR1 (protéine complète) et AHP1 par des 

mesures de polarisation de fluorescence (TABLEAU 4) (Scharein et al., 2008). 

-B (ARR2) dans cette voie de signalisation a également été étudiée par analyse de mutants et 

(Hass et al., 2004). Selon Scharein et ses 

collaborateurs (2011) i , et de 

transfére

HPt.  

 

 

-HK impliquées dans la détection du signal cytokinine- 

 

Les cytokinines (CK) sont des phytohormones qui peuvent affecter de nombreux processus 

physiologiques, et stimulent entre autre la division cellulaire, la différenciation des plastes et la 

caulogenèse, et retarde la sénescence des feuilles (Mok & Mok, 2001). Chez les légumineuses, les CK 

(Frugier et al., 2008). Ces 
6 un groupe isopentényl (zéatine, 

isopentényladénine 6-benzyladenine, kinétin

parties aériennes par le xylème et des parties aériennes aux racines par le phloème. La trans-zéatine 
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(tZ) serait majoritaire dans la sève 

(Lomin et al., 2012). Cette phytohormone est perçue dans la plante par des récepteurs de type HK, 

qui relayent ainsi sa présence par interaction avec le second partenaire, les AHP (TABLEAU 4) 

permettant à terme des réponses adaptées de la plante.   

 

Les trois récepteurs aux cytokinines AHK2, AHK3 et AHK4/CRE1/WOL (FIGURE 9 & TABLEAU 

3) ont été isolés et caractérisés en 2001 (Inoue et al., 2001; Ueguchi et al., 2001; Yamada et al., 

2001; Suzuki et al., 2001). Antérieurement, des mutants appelés wol présentant des racines sans 

phloème et anormalement courtes ont été isolés (Mähönen et al., 2000)

avéré que la mutation se localisait sur le gène du récepteur AHK4. Ces trois HK hybrides possèdent 

une structure multi-domaines com

domaine senseur.  

 Le domaine senseur situé en partie N-terminale du récepteur est appelé domaine CHASE 

(CYCLASE/HISTIDINE KINASE ASSOCIATED SENSORY EXTRACELLULAR). Heyl et ses collaborateurs (2007) ont 

montré que ce domaine isolé avec les régions transmembranaires adjacentes (deux ou trois) 

conservent la capacité de fixer les CK, contrairement aux récepteurs dépourvus du domaine CHASE. 

De plus, un certain nombre de mutations situées dans ce domaine supprime également cette 

les acides aminés pouvant potentiellement être 

impliqués dans la fixation des CK (Heyl et al., 2007). Bien que les mutations localisées dans ce 

domaine provoquent dans la plupart des cas des perturbations dans le fonctionnement des 

récepteurs, une mutation (ore12-1

récepteur AHK3 (Kim et al., 2006). 

la structure du domaine CHASE comparable à celle provoquée par la fixation des CK. Quelques 

a 

permis éclaircir de manière précise le mode de fixation des CK (Hothorn et al., 2011). Les 

récepteurs se distinguent notamment par leurs diff

La trans-zéatine est un des ligands les plus actifs pour les récepteurs présentant tous une grande 

affinité avec cette isoforme. Par contre, AHK2 et AHK4 présentent également une grande affinité 

pour iP, (Spíchal et al., 2004; Stolz et al., 

2011; Romanov et al., 2006). Ces préférences de fixation détermineraient le rôle physiologique des 

isoformes dans la plante en relation avec la co-localisation des isoformes 

des récepteurs, précisés ultérieurement. 

 

 Les caractéristiques communes des 

histidine kinase, sont retrouvées chez les récepteurs aux CK 

domaines DHp et CA (conservation des boîtes de résidus) (FIGURE 9). En plus du domaine receveur 
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classique en C-terminal des HK hybrides, ils possèdent un domaine supplémentaire en amont dont la 

domaine, telle que la dimérisation (domaine DHp), et les activités kinase et phosphatase (domaine 

DHp et CA) des HK. 

 

 in vitro et par double-hybride avec sa partie 

cytoplasmique (CP) (Dortay et al., 2006) et in planta avec les protéines entières (Wulfetange et al., 

2011). De plus, AHK2 (CP) est également capab (Dortay et al., 2006), et 

de former des homodimères chez la levure (Caesar et al., 2011). dimérisation entre les 

protéines entières  (Caesar et al., 2011) ou les parties cytoplasmiques (Dortay et al., 2006)  AHK3 et 

AHK4 a également été montrée.  

 

Par ailleurs, des mutations au niveau des résidus histidine et aspartate, sites de 

phosphorylation et donc majeurs dans le rôle des hybrides HK, ont provoqué une perte des fonctions 

(Mähönen et al., 2006; Inoue et al., 2001). En effet, 

contrairement à AHK2 et AHK3 (Miwa et al., 2007), AHK4 possède une double fonction : en présence 

phosphatase et déphosphoryle notamment ses partenaires HPt (Mähönen et al., 2006). Le phénotype 

wol  : les mutations wol rendent AHK4 

incapable de fixer les CK, ce qui force AHK4 a exercer son activité phosphatase inhibant ainsi la 

transduction du signal CK (Lomin et al., 2012). Cette capacité est notamment retrouvée chez 

Miwa et ses collaborateurs (2007) 

aminés localisés entre le domaine de fixation du ligand et le résidu histidine conservé chez AHK2, 3 

changement de conformation similaire à celui observé lors de la fixation des CK et rendrait 
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Au niveau cellulaire, les récepteurs sont des protéines transmembranaires présentant leur 

tenu du nom du domaine CHASE (CYCLASE/HISTIDINE KINASE ASSOCIATED SENSORY EXTRACELLULAR), il a 

été longtemps pensé que ce domaine se localisait dans le milieu extracellulaire par analogie avec les 

cellules bactériennes. Cependant, trois études réalisées sur Arabidopsis et le maïs ont montrées que 

ces récepteurs sont localisés en majorité dans la membrane du RE (Lomin et al., 2011; Wulfetange et 

al., 2011; Caesar et al., 2011). Il ne faut cependant pas exclure une possible localisation en 

proportion réduite au niveau de la membrane plasmique. La fixation des CK sur leurs récepteurs est 

pH dépendante, ce qui est en accord avec cette localisation intracellulaire. En effet, à pH neutre ou 

basique (caractéristique du cytosol et du RE) la fixation des CK est optimale contrairement à celle à 

, moins affine (Romanov et al., 2006).  

 

Au niveau tissulaire, les récepteurs aux CK sont principalement exprimés dans les tissus 

méristématiques, ce qui est en accord avec leur fonction dans la voie de signalisation CK et donc leur 

des 

au niveau des racines (Ueguchi et al., 2001; Higuchi et al., 2004). Les récepteurs contribuent tous 

dans les processus régulés par les CK. En effet, un mutant t pas de phénotype marqué. 

Cependant, ils présentent chacun des fonctions spécifiques. AHK4 joue un rôle dans la régulation de 

(Inoue et al., 2001; Riefler et al., 2006) et également dans le 

développement de leurs tissus vasculaires (Mähönen et al., 2000). AHK3, lui, est impliqué dans la 

sénescence des feuilles (Kim et al., 2006) et le contrôle de la différenciation des cellules 

méristématiques induite par les CK dans les racines primaires (Dello Ioio et al., 2007). Ainsi, en 

rassemblant les informations décrites précédemment, on peut suggérer que les répartitions variables 

des isoformes de CK et de leurs récepteurs contribuent grandement à la spécificité des réponses 

observées (Lomin et al., 2012). Par exemple, le récepteur AHK3 principalement exprimé dans les 

parties aériennes, fixe les CK de type trans-zéatine provenant des racines mais transportées vers les 

partie aériennes, permettant le contrôle des processus métaboliques survenant dans la feuille. De la 

même façon, AHK4 majoritairement retrouvé au niveau des racines et y exerçant ses principales 

fonctions, répond aux isopentenyladenines, CK transportées des parties aériennes aux racines. 

 

Des interactions entre les récepteurs et les AHP ont été répertoriées (TABLEAU 4) 
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-HK impliquées dans la détection de signaux environnementaux abiotiques et/ou biotiques- 

 

Les plantes sont soumises à une variété de facteurs environnementaux abiotiques ou 

biotiques nuisibles à leurs développements, et les HK jouent un rôle prépondérant dans leurs 

réponses.  

 

Urao et ses collaborateurs (1999) ont isolé AHK1 (FIGURE 9, TABLEAU 2), une HK typique 

contenant tous les domaines requis pour son activité kinase montrée chez la levure. Elle comprend 

notamment deux régions transmembranaires qui permettent la localisation de la protéine au niveau 

de la membrane plasmique de la cellule (Caesar et al., 2011). Seule une interaction avec AHP2 a été 

relevée  système double-hydride en levure (TABLEAU 4) (Urao et al., 2000). Cette 

souche de levures mutantes sln1  sho1  (Urao et al.,1999). Sa capacité à complémenter cette souche 

étude de mutants, son rôle a également été démontré in planta, révélant que sa surexpression rendait 

les mutants plus tolérants à la contrainte hydrique (Tran et al., 2007) et inversement que les mutants 

déficients ahk1 étaient plus sensibles à la sécheresse (Wohlbach et al., 2008) et au stress salin (Tran 

et al., 2007) AHK1 se localisent principalement dans les racines (Urao et al.,1999), et 

son expression est induite par de nombreux stress (déshydratation, NaCl, froid) (Urao et al.,1999; 

Tran et al., 2007). Il a été relevé que les mutants ahk1 présentaient également une perte en eau plus 

rapide au niveau des feuilles par rapport aux plants sauvages (Tran et al., 2007)

transcriptionnels des mutants ahk1 a 

gènes, et plus précisément une réduction de la transcription des gènes codant des protéines 

impliquées dans la synthèse de la proline (P5CS1 NCED3). Il a donc été avancé 

(Wohlbach et al., 2008), sa teneur durant 

un stress osmotique (Tran et al., 2007; Wohlbach et al., 2008). De plus, des graines, dans lesquelles 

AHK1 , présentent des phénotypes altérés avec des teneurs réduites en ABA et un 

taux humidité élevé

dessiccation des graines (Wohlbach et al., 2008). Cependant, les travaux de Kumar et ses 

collaborateurs (2013) démontre de prévenir la 

déshydratation des plantes par régulation de la densité des stomates plutôt 

tolérance à la sécheresse. En effet, ces auteurs ont montré que des mutants ahk1 ne présentent 

aucune sensibilité de croissance au PEG, et une augmenta

stomatique pouvant expliquer les pertes en eau importante au niveau des feuilles. Dans cette étude, 
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des niveaux de transcription réduits des gènes P5CS1 et NCED3 ont également été mis en évidence, 

cependant auc ou 

par le fait AHK1 pourrait détecter directement le statut hydrique de la plante par un mécanisme 

encore inconnu, régulerait , rait pas une 

 

 

Comme AHK1, AHK2, AHK3 et AHK4 (TABLEAU 2) sont capables de complémenter la 

croissance des souches de levures mutantes sln1  sho1  (Reiser et al., 2003; Tran et al., 2007), avec 

un apport de CK pour AHK4 pour probablement abolir sa fonction phosphatase (Tran et al., 2007). 

Ces récepteurs CK sont considérés comme des régulateurs négatifs de plusieurs contraintes 

abiotiques (Tran et al., 2007; Jeon et al., 2010).  

3 augmenterait la sensibilité 

envers la bactérie Pseudomonas syringae pv. Tomato DC3000

produirait pas de CK, les auteurs ont montré que c te phytohormone qui stimulerait la 

résistance des 

permettant une réponse de défense (Choi et al., 2010).  

 

AHK5 (Figure 9, TABLEAU 

réponse à des stress biotiques et abiotiques. 

possède pas de région transmembranaire, qui la situait initialement dans le cytoplasme (Hwang et al., 

2002)

plasmique corroboré par la présence de sites de N-myristylation suggérant une association possible à 

la membrane plasmique (Desikan et al., 2008). Son activité histidine kinase démontrée chez les 

(Iwama et al., 2007). De plus, des interactions 

avec des AHP ont été montrées chez la levure et in planta (TABLEAU 4) (Mira-Rodado et al., 2012; 

Bauer et al., 2013) (Bauer et 

al., 2013). AHK5 

plupart des tissus mais principalement dans les racines et les fleurs (Iwama et al., 2007; Desikan et 

al., 2008)

cellules de garde, ce qui est en accord avec un rôle intégrateur de différents stimuli biotiques et 

abiotiques dans les cellules de garde par la régulation de l e

(H2O2), permettant ainsi la fermeture des stomates (Desikan et al., 2008). Initialement, il a été 

(Iwama et al., 2007). Plus récemment, le rôle AHK5 dans la résistance de 

la plante face à deux agents pathogènes (Pseudomonas syringae pv. Tomato DC3000, Botrytis 

cinerea) (Pham et al., 2012). Etant donné 
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que des interconnexions des voies de signalisation du stress salin et de la sécheresse existent, les 

mutants ahk5 étaient plus résistants à la sécheresse dégageant ainsi un rôle négatif dans la 

régulation de ce stress (Pham & Desikan, 2012).  

 

-CKI1, une HK à part ?- 

CKI1 (FIGURE 9, TABLEAU 2) a été la première HK découverte impliquée dans la perception des 

CK (Kakimoto, 1996) Arabidopsis sans 

apport de CK mimait les réponses typiques engendré que 

CKI1 pouvait être un récepteur aux CK. Cependant, CKI1 ne présente pas de domaine CHASE et est 

incapable de fixer des CK in vitro (Yamada et al., 2001). De plus, CKI1 est capable, sans apport de CK 

 -A) Arabidopsis (Hwang & 

Sheen, 2001) et de complémenter un gène muté codant une HK homologue bactérienne (RcsC) 

(Yamada et al., 2001). La nécessité des résidus histidine et aspartate, définissant les domaines 

donneur et receveur du groupement phosphate a également été démontrée comme indispensable à 

sa fonction (Hwang & Sheen, 2001). La structure cristallographique du RD de cette protéine est 

disponible et ressemble particulière (Klumpler et 

al., 2009; Pekárová et al., 2011).  

CKI1 est également dimère) in vitro et 

in planta visualisés au niveau de la membrane plasmique (Hejátko et al., 2009), et présente des sites 

putatifs de glycosylation (Hwang & Sheen, 2001). Son expression préférentielle dans les fleurs et les 

siliques (Deng et al., 2010) et dans les tissus vasculaires des tiges (Hejátko et al., 2009) corrobore 

rôle majeur dans le développement du mégagamétophyte et dans les tissus vasculaires des 

pousses aériennes Arabidopsis (Pischke et al., 2002; Hejátko et al., 2003; 2009; Deng et al., 2010). 

La surexpression de CKI1, entrainant des réponses liées aux CK, a mené Deng et ses collaborateurs 

(2010) à que les récepteurs CK et CKI1 seraient activés indépendamment, mais 

que les voies initiées par chaque type de récepteur convergeraient vers un même système de 

signalisat la mise 

en place de réponses impliquées dans des processus développementaux dépendants de cette 

hormone. 

Pour finir, comme pour les autres HK, des interactions avec les AHP ont été observées en 

levure et in planta (TABLEAU 4) (Urao et al., 2000; Pekárová et al., 2011). Comme AHK4, la partie 

C-terminale de CKI1 possèderait également une activité phosphatase, la rendant capable de 

déphosphoryler AHP1 et AHP2 in vitro (Nakamura et al., 1999). 
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Les protéines relais de phosphate (HPt) 

 

Les HPt (TABLEAU 3) ont un rôle essentiel dans les phosphorelais multiples 

transmettent le phosphate des récepteurs HK au RR (Suzuki et al., 1998). Chez Arabidopsis, il existe 

cinq AHP (Arabidopsis Histidine containing Phosphotransfer), qui possèdent dans leurs séquences le 

résidu essentiel accepteur de phosphate (donné par le récepteur), le résidu histidine. AHP6 est une 

pseudo-HPt présentant une mutation du résidu histidine en résidu asparagine (Suzuki et al., 2000). 

La structure complète des HPt est connue depuis que les cristaux des protéines HPt du maïs, ZmHP1 

et ZmHP2 ont été obtenus (Sugawara et al., 2005a; 2005b).  

 

diverses techniques. Hradilová & Brzobohatý (2007) ont montré en utilisant la technique de la 

Q-PCR, que les transcrits des AHP1, 2, 3 et 5 sont détectés dans tous les organes testés, contrairement 

à AHP4 plus faiblement exprimée. 

que AHP1, 2, 4 et 6 ont des expressions organo-spécifiques contrairement aux AHP3 et 5 qui sont 

ubiquitaires (TABLEAU 3) (Suzuki et al., 1998; 2000; Tanaka et al., 2004; Mähönen et al., 2006; 

Hradilová & Brzobohatý, 2007;  Jung et al., 2008). Les AHP sont également capables de former des 

hétéro- et/ou des homodimères dans la levure (Dortay et al., 2006) et in planta (Punwani et al., 

2010). Des études antérieures de localisation subcellulaire, ont montré que ces protéines sont 

traitement aux CK (Hwang & Sheen, 2001; Tanaka et al., 2004). Récemment, la localisation 

nucléo-cytoplasmique des AHP1, 2, 3, 4, et 5 a été montrée (Dortay et al., 2008; Punwani et al., 

2010; Punwani & Kieber, 2010) et contrairement à ce qui avait été observé, cette localisation est 

indépendante du signal CK (AHP1, 2, 4 et 5) (Punwani et al., 2010; Punwani & Kieber, 2010) ou du 

froid (AHP1, 2, 4 et 5) (Jeon & Kim, 2013). Les HPt auraient donc une localisation non statique, en 

accord avec leur fonction, se déplaçant incessamment entre le cytosol et le noyau 

potentiel transport actif (Punwani et al., 2010). Contrairement aux études antérieures (Rashotte et 

al., 2003; Brenner et al., 2005), une étude récente a montré par Q-PCR que les transcrits des gènes 

AHP1, 2, 3 et 4 sont régulés positivement en réponse à un traitement aux CK exogènes ou à une 

augmentation du taux de CK  

heures) (Hradilová et al., 2007). AHP5, lui, ne présente aucune régulation de ses transcrits face à ce 

signal (Hradilová et al., 2007).  

 

ahp afin de comprendre leur rôle 

mutants triples au minimum. Ces études ont montré une insensibilité de 
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ces mutants face aux CK révélant ainsi leur rôle de régulateur positif dans la voie de transduction du 

signal CK (Mähönen et al., 2000; Hutchison et al., 2006). -sensitivité des plantes 

face aux CK a été -exprimant les AHP (Suzuki et al., 

2002).  

Des études ont également été réalisées afin de comprendre le rôle des AHP dans deux stress 

abiotiques, le froid et la sécheresse. Malgré le fait AHP1, 2, 3, 4 et 5 ne soit pas 

induite par le froid, le triple mutant ahp2, 3, 5 montre des taux réduits de transcrits de certains 

gènes régulés par le froid (Jeon & Kim, 2013). Nishiyama et ses collaborateurs (2013) ont montré 

que ce même triple mutant est plus tolérant à la sécheresse. Ces AHP fonctionnent donc en 

tion de la plante à un déficit hydrique, avec 

différences de densité stomatique ou de fermeture des stomates.  

 

 

Compte tenu de leur rôle de médiateurs de la voie entre les HK et les RR, des études 

la plupart des membres 

(RR) des phosphorelais multiples chez Arabidospis (TABLEAU 4). Ainsi la redondance fonctionnelle des 

stimuli 

ou cytoplasmiques (Punwani & Kieber, 2010). Cependant, Pekárová et ses collaborateurs (2011) ont 

montré que CKI1 disposait de partenaires préférentiels HPt, illustrant de fait que les systèmes de 

phosphorelais multiples maintiennent une certaine spécificité des voies de signalisation comme dans 

les systèmes bactériens.  
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Les régulateurs de réponses (RR) 

Les régulateurs de réponses (RR) représentent les derniers partenaires des relais multiples de 

phosphate constituant des régulateurs majeurs des voies de signalisation. Dans le génome 

Arabidopsis, il existe 32 gènes codant pour des RR (Hwang et al., 2002). Communément aux 

bactéries et aux levures, la caractéristique principale des RR est la présence dans leur domaine 

receveur de deux résidus aspartate et un résidu lysine (DDK) conservés, le 2ème résidu aspartate étant 

le siège de la réception du phosphate provenant des HPt. Le transfert de phosphate entre les AHP et 

les RR a été démontré à plusieurs reprises in vitro (Suzuki et al., 1998; Imamura et al., 2001; 

Imamura et al., 2003; Kiba et al., 2004; Mähönen et al., 2006). Basé sur la comparaison des 

séquences en acides aminés et sur la structure de leurs domaines, les RR ont été classés initialement 

en trois familles : les RR-A, les RR-B et les pseudo-RR (FIGURE 10).  

 

 

 
FIGURE 10  Famille des Régulateurs de Réponse chez Arabidopsis thaliana  

 Hwang et al. (2002) 

Les RR se répartissent en quatre familles : Les RR de type-A, de type-B, de type-C et les pseudo-RR. Les résidus 

aspartate (D), lysine (K), glutamate (E) sont indiqués. Le site de phosphorylation conservé D est visualisé par un 

astérisque.  

 

 

Les RR-A contiennent le domaine receveur avec le résidu aspartate conservé et une extrémité 

C-terminale courte (Imamura et al., 1998).  

Les RR-B, quant à eux, possèdent en plus du domaine receveur complet, un domaine de 

trans-activation dans leur extrémité 

C-terminale (Gupta & Rashotte, 2012), les caractérisant comme facteurs de transcription.  

Les pseudo-RR ne présentent pas de domaine receveur typique, le 2ème résidu aspartate est 

remplacé par un résidu glutamate, asparagine ou glutamine (Hwang et al., 2002). 
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impliqué dans les relais multiple de phosphate (Mizuno & Nakamichi, 2005), nous ne traiterons pas 

ce type de RR.  

Récemment, une 4ème famille de RR a été dégagée. Cette dernière rassemblent des RR de 

type-C ressemblant au RR- (Kiba et al., 

2004; Horák et al., 2008).  

 

 

-Les régulateurs de réponse de type A- 

 Arabidopsis compte 10 gènes codant des RR de type-A (ARR3 à 9 et ARR15 à 17) regroupés 

par paires (TABLEAU 5) (To et al., 2004). Ces RR présentent un fort degré de similitude avec le RR 

bactérien CheY, qui ne possède pas de domaine effecteur . Sans CK, ces 

différentes paires de RR-  des plants 

Arabidopsis (TABLEAU 5). de CK, une des caractéristiques importantes 

des RR-A est leur 

Certains RR présentent une forte induction, dont ARR5, 6, 7 et 15 par rapport aux autres, tels que 

(Taniguchi et al., 1998; et al., 2000; 

Rashotte et al., 2003). De plus, il a été rapp , 

transcrits des RR-A est observée dans tous les organes de la plante (Taniguchi et al., 1998; 

et al., 2000), aboutissant à une co-expression des différents RR, principalement au 

niveau des racines (To et al., 2004). Leur transcription serait en partie régulée par les RR-B (Hwang 

& Sheen, 2001; Sakai et al., 2001) et serait indépendante de la synthèse de novo de protéines, 

suggérant ainsi que les RR-A sont des gènes de réponse primaire aux CK (Brandstatter & Kieber, 

1998; et al., 2000). 

 

Régulateurs du signal cytokinine 

 

Plusieurs études de mutagénèse ont permis de dégager le rôle de régulateurs négatifs des 

RR-A dans la voie de signalisation CK. To et ses collaborateurs (2004) ont observé que le septuple 

mutant arr3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 présentait une plus forte sensibilité aux CK par rapport aux plants 

sauvages. De plus, la surexpression de RR-A comme ARR7 a montré un effet de répresseur 

transcriptionnel de plusieu -A 

(Lee et al., 2007).  
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REFERENCES : (a) Scharein et al., 2008; (b) Urao et al., 2000; (c) Dortay et al., 2006; (d) Suzuki et al., 2000; (e) Mira-Rodado 

et al., 2012; (f) Bauer et al., 2013; (g) Pekárová et al., 2011; (h) Dortay et al., 2008; (i) Horák et al., 2008; (j) Lohrmann et 

al., 2001; (k) Imamura et al., 1999; (l) Veerabagu et al., 2012 

 

Malgré leur redondance fonctionnelle, prouvée par les phénotypes des simples ou doubles 

e, les mutants arr5 et 6 présentent des phénotypes 

opposés dans la croissance des racines primaires et latérales, et également au niveau de la durée de 

floraison (Ren et al., 2009).  

 

Les mécanismes impliqués dans la régulation négative de la voie par les RR-A ne sont pas 

encore complètement connus. Deux hypothèses sont envisageables : la première est que les RR-A 

interfèreraient avec les RR-B par compétition on du résidu phosphate provenant des 

AHP et la deuxième hypothèse est que les RR-A réguleraient la voie en interagissant de manière 

directe ou indirecte avec les membres de cette voie de signalisation (To et al., 2007).  

Pour le moment aucune interaction entre des RR-A et des RR-  en évidence. Cependant, 

les RR-A peuvent interagir avec les HPt dans la levure en système double-hydride (Dortay et al., 

2006) (TABLEAU 4), interaction renforcée par la co-localisation des AHP et des RR-A in planta. 

Certains RR-

16) ont une localisation nucléo-cytoplasmique (Hwang & Sheen, 2001; Imamura et al., 2001; Kiba et 

al., 2002; Dortay et al., 2008).  

Des transferts de phosphate in vitro entre les AHP et les RR-A ont également été démontrés (Suzuki et 

al., 1998; Imamura et al., 2001; 2003). Des études récentes ont montré que la phosphorylation du 

résidu aspartate conservé des ARR5 et 7 était  agissent en régulateurs négatifs 

(To et al., 2007; Lee et al., 2008).  

 

En plus du rétrocontrôle de la voie par les RR- res mécanismes de 

régulation notamment -A. Les CK seraient capables de stabiliser les protéines RR-A 

(ARR5, 6, 7, 16 et 17) via les AHK et les AHP, et la phosphorylation du résidu aspartate jouerait 

sation puisque les mutants de RR-A mimant la phosphorylation 

(résidu D muté en résidu E) seraient plus stables que les mutants mimant la non phosphorylation 

(résidu D muté en résidu N) (To et al., 2007; Ren et al., 2009). Ren et ses collaborateurs (2009) ont 

montré que certains RR-A seraient régulés par un mécanisme de dégradation par le protéasome lié 

au signal CK.  
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Régulateurs de signaux engendrés par des stress abiotiques 

 

Outre le signal CK, les ARR seraient également régulés par des stress abiotiques tels que le 

froid, le NaCl et la déshydratation (Urao et al., 1998; Jeon et al., 2010;  Mason et al., 2010).  

Il a été montré que certains RR-A possédaient un rôle négatif dans la voie de signalisation 

froid en inhibant la voie ABA. En effet, des mutants arr7 sont plus tolérants à des traitements au froid 

 (Jeon et al., 2010).  

De plus, face à un stress salin, plusieurs RR-A auraient un rôle positif en évitant 

Arabidopsis (Mason et al., 2010).  

Enfin, Wohlbach et ses collaborateurs (2008) ont montré que les deux paires ARR3/4 et 

ARR8/9 exercent des rôles opposés dans la voie de signalisation stress osmotique, et ont 

respectivement une action positive et négative face à ce stress. 

 

 

-Les régulateurs de réponse de type-B- 

 

Les RR de type-B sont constitués de deux domaines comme décrits précédemment 

(FIGURE 10).  

 

En plus de son rôle dans la réception du phosphate, le domaine RD joue un rôle primordial 

protéines (Imamura et al., 1999; Lohrmann et al., 2001). Plusieurs interactions entre les RR-B et les 

AHP ont été testées par différentes techniques (Imamura et al., 1999; Dortay et al., 2006; 2008; 

Veerabagu et al., 2012), et sont résumées dans le TABLEAU 4.  

 

 Par étude phylogénétique de leur RD, la famille des RR de type-B chez Arabidopsis 

comprenant 11 membres (ARR1, 2, 10-14, 18-21) peut être divisée en trois sous-familles : la 

sous-famille I avec ARR1, 2, 10-12, 14, 18, la sous-famille II avec ARR13 et 21, et la sous-famille III 

 (Mason et al., 2004). Les membres RR-B de chaque sous-famille présentent 

TABLEAU 6). En effet, les 

membres de la sous-famille I sont globalement exprimés dans la plante entière, sauf pour les RR14 et 

18 retrouvés principalement dans les fleurs et les siliques. Basée sur des études de localisation via 

co-localisation dans les parties aériennes et racinaires. Les RR des sous-familles II et III sont, eux, 

majoritairement localisés dans les organes de reproduction, mais présentent une localisation 
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-famille I dans les parties aériennes et les 

trichomes (Tajima et al., 2004; Mason et al., 2004).  

 

Le domaine de fixation (D (Hwang et al., 2002) est 

apparenté à la famille du domaine MYB, qualifié de domaine GARP chez les plantes (Riechmann et 

al., 2000). Ce domaine est spécifique de certains facteurs de transcription (FT) trouvés uniquement 

chez les plantes, et son nom provient de sa découverte dans plusieurs espèces différentes : 

GOLDEN2 (Zea mays), ARR de type-B (Arabidopsis), Psr1 (Chlamydomonas). Plusieurs études ont 

A/GGATT/C  est le site de fixation du DBD des RR-B (ARR1, 2, 10 

et 11) in vitro (Sakai et al., 2000; Imamura et al., 2003; Hosoda et al., 2002) et in vivo 

(Ross et al., 2004). Les promoteurs des gènes codant les RR-A (Rashotte et al., 2003), et les AHP 

(Hradilová et al., 2007) riches de ce motif.  

 

La séquence se situe dans la partie carboxy-terminale des 

RR-B. Elle est riche en proline et en glutamine qui est une caractéristique des facteurs de 

transcription (Triezenberg, 1995), et en combinaison avec un DBD, ces deux structures permettent 

de trans- -A (Sakai et al., 2001; Hwang 

& Sheen, 2001; Veerabagu et al., 2012). 

 

  Le dernier point nécessaire pour attitrer les RR-B comme facteur de transcription est leur 

localisation nucléaire. La présence de NLS (Nuclear Localisation Signal) dans la partie C-terminale de 

la protéine localisait hypothétiquement ces RR dans le noyau, ce qui a été confirmée dans de 

nombreuses études in planta (TABLEAU 6) (Sakai et al., 2000; Lohrmann et al., 2001; Imamura et al., 

2001; Hwang & Sheen, 2001; Mason et al., 2004; Dortay et al., 2008; Veerabagu et al., 2012). Il faut 

noter que l hosphorylation (Hwang & Sheen, 

2001; Veerabagu et al., 2012). Par ailleurs, la capacité de dimérisation des RR-B a été montrée in 

vitro pour  (Dortay et al., 2006) et dans la levure et in planta  (Veerabagu et al., 

2012).  

 
Rôle dans les voies de signalisation aux phytohormones  

 

Cytokinines 

 

Il a été rapporté que la plupart des membres de la sous-famille I seraient impliqués dans les 

réponses face aux CK, et sont exprimés dans les organes et tissus où cette phytohormone joue un rôle 
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crucial, et ce malgré leur absence de régulation transcriptionnelle face aux CK 

(Imamura et al., 1999; Rashotte et al., 2003).  

Afin de déterminer la contribution des RR-B (sous-famille I) dans la croissance et le 

développement des plantes au sein de la voie de signalisation des CK, plusieurs études de mutants ont 

pousses aériennes in vitro sans apport de CK (Hwang & Sheen, 2001). De plus, Sakai et ses 

collaborateurs (2001) 

mutants face aux CK et également -A, ARR6, et inversement pour les mutants arr1. 

Des études mettant en jeu des mutants multiples ont montré une insensibilité plus marquée que les 

mutants simple ou double témoignant encore une fois de leur redondance fonctionnelle (Mason et 

al., 2005; Yokoyama et al., 2007; Argyros et al., 2008; Ishida et al., 2008). Les RR-B seraient donc des 

régulateurs positifs du signal CK. 

De plus, la contribution des RR-B aux réponses face aux CK serait corrélée à leurs profils 

 spécifiques. 

augmentaient après la germination leur permettant ainsi de jouer leur rôle dans le contrôle des 

divisions c

retrouvés en quantité moindre dans les racines (Dello Ioio et al., 2008; Moubayidin et al., 2010; 

Hill et al., 2013).  

Cependant, les faibles taux de transcrits de certains gènes RR-B

 difficile (Hill et al., 2013). De ce fait, la 

caractérisation fonctionnelle de certains RR-B présentant ces caractéristiques par des études de 

-B dont la fonction dans la voie de signalisation CK a été 

s taux 

le 

-B dans des conditions comparables, Hill et ses collaborateurs 

(2013) ont exprimé les 11 RR de type-B 

pouvaient restituer le phénotype du mutant arr1, arr12 exposé aux CK. Contrairement aux ARR11, 

14, 18, 13, 19 et 20, les ARR1, 2, 10, 12 et 21 sont capables de le restituer, bien que 

partie de la même sous-famille q RR21 soit un membre éloigné 

phylogénétiquement de cette sous-famille. 

fonction de facteurs de transcription chez tous les membres des RR-B, bien que leur fonction dans la 

voie CK ne soit pas encore 

fonctionnelles apparentes face aux CK. Les hypothèses avancées concernant ces différences sont :  

i) des cibles différentes entre les RR- tement 

identique pour tous (abordée en PARTIE II, Chapitre 2). 
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ii) des différences ou spécificités  protéine-protéine avec les AHP et/ou des 

régulateurs transcriptionnels.  

Choi et ses collaborateurs (2010) ont montré que malgré le haut degré de similitude entre le couple 

de protéines ARR1 et ARR2, interagir spécifiquement avec un 

 

iii) des différences de stabilité des protéines RR-B.  

En effet, il existe des systèmes de dégradation des RR- e signal CK, notamment 

(Kim & Hwang, 2012). Plus largement, les RR-B 

et plus particulièrement ceux de la sous-famille I, seraient les cibles de protéines appartenant à la 

famille F-box, appelées KISS ME DEADLY (KMD). Ces dernières formeraient un complexe ligase 

ubiquitine E3 avec deux autres protéines (S-PHASE KINASE-ASSOCIATED PROTEIN1 (SKP1) et 

Cullin) et le RR-B, le menant ainsi à la dégradation (Kim et al., 2013).  

 

 

Ethylène 

 

arr2 normalement provoquée t le 

pe (Desikan et al., 2006). De plus, il est capable, en plus des motifs 

 A/GGATT/C , de se fixer sur des éléments PER (PRIMARY ETHYLENE RESPONSIVE) composés de deux 

boîtes GAT in vitro ERF1, régulateur de réponse éthylène, 

fusionné à la protéine luciférase Arabidopsis (Hass et al., 2004). Il serait donc 

 

 

Rôle dans les voies de signalisation des stress abiotiques  

 

Excepté leur rôle dans la voie de signalisation CK, les RR de type-B et plus particulièrement 

ent un rôle positif dans la voie de signalisation stress froid contrairement aux ARR10 et 

12, bien que globalement, ces trois RR-B ne soient pas régulés par ce stress. Les mutants arr1 

présenteraient un taux de transcrits des RR de type-A réduit et inversement pour les mutants 

sur-expriman (Jeon & Kim, 2013).  

De plus, les mutants arr1, arr2 seraient plus tolérants au stress salin en 

proportion de sodium dans les parties aériennes des plants. Cette tolérance serait due à une 

sodium en évitant ainsi son accumulation. Ces deux RR-B constitueraient donc des régulateurs 
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négatifs du stress salin, en inhibant (Mason et al., 2010). Récemment, une 

régulation tardive (six et 24 heures) des transcri a été montrée dans des feuilles 

Arabidopsis après un stress au PEG. Ce RR-B semble être le seul parmi les RR à être régulé par ce 

type de stress (Veerabagu, 2011). 

 
 

-Les régulateurs de réponse de type C- 

 

Chez Arabidopsis, le RR22 et le RR24 (TABLEAU 7) constituent à eux deux le groupe des RR de 

type-C (Pils & Heyl, 2009). Bien  un domaine receveur typique et complet, 

des analyses de séquences de ce de similitudes de 

séquence avec le domaine receveur des HK que celui des RR-A et B (FIGURE 10) (Kiba et al., 2004; 

To & Kieber, 2008). De plus, de par leur absence de régulation (TABLEAU 7), les RR-C se différencient 

du groupe des RR-A auquel ils ont été rattachés pendant longtemps (Kiba et al., 2004).  

 

, localisé dans le cytoplasme (Kiba et al., 2004; Horák et al., 2008) 

la levure (Dortay et al., 2006; 

Horák et al., 2008) et in planta (Horák et al., 2008). Par contre, aucune interaction entre ce RR-C 

avec lui-même a été relevée (Horák et al., 2008). Il ne se comporterait pas comme un RR 

classique, il possèderait une activité phosphatase, étant donné que le signal (groupement phosphate) 

AHP5,  (Kiba et al., 2004). Les transcrits de ces deux RR-C 

seraient principalement présents dans les fleurs et les siliques (Kiba et al., 2004; Gattolin et al., 2006; 

Horák et al., 2008), et les activités des gènes ARR22 et ARR24 se localiseraient à la jonction des 

cellules de la chalaze et du funicule des graines en développement, et dans les grains de pollen 

respectivement (TABLEAU 7) (Horák et al., 2008;  Gattolin et al., 2006).  

 

Des études de mutagénèse ont une surexpression d RR22 ou une 

complémentation de  phénotypes 

nains avec un système racinaire peu développé et une dé-régulation des gènes de réponse CK (Kiba 

et al., 2004) soit des phénotypes avec un développement anormal (Horák et al., 2008). 

avancée est que cet ARR perturbe et interfère avec les voies de réponse aux CK de par son activité 

phosphatase.  

De plus, Gattolin et ses collaborateurs (2006) 
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II.2.b.2   Mécanismes de transduction du signal éthylène 

 

Un modèle simplifié de la transduction du signal éthylène est montré en FIGURE 11.  

 

 
FIGURE 11  Modèle de la voie de transduction Ethylène 

 Nongpiur et al. (2012) 

Les détails de cette voie de signalisation sont donnés dans le texte. 
Les résidus histidine et aspartate sont notés par H et D respectivement. Les transferts des groupements phosphate (orange) 

de protéines en protéines sont symbolisés par des flèches ou traits discontinus. Les flèches en trait plein indiquent des 

mouvements des protéines dans le noyau de la cellule.  

 
  interagit avec CTR1 (CONSTITUTIVE TRIPLE 

RESPONSE 1), une MAPKKK, et active sa fonction sérine/thréonine kinase (Huang et al., 2003). La 

(ETHYLENE INSENSITIVE 2) (Bisson & Groth, 2010). Cette protéine est située également dans la 

membrane du RE (Bisson et al., 2009), et sa perte de fonction entraine une complète insensibilité à 

(Alonso et al., 1999). 

la transduction du signal éthylène, la présence du domaine kinase est primordiale (Xie et al., 2006) 

permettant ainsi une interaction physique avec CTR1 (au niveau de sa partie N-terminale). La 

co-

Golgi apporte un argument supplémentaire en faveur de cette interaction (Gao et al., 2003). Il a été 

Arabidopsis qui ne possédent pas ce gène ont un phénotype "triple 
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réponse", indiquant ainsi que CTR1 régule négativement cette voie (Kieber et al., 1993). Ainsi une 

fois activée, elle inhibe la voie de transduction en aval par phosphorylation de deux résidus 

(ETHYLENE INSENSITIVE 3). Ce qui entraîne la dégradation de ce FT par le protéasome 26S. En parallèle, 

, -à-dire sans 

le signal éthylène (Scharein & Groth, 2011).  

 horylé CTR1 est 

dissociée par changement conformationnel, permettant une interaction du récepteur avec EIN2 

(Bisson & Groth, 2010). L K, composée de MAPKK9 et MAPK3/6, 

est alors déclenchée. La MAPKK9 activée par une MAPKKK (possiblement trer 

dans le er les MAPK3/6, qui à leur tour vont phosphor  

-ci sa protection (Yoo et al., 2008)

transcription ERF1 (ETHYLENE RESPONSE FACTOR 1) qui constitue un régulateur positif de cette voie de 

transduction. 

 

II.2.b.3   Mécanisme de transduction du signal cytokinine 

 

ique a été révisé à 

la suite de travaux portant sur la localisation des HK. Les CK extracellulaires sont perçues par les 

récepteurs AHK2, AHK3 et AHK4, localisés majoritairement au niveau du réticulum endoplasmique 

(RE), activant ainsi un phosphorelais multiple schématisé en FIGURE 12. Plusieurs transporteurs de CK 

au niveau de la membrane plasmique ont été identifiés, comme les transporteurs de purines PUP, et 

des transporteurs ENT (EQUILABRATIVE NUCLEOSIDE TRANSPORTER) (Wormit et al., 2004; Bürkle et al., 

2003; Cedzich et al., 2008). Cependant, le mode de transport de cette hormone dans la lumière du 

Les protéines AHK2, AHK3 et AHK4 sont composées du domaine 

senseur CHASE (exposé dans la lumière du RE), du domaine Histidine kinase (H), et du domaine 

receveur (D), ces derniers étant localisés dans le cytoplasme. La fixation des CK aux récepteurs induit 

une trans-

ère. Le groupement phosphate est transféré via le résidu aspartate (D) de leur 

domaine receveur (AHP1, 2, 3, 4, 5, avec résidu H). En absence de 

CK, AHK4 peut déphosphoryler des AHP. Une fois phosphorylées, les AHP transmettent leur 

phosphate au résidu aspartate conservé des RR, soit cytoplasmiques tels que les RR-A ou le RR-C 

ARR22 soit nucléaires tels que les RR-A et -B après t . De plus, AHP6 

peut inhiber les transferts de phosphate aux AHP ou à partir des AHP dans le protoxylème. 

agirait comme une phosphatase et enlèverait le résidu phosphate des AHP dans les graines en 
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développement.  

La phosphorylation des RR-B induit la transcription de gènes de réponse aux CK qui inclut les 

RR-A et les CRF (CYTOKININ RESPONSE FACTOR). Ces derniers sont des facteurs de transcription 

(Rashotte et al., 2003) qui sont activés par les CK et sont 

les AHP (Cutcliffe et al., 2011)

déclencher la transcription de gènes de réponse aux CK communs ou non avec les RR-B (Rashotte et 

al., 2006).  

Les RR- -B 

ou comme compétiteurs  

La stabilité des protéines RR-A serait régulée en fonction de leur état de phosphorylation. En 

acheminerait les protéines vers un processus de dégradation. Les RR-B seraient également pris en 

charge par un système de dégradation mais indépendamment de leur état de phosphorylation.  

 

 
FIGURE 12  Modèle de la voie de transduction Cytokinine 

 Nongpiur et al. (2012) 

Les détails de cette voie de signalisation sont donnés dans le texte. 
Les résidus histidine et aspartate sont notés par H et D respectivement. Les transferts des groupements phosphate (orange) 

de protéines en protéines sont symbolisés par des flèches ou traits discontinus. Les flèches en trait plein indiquent des 

mouvements des protéines dans le noyau de la cellule. Les rétrocontrôles de la voie sont représentés par le symbole 

inhibition (rouge). Le double trait indique une interaction protéine-protéine.  
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II.2.b.4   Interconnexion entre les voies de signalisation 

 

L  entre les voies de signalisation permet aux plantes de répondre rapidement 

aux signaux reçus s doivent percevoir de nombreux stimuli en même temps ou lorsque 

des stress différents exigent des réponses physiologiques similaires. Par intégration des différentes 

voies de signalisation, les plantes sont ai  leurs réponses sans 

avoir besoin de séparer les voies de signalisation pour chaque type de stress ou de combiner les 

stimuli reçus. Il existe ainsi de nombreux couplages entre les voies, illustrés précédemment pour 

chaque partenaire du phosphorelais, qui rendent parfois leurs analyses complexes. Dans cette partie, 

seuls des exemples d entre stress abiotiques et éthylène ou CK seront présentés. 

 

Relation éthylène/stress abiotiques 

Plusieurs études ont rapporté que des modifications dans la voie de signalisation éthylène, 

affectaient la réponse des plantes aux stress abiotiques, NaCl et sécheresse (Cao et al., 2007; 2008; 

Cela et al., 2011).  

e contraintes de type abiotique ont montré des régulations différentes des 

transcrits correspondant aux différents récepteurs éthylène (TABLEAU 2) (Zhao & Schaller, 2004; 

Cela et al., 2011), suggérant une implication de ces protéines dans ces voies de signalisation. Leur 

(Cao et al., 2008). A titre 

transduction. 

Wang et ses collaborateurs (2008) ont montré que des mutants sur-exprimant ETR1 ou possédant 

la tolérance des plantes à ce type de stress. Cette implication fonctionnelle de ce récepteur est 

e par le NaCl (Zhao & 

Schaller, 2004).  

Les autres intervenants de la voie éthylène sont également impliqués dans la régulation de la 

réponse au NaCl. Compte tenu 

les récepteurs ou autres partenaires de la voie, il semblerait que oit un régulateur positif 

de la tolérance au NaCl (Cao et al., 2008). En effet, contrairement aux régulateurs négatifs de la voie 

éthylène i.e. CTR1 et aux récepteurs, les régulateurs positifs tels que EIN2, EIN3 seraient requis pour 

la tolérance au NaCl (Cao et al., 2008).  

De plus, ERF1, qui rappelons-le est le régulateur transcriptionnel de la voie signalisation éthylène, 

ies de transduction. 

En effet, ce facteur de transcription agirait comme un régulateur positif face à des stress biotiques 

(Berrocal-Lobo et al., 2002; Lorenzo et al., 2003) et abiotiques (Cheng et al., 2013), tels que le stress 
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salin et la sécheresse. Des mutants sur-exprimant ERF1 ont montré une forte tolérance face à ces 

stress abiotiques, due entre autre à une expression accrue des gènes de réponse permettant une 

meilleure gestion des pertes en eau, (Cheng et al., 

2013). Cette réponse 

les voies de signalisation éthylène/acide jasmonique (AJ), et ABA. 

ERF1 (Cela et al., 2011;  Cheng et al., 2013) on de ce gène 

Cheng et ses collaborateurs (2013) suggère que les voies éthylène/AJ peuvent 

ERF1

dans sa capacité à répondre de manière spécifique aux différents signaux en se fixant 

préférentiellement sur des boîtes de réponse conservées dans les promoteurs de gènes de réponses en 

fonction de la nature du stress (éléments DRE pour stress abiotiques  pour stress 

biotiques). Le recrutement du facteur de transcription au niveau de ces boîtes de réponse peut être 

géré par des interactions avec des protéines spécifiques  signal donné.  

 

Relation CK/stress abiotiques  

Il est clairement établi que les CK jouent un rôle essentiel 

des plantes face aux facteurs environnementaux, impliquant des interactions et des interconnexions 

avec la voie de signalisation ABA (Ha et al., 2012). Compte tenu des rôles physiologiques des CK 

sont défavorables, la plante ait tout intérêt à réguler négativement les voies de signalisation CK. Elle 

aux stress.  

abiotique prolongé, le contenu en CK diminuait, ce qui 

permettait au stress en question, qualifiant les CK de régulateurs 

négatifs des stress abiotiques (Werner et al., 2010; Ha et al., 2012; Nishiyama et al., 2011). Des 

mutants déficients en CK ont montré que cette tolérance à la sécheresse serait liée à une meilleure 

protection des structures membranaires, et non 

(Nishiyama et al., 2011). En plus des modulations des contenus en CK, les plantes inactiveraient 

également la voie de signalisation CK, notamment les récepteurs CK, certains RR-A (ARR5, 6, 7) et 

RR-B (ARR1, 12) considérés respectivement comme des régulateurs négatifs des stress abiotiques et 

(Tran et al., 2007), du stress froid (Jeon et al., 2010) et du stress salin (Mason et al., 2010) 

respectivement.  

Il est généralement avanc

nombreux processus de développement de la plante, incluant les réponses aux contraintes 
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environnementales. 

des plantes face à ces stress (Werner et al., 2010; Nishiyama et al., 

2011) à une exposition de la plante à un stress hydrique permet des 

réponses rapides et efficaces par activation de la voie de réponse "ABA dépendante" (élément de 

réponse ABRE), responsable en grande partie  de réponse (Ha et al., 2011). 

De plus, répression des gènes majeurs du métabolisme des CK, ce 

qui conduit à une régulation négative de celle-ci (Vaseva et al., 2008).  

vent agir en synergie pour un même 

vont alors empêcher en 

ABI4 capable de réprimer le transport polarisé (Shkolnik-Inbar 

and Bar-Zvi, 2010). 

 

II.2.b.5   Spécificité des voies de signalisation des phosphorelais multiples 

 

En général, les mutations entrainant une perte de fonction 

molécule impliquée dans les voies de signalisation (HK, HPt, RR) conduisent seulement à un 

ce qui montre déjà leur redondance 

fonctionnelle. De plus, l alyse des interactions protéine-protéine par diverses techniques a révélé 

que les AHP interagissent avec les HK qui pourtant détectent des signaux différents et également 

avec différents RR, ce qui suggère encore que les voies de signalisation sont hautement redondantes. 

Compte tenu de ces propriétés des phosphorelais multiples et des nombreuses interconnexions de ces 

voies, la question qui se pose alors est : comment la plante parvient à 

n stimulus donné parmi tous les stimuli possibles pour y répondre spécifiquement et de la 

manière la plus appropriée ?  

Plusieurs mécanismes moléculaires peuvent être mis en place afin de permettre une 

spécificité significative des voies de signalisation.  
 

 Premièrement, ces voies reposent sur le transfert du groupement phosphate qui passe par 

des interactions entre les protéines. La reconnaissance moléculaire entre les molécules de 

signalisation ur fonction (kinase, 

phosphatase, transfert de phosphate) sur le partenaire requis.  certains 

partenaires en interaction notamment SpoOB/SpoOF chez les bactéries (Xu et al., 2003; Varughese, 

2005) et Sln1p/Ypd1p chez la levure (Zhao et al., 2008), a permis de cibler les résidus essentiels à 
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Récemment, une analyse 

co-

maintenir les contacts intra- ou inter-moléculaires des protéines dans les systèmes bactériens 

(Ashenberg & Laub, 2013). Dans certains cas, ces paires seraient localisées dans la même protéine, 

pour maintenir une intégrité structurale ou préserver 

ces acides aminés seraient localisés dans des protéines différentes, et auraient co-évolué afin de 

préser ssocié. Des substitutions au niveau de ces résidus 

spécifiques  EnvZ, par des résidus  HK, sont suffisantes pour 

fférents de son RR associé 

(Skerker et al., 2008). On comprend donc bien que de petites différences au niveau de la séquence 

en acides aminés ou de la s  puissent induire des 

 participa  

(Koretke et al., 2000). A chez les plantes, les deux HK, CKI1 (Pekárová et al., 2011), et 

AHK5 (Mira-Rodado et al., 2012) certaines AHP.  

En plus de leur reconnaissance moléculaire, certains mécanismes cinétiques régissent la préférence 

our son substrat RR (Skerker et al., 2005) et entrent en ligne de compte pour 

conserver un certain degré de spécificité des voies. En effet, certaines protéines HK bactériennes 

seront plus efficaces à phosphoryler leur RR autre appartenant à une autre 

EnvZ, qui est capable in vitro de phosphoryler 16 RR différents 

non aff

60 minutes, alors que 10 secondes suffisent pour transférer le phosphate à son RR partenaire, OmpR 

(Skerker et al., 2005). Pour le moment, aucun de ces mécanismes  
 

 Deuxièmement, une activité phosphatase peut prévenir des interconnexions indésirables 

entre les voies, et déterminer ainsi à la fois la spécificité du signal et les réponses des voies de 

signalisation. Cette stratégie est utilisée par les bactéries qui possèdent des HK bifonctionnelles, 

capables de supprimer le phosphate de leur RR en absence de signal, et également de supprimer les 

 (Laub & Goulian, 2007). 

phosphatase de deux HK, AHK4 et CKI1 a été rapportée (Mähönen et al., 2006a; Nakamura et al., 

1999). Une autre molécule signal Arabidopsis, 

activité phosphatase, (Kiba et al., 2004). Ce type de protéine est qualifié de protéine auxiliaire chez 

les bactéries et la levure. Elles influencent les voies de signalisation en exerçant leur activité 

phosphatase ou en contrôlant les transports des molécules signal (Horák et al., 2011). Cependant, les 

trois protéines AHK4, CKI1 et ARR22 exercent leur fonction phosphatase avec leur domaine 

réellement une activité 

phosphatase ou si elles subissent une phosphorylation de courte durée (Horák et al., 2008). Enfin, 
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nous pouvons également classer les RR-

régulent négativement la voie CK par régulation des flux de phosphate ou par interaction spécifique 

avec les partenaires de cette voie (To et al., 2007).   
 

 Troisièmement, le temps de phosphorylation, constituant un niveau de contrôle 

supplémentaire de la spécificité, varie de quelques secondes à plusieurs heures et est influencé par 

de nombreux acides aminés positionnés à des endroits bien définis dans la structure du domaine 

receveur bactérien (Pazy et al., 2010). Chez la levure, comme discuté précédemment, la 

phosphorylation de 

protéine pendant au moins deux jours (Janiak-Spens et al., 1999; 2000). Chez les plantes, aucune 

information à ce sujet seule la stabilisation protéique des RR-A est reconnue 

comme étant dépendante de la phosphorylation (To et al., 2007; Ren et al., 2009). 
 

 Quatrièmement, les processus de régulation transcriptionnelle et post-transcriptionnelle 

sont des éléments influençant également la spécificité de ces voies. La transduction du signal passant 

par des interactions protéine-protéine, on comprend que la quantité de protéine, possédant une 

faible affinité pour un partenaire donné, est décisive pour la formation de leur complexe. En effet, si 

cette protéine est très exprimée et devient abondante dans un tissu ou à un stade de développement 

donné, cette faible affinité 

augmentée.  
 

 En dernier lieu, la régulation spatio-

un élément régulateur. Nous avons vu que la co- es membres d

famille des phosphorelais multiple est récurrente, néanmoins dans certains cas des spécificités 

menant ainsi à  et 

donc de réponse.  

 

  

 LE PEUPLIER : PLANTE LIGNEUSE MODÈLE III.
 

III.1  Caractéristiques botaniques et préférences écologiques 

 

Les peupliers sont des plantes pérennes appartenant au groupe des Angiospermes 

Eucotylédones (pollen triaperturé) et à la famille des Salicacées. Cette famille est composée de deux 

genres : le genre Salix Populus 

définies par des critères 

écologiques et morphologiques (FIGURE 13) (Dickmann & Kuzovkina, 2008).  
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Malgré leur grande variabilité morphologique, les représentants du genre Populus sont des 

arbres dioïques à feuilles caduques, à pollinisation anémophile et producteurs de graines à fibres 

cotonneuses (Dickmann & Kuzovkina, 2008). Leur capacité à croître rapidement en fait des espèces 

pionnières (Dickmann & Kuzovkina, 2008). En plus, de leur reproduction naturelle via une 

fécondation classique, la quasi-totalité des peupliers peut également se propager par multiplication 

végétative par drageonnage ou par bouturage. 

FIGURE 14) (FAO, 2008). Les différentes espèces 

sont retrouvées dans des régions du globe présentant des climats variés, de Nord à 

 (Alaska, F  

voire désertiques (Asie centrale, ou pourtour méditerranéen). 

Néanmoins, ces espèces restent globalement inféodées aux zones humides, notamment aux abords de 

rivières ou de fleuves. Les plaines alluviales constituent également des zones idéales pour la 

croissance des peupliers. Ils peuvent toutefois être retrouvés dans des régions hors vallée à condition 

que des précipitations élevées et des réserves suffisantes en eau du sol soient caractéristiques de ces 

zones. Les peupliers vivant dans les zones désertiques  développer grâce à un système 

racinaire profond pouvant atteindre les nappes phréatiques présentent dans le sous-sol 

(Populus euphratica Oliv.). En France, seules trois espèces de peupliers occupent naturellement le 

territoire, le peuplier noir (Populus nigra L.), le peuplier blanc (Populus alba L.), et le peuplier 

tremble (Populus tremula L.). 

 
 

 
FIGURE 13  Classification des espèces du genre Populus  regroupées en six sections botaniques  

Dickmann & Kuzovkina (2008) 
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III.2  Une p  
 

En France, le peuplier constitue un élément essentiel du paysage et est présent au sein de 

deux compartiments distincts, le "compartiment sauvage" et le "compartiment cultivé". La 

populiculture, qui couvre 85% de la surface totale occupée par les peuplements de peupliers en 

France (FIGURE 14) (FAO, 2008), se concentre principalement sur trois zones géographiques du 

territoire : la Picardie et le Bassin  Parisien, la région Poitou-Charentes et le bassin Aquitain, et la 

région Centre et la basse vallée de la Loire (source Cadastre, 2003). La productivité du peuplier (liée 

à leur rapidité de croissance) est un atout pour la production industrielle de bois, expliquant 

FIGURE 14). En France, 

le bois de peuplier est destiné à plusieurs filières, notamment le déroulage (emballages légers, 

panneaux contre-

papier, le bois-énergie et la construction (bardages extérieurs et aménagements intérieurs) 

(www.peupliersdefrance.org).  
 Au vu de leur intérêt économique, les peupliers sont ainsi sélectionnés, multipliés 

(bouturage), plantés et cultivés comme certaines plantes de grandes cultures. Une des particularités 

 entre espèces sympatriques appartenant à des 

sections botaniques identiques ou différentes (Eckenwalder, 1996). Toutefois, certaines hybridations 

P. deltoïdes ( ) × P. nigra ( ) possible 

uniquement dans ce sens de croisement (Dillen et al., 2011)

caractéristique pour développer la populiculture en réalisant des hybridations artificielles. Elles 

visent à créer et sélectionner des génotypes essentiellement sur des critères centrés sur la 

productivité et la résistance aux pathogènes  (Berthelot et al., 2005; Stanton, 2009). En Europe, 

depuis le début du 20ème siècle, la majorité des génotypes commercialisés sont issus de croisements 

soit entre une espèce nord-américaine et une espèce européenne (P. deltoides × P. nigra syn. 

P. ×euramericana, i.e. hybrides euraméricains), soit entre deux espèces nord-américaines 

(P. deltoides × P. trichocarpa syn. P. × interamericana, i.e. hybrides interaméricains) (FIGURE 13). 

Actuellement, une dizaine de génotypes sont principalement utilisés en France (Paillassa, 2013), la 

plupart étant des hybrides euraméricains moins sensibles aux rouilles foliaires (Thivolle-Cazat, 

2003). 

 

III.3   Une p  
 

essus biologiques originaux, absents ou 

difficilement étudiables chez le modèle des plantes herbacées, Arabidopsis tels que la formation du 

(Jansson 

& Douglas, 2007).  
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FIGURE 14  Répartition mondiale des peuplements naturels et artificiels de peupliers 

FAO (2008) 

Les cartes A, B, C représe  La taille des cercles est 

proportionnelle à la superficie totale occupée par les populations naturelles et artificielles des peupliers, et sa 

valeur en hectare est indiquée pour chaque pays. Les surfaces de couleur grise des cercles présentent les 

peuplements naturels, alors que les peuplements de peupliers plantés sont visualisés par la couleur verte des 

cercles. Pour une meilleure visualisation, les pourcentages représentant les peuplements soit naturels soit 
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 caractéristiques inhérentes au genre Populus ont également contribué à faire du 

bre modèle  : 

 Sa croissance rapide et de façon générale la facilité de propagation par multiplication 

végétative en font un bon 

fonctionnement des arbres. De plus, les études génétiques et de croisements sont également facilitées 

par sa maturité sexuelle relativement précoce pour une espèce ligneuse (5 à 10 ans).  

 Les peupliers (notamment les espèces de la section Populus) sont facilement transformables par 

Agrobacterium

conséquences tivation de gène (Busov et al., 2005). La régénération in 

vitro (Busov et al., 2005) et les capacités de croissance de boutures de peuplier en hydroponie sont 

également des avantages non négligeables (Morabito et al., 2006).  

 Enfin, le séquençage du génome et le développement 

biochimique études réalisées sur le peuplier (Jansson & 

Douglas, 2007). Le séquençage complet du génome a été réalisé à partir du clone « Nisqually-1 » de 

Populus trichocarpa en 2006 (Tuskan et al., 2006)

génome relativement faible (423 million de paires de base) pour une espèce ligneuse. Le peuplier est 

donc le premier arbre séquencé et la troisième espèce végétale après Arabidopsis et Oryza sativa. 

Finalement, le séquençage du génome fournit des perspectives considérables afin de comprendre les 

mécanismes moléculaire

fonctionnement et le développement de cet arbre. 

 

 

 PROBLÉMATIQUES ET OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THÈSE IV.
 

La structure intergouvernementale d étude de l'évolution du climat (IPCC, 

Intergovernmental Panel on Climate Change) observe depuis quelques années des changements 

tion des températures moyennes mondiales 

(IPCC, 2013 ; http://www.ipcc.ch)

-ci risquent notamment de banaliser 

les périodes de canicule qui seront plus régulières et de plus fortes intensités. En France, plusieurs 

simulations prévoient de 10 à 50 jours de canicule 

actuellement (http://climat.meteofrance.com/). Ces modifications climatiques ont probablement 

avec des changements du 

niveau des précipitations et avec (Sun 

et al., 2007).  
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Aux étés 2003 et 2005, la France a connu un épisode de sécheresse et un épisode de 

canicule, au cours desquels les peupleraies se situant sur des terrains bien alimentés en eau ont 

général des arbres (Belrose et al., 2004). 

Dans ce contexte, les peupleraies étant naturellement associées aux terrains où la ressource en eau 

sur 

climatiques extrêmes de ce type sur la productivité des plantations futures.  

 

"Arbres et Réponses aux Contraintes Hydrique et 

Environnementales" du Laboratoire de Biologie des Ligneux et des Gr

-EA 1207  INRA USC1328) concerne essentiellement la réponse des 

arbres aux variations de disponibilité en eau. Les études sont développées sur un modèle 

approches complémentaires allant de à la 

physiologie moléculaire. Les travaux écophysiologie portent sur les principaux génotypes 

hybrides commercialisés en Europe (hybrides inter-spécifiques P. × euramericana et P. 

×interamericana) ainsi que sur les populations naturelles (P. nigra 

L.)

et phénotypiques de caractères d  tels que la  et la 

tolérance à la sécheresse (Monclus et al., 2006; Marron et al., 2006; Fichot et al., 2010; Chamaillard 

et al., 2011; Toillon et al., 2013). Les travaux menés en physiologie moléculaire, sont quant à eux 

structurés autour de trois axes de recherche axe épigénétique porte sur le rôle de la méthylation 

le contrôle de la plasticité développementale en réponse à des variations de 

disponibilité en eau (Lafon-Placette et al., 2013). L axe protéomique vise à rechercher des marqueurs 

protéiques liés à l utilisation de l eau et à la tolérance à différentes contraintes abiotiques 

(Bonhomme et al., 2009a; b). Enfin, l axe signalisation vise à caractériser la voie de signalisation de la 

contrainte hydrique chez le peuplier (Caruso et al., 2002; Chefdor et al., 2006). 

 

Chez le peuplier, une étude in silico a 

dont 8 sont des récepteurs non éthylène, et 12 HPt (Singh & Kumar, 2012). Nieminen et 

collaborateurs (2008) ont isolé cinq gènes (PtCRE1a, PtCRE1b, PtHK2, PtHK3a, et PtHK3b) partageant 

de fortes similarités avec la famille de récepteurs cytokinines chez Arabidopsis : PtHK2 avec AHK2, 

PtHK3a et PtHK3b avec AHK3, et PtCRE1a et PtCRE1b avec 

pas encore clairement défini. Ramírez-Carvajal et collaborateurs (2008) ont montré la probable 

existence de 33 RR (11 RR-A, 11 RR-B et 11 pseudo-RR) alors que Singh & Kumar (2012) ont 

comptabilisé 25 RR (9 RR-A, 11 RR-B et 5 pseudo-RR). 

transcrits des RR-A et RR-B étaient localisés dans les tissus des tiges principalement au niveau des 

bourgeons et dans le phloème. De plus, plusieurs membres appartenant aux RR-A et RR-B voient une 
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augmentation du taux de leurs (Ramírez-Carvajal et 

al., 2008). Le rôle du PtRR13 dans la voie de transduction des cytokinines chez le peuplier a été 

montré. En effet, ce RR-B serait un régulateur négatif du développement des racines adventives chez 

le peuplier via le signal cytokinine par activation ou répression de la transcription de différentes 

cibles. Les transcriptions de COV1 (CONTINUOUS VASCULAR RING 1), régulateur négatif de la 

vascularisation, et de PDR9 (PLEIOTROPIC DRUG RESISTANCE TRANSPORTER 9), transporteur permettant un 

sont activées 

transcription AP2/ERF (APETALA2/ETHYLENE RESPONSE FACTORY) de type TINY inductibles face au stress 

, phytohor , 

est réprimé par le PtRR13 (Ramírez-Carvajal et al., 2009). 

 

Au sein du laboratoire, HK1, présentant une séquence protéique très proche de celle AHK1 

Arabidopsis (pour identité : domaine donneur 83% ; domaine receveur 73% ; domaine 

extra-cellulaire 72%) a été isolée à partir du génotype Dorskamp (Populus deltoïdes  (Bartr.) Marsh 

x P nigra L.) (Chefdor et al., 2006). Sur la base des similitudes 

similitude fonctionnelle entre HK1 et AHK1 a été avancée, HK1 étant ainsi susceptible 

impliquée 

du gène HK1 a montré une expression constitutive dans les feuilles et les racines en condition 

osmotique normale,  au moment du stress. Cependant, 

sous contrainte hyper-osmotique, une augmentation du taux de transcrits de HK1 dans les racines 

(24%) dès cinq minutes de stress a également été observée, traduisant un besoin potentiel des cellules 

lus important de récepteur. Par ailleurs, la recherche de protéines HPt, 

second protagoniste de la voie du phosphorelais, a révélé qui ont également 

été isolées (HPt1, HPt2, HPt3a et HPt3b)  AHP3 

Arabidopsis. 

Les interactions entre HK1 et HPt1/2 

ont été testées dans la levure par le système double-hydride, montrant une interaction entre le 

récepteur et HPt2 mais pas avec HPt1. Le domaine receveur de HK1 serait suffisant pour permettre 

 (Chefdor et al., 2006). Ainsi, l s à AHK1 

et aux AHP chez le peuplier, HK1 et HPt2, et de leur interaction ainsi que la régulation 

transcriptionnelle de HK1 

phosphorelais multiple dans la perception et la transduction du signal stress osmotique chez le 

peuplier.  
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 général de cette thèse visait à  phosphorelais 

multiple de type histidine-aspartate dans la transduction du signal de la contrainte osmotique chez 

apporter des éléments de réponse à cet objectif, ce travail de thèse reposait sur 

deux objectifs spécifiques majeurs :   

 

 Identifier le partenariat interactionnel parmi les membres HPt (Histidine containing 

Phosphotransfer protein) et RR (Régulateurs de Réponse), agissant en aval de HK1, potentiellement 

impliqué dans la transduction de la contrainte osmotique. 

 Dégager un mode de fonctionnement des RR de type-B et caractériser leur implication dans la 

voie de transduction du signal de cette contrainte.  

 

de deux parties. La première partie est composée 

de trois chapitres correspondant tous à un article publié. La deuxième partie est composée de deux 

chapitres correspondant à deux articles en préparation. 
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 MATÉRIELS I.
 

I.1   Matériels biologiques 

 

I.1.a   Matériel végétal 

 

I.1.a.1   Peuplier 
 

Le génotype Dorskamp, Populus deltoïdes  (Bartr.) Marsh x P. nigra L., a été retenu pour cette 

étude. -Bas, 

croisement euraméricain entre un peuplier femelle deltoïde des Etats-Unis (Mississipi) et un peuplier 

mâle noir Italie (vallée du Pô). Ce génotype est utilisé actuellement en France dans la populiculture 

de par sa facilité à être bouturé.                                            

Dans le cadre de notre étude, sa capacité à croître facilement en hydroponie (Caruso et al., 2002) et 

sa tolérance à la sécheresse (Brignolas et al., 2000; Marron et al., 2002) sont des atouts pour faciliter 

nos expériences. Elles ont été réalisées à partir de boutures qui proviennent de tiges lignifiées 

 sur des plants mères cultivés en pleine terre. Elles sont ensuite placées 

durant une quinzaine de jours dans du sable a r un système racinaire complet. Pendant 

bouture.   

 

I.1.a.2   Pervenche de Madagascar 
 

Catharanthus roseus (L.) G. Don ou Pervenche de Madagascar appartient à la famille des 

Apocynacées. Cette espèce présente un fort intérêt pharmacologique en produisant plus de 130 

alcaloïdes suscitant ainsi un engouement de la recherche scientifique pour comprendre son 

métabolisme.  

 Dans cette étude, des suspensions cellulaires non chlorophylliennes C20D et C20A de C. 

roseus sont utilisées. Elles dérivent de la souche C20, entretenue dans un milieu de Gamborg (1968), 

supplémenté en saccharose (58 mM), en acide 2,4-dichlorophénoxy-acétique (2,4-D, 4,5 µM) et en 

kinétine (0,28 µM). La souche C20A présente une croissance normale dans un milieu dépourvu de 

kinétine et de 2,4D. La souche C20D, elle, présente une croissance normale seulement en absence de 

kinétine dans le milieu de culture (Mérillon et al., 1989), de cytokinines, elle 

répond et active les voies de réponses à cette phytohormone.  
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I.1.b   Souches bactériennes 

 

Escherichia coli utilisées dans ce travail ainsi que leurs génotypes 

sont listées dans le TABLEAU 8 suivant :  

 

TABLEAU 8 - E. coli                                             
Souches Fournisseurs Génotypes 

DH5  New England 

Biolabs 

fhuA2 (argF-lacZ)U169 phoA glnV44 80  (lacZ)M15 gyrA96 
recA1 relA1 endA1 thi-1 hsdR17 

BL21  F-, ompT, hsdSB, (rB
-, mB

-), dcm, gal, (DE3) 

                                

I.1.c   Souches de levures 

 

La souche de Saccharomyces cerevisiae L40  a été utilisée dans les expériences de double-

hydride. Son génotype est le suivant : MATa ade2-101 his3-200 leu2-3,112 trp1-901 ura3-52 

LYS2::(lexA op)x4-HIS3 URA3::(lexA op)x8-lacZ gal4 . 

 

I.2   Milieux de culture 

 

I.2.a   Milieu de culture hydroponique 

 

Le milieu de culture pour les boutures en hydroponie est une solution nutritive dont la 

composition de base est celle du milieu de Murashige & Skoog (1962) modifiée et adaptée aux 

besoins des peupliers du génotype Dorskamp (Morabito et al., 2006) (TABLEAU 9).  

 

TABLEAU 9  Composition de la solution nutritive utilisée pour la culture en hydroponie des boutures  
Macroéléments Microéléments  

 mM  µM Solution de fer µM  

NH4NO3 

KNO3 

CaCl2, 2H2O 

MgSO4, 7H2O 

KH2PO4 

5,15 

9,4 

1,5 

0,75 

0,62 

MnSO4, H2O 

ZnSO4, 7H2O 

H3BO3 

CuSO4, 5H2O 

Mo7O24(NH4)6, 4H2O 

3,64 

3,06 

9,12 

0,78 

0,25 

FeSO4, 7H2O 

EDTA, Na2 

2,5 

2,5 
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I.2.b   Milieu de culture des bactéries 

 

Les compositions des différents milieux de culture bactériennes utilisés sont résumées dans le 

TABLEAU 10. Les milieux LB sélectifs ont été supplémentés par des antibiotiques en fonction du 

vecteur plasmidique utilisé (Ampicilline : 50 µg/mL, Kanamycine : 50 µg/mL).  

 

TABLEAU 10  Composition des milieux de culture bactérienne 
Milieu LB Milieu SOC Milieu 2YT 

5 g/L Extrait de levure 5 g/L Extrait de levure 10 g/L Extrait de levure 

10 g/L Tryptone 20 g/L Tryptone 16 g/L Tryptone 

10 g/L NaCl 10 mM NaCl 5 g/L NaCl 

1,5% Agar (milieux solides) 2,5 mM KCl pH 7,5 

 
10 mM MgCl2  

 

10 mM MgSO4  

 

I.2.c   Milieu de culture des levures 

 

Les compositions des différents milieux utilisés pour les cultures de levures sont résumées 

dans le TABLEAU 11. 

 

TABLEAU 11  Composition des milieux de culture levure 
Milieu de croissance YPD Milieu sélectif de croissance LW Milieu sélectif de croissance LWH 

10 g/L Extrait de levure 6,7 g/L Yeast nitrogen base (sans aa) 6,7 g/L Yeast nitrogen base (sans aa) 

20 g/L Peptone 0,52 g/L Do LW 0,48 g/L Do LWH 

20 g/L Glucose 20 g/L Glucose 20 g/L Glucose 

2% Agar (milieux solides) 2% Agar (milieux solides) 2% Agar (milieux solides) 
aa : acides aminés 

 

 

 

 MÉTHODES II.
 

II.1   Conditions de culture et des traitements appliqués 
 

II.1.a   Culture des boutures de peuplier 

 

II.1.a.1   Culture en hydroponie   
 

La culture en hydroponie est un réel atout pour les études transcriptomiques. Effectivement, 

nous pouvons contrôler efficacement les conditions d e la contrainte hydrique 
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notamment son application et sa durée. De plus, ce dispositif nous permet de conserver un système 

racinaire propre et donc contraint à moins de blessure contrairement à une culture en terre. 

ont été placées dans des bacs de 30 litres contenant de la solution nutritive (TABLEAU 9). La croissance 

un mois (FIGURE 15) à une température de 21°C, une humidité relative de 70%, 

sous un éclairage aux néons (134 µmol/sec/m) assuré 16 heures par jour. Le niveau de la solution 

nutritive est toujours maintenu à 30 litres pour permettre une croissance optimale des boutures.  

 

 

FIGURE 15  Photographies des boutures de peuplier durant la croissance en hydroponie  
A-Les boutures de peuplier au moment de la mise en culture en hydroponie, 

B-Les racines des boutures de peuplier au moment de la mise en culture en hydroponie, 

C-Les boutures de peuplier après un mois de culture en hydroponie, 

D-Les racines des boutures de peuplier après un mois de culture en hydroponie. 

 
 

II.1.a.2   Application  au PEG6000 et suivi des paramètres   

physiologiques 
 

Le PEG (PolyEthylene Glycol) est un agent non ionique, hydrosoluble, et non perméant pour 

les cellules de par son haut poids moléculaire, de franchir à la fois la paroi et la 

membrane plasmique. Son utilisation mime donc la sécheresse du sol en causant une déshydratation 

des cellules du protoplaste mais également de la paroi cellulaire, 
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(Verslues et al., 2006). De plus, contrairement aux autres agents 

(Wormit et al., 2012). Au cours de ce travail, 

deux concentrations de PEG ont été utilisées. Une première concentration de PEG à 50 g/L a été 

utilisée durant une cinétique courte (5, 10, 20 minutes), basée sur des études précédentes montrant 

cinq minutes suivant 

 la contrainte (Caruso et al., 2002; Chefdor et al., 2006). Une deuxième concentration 

de PEG à 100 g/L a été utilisée durant une cinétique longues (5, 10, 20, 40, 60, 120, 180, 360 

minutes).  
 

 Pour cette nouvelle expérience 

la contrainte osmotique, les conductances stomatiques 

poromètre (Leaf Porometer Steady State Diffusion Porometer, Modèle SC-1, Decagon Devices, 

Pullman, Washington, Etats-Unis). Les mesures de conductance stomatique ont été réalisées sur trois 

plants indépendants au niveau de leurs faces supérieures et inférieures. Au temps zéro, une première 

 dans un bac de culture contenant de la solution nutritive 

témoin. Par la suite, ces mêmes boutures transvasées dans un autre bac de culture contenant la 

solution nutritive additionnée de PEG, ont servi à réaliser les autres mesures effectuées à différents 

points de cinétique. 

Les mesures 

ont été réalisées à partir de deux expériences biologiques. Ainsi, les moyennes des conductances 

stomatiques (± erreurs standards) de six plants en conditions témoin et stressée ont été calculées. Une 

analyse statistique a ensuite été réalisée (MATÉRIELS ET MÉTHODES, II.15), afin de mettre en évidence 

cinétique et celles au temps 0.  

  

II.1.a.3   Prélèvement des échantillons 
 

Les prélèvements des différents organes (racines, tiges, pétioles, feuilles) de deux boutures, de 

même âge physiologique mais indépendantes de celles utilisées pour les mesures des conductances 

stomatiques, ont été réalisés. Ces boutures correspondent soit à des boutures témoins soit à des 

boutures transvasées et traitées durant les différents temps. Tous les échantillons ont été congelés dès 

 et les racines ont été au préalable  Les 

échantillons sont conservés à -   
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II.1.b   Culture des suspensions cellulaires de C. roseus 

 

La culture des lignées C20D et C20A  

rpm) à 25°C. Les cellules sont repiquées toutes les semaines : 50 mL ou 100 mL  C20D ou 

C20A respectivement, sont dilués dans 450 mL ou 400 mL de milieu de culture, et sont ainsi répartis 

dans différentes fioles à raison de 50 mL par fiole. 

 

II.1.c   Culture des bactéries et des levures 

 

II.1.c.1   E. coli 
 

E. coli poussent à 37°C sous agitation (250 rpm) pendant une nuit. Les cultures 

bactériennes croissent dans du milieu LB liquide (TABLEAU 3) contenant les antibiotiques appropriés. 

  

II.1.c.2   S. cerevisiae 
 

Les souches de S. cerevisiae poussent à 30°C pendant 3 à 4 jours. Les composants sélectifs des 

milieux de croissances (TABLEAU 4) sont ajoutés en fonction du type de plasmide introduit dans la 

souche. 

 
II.2   Méthodes de transformation du matériel biologique 

 

II.2.a   Préparation et transformation des bactéries 

 

II.2.a.1   Préparation des bactéries compétentes 
 

Les bactéries (E. coli) de la souche BL21 sont rendues compétentes par utilisation de CaCl2 

(Chlorure de calcium) rendant la paroi bactérienne perméable (Sambrook et al., 1989). Une 

pré-culture est réalisée en inoculant quelques colonies de la souche dans 2 mL de milieu liquide LB, 

et incubée une nuit à 37°C sous agitation (250 rpm). Le lendemain, 500 µL de culture dilués dans 50 

0,3 et 0,5. Après centrifugation (10 min, 4°C, 5000 rpm), les cellules sont reprises dans une solution 

de CaCl2 à 50 mM. Après une incubation de 20 minutes à 4°C, la culture bactérienne est centrifugée 

et le culot de bactérie est repris dans une solution de CaCl2 50 mM / glycérol 20%. Des aliquotes de 

50 µL sont ensuite réalisées et sont stockées à -80°C avant utilisation. 
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II.2.a.2   Transformation par choc thermique  
 

Les transformations sont réalisées avec 50 µL de bactéries compétentes pour la souche DH5  

(New England Biolabs) ou 100 µL de bactéries compétentes pour la souche BL21, mélangés avec 5 µL 

de ligation ou 1 µg de plasmides respectivement. Ce mix de transformation est chauffé à 42°C 

pendant 40 secondes, puis placé dans la glace pendant 2 minutes  950 ou 900 µl de 

milieu SOC. Les bactéries transformées sont ensuite incubées à 37°C pendant une heure sous 

agitation (250 rpm). Le volume approprié de transformation est étalé sur boîte de sélection LB avec 

un antibiotique approprié. Quand un criblage blanc/bleu est possible (cas du vecteur pGEM-T easy), 

le milieu est fraichement supp  (Isopropyl-1-thio-ß-D-galactopyranoside) 0,5 

mM et du X-gal 0,2 mM. Les bactéries sont ensuite incubées durant une nuit à 37°C. 

 

II.2.b   Préparation et transformation des levures 

 

Les transformations de levure sont réalisée (Gietz et al., 1995). Une pré-culture de 

la souche de levure L40  est réalisée dans du milieu YPD (Yeast Peptone Dextrose), et mise à agiter 

durant une nuit à 30°C. Une culture de 50 mL est préparée à partir de la pré-culture dont 

absorbance à 600 mm de 1. Après centrifugation (3000 rpm) et lavage 

repris acétate de lithium (LiAc) 80 mM. Pour chaque transformation, un mix est préparé 

contenant du PEG3350 35%, LiAC 80 mM, ADN carrier (2 mg/mL) et 300 ng à 1 µg de plasmide, 

auquel on ajoute les 100 µl levu

ensuite incubés à 30°C pendant 30 minutes puis à 42°C pendant 20 minutes. Les tubes sont ensuite 

centrifugés pendant 30 secondes à 

suspensions de levures transformées sont étalées sur boîtes LW et laissées à 30 °C pendant 3 à 4 

jours.  

 

II.2.c   Transformation transitoire des cellules de C. roseus par biolistique 

 

Le protocole de transformation par biolistique des cellules de C. roseus a été mis au point au 

laboratoire de Biochimie et Biotechnologies Végétales, Université de Tours (Guirimand et al., 2009). 

  

II.2.c.1   Préparation des tapis cellulaires 
 

Au 3ème jour de culture, 4 mL de suspensions cellulaires C20D ou C20A (cultivées en absence 

de 2,4D) sont filtrés sous vide partiel sur un disque de papier Whatman stérile (cat No. 1001917) 
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ensuite déposés sur boîtes de 

Pétri (45 mm) sur du milieu de Gamborg gélosé (agar 0,8%) contenant de la céfotaxime (200 µg/mL) 

et du saccharose (58 mM). Les boîtes sont incubées 48h  

 

II.2.c.2   Protocole de transformation transitoire par biolistique 
 

1 µm de diamètre 

(1.0 Micron Gold, Bio- -1000/He Biolistic (Bio-Rad).  

     Préparation des microbilles et adsorption des plasmides aux microbilles 

Pour 5 répétitions, 5 g de chaque construction plasmidique utilisée selon le type de 

présence de 20 µL de spermidine (0,1 M) et de CaCl2 (2,5 M). Ce mélange est incubé pendant 15 

minutes à température ambiante sous agitation douce, centrifugé puis le surnageant est éliminé. Les 

(48 µL). 

 
      

Pour chaque transformation, 8 µL de la solution de microbilles (500 µg) sont déposés sur le 

cellulaire est placé à une distance de 6 cm du dispositif de projection. Le bombardement de 

micro

. 

 
II.3   Extraction, purification et analyse des acides nucléiques 

 

II.3.a   Extraction des acides nucléiques 

 

II.3.a.1    
 

     Extractions  des racines de peuplier 

Chang et collaborateurs (1993) et Claudot et 

collaborateurs (1999). Après broyage de 5 g 

2,5 g de polyvinylpolypyrrolidone (0,5 fois MF), la poudre fine est déposée dans le tampon 

(2% CTAB, 100 mM Tris-HCl pH 8, 25 mM EDTA pH 8, 2 M NaCl, 0,5 g/L spermidine) 

 (C:I) 24 :1 (v/v) est 

ajouté, le mélange est ensuite homogénéisé par agitation au vortex pendant 10 minutes. La phase 
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aqueuse est ensuite récupérée après centrifugation de 15 minutes à 10 000 rpm et une nouvelle 

extraction C:I est réalisée. Après ajout de Chlorure de Lithium (LiCl, 2 M) à la phase aqueuse 

récupérée, les ARN sont précipités sur la nuit à 4°C. Le lendemain, les culots 

 SSTE (1 M NaCl, 0,5% SDS (dodécylsulfate de sodium), 10 mM Tris-HCl pH 8,1 

mM EDTA pH 8) après centrifugation de 20 minutes à 10 000 rpm à 4°C. Une nouvelle extraction 

C:I est réalisée et la phase aqueuse est précipitée pendant 2 heures à -20°C par deux volumes 

de 20 minutes à 12 000 

rpm à 4°C. Il est ensuite repris dans 15  (diéthylpyrocarbonate). 
 

     Extraction des autres organes de peuplier par le kit NucleoSpin RNA Plant  

(Magerey-Nagel) 

Nous avons suivi le protocole préconisé par le fournisseur. Les organes ont été au préalable 

s pour réaliser les extractions. Les 

pure traitée au DEPC. 

 

II.3.a.2    
 

 peuvent être réalisées à partir de petites ou de grandes 

quantités de culture (minipréparation : 3 mL ou maxipréparation : 50 mL). Les cultures sont 

ensemencées le soir, et mises à agiter (250 rpm) une nuit à 37°C.     
 

Minipréparations 

Après centrifugation (2 minutes, 13 000 rpm), le culot bactérien est resuspendu dans 200 µL de 

solution I (25 mM Tris-HCl pH 8, 10 mM EDTA pH 8, 0,1 mg/mL RNase). Par ajout de 200 µL de 

solution II (0,2 mM NaOH, 1% SDS) puis de 200 µL de solution III (11,5% Acide acétique,  3 M 

Acétate de potassium) nous procédons successivement à la lyse alcaline et à la séparation des ADN 

génomique et plasmidique. Les débris cellulaires sont ensuite éliminés par centrifugation (10 

minutes, 13 000 rpm, 4°C)

 000 rpm, 4°C), les culots sont lavés à 

 
 

Minipréparations par le kit NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel) 

plasmidique de bonne qualité. 
 

Maxipréparation par le kit NucleoBond Xtra Midi (Macherey-Nagel) 

plasmidique en grande quantité et de bonne qualité. 
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II.3.b    

 

NucleoSpin gel and PCR clean-up (Macherey-Nagel) soit directement soit 

Nous avons suivi les instructions 

recommandées par le fournisseur.  

 

II.3.c   Déphosphorylation  

 

La Shrimp Alkaline Phosphatase (Promega) déphosphoryle les extrémités 

prévenir la re- vecteur 

clonage. Après digestion du plasmide, 6 unités es (sans changer de 

tampon au préalable) dans son tampon de réaction. Le mélange réactionnel est laissé pendant 30 

 

 

II.3.d   Analyse des acides nucléiques 

 

II.3.d.1    
 

L , 

ADN  ont été réalisés par 

(40 mM Tris-Acétate, 1 mM 

EDTA). La révélation des acides nucléiques 

(BET, 0,1 µg/mL) pendant 15 minutes.  

 

II.3.d.2   Digestions enzymatiques 
 

Toutes les enzymes de restriction proviennent de New England Biolabs. Les objectifs des 

digestions enzymatiques sont multiples -clonage dans un autre 

vecteur, vérification  de égrité 

des sites de restriction unités 

nt dans un volume total de 20 à 50 µL, pendant 1 à 3 heures voire 

durant une nuit à 37°C. 
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II.3.d.3   Dosage des acides nucléiques 
 

La concentration des acides nucléiques a été déterminée par dosage spectrophotométrique à 

260 nm en utilisant le NanoDrop® (ND 1000, Thermo Scientific).  

 
II.4   Réactions de polymérisation en chaîne (PCR) et ses méthodes dérivées 

 

II.4.a   PCR 

 

L  désiré a été amplifié 

utilisant soit une ADN polymérase basse-fidélité (GoTaq®DNA Polymerase, Promega) soit une ADN 

polymérase haute-fidélité (Phusion High Fidelity DNA Polymerase, Finnzyme). Le protocole (TABLEAU 

12) et les programmes PCR (TABLEAU 13) suivants ont été utilisés pour les amplifications. 

 

TABLEAU 12   
Composants Volumes Concentration finale 
ADN matrice (50-70 ng/µL) 1 µL  50-70 ng 

Tampon 5X 10 µL 1x 

Mix dNTP (10 mM) 1 µL  0,2 mM 

Amorce forward (10 µM) 1 µL  0,2 µM 

Amorce reverse (10 µM) 1 µL  0,2 µM 

GoTaq (5U/µl)  ou Phusion (2U/µL) 

polymérase 0,3 ou 0.5 µL 1,5 ou 1 U 

H2O qsp 50 µL   

 

TABLEAU 13   
Réaction PCR GoTaq Phusion 

  température temps Nb cycles température temps Nb cycles 
Dénaturation initiale 94°C 2 min 1 98°C 30 sec 1 

Dénaturation 94°C 1 min 

25-35 

98°C 10 sec 

25-35 Hybridation * 1 min * 30 sec 

Elongation 72°C 1 kb/min 72°C 1 kb/30 sec 

élongation finale 72°C 5 min 1 72°C 5 min 1 

* amorce utilisée. 

 

P ecombinant après transformation, les bactéries ou les 

levures peuvent être analysées par PCR.  

Concernant les bactéries, l
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clonage du vecteur, soit avec une amorce sens sur le vecteur e

réaliser une PCR orientée. Ce type de PCR est réalisé avec la GoTaq® 

est le même que précédemment, 

lyser les bactéries. 

Concernant les levures, au préalable un traitement supplémentaire afin de lyser les cellules 

est nécessaire. Dans un micro re-suspendue dans 10 µL de 

soude (NaOH, 0,02 M) est incubé pendant 5 minutes à 95°C puis mis 

est réalisée avec 2 µL du mélange préparé précédemment comme matrice, en utilisant les amorces 

spécifiques (ANNEXE 2) des vecteurs pLex (LexA5 et LexA3) et pGAD (T7 prom et ACT3). Ce type de 

PCR est réalisé avec la GoTaq® en utilisant l classique. 

 

II.4.b   RT-PCR 

 

Les analyses transcriptionnelles par RT-PCR relative  

contrairement à celle réalisées par RT-PCR en temps réel réalisée à partir de 2 µg.  

 

II.4.b.1   Traitement à la désoxyribonucléase I (DNase I) des ARN 
 

Afin de réaliser des PCR en temps réel, un traitement supplémentaire à la DNase I est 

nécessaire afin de dégrader éventuellement encore présent dans les échantillons et qui 

pourrait être considéré comme matrice par inverse. Le mélange 

taux, 1 µL de tampon 10x DNase I RNase free et 1 

unité de DNase I RNase free (Thermo Scientific). Ce mélange est incubé 30 minutes à 37°C. La 

réaction est stoppée par ajout d éthylene diamine tetra-acetic acid (EDTA, 

inactivée à 65°C pendant 10 minutes. 

 

II.4.b.2   Transcription inverse des ARN 
 

total ou ase I godT  modifié  (Carpin et al., 1998),  0,5  mM  

de dNTP, 200 unités d -MuLV Reverse Transcriptase RNase H- (Finnzyme), du tampon de 

réaction 1x Tris-HCL pH 8,3, 30 mM MgCl2, 750 mM KCl, 100 mM 

DTT). Le mélange comprenant les ARN et les oligodT est mis à 70°C pendant 10 minutes. Les tubes de 

réaction sont ensuite placés dans la glace durant 2 minutes, puis  le  mélange  réactionnel  (dNTP  et  

tampon)  est  ajouté.  Les  tubes  sont  remis  pendant  2 minutes à 62°C et au terme de ce temps, 

e. La réaction est alors réalisée durant une heure à 42°C puis arrêtée par une 

incubation de 15 minutes à 70°C. Les ADNc ainsi obtenus sont conservés à -20°C. 
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II.4.b.3   RT-PCR relative  
 

Cette technique a été utilisée pour vérifier la co-expression des transcrits des gènes HPt et 

RR, dans les différents organes de boutures de peuplier (racines, tiges, pétioles, feuilles) en condition 

témoin et stressée par une contrainte osmotique (PEG 50 g/L, pendant 10 min). Un microlitre 

pour réaliser avec des amorces spécifiques 

(0,2 µM), des amplifications (30 ou 40 cycles) des gènes HPt  et des RR. Le gène de la clathrine  a été 

utilisé comme contrôle interne. Les PCR ont été réalisées en triple exemplaires 

provenant de deux expériences différentes. Les séquences des amorces utilisées pour cette étude 

concernant les HPt sont répertoriées dans le TABLEAU 14, les RR et la clathrine dans l ARTICLE III 

(Données supplémentaires). 

 
TABLEAU 14  Séquences des amorces utilisées pour la RT-PCR relative 

Gènes Amorces Séquence 5'-3' Tm 
HPt2 HPt2-  ATGGAGGTTGGCCAGATGC 

58°C 

 

HPt2-  AGAACTCAATTCTTCCATAGG 

HPt6 HPt6-  ATGGAGGTTGTTCAGATGCAGAG 
66°C 

 
HPt6-  TTAACAACTCAATTCTTCCATAGG 

HPt7 HPt7-  ATGGATAGTGTGGTTCAGTTGC 
64°C 

 
HPt7-  TCACATTGGCCAAGGAATTGAC 

HPt9 HPt9-  ATGGACAGTGTAGTTCAGTTGC 
65°C 

 
HPt9-  TTACATTGGCCAAGGAATTGACC 

HPt10 HPt10-  ATGGACAGAAAACAATTGCAACACC 
67°C 

 
HPt10-  TCAGGCACTCTCGGCTAGTCC 

 

II.4.b.4   RT-PCR en temps réel 
 

HK1, RR13 et 18, et un gène de la 

déhydrine  dans les différents organes des boutures de peuplier en condition témoin et de contrainte 

osmotique (PEG 100 g/L). 

 

Ces expériences ont été réalisées au laboratoire BBV de Tours, utilisant la technologie du 

SYBR-green®, un agent intercalant non spécifique  Chaque 

réaction PCR est réalisée en triplicat pour chaque gène et modalité, dans un volume final de 15 L 

(en plaque 96 puits). Le mélange réactionnel contient 160 ng dilué 12 fois), les 

amorces spécifiques des séquences cibles sens et antisens à 0,5 µM (TABLEAU 15) et 7,5 L de 

SsoAdvancedTM SYBR® Green Supermix (Bio-Rad). 

suivant : 1 cycle de 30 sec à 95°C, suivi de 40 cycles de 5 sec à 95°C, puis 20 sec à 60°C grâce au 

thermocycleur CFX96TM Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad). A la fin de chaque PCR, la 
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vérification de la spécificité de  est effectuée une courbe de 

dissociation (65°C à 95°C ; incrément de 0,5°C  de 

un contrôle négatif sans ADNc est réalisé pour chaque combinaison 

 Les résultats sont ensuite analysés grâce au logiciel Bio-Rad CFX Manager 3.0.  

La valeur moyenne des Ct (threshold Cycle, qui est le nombre de cycles PCR réalisés à partir 

duquel un certain seuil de fluorescence est détecté) 

relative des gènes. La méthode utilisée ici est donc celle de la quantification relative reposant sur 
-  Cette méthode fait intervenir un 

gène de référence est constitutive quelque soit les modalités testées, permettant de 

normaliser les résultats entre les différentes conditions testées. Pour cette étude, le gène YLS8 

(YELLOW LEAF SPECIFIC GENE 8,  AT5g08290) a été choisi. 

condition de référence (calibrateur) est à définir et sert de point de comparaison pour le calcul 

Deux analyses statistiques différentes ont été réalisées (MATÉRIELS ET MÉTHODES, 

II.15). Une première permettant de c en condition témoin dans 

laquelle l , et une deuxième 

considérant chaque organe séparément dans laquelle chaque nat  de 

calibrateur. 

 

TABLEAU 15- Séquences des amorces utilisées pour la RT-PCR en temps réel 

Gènes Amorces Séquence 5'-3' Tm 
HK1 HK1a&b-F GCTTGGAGGTTGGCATGGATGC 

60°C 

 
HK1a-R CGAAAGAAAATCCATGGGTATTAC 

RR13 Q-RR13-F TTAGTTTTTGACTCTTTTATGGA 

 
Q-RR13-R GAACTGATCTGAAACACCACCAGAAC 

RR18 Q-RR18-F TTGGATCCAAAAATGAGGTCTAAC 

 
Q-RR18-R TGAAAAGAACGCATATGAAGTTTG 

Déhydrine Q-déhyd-F CCTCCAGCTCCTGAACATGTTTCC 

  Q-déhyd-R GAGTGCTTCCCAGTAGGGCAGCAG 

YLS8 
 

 

GGGTGCCCTGGTTAATTCAAAATCTC 

CATGGAACTGGTTATCCACACCAACC 

 

II.4.b.5   Mutagénèse dirigée par PCR 

 

Au préalable, la phosphorylation des amorces est réalisée dans un volume de 50 µL, 

comprenant 8,34 µM d , 10 unités de T4 polynucléotide kinase (New 

England 

ée à 65°C pendant 20 minutes. Ensuite, une PCR est 

réalisée et nous permet dans ce cas 
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a matrice utilisée est le vecteur plasmidique 

 phosphorylées complémentaires de 

, en orientation inverse 

 (FIGURE 16). La PCR est réalisée ADN polymérase Phusion 

(Finnzyme) suivant le programme et les conditions présentés en TABLEAU 13 et en TABLEAU 16. Elle est 

(25 ng) par , pendant 1 

heure à 25°C selon les recommandations du fournisseur.  

 

La mutagénèse dirigée par PCR a été utilisée dans le cadre de cette étude afin de générer 

divers mutants utilisés notamment en double-hybride, en BiFC, en trans-activation, et également 

dans la production de protéines recombinantes. 

succession de différentes réactions PCR en utilisant les amorces mutées a été réalisée. Toutes les 

constructions, les amorces ainsi que les matrices utilisées sont résumés dans le TABLEAU 17. 

 

TABLEAU 16  Conditions PCR pour la mutagénèse dirigée 
Composants Volumes Concentration finale 
ADN matrice (1 ng/µL) 1 µL 1 ng 

Tampon 5X 10 µL 1x 

Mix dNTP (10 mM) 1 µL 0,2 mM 

Amorce forward (8,34 µM) 1 µL 0,7 µM 

Amorce reverse (8,34 µM) 1 µL 0,7 µM 

Phusion polymérase 0,5 µL 1 U 

H2O qsp 50 µL 
 

 

 
FIGURE 16  Schéma du principe de la mutagénèse dirigée par PCR 

 

 

II.4.b.6   PCR pour réaction de séquençage et précipitation des séquences 
 

Le séquençage est basé sur la méthode de Sanger qui, sommairement, consiste en une 

inateurs de la réaction de 
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polymérisation marqu

Big Dye®Terminator v3.1 Cycle sequencing kit (Applied Biosystems) selon les instructions du  

fournisseur en utilisant  les  amorces  universelles (ANNEXE 2)  et/ou  spécifiques à une concentration 

de 250 nM et 1 µL de minipreparation de plasmides recombinants comme matrice. Le protocole 

thermique est le suivant : 2 minutes à 95°C, 10 secondes à 96°C, 15 secondes à la température 

pétés sur 30 cycles. Les ADN sont ensuite précipités 

p . Après centrifugation (13 000 rpm, 15 minutes, 4°C) et élimination des 

20 µ ABI 3500 

Genetic Analyzer  Agronomique (INRA)  

logiciel BioEdit®. 

 
 

II.5   Clonages dans les vecteurs plasmidiques 

 

II.5.a   Clonage dans le vecteur pGEM®-T Easy et A-tailing 

 

Le vecteur pGEM®-

extrémité. Les PCR réalisées avec la Taq polymérase possédant une activité déoxynucléotidyl terminal 

transférase, confèrent aux produits PCR cette particularité. Par contre, concernant les produits PCR 

amplifiés par la Phusion  avant la ligation. 

Cette étape est réalisée dans un volume réactionnel de 10 µl, comprenant 6,8 µl de produit PCR 

purifiés, de dATP  (0,2  mM)  et  5 unités de GoTaq® (Promega) dans son tampon de réaction 

spécifique. Le mélange est incubé pendant 30 min à 70°C, et pourra être directement utilisé pour la 

ligation selon les recommandations du fournisseur. 

 

II.5.b   Clonage dans les vecteurs pGAD et pLex 

 

Les vecteurs pGAD et pLex (ANNEXE 1) ont été utilisés pour la technique du double-hydride 

-

interactions du RR13-DDK et de ces différents mutants (RR13-DDKE123K, RR13-DDKM105K, 

RR13-DDKE123K-M105K) générés par mutagénèse sur eux-mêmes.  



 M
A

T
É

R
IE

L
S 

E
T

 M
É

T
H

O
D

E
S 

  

11
7 

 TA
BL

EA
U

 1
7 

 R
és

um
é 

de
s 

m
at

ri
ce

s 
pl

as
m

id
iq

ue
s 

et
 a

m
or

ce
s 

ut
ili

sé
es

 p
ou

r 
la

 m
ut

ag
én

ès
e 

M
ut

an
t 

A
m

or
ce

s 
Sé

qu
en

ce
s 

5'
-3

' 
Te

ch
ni

qu
e 

V
ec

te
ur

 m
at

ri
ce

 
Tm

 

D
D

KE1
23

K
 

D
D

K-
RR

13
-E

12
3K

-F
 

C
C

G
A

TT
C

G
C

A
TT

A
A

G
G

C
A

C
TT

A
A

G
A

A
C

 
D

ou
bl

e-
hy

br
id

e 
 

RR
13

-D
D

K-
pL

ex
 ; 

RR
13

-D
D

K
-p

G
A

D
 

68
°C

 
D

D
K-

RR
13

-E
12

3K
-R

 
TT

TA
A

TC
A

G
G

TA
A

TC
A

C
A

A
G

C
A

C
C

A
TG

 
Bi

FC
 

RR
13

-p
SP

YC
E(

M
R)

 ; 
RR

13
-p

SP
YN

E(
R)

17
3 

D
D

KM
10

5K
 

D
D

K-
RR

13
-M

10
5K

-F
 

A
A

A
A

A
TG

TG
G

TC
A

A
G

A
A

A
G

G
TG

TA
A

C
T 

Tr
an

s-
ac

tiv
at

io
n 

RR
13

-p
RT

10
4 

D
D

K-
RR

13
-M

10
5K

-R
 

C
C

C
A

TC
A

TC
A

G
C

TG
A

C
A

TC
A

TG
A

TA
A

C
 

Pr
od

uc
tio

n 
pr

ot
éi

ne
 

RR
13

-D
D

K-
pE

T1
5b

 

D
D

KD
69

E   

D
D

KD
68

N
 

RR
13

-D
69

E-
F 

A
TT

G
TT

A
TA

A
G

TG
A

A
G

TC
C

A
C

A
TG

C
C

A
 

Tr
an

s-
ac

tiv
at

io
n 

RR
13

-p
RT

10
4 

68
°C

 
RR

13
-D

69
Eo

uN
-R

 
A

TC
G

TA
C

C
C

G
TT

TC
TG

TT
C

TC
TC

G
A

A
G

 

RR
13

-D
69

N
-F

 
A

TT
G

TT
A

TA
A

G
TA

A
TG

TC
C

A
C

A
TG

C
C

A
 

D
D

KE5
8K

 
D

D
K-

RR
13

-E
58

K-
F 

TC
TT

TG
C

TT
C

G
A

A
A

G
A

A
C

A
G

A
A

A
C

G
G

G
 

Pr
od

uc
tio

n 
pr

ot
éi

ne
 

RR
13

-D
D

K-
pE

T1
5b

 
68

°C
 

D
D

K-
RR

13
-E

58
Ko

uA
-R

 
C

A
A

C
G

C
A

A
TC

TC
TG

C
TC

G
G

TT
A

C
A

C
TT

 

 



 

MATÉRIELS ET MÉTHODES 

 
 

118 

  

Afin de cloner un ADNc en aval soit du  (DBD) soit du domaine 

de trans-activation (AD), des amorces oligonucléotidiques ont été conçues de façon à ajouter deux 

 classique avec la Phusion 

(TABLEAU 18). Par la suite, les produits PCR et les deux plasmides pLex et pGAD ont été digérés par les 

enzymes de restrictions adéquates. Concernant le clonage des HPt (2, 7 et 9), les plasmides 

pGAD-HPt étaient disponibles au laboratoire. Les inserts ont donc été libérés par digestion en 

utilisant les enzymes de restrictions correspondantes. Les ADNc ou produits de digestion ont été 

ensuite New England Biolabs) en suivant les 

recommandations du fournisseur. Les plasmides ont ensuite été directement utilisés pour les 

transformations des levures (MATÉRIELS ET MÉTHODES, II.2.b). 

 

TABLEAU 18  Résumé des clonages réalisés dans pLex et pGAD 
Constructions et site de clonage Amorces -  Tm 

 
pLex pGAD    

HPt2 EcoR1/Sal1      Ø   
 

     

HPt7 EcoR1/BamH1      Ø   
 

     

HPt9 EcoR1/BamH1      Ø    

  
 

   

      

RR12        Ø Xma1/Sal1 RR12-Xma5 CGCGCCCGGGGATGATGAATCTTGCTAACTGC 
60°C 

   RR12-Sal3 ATCGCGTCGACTACACAGGAATATTATCCAGG 

RR13        Ø Xma1/Sal1 RR13-Xma5 CGCGCCCGGGGATGTCAACGGCTAGTTCTGG 
55°c 

   RR13-Sal3 ATCGCGTCGACTACACAGGAATATTATCCA 

RR13-DDK Xma1/Sal1 Xma1/Xho1 RR13-Xma5 CGCGCCCGGGGATGTCAACGGCTAGTTCTGG 
60°C 

   RR13-DDK-SalN ATCGCGTCGACTTATTGTTCCAAATCCTTCCACTCG 

RR14        Ø Xma1/Sal1 RR14-Xma5 CGCGCCCGGGGATGGAAAATAATGGTTTCTCTTCTCC 
60°C 

   
RR14-Sal3 ATCGCGTCGACTCATGCTATAAACAAGCTTTC 

RR15        Ø  Cla1/Xho1 RR15N-Cla5 CGCGATCGATGGATGGCTGCTTTGCAGCGAGT 
55°C 

   
RR15N-Xho3 ATCGCCTCGAGCTATTCTTTGAAAACACTCA 

RR16        Ø  Xma1/Sal1 RR16-Xma5 CGCGCCCGGGGATGGCTGCTTTGCAGCGAGTGG 
68°C 

   
RR16-Sal3 ATCGCGTCGACTATTCTGTGAAAACACTCATAAG 

RR18        Ø  Xma1 / BglII XmaRR18 TCCCCCGGGGATGGCTGTAGACGACCAAAG 
60°C 

   
RR18BglII GAAGATCTTTAGAGCACGAAAACTTGAAATG 

RR19        Ø  Cla1/Sal1 RR19-Cla5 CGCGATCGATGGATGACCGTAGAGGACCAAAG 
60°C 

   
RR19-Sal3+ TGCGCGTCGACTCATACCCGTTTGATCATTGC 

RR21        Ø Xma1/Sal1 RR21-Xma5 CGCGCCCGGGGATGGAGAATGGTTTCTCCTCTCC 
68°C 

   
RR21-Sal3 ATCGCGTCGACTCATATAAACAAGCTTTGATCTATTAG 

RR22        Ø Xma1/Sal1 RR22-Xma5 CGCGCCCGGGGATGACTGTAGAACAGGGGAT 
55°C 

   
RR22-Sal3 ATCGCGTCGACTAACCAAGAATGGTTGGCA 

Ø : construction non réalisée dans cette étude 
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II.5.c   Clonage dans les vecteurs pSCA-SPYNE173, pSCA-SPYCE(M), pSPYNE(R)173 

et pSPYCE(MR)  

 

Les vecteurs pSCA-SPYNE173, pSCA-SPYCE(M), pSPYNE(R)173 et pSPYCE(MR) (ANNEXE 1) 

ont été utilisés pour la technique du BiFC (Bimolecular Fluorescence Complementation) afin de tester 

in planta entre HPt2, 7, 9 et HK1-CP puis HPt2, 7, 9 et RR13, 16, 18 et 19 

t les interactions du RR13 avec lui-même et avec ses formes mutées 

(RR13E123K-M105K-pSPYCE(MR) ; RR13E123K-M105K-pSPYNE(R)137) générées par mutagenèse.  

interaction protéique, les séquences codantes des protéines 

doivent être intégrées s deux séquences codant les sous-domaines de la 

protéine YFP (YFPN, aa 1 à 173 et YFPC, aa 156 à 239), afin de produire les protéines de fusion 

rotéine-YFPNouC NouC-  Les ADNc des protéines étudiées ont été amplifiés selon un 

protocole classique (Phusion) à TABLEAU 19) permettant la création de 

deux sites de restriction SpeI ou BamHI et la conservation du site 

fonction des cas,  Après une étape de sous-clonage dans un 

pGEM-T es ADNc 

les enzymes de restrictions appropriées (SpeI ou BamHI) et intégrés dans les vecteurs BiFC 

préalablement digérés et déphosphorylés. Les vecteurs pSCA-SPYNE173 et pSCA-SPYCE(M) 

(Guirimand et al., 2010) dérivant des vecteurs pSPYNE73 et pSPYCE(M) (Waadt et al., 2008) et les 

vecteurs pSPYNE(R)173 et pSPYCE(MR) (Waadt et al., 2008) permette

térêt fusionnée respectivement en N-terminal ou C-terminal à deux hémi-YFP. Les protéines de 

fusion sont exprimées sous le contrôle du promoteur constitutif CaMV35S. 
 

 

TABLEAU 19  Résumé des clonages effectués pour le BiFC 
Constructions Vecteurs et sites de clonage Amorces Séquences 5'-3' Tm 

 

pSCA-pSPYNE173 

pSCA-pSPYCE(M) 

pSPYNE(R)173  

pSPYCE(MR) 

  

 

HK1-CP Spe1 Spe1 
HK1-CP ACTAGTATGCATCTTGATGCAAGGAGAAGGG 

66°C 
Spe1-HK1-YFP CGTGATCAGGCTTTTCTTCTGG 

HPt2 Ø Spe1 
5-SpeHPt2 ACTAGTATGGAGGTTGGCCAGATGC 

52°C 
3-SpeHPt2 ACTAGTAGAACTCAATTCTTCCATAGG 

HPt7 Ø Spe1 
5-SpeHPt7 CGCGACTAGTATGGATAGTGTGGTTCAGTTGC 

62°C 
3-SpeHPt7 ATCGCACTAGTCATTGGCCAAGGAATTGACC 

HPt9 Ø Spe1 
5-SpeHPt9 ACTAGTATGGACAGTGTAGTTCAGTTGC 

64°C 
3-SpeHPt9 ACTAGTCATTGGCCAAGGAATTGACCCT 

RR13 Ø BamH1 
5-BamHIRR13 GGATCCATGTCAACGGCTAGTTCTGG 

55°C 
3-BamHIRR13 GGATCCCACAGGAATATTATCCAGG 

RR16 Ø Spe1 
5-SpeRR16 ACTAGTATGGCTGCTTTGCAGCGAGTGG 

68°C 
3-SpeRR16 ACTAGTTTCTGTGAAAACACTCATAAGATCG 

RR18 Ø Spe1 
RR18-Spe5 CGCGACTAGTATGGCTGTAGACGACCAAAGG 

58°C 
RR18-Spe3 ATCGCACTAGTGAGCACGAAAACTTGAAATG 

RR19 Ø Spe1 
RR19-Spe5 CGCGACTAGTATGACCGTAGAGGACCAAAGG 

60°C 
RR19-Spe3 ATCGCACTAGTTCATACCCGTTTGATCATTGC 
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II.5.d   Clonage dans les vecteurs pSCA-cassette YFP et pSCA-cassette GFP 

 

Les vecteurs pSCA-cassette YFPi et pSCA-cassette GFP (ANNEXE 1) ont été utilisés pour des 

études de localisation cellulaire pour plusieurs protéines : HK1, HPt2 et 9, et RR13 et 16. 

Pour cette étude, les ADNc des protéines tégré  de la 

séquence codant la protéine fluorescente (YFP ou GFP), afin de générer deux types de configurations 

de protéine de fusion protéine-YFPou ouGFP-protéine  

Les ADNc (HPt2, 7 et 9 ; RR16) ont été en partie récupérés par digestion des constructions 

plasmidiques pGEM-T obtenues précédemment (pour le BiFC) par SpeI. Cependant, de nouvelles 

amorces spécifiques (TABLEAU 20) ont été choisies pour HKI pleine longueur et RR13, de sorte à 

éliminer le codon stop des séquences codantes. Les sites de 

restrictions SpeI (HK1) ou XbaI (RR13) ont été introduits 

bord été clonés dans pGEM-T, puis séquencés.  

Les produits de digestion (SpeI et XbaI) ont été clonés au niveau des sites SpeI ou NheI du 

vecteur pSCA-cassette GFP ou pSCA-cassette YFP déphosphorylés respectivement en phase avec 

  

ont été construits et décrits par Guirimand et collaborateurs (2009). Ils dérivent du vecteur pSC-A et 

possède un promoteur CaMV35S en amont de la séquence codante de la protéine GFP ou YFP 

(ANNEXE 1). Toutes les protéines de fusion ont été générées dans les deux configurations sauf pour 

HK1 (HK1-YFP). 

 

TABLEAU 20  Résumé des clonages effectués pour la localisation cellulaire 
Constructions Vecteurs et sites de clonage 

 
Amorces Séquences 5'-3' Tm 

 
pSCA-cassette YFP pSCA-cassette GFP 

  
 

HK1 Spe1 Ø 
5-SpeHK1YFP GCACTAGTATGGCTGAGGAAGGACG 

56°C 
3-SpeHK1YFP CGTGATCAGGCTTTTCTTCTGG 

HPt2 Ø Spe1 
  

 

HPt9 Ø Spe1 
  

 

RR13 Ø Xba1 
5-Xba-RR13 TCTAGAATGTCAACGGCTAGTTCTGG 

60°C 
3-Xba-RR13 TCTAGACACAGGAATATTATCCAGGGA 

RR16 Ø Spe1 
  

 

 
II.5.e   Clonage dans le vecteur pSCA-cassette GUS 

 

HK1 et 

Déhydrine. Les séquences promotrices orientées ont été clonées en amont du gène gus et en phase 

avec le cadre de l -glucuronidase soit fonctionnelle. Afin de cloner les 

régions promotrices, des amorces oligonucléotidiques (TABLEAU 21) portant deux sites de restrictions 
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différents PstI BglII  

génomique (obtenu au préalable au laboratoire). 

utilisée, le promoteur déhydrine a été amplifié avec la GoTaq® contrairement au promoteur HK1 

amplifié avec la Phusion avec des conditions et programmes classiques. Après le sous clonage des 

promoteurs dans le vecteur pGEM-T, les ADN plasmidiques contenant les séquences promotrices et 

le vecteur pSCA-cassette GUS ont été digérés par les enzymes de restriction PstI et BglII. Ce vecteur 

gus, le promoteur constitutif 

CaMV35S et le terminateur NOS, amplifiée à partir du vecteur pCambia1305.1 et clonée dans le 

vecteur pSCA. La double digestion libère donc le promoteur CaMV35S, permettant ainsi le clonage 

par ligation des séquences promotrices en amont du gène rapporteur gus.  

 

TABLEAU 21- Résumé des conditions de clonage dans le pSCA-cassette GUS 
Constructions Vecteurs et sites de clonage Amorces Séquences 5'-3' Tm 

 
pSCA-cassette GUS 

   HK1 PstI/BglII 
5PstI-HK1A-prom ACCTGCAGTGGTAACCCTACAATATTTTATTGG 

56°C 
3BglII-HK1A-prom GCAGATCTACGTCCTTCCTCAGCCATTTCC 

Déhydrine PstI/BglII 
5PstI-Déhydprom GCCTGCAGTAATCTCACCCTCTCGTATTTT 

60°C 
3BglII-Déhydprom GCAGATCTCTTGTTTTCCTCAGCCATACT 

 
II.5.f   Clonage dans les vecteurs pGEX-5X-1 et pET15b 

 

Ces vecteurs ont été utilisés pour notamment les 

domaines GARP et DDK du RR13 (ANNEXE 3), mais également les mutants DDK du RR13 

(RR13-DDKE123K-M105K, RR13-DDKE58K) afin de les purifier et de les utiliser dans des expériences in 

vitro et biophysiques comme le dichroïsme circulaire. Le pGEX-5X-1 (GE healthcare) et le pET15b 

(Novagen) (ANNEXE 1) sont des vecteurs permettant 

respectivement avec la Glutathion S-transférase (GST) ou avec un tag contenant 6 résidus histidine 

(Tag-6xHis), -D-isopropyl-thiogalactopyranoside) dans la souche de 

bactérie BL21 possédant le gène lacI.  

 

II.5.f.1   pGEX-5X-1 
 

ADN , aa 178 à 261, ANNEXE 3) du 

RR13 a  (TABLEAU 22) 

le site de restriction EcoRI NotI. Une étape de sous-clonage dans 

le pGEM-T a été réalisée au préalable, et la séquence du RR13-GARP a pu être vérifiée. Après 

digestion du vecteur pGEX-5X-1 EcoRI/NotI du vecteur en aval et en 

phase avec la séquence codant la GST. Les bactéries BL21 sont ensuite co-transformées avec le 
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plasmide RR13-GARP-pGEX-5X-1 et le vecteur pU -t arginine rare dans le 

système bactérien. Les deux vecteurs confèrent une résistance à à la kanamycine 

permettant ainsi de sélectionner les clones bactériens recombinants. 

 

II.5.f.2   pET15b 
 

Des amorces spécifiques (TABLEAU 22) délimitant le domaine DDK (aa 1-145, ANNEXE 3) du 

RR13 ont été créées afin de cloner cet ADN dans le site de restriction BamH1 du vecteur pET15b. 

Après digestion du plasmide RR13-DDK pGEM-

pET15b digéré par BamHI et déphosphorylé. Après obtention du plasmide RR13-DDK-pET15b, cette 

matrice a été utilisée pour la mutagénèse dirigée en générant ainsi les mutants RR13-DDKE123K-M105K 

pET15b, et RR13-DDKE58K pET15b. Les bactéries BL21 ont été co-transformées avec les plasmides 

pET15b et pUBS520, et sélectionnées sur milieu LB Ampicilline/Kanamycine.  

 

TABLEAU 22  Résumé des conditions de clonage dans les plasmides pGEX-5X-1 et pET15b  

Constructions Vecteurs et sites de clonage Amorces Séquences 5'-3' Tm 

 
pGEX-5X-1 pET15b 

   

RR13-GARP EcoRI/NotI Ø 
5EcoRI-RR13GARP GCGAATTCAAGAGGAGAAAAGATGAGGAAGAAGA 

60°C 
3NotI-RR13GARP 

GCGCGGCCGCTTTCACTGTGAAACCCCACTTAACC 

TTCTAAG 

RR13-DDK Ø BamHI 
DDK-RR13-5BampET ATCCGGGATCCGATGTCAACGGCTAGTTCTGG 

56°C 
DDK-RR13-3BampET ATCCGGGATCCTTATTGTTCCAAATCCTTCC 

 

II.5.g    Clonage dans le vecteur pRT104 

 

trans-activation des RR-B sur différents 

promoteurs, le vecteur pRT104 a été utilisé (ANNEXE 1). Ce vecteur a été utilisé pour la surexpression 

des RR13 et RR18, de ces mêmes protéines dépourvues de leur domaine régulateur DDK 

(RR13- DDK, et RR18- DDK), et des différents mutants du RR13 (RR13E123K-M105K ; RR13D69N ; 

RR13D69E, RR13 E123K-M105K-D69N, RR13 E123K-M105K-D69E).  

Les séquences des RR13, RR13- DDK, RR18 et RR18- DDK ont été amplifiées avec leurs 

amorces spécifiques respectives (TABLEAU 23 aux extrémités  

sites de restrictions respectifs, afin de les cloner en aval du promoteur constitutif CaMV35S du 

vecteur pRT104. Après un sous-clonage dans le pGEM-T, les inserts digérés par leurs enzymes 

respectives ont été insérés dans le vecteur définitif. Le plasmide RR13-pRT104 a servi de matrice 

pour générer les mutants (RR13E123K-M105K ; RR13D69N ; RR13D69E, RR13E123K-M105K-D69N, RR13 

E123K-M105K-D69E). 
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TABLEAU 23 -  Résumé des conditions de clonage dans le plasmide pRT104 
Constructions Vecteurs et sites de clonage Amorces Séquences 5'-3' Tm 

 

pRT104 

   RR13 BamH1 5BamHI-RR13 ATGGATCCATGTCAACGGCTAGTTCTGG 
60°C 

  

3BamHI-RR13 ATGGATCCCTACACAGGAATATTATCCAGG 

RR13- DDK Xho1/BamH1 5Xho-RR13- DDK 
ATCCGCTCGAGATGTCAGGGAGTGTAGAAG 

AGG 
58°C 

RR18 Nco1/Xba1 5NcoI-RR18 
ATCCGCCATGGATGGCTGTAGACGACCAAA 

GG 
65°C 

  

3XbaI-RR18 
ATCCGTCTAGATTAGAGCACGAAAACTTGAA 

ATGG 

RR18- DDK Nco1/Xba1 5NcoI-RR18- DDK 
ATCCGCCATGGATGTCCCCAAATCAAGACAA 

GG 
65°C 

 
II.6   Double-hybride 

 

Afin de tester les interactions potentielles entre protéines, nous avons utilisé le système 

double-hybride basé sur la trans-activation de gènes rapporteurs chez Saccharomyces cerevisiae. Le 

tion de la transcription (Gal4, exprimé 

dans pGAD). Les clonages ainsi que les plasmides utilisés sont présentés en section II.5.b. Une 

-à- HIS3) est couplée à une 

LacZ (activité 

ß-galactosidase) permettant ainsi  

 

II.6.a   Tests qualitatifs de sélection  

 

II.6.a.1 Test de croissance sur le milieu LWH 
 

Les levures co-transformées -à-dire exprimant les protéines de fusion BD-protéine  

(pLex) et AD-protéine  (pGAD), sont sélectionnées sur un milieu LW après 4 jours de croissance à 

30°C.  positifs, une PCR sur colonie peut être réalisée. Les colonies positives sont 

ensuite striées sur des boîtes contenant le milieu et incubées pendant 3 

à 4 jours à 30°C, constituant ainsi action. En effet, si les deux 

domaine AD est mis à proximité du domaine BD reconstituant 

ainsi le facteur de transcription qui va orchestrer la transcription du 1er gène rapporteur HIS3, 

 phosphate déshydratase, enzyme clé impliquée dans la biosynthèse 
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trans-activer seule un gène 

-activation du contrôle négatif ( -pL ) est incontournable. 

-activation faible, l -1,2,4-triazole (3AT), inhibiteur de 

HIS3, dans le milieu de croissance, en effectuant une gamme de concentration, 

peut permettre éliminer les croissances résiduelles. Les RR-B étant des facteurs de transcription, ont 

été systématiquement clonés dans pGAD. Les HPt, elles, ont été clonées dans pLex et étant auto-

activatrices,  : 60 mM, HPt7 et 9 : 20 mM). Cependant, 

-DDK.  

 

II.6.a.2   Test de sélection X-Gal 
 

Ces tests ont été réalisés selon Fromont-Racine et collaborateurs (1997) en coulant 

directement sur les levures ayant poussées sur le milieu LWH, le milieu réactionnel contenant du 

X-Gal (0,04%), du SDS (0,1%), du tampon phosphate (0,25 M // Solution stock : 0,5 M Na2HPO4, 

0,4% H3PO4) 

constituant ains

interagissent, le 2ème gène rapporteur LacZ va produire la protéine ß-Galactosidase qui hydrolyse le 

X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl- -D-galactopyranoside) incolore et libère le chromophore X 

qui précipite en un composé bleu.  

 

II.6.b   Test quantitatif de  par dosage 

ß-Galactosidase 

 

Les levures, poussant sur le milieu LW, ont été resuspendues dans du tampon Z (50 mM 

Na2HPO4, 50 mM NaH2PO4, 10 mM KCl, 1 mM MgSO4) à une absorbance de 600 comprise entre 0,5 

et 0,7. Après concentration des cellules dans un volume de 300 µL, 3 cycles de congélation (azote 

liquide)/décongélation (37°C) sont réalisés afin de les lyser. Dans 3 tubes différents, 100 µL y sont 

Orthonitrophenyl- -D-

galactopyranoside) (4 mg/mL dans du tampon Z) sont ajoutés dans chaque tube, y compris dans les 

tubes contrôles contenan

stoppée par du carbonate de sodium (Na2CO3, 1M). Après centrifugation (10 minutes, 13 000 g), 

100 µL de surnageant sont transférés dans une microplaque afin de lire  à 420 nm. A 

ß-galactosidase. Les unités ß-galactosidase sont exprimées en 

unités Miller : une unité correspond à la quantité de ß-

en ONP et D-galactose par minute et par cellule. 
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t  

v : volume = 0,1 mL x facteur de concentration (x5) 

DO600 : DO de la culture initiale 

DO420 : DO après réaction 

 

II.6.c   Extraction protéique à partir de levure et analyse par western-blot 

 

 (en milieu LW) 

dont la densité correspond à une absorbance à 600 nm de 4 unités. Le culot de culture est ensuite 

tampon « Cracking » (10% SDS, 6 M Urée, 40 mM Tris-

HCl, 0,1 mM EDTA, 0,04% bleu de bromophénol), de s de protéases (Sigma-

Aldrich, dilution au 1/500), de DTT (dithiothréitol, 1/100) et de PMSF (phenylmethylsulfonyl 

fluoride, 1/100). Pendant 5 minutes, les tubes sont chauffés à 100°C et sont mis ensuite dans la glace. 

Ensuite, trois séries de sonication de 5 minutes chacune (30 secondes ON/ 1 minute OFF) sont 

  

Vingt microlitres sont ensuite utilisés a

protéines en gel polyacrylamide (gel de concentration : acrylamide-bisacrylamide [T 40% ; 

C 3,3%], 125 mM Tris-HCl pH 6,8, 0,1% SDS (m/v), 0,1% APS (Ammonium persulfate), 3 µL TEMED) 

/ gel de séparation : -bisacrylamide [T 40% ; C 3,3%], 375 mM Tris-HCl pH 8,8, 

0,1% SDS (m/v), 0,1% APS, 3,2 µL TEMED) -PROTEAN® 3 Electrophosis Cell 

(Bio-

10X : 1M Tris, 1M Tricine, 1% SDS / Anode 10X pH 8,9 : 1M Tris, 35% HCl).  

La présence de protéines de fusion est ensuite vérifiée par western-blot. Après séparation 

électrophorétique, les protéines sont transférées pendant 20 minutes (5 mA/cm2) sur membrane de 

PVDF (Millipore) ,  

Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad) et du tampon de transfert 1X (25 

mM Tris, 192 mM Glycine, 20 % éthanol, 0,1% SDS ; pH 8,4). Les membranes sont ensuite saturées 

dans du PBS 1X (Phosphate Buffered Saline, 2,7 mM KCl, 140 mM NaCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM 

KH2PO4 ; pH 7,4) additionné de 5% de lait ½ écrémé pendant 1 heure sous agitation douce, et 

incubées, pendant une nuit à 4°C sous agitation douce, avec les anticorps primaires : anti-Gal4 

(anticorps de lapin anti-AD, Sigma-Aldrich, utilisés à une dilution de 1/2000 dans du PBS/Lait) et 

anti-LexA (anticorps de lapin anti-BD, Millipore, utilisés en dilution de 1/1000 dans du PBS/Lait). 
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Après 3 lavages de 5 minutes au PBS, les membranes sont incubées avec l

de chèvre anti-lapin (Sigma-Aldrich, utilisés en dilution de 1/30000) pendant 1 heure à 4°C. La 

membrane a subi 3 nouveaux lavages au PBS et la présence  à la 

phosphatase alcaline, est ensuite révélée par addition des réactifs BCIP 

(5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphate) / NBT (bleu de nitrotetrazolium) en suivant les 

recommandations du fabricant (Promega). 

 
II.7   -Protéine par reconstitution de fluorophore (BiFC) 

 

La technique du BiFC a été utilisée pour tester  les interactions subcellulaires entre HK1-CP 

et les HPt (2, 7, 9), ces mêmes HPt et les RR-B (13, 16, 18, 19), mais aussi pour la capacité de la 

protéine RR13 et de son double mutant RR13E123K-M105K à dimériser. Les clonages ainsi que les 

plasmides utilisés sont présentés dans la section II.5.c. Cette technique étant compatible avec 

 permet également de localiser le compartiment subcellulaire 

dans lequel ont lieu les interactions. La technique du Bi

fluorophore YFP (Yellow Fluorescent Protein),  de protéines 

est fusionnée  Les deux hémi YFP, YFPN (aa 

1 à 173) et YFPC (aa 

système in vivo.  

 

Les cellules C20A de C. roseus sont co-transformées par biolistique (section II.2.c) avec deux 

vecteurs, un codant la partie N-

partie C-terminale de la YFP fusionnée à l autre 

Un marqueur 

nucléaire "nucleus CFP" (CFP ou Cyan Fluorescent Protein, protéine fluorescente bleue fusionnée avec 

une séquence de localisation nucléaire bipartite) a été utilisé et mis au point au BBV de Tours par G. 

Guirimand et V. Courdavault. Les cellules sont observées 15 heures après la transformation 

D Imaging (Soft Imaging System, Olympus), et de 

cubes de fluorescence destinés à on des différents fluorochromes (TABLEAU 24) 

 Premièrement, -transformation des cellules est estimée visuellement par 

observation de la totalité du tapis cellulaire au grossissement x4. Après le montage entre lame et 

lamelle des cellules co-transformées avec 100 µl de milieu de culture, une observation au 
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grossissement x40 est réalisée. Systématiquement, une observation en contraste interférentiel 

différentiel (DIC) est réalisée afin de visualiser la morphologie des cellules en champ clair.  

 Deuxièmement, l s numériques et leur traitement sont réalisés 

logiciel CellD. Pour une même cellule, les canaux de couleur des images sont séparés pour les 

différents fluorochromes. Ainsi, les signaux YFP et CFP sont traités dans les canaux vert et rouge 

respectivement. Une combinaison en une image recomposée des signaux YFP et CFP est également 

réalisée, et la couleur jaune utilisée permet de définir les zones de co-localisation des deux signaux 

initiaux. Les figures de fluorescence présentées sont représentatives de plusieurs dizaines de cellules 

observées. 

 
TABLEAU 24  Détails des cubes de fluorescence utilisés pour les différents fluorochromes 
Fluorochromes Cubes de fluorescence Filtre d'excitation (nm) Filtre d'émission (nm) 
GFP GFP (JP1, Chroma#31039 460-480 500-520 à bande passante 

YFP YFP (JP2, Chroma#31040) 500-520 540-580 à bande passante 

CFP CFP (Cyan GFP, Chroma#31044v2) 426-446 460-500 à bande passante 

mCherry Texas Red (Olympus U-MWIY2) 545-580 610 spectre large 

 
II.8   Localisation subcellulaire des protéines 

 

GFP ou 

subcellulaires des protéines HK1, HPt (2 et 9) et RR-B (13, 16) dans les cellules de C. roseus. Les 

clonages ainsi que les plasmides utilisés sont présentés en section II.5.d. Les cellules C20A ont été 

co-transformées (section II.2.c) avec un vecteur codant la GFP ou la YFP fusionnée à la protéine 

cellulaires. Pour cette étude, plusieurs marqueurs ont été utilisés (mis au point par G. Guirimand et 

V. Courdavault) : un marqueur nucléaire « nuclear m-Cherry » (m-Cherry, protéine fluorescente 

rouge fusionnée avec la protéine GUS et à une séquence de localisation nucléaire bipartite), un 

marqueur nucléo-cytosolique « nucléocytosolique m-Cherry » (m-Cherry seule), un marqueur 

cytoplasmique « CFP-GUS-cytoplasme » (CFP fusionnée à la protéine GUS permettant une exclusion 

nucléaire), un marqueur de la membrane plasmique « AP-CFP(pm) » (CFP fusionnée à une 

aquaporine). De plus, une coloration de la paroi au calcofluore « Calco (cw) la 

paroi cellulaire. Les cellules ont été observées 24 à 48 heures 

 comme décrit ci-dessus (section 

II.7, TABLEAU 24).  
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II.9   Expériences C. roseus 

 

La caractérisation fonctionnelle du RR13 dans les cellules de C. roseus a été réalisée en 

Luc, la luciférase, sous le contrôle du 

promoteur du RR-A Arabidopsis, ARR6. Les clonages ainsi que les plasmides utilisés sont présentés 

en section II.5.g. Les cellules C20D ont donc été co-transformées par biolistique (section II.2.c) par 

un vecteur effecteur permettant la surexpression de la protéine RR13 (pRT104 contenant promoteur 

35S), par le vecteur rapporteur pARR6:LUC (ABRC) c ARR6, et 

par un vecteur servant de , pUBI:GUS, permettant une 

fusion transcriptionnelle du promoteur ubiquitine avec le gène rapporteur gus. Les  cellules ont été 

récupérées 24h après la transformation. A partir 

enzymatiques de la ß-glucuronidase et de la luciférase ont été mesurées respectivement par 

fluorimétrie et par mesure de la luminescence. 

 

II.9.a   Extraction protéique à partir de cellules de C. roseus 

 

Après récolte,  les cellules sont été broyées avec une pincée de sable de Fontainebleau et 1 mL 

par mg de cellules de tampon CCLR (Cell Culture Lysis Reagent : 25 mM Tris-phosphate, 2 mM 

EDTA pH 8, 2 mM DTT, 10% glycérol, 1% triton X-100 ase assay system 

(Promega)). Après centrifugation des lysats (10 minutes, 12 000 rpm, 4°C), les surnageants 

contenant les protéines totales sont conservés à 4°C. 

 

II.9.b   Dosage fluorimétrique 

 

Les extraits protéiques bruts (20 µL) ont été dilués dans le tampon CCLR (25 µL de tampon 

1x). Les dilutions sont ensuite incubées en présence de 5 µL de MUG 

(4-méthylumbelliferyl-ß-D-glucuronide, 10 mM) à 37°C pendant 2 heures. Un témoin est réalisé 

ncubation 450 µL de Na2CO3 (0,2 M) 

sont ajoutés afin de stopper chaque réaction. La concentration du 4-Méthyl-Umbelliferone (4-MU) 

ainsi produit est mesurée à partir de 150 µL de ce mélange dilué dans 2,5 mL de  Na2CO3 (0,2 M) 

par fluorimétrie ( Ex = 365 nm ;  

(F-

utes /min). 

Le gène gus étant sous contrôle du promoteur ubiquitine

constitue le contrôle interne. 
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II.9.c    

 

Les mesures sont réalisées à raison de 3 répétitions par échantillon 

en plaque (Mithras LB940 piloté par le logiciel Mikro win 2000, Berthold). Vingt microlitres 

sont 

de LAR (Luciferase Assay Reagent, Promega) contenant de la luciférine sont déposés. Le produit de la 

 Le gène luc étant sous le contrôle du 

promoteur ARR6 a capacité du RR-B à activer la 

transcription du gène rapporteur. 

 

II.9.d   Détermination de la concentration en protéines 

 

-Rad Protein Assay, le dosage des protéines est effectué selon la méthode de 

Bradford (1976). Une solution de BSA est utilisée afin de générer une courbe étalon. 

 
II.10   Production et purification de protéines recombinantes 

 

II.10.a   Expression des protéines RR13-GARP, RR13-DDK, RR13-DDKE123-M105K, 

RR13-DDKE58K 

      

II.10.a.1   Culture bactérienne 
 

Les bactéries recombinantes BL21 sont cultivées dans un milieu 2YT (800 mL) (TABLEAU 10) 

de la 

absorbance à 600 nm comprise entre 0,6 et 1

 (0,5 mM) pendant 3 heures à 37°C. -PAGE 

avec un gel polyacrylamide de 14%. 

charge (50 mM Tris-HCl pH 6,8, 100 mM DTT, 2% SDS (m/v), 10% glycérol (v/v), 0,04% bleu de 

bromophénol). Après vérification du profil, les cultures bactériennes ont ensuite été culottées par 

centrifugation (10 minutes, 5 500 g). 

 

II.10.a.2   Lyse bactérienne 
 

Chaque culot (environ 4 g) a été resuspendu dans 28 mL de tampon de lyse hypotonique (50 

mM Tris-HCl pH 8,2, 5 mM ß-mercaptoéthanol, 2 mM benzamidine) suivi de 3 
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congélations/décongélations successives provoquant un début de lyse mécanique. Après ajout de 

lysozyme (1 mg/mL), les culots sont incubés pendant 30 minutes à température ambiante, fragilisant 

ainsi la paroi bactérienne en digérant en partie les peptidoglycane  

dans la g (1 sec à une 

fréquence de 20 kHz à environ 60 watts).  

éviter des interactions non spécifiques de la  GST-RR13-GARP 

(hautement basique) avec  en 

solution, la force ionique est élevée à environ 1,6 M NaCl (ajout de 15 mL NaCl à 5M).  

Les débris ont ensuite été culottés par centrifugation (40 minutes, 16 000 g, 4°C). La 

concentration en NaCl des surnageants concernant GST-RR13-GARP et 6xHIS-RR13-DDK (et ses 

 

      

II.10.b    

 

II.10.b.1   Purification de la protéine 6xHIS-DDK (non muté et muté DDKE123K-M105, DDKE58K) 
 

Le surnageant est filtré à 0,22 µm -NTA 

(cartouche de 1mL, capacité de fixation 30 mg, GE-Healthcare) montée sur une Äkta-prime plus 

(GE-Healthcare Life Sciences) et pré-équilibrée avec un tampon dit contenant : 50 

mM Tris-HCl  à pH 7,4, 300 mM NaCl, 0,01 mM Benzamidine en présence de 10 mM imidazole sur 

le tampon passé au travers de la colonne ("flow through"), un lavage est effectué 

50 mM Tris-HCl pH 7,4, 

1 M NaCl, 0,01 mM Benzamidine, 10 mM imidazole qui est utilisée afin de 

annexes avec la phase via un gradient de 

 nm 

représentées par des courbes rouges et bleues respectivement sur les chromatogrammes. Après avoir 

progressivement redescendu la concentration de NaCl à 300 mM du système, la colonne est retirée 

50 mM Tris-HCl pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,01 

mM Benzamidine, 400 mM imidazole). La cartouche est alors replacée et élution réalisée. Un pic 

 

 

II.10.b.2   Purification de la protéine GST-GARP 
 

Le surnageant filtré (0,22 µm) est passé à 0,4 mL/min sur une colonne de 

Glutathion-Sépharose (cartouche de 1 mL, capacité de fixation 10 mg, GE-Healthcare) 

pré- 50 mM Tris-HCl pH 8,2, 300 mM NaCl, 1 mM 
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EDTA, 1 mM Benzamidine), montée sur une Äkta-prime plus (GE-Healthcare). Une fois 

passé, la colonne est lavée ibration, puis une solution de NaCl (1 M) est 

ajoutée afin de décrocher toute protéine en interaction non spécifique avec la phase ou la protéine 

. Un suivi identique au précédent est réalisé en direct avec les mesures de conductimétrie et 

 de Tris-HCl (10 mM, pH 8,2), de NaCl 

(150 mM EDTA (1 mM), de Benzamidine (0,01 mM) et de Glutathion réduit (150 mM). Un pic 

 Un pic est également observé. 

 

II.10.b.3   Suivi des purifications et analyse de la pureté des protéines par SDS-PAGE 
 

Le suivi de purification (et le contrôle de la pureté) est effectué par analyse SDS-PAGE 14%. 

Après concentration, les échantillons ont été dosés par spectrophotométrie au NanoDrop® (ND 1000, 

Thermo Scientific) 

Protparam tools (Expasy.ch).  

 

II.11   Expériences de retard sur gel ou EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assays) 

  

La capacité de la protéine recombinante GST-RR13-GARP à se fixer sur 

possèdant des motifs de reconnaissance des RR-B (Sakai et al., 2000) -NGATT-  ou -NGATV-  a 

été testée par des expériences de retard sur gel selon Huang & Wu (2004). Les deux sondes 

nucléotidiques, possédant ces motifs, ont été générées par PCR classique avec la GoTaq® en utilisant 

comme matrice la séquence du promoteur du gène HMBPP synthase ou 4-hydroxy-3-méthylbut-2-

enyl diphosphate synthase (hds) de C. roseus et les (0,25 µM) (TABLEAU 

24). Le programme PCR utilisé est le suivant : 1 cycle de 2 min à 94°C, suivi de 25 cycles de 20 sec à 

94°C, 20 sec à 50°C, puis 25 sec à 72°C, et 1 cycle de 5 min à 72°C. Il a été montré que les sondes 

-B de C. roseus, le 

CrRR5 (Ginis et al., 2012) homologue du RR13 de peuplier. 

-protéine est testée par incubation de 100 ng de sonde testée en présence 

de 2 µg de protéines reprises dans un tampon Tris-HCl (50  mM, pH 8 EDTA (1 mM), 

de KCl (150 mM) et de DTT (1 mM), à 25°C pendant 20 min.  Les échantillons sont ensuite chargés 

avec du tampon de charge en condition non-dénaturante (0,04% bleu de bromophénol (m/v), 6% 

glycérol  (v/v)) sur gel polyacrylamide 6% (Acrylamide-bisacrylamide [T  40% ;  C  3,3%], 89  mM 

Tris-borate, 2 mM EDTA, 0,07% APS (m/v), 0,3% TEMED (v/v)). La migration a été effectuée pendant 

2 heures 45 à 70 V dans du tampon de migration TBE 1X (89 mM Tris-borate, 2 mM EDTA). Le gel 

est  ensuite incubé pendant 30 minutes dans une solution de BET (1  µg/mL) afin de visualiser les 
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acides nucléiques. La présence des protéines  heure au bleu de 

Coomassie (0,1%  bleu de Coomassie  G-250  (m/v), 20% éthanol (v/v), 10% acide acétique (v/v)). La 

décoloration est réalisée par lavages successifs dans une solution de décoloration (20% éthanol (v/v), 

10% acide acétique (v/v)).  

 

TABLEAU 25  Séquences des amorces utilisées et des sondes ADN 
Sondes Amorces Séquences 5'-3' Tm Séquences amplifiées 5'-3' 
AV0 prbhAvi0S GCAAGAACAGCCAACGTTAA 

50°C 
GCAAGAACAGCCAACGTTAACAACTTAAATGG 

AATTTGCATGACCACTAATATTAGAGATGAAAA 

CAAAAAGATGTTGGAAATCGTAATTTGTCGTCT 

CTTCTGTAGTTCGGGGCTT 

 
prbhAvi0AS AAGCCCCGAACTACAGAAGAG 

   

 

AV2 Hssi2S CTGCGAATTTGATGGAATTGACC 
50°C 

CTGCGAATTTGATGGAATTGACCTCAATTCTTG 

ATGCATGATTGAGTTTTGAATTGTCATTTTTTGA 
 

Hssi2AS AAGAACCCATGAACTTCGTC 

    CGAAGTTCATGGGTTCTT 

-NGATT- , -NGATV-  

 
II.12   Expériences de "GST ou 6xHis pull-down" 

 

Les interactions des protéines recombinantes précédemment produites et purifiées, 

GST-RR13-GARP, 6xHIS-RR13-DDK, 6xHIS-DDKE123K-M105K et 6xHIS-DDKE58K ont été testées in vitro 

par des expériences de "GST ou 6xHIS pull-down".  

Un premier test interaction a été réalisé pour déterminer les capacités de liaison du 

domaine DDK avec le domaine GARP. Les phases de sépharose-glutathion (SG) et de Ni-NTA (Nickel 

-triacétique) ont été dans un premier temps lavées après centrifugation 

(4 minutes, 4°C, 500 g) de 200 µL de chacune des deux phases (4 tubes), par 800 µL de tampon PBS 

1X (pH 7,5). Après centrifugation (4 minutes, 4°C, 500 g), 100 µL (5 mg/mL) de chaque protéine ont 

été ajoutées : phase SG / DDK et phase Ni-NTA / GARP (contrôles négatifs), phase SG / GARP et phase 

Ni-NTA / DDK, complété par 700 µL de PBS 1X. Ces tubes ont été agités pendant 30 minutes sous 

agitation douce à 4°C. Après centrifugation (4 minutes, 4°C, 500 g), le surnageant a été enlevé et le 

culot a été lavé avec 700 µL de PBS 1X. Une nouvelle centrifugation a été réalisée (5 minutes, 4°C, 

500 g), et les surnageants ont été recupérés et testés sur gel (dépôts 

érêt a été ajoutée (100 µL, 5 mg/mL)  dans chaque tube avec 700 µL de PBS 

1X : phase SG / GARP / DDK et phase Ni-NTA / DDK /GARP. Après agitation douce des tubes pendant 

30 minutes à 4°C, une centrifugation a été réalisée (5 minutes, 4°C, 500 g), et les surnageants ont été 

récupérés et testées sur gel (dépôts 5 et 6). A cette étape, les phases ont également été testées sur gel 

(d a été réalisée avec 200 µL de glutathion (20 mM, pH 8) et 200 µL 
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 prélevées et testées sur 

gel (dépôts 9 et 10). Les échantillons ont ensuite migré dans un gel polyacrylamide 14%. 

      

Un deuxième test "GST pull-down", permettant 

putative du domaine GARP avec les deux formes mutées du domaine DDK, a été réalisé à partir des 

différents échantillons de protéines prépurifiés (GST-RR13-GARP, 6xHIS-RR13-DDKE123K-M105K, 

6xHIS-RR13-DDKE58K). La composition du tampon utilisé pour réaliser ces différents tests est la 

suivante : 20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 2 mM DTT. 

immobilisée sur 100 µL de phase équilibrée avec le tampon. 

réalisée sous agitation à 8°C pendant une heure (sur une roue).  Passé ce délai, la phase a été culottée 

par centrifugation (5 minutes, 500 g, 4°C). Le surnageant correspondant au "Flow Through" a été mis 

de côté et aliquoté (dépôt de 5 µL sur gel) pour contrôle sur SDS-PAGE.  Deux lavages successifs ont 

été ensuite ré

majoritairement à des interactions él

lavages) sous agitation deux fois à 8°C pendant 30 minutes et contrôlés sur SDS-PAGE. La phase a 

été à chaque étape reculottée comme précédemment (5 minutes, 500 g, 4°C). Une solution contenant 

20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 2 mM DTT et 80 mM glutathion réduit a été utilisée pour 

décrocher par compétition la fusion GST-GARP du support. La phase est restée en contact avec le 

tampon sous agitation pendant une heure à 8°C. Les élutions ont été récupérées par centrifugation 

(5 minutes, 500 g, 4°C). Les  ont été comparés et analysés sur 

SDS-PAGE. 

 
II.13   Dichroïsme circulaire 

 

Les mesures de dichroïsme circulaire (CD) ont été enregistrées sur  un spectromètre Jasco 

J810 (Jasco international) dans une cuve en quartz QS de 1 mm de trajet optique. La plage de 

de 260 nm et à 185 nm. Les enregistrements ont consisté en 4 

acquisitions successives avec un pas de 1 nm sur 0,5 secondes par point. Les solutions ont été 

dialysées par dilution/concentration pour échanger le tampon de conditionnement (Tris-HCl, NaCl, 

ß-mercaptoéthanol) avec un plus tr  : le NaCl a été remplacé par du 

florure de sodium (NaF, 150 mM) et le Tris-HCl par du phosphate (20 mM, pH 7,2).  Les données 

ont été retraitées par la suite avec le logiciel pro-Data Viewer d AppliedPhotophysics pour soustraire 

la ligne de base obtenue avec le tampon de référence et normaliser les spectres. Les spectres ont  été 

analysés sur Dichroweb pour prédire la proposition de structuration des protéines observées. 



 

MATÉRIELS ET MÉTHODES 

 
 

134 

  

II.14   Analyse phylogénétique        

                                                                                                       

Une analyse phylogénétique a été menée afin de valider dans un premier temps si les 

-B de peuplier sont bien des représentants de cette 

famille de RR, puis de replacer phylogénétiquement 

RR-B déjà identifiés de différentes espèces de plantes clés.   

 Pour réaliser cette étude, les séquences entières des protéines RR-B de peuplier, 

Arabidospis, du riz Oryza sativa, du maïs Zea mays et du soja  Glycine max  : 

TABLEAU S2 CHAPITRE 3) ont été utilisées. Seules les séquences de RR-B contenant le domaine receveur 

typique (DDK) des RR-

MUSCLE (Edgar, 2004) intégré dans le 

logiciel Mega5 (Tamura et al., 2011)

méthode du maximum de vraisemblance a ensuite été réalisée avec Mega5 en appliquant le modèle 

Jones-Taylor-Thornton (JTT) (Jones et al., 1992). 

avec des techniques de bootstrap (1000 répétitions). La séquence RR de type- Arabidopsis ARR22 

(EMBL : AT3G04280.1) a été utilisée comme groupe extérieur. 

 
II.15   Analyses statistiques 

 

Le traitement des données ainsi que les tests statistiques ont été réalisés par le logiciel SPPS 

11.0 (SPSS, Chicago, IL, USA). Pour chaque variable, la distribution normale a été testée par un test 

Shapiro-Wilk. Les moyennes, données avec leurs erreurs standards, sont comparées, en fonction des 

études, par un test STUDENT (ou test-t) 

est considéré comme significatif avec une P value < 0,05. 



 

135 

 

 

 

 

 

 

 



 

136 

 

 

  



 

137 

 

PARTIE I  

Identification des partenaires de HK1 

dans la transduction du signal de la contrainte osmotique 
 

Chez de nombreuses plantes, 

phosphorelais multiple impliqué dans la voie de signalisation "osmosensing" sont actuellement mal  
 

connus.  
 

Au sein de cette première partie, nous nous sommes intéressés partenaires 

agissant en aval de HK1 pouvant jouer un rôle dans la réponse du peuplier face aux contraintes 

osmotiques et hydriques.  

Dans un premier temps, après la caractérisation fonctionnelle de HK1 comme osmosenseur, nous 

nous sommes focalisés sur la s de HK1 parmi les membres HPt. Les résultats 

objet ARTICLE I intitulé : "Characterisation of histidine-aspartate kinase HK1 and 

identification of histidine phosphotransfer proteins as potential partners in a Populus multistep 

phosphorelay" présenté dans le chapitre I. 

Le partenariat interactionnel HK1/HPt préférentiel observé a été validé in planta, e 

ARTICLE II intitulé : "In planta validation of HK1 homodimerization and recruitment of preferential 

HPt downstream partners involved in poplar multistep phosphorelay systems" présenté dans le 

chapitre II. 

Dans un deuxième temps, la recherche de régulateurs de réponse de type-B partenaires des 

protéines HPt mises en lumière précédemment comme étant des interacteurs de HK1 a également été 

 : "Identification of five B-type response 

regulators as members of the multistep phosphorelay system interacting with histidine-containing 

phosphotransfer partners of Populus osmosensor" présenté dans le chapitre III. 

  de protéines en aval de HK1 pouvant être éventuellement 

impliqué dans la transduction du signal de la contrainte osmotique a donc été avancé.
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Chapitre I 
  

Caractérisation fonctionnelle de HK1 et Recher  

spécifiques parmi les membres de la famille HPt 

 

 

 

  

 



 

140 

 

 

 



Chapitre I 
 

 

 

141 

 

 PRÉSENTATION DE L ARTICLE I.

 

Chez le peuplier, préalable d  histidine-aspartate kinase, HK1, et de trois 

protéines HPt, HPt1, 2 et 3, ainsi interaction entre HK1 et HPt2 a conduit 

à spéculer sur ns la perception et la 

transduction du signal stress osmotique chez cet arbre (Chefdor et al., 2006).  

Dans le cadre de ce premier article, nous nous sommes focalisés sur les deux premiers 

protagonistes qui prennent potentiellement part à cette voie de signalisation. Ce travail présente 

deux objectifs majeurs. 

Premièrement, à la suite de solement de HK1 il convenait de caractériser fonctionnellement cette 

protéine, ce qui revenait à répondre à plusieurs questions parmi lesquelles :  

 HK1 possède-t-elle les caractéristiques communes aux HK, à savoir une activité histidine 

kinase et la capacité de dimériser requise pour cette activité ?  

  HK1 est-elle un osmosenseur ?   

  La localisation cellulaire de HK1 est-elle en accord avec cette fonction potentielle ?  

Deuxièmement, la recherche de la totalité des protéines HPt nous a mené à nous poser plusieurs 

interrogations à savoir :  

  Ces protéines HPt interagissent-elles toutes de manière identique avec HK1 ?  

  Quel est le rôle de la phosphorylation dans cette interaction ?  

Ce travail avait donc comme second objectif de caractériser les interactions des HPt avec la protéine 

HK1.  

 

 PRINCIPAUX RÉSULTATS II.
 

La capacité de HK1 à homo

double-hybride dans la levure. Seule la partie cytoplasmique de HK1 (HK1-CP) a été testée dans cette 

étude  système 

doublehybride utilisé. En effet, dans ce système, les interactions entre les protéines testées sont ciblées 

dans le noyau des cellules. 

De plus, des expériences de complémentation fonctionnelle de la souche mutée sln1  sho1  

dépourvue de leurs propres osmosenseurs (Sln1p, Sho1p), ont permis de démontrer 

possède bien une activité histidine kinase. En effet, les formes mutantes de HK1, générées par 

substitution du résidu histidine conservé dans le domaine donneur, ne sont pas capables de 

complémenter le phénotype létal de la souche mutée en conditions normales de croissance. 

part, en condition de stress osmotique (NaCl, 0,9 M), la capacité de HK1 à complémenter les 



 

PARTIE 1 

 

 

142 

  

fonctions Sln1p et Sho1p par activation de la voie HOG a également été démontrée 

dans la levure. Sa localisation membranaire in planta a été visualisée et corrobore cette fonction 

putative au sein de la cellule.  

 

Concernant les HPt, sept nouveaux ADNc ont été isolés amenant à considérer un total de 10 

HPt différentes chez le peuplier. Une étude complète entre 

HK1-CP a été menée par utilisation du système double-hydride. La totalité des HPt 

interagir avec HK1. Cependant, des différences quant à leur intensité 

ction, reflétées -galactosidase), ont été 

mises en évidence, dégageant ainsi cinq HPt, HPt2, 6, 7, 9 et 10. Afin de valider in planta  la 

pertinence de ces interactions, une analyse de co-expression des transcrits des gènes codant ces 

partenaires potentiels, HK1 et ces cinq HPt, a été réalisée révélant que seulement trois HPt (HPt2, 7 et 

9) sont co-exprimées avec HK1 dans les quatre organes étudiés.  

Ce résultat mène donc à  

préférentielles entre HK1 et HPt2, 7 et 9 in planta.  

En outre,  phosphorylation de HK1 dans ces interactions HK1/HPt a 

également été montrée  en utilisant des formes mutées de HK1 au 

niveau du résidu aspartate receveur de phosphate (D/E et D/N), suggérant que ces interactions sont 

moins importantes lorsque HK1 est phosphorylée. 

 

 travail ARTICLE I. Ma contribution dans ce travail a 

consisté à réaliser les études de localisation de HK1 et de co-expression des transcrits HK1/HPt. 

 

ARTICLE I 

Characterisation of histidine-aspartate kinase HK1 and identification of 
histidine phosphotranfer proteins as potential partners in a Populus multistep 
phosphorelay  
 

Publié dans Physiologia Plantarum (149:188-199) : F. Héricourt, F. Chefdor, L. Bertheau, M. 

Tanigawa, T. Maeda, G. Guirimand, V. Courdavault, M. Larcher, C. Depierreux, H. Bénédetti, D. 
Morabito, F. Brignolas, S. Carpin (2013) 
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AN: Accession Number; Ref: references; 1: Chefdor et al., 2006; 2: this work.                                              

*: Populus deltoïdes (Bartr.) Marsh x P. nigra L. genotype Dorskamp HPt genes 

**: gene models identified in Populus trichocarpa JGI (V1.1). 

                                                                                                                   HPt sequences were aligned by ClustalW. Identical amino acids are highlighted in grey. The HPt 

conserved motif XHQXKGSSXS is underlined and the putative phosphorylation site (H) is shown by 

an arrowhead. (*): identical amino acid, (:): amino acid with strong similarity, (.): amino acid with weak 

similarity. 

Fig. S1: HPt alignment                                                                                                                    

Table S1: Populus HPt genes                                                                                                                     
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Fig. S2: Interaction between HK1 and HPts 

A-HK1-CP interactions with HPt1 to HPt10 as indicated on the X-Gal assay plates.                

B-Fusion proteins expression analysed by western blot with anti-LexA and anti-Gal4AD antibodies for 

Lex-HK1-CP and GAD-HPt fusion proteins immunodetection, respectively.                

C-HPt2 interactions with wild-type and mutant HK1-RD forms as indicated on the X-Gal assay plates.                

D-Fusion proteins expression analysed by western blot with anti-LexA and anti-Gal4AD antibodies for 

Lex-HK1-RD and GAD-HPt2 fusion proteins immunodetection, respectively. 

Amino acid sequences of HK1, AHK1 and Sln1p were aligned using ClustalW. The region predicted by 

the learnCoil program (http://groups.csail.mit.edu/cb/learncoil/cgi-bin/learncoil.cgi) to form a coiled-coil 

motif is box-shaded. The H box containing the phospho-accepting histidine is shown in bold. Sequence 

conservation is represented by (*) for amino acid identity, by (:) for strong amino acid similarity and by 

(.) for weak amino acid similarity. Amino acid positions are indicated by numbers on the left and right of 

the protein sequences.                                                 

Fig. S3: Alignment of HK proteins with a predicted coiled-coil motif                                  
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Fig. S4: Interaction test between HK1 and Ypd1p                                                               

Cytoplasmic part of HK1 (HK1-CP) or Sln1p (Sln1p-CP) have been tested in two-hydrid for 

interaction with Ypd1p as indicated. The growth control is presented on non-selective medium LW. 

Results for X-Gal assay on LWH medium is presented with empty vector pGAD used as negative 
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 ÉTUDES COMPLÉMENTAIRES III.
 

Afin de visualiser préférentielles 

de HK1 avec certaines HPt

ClustalW (Goujon et al., 2010). Les résultats sont présentés en FIGURE 17. Une représentation de la 

structure en trois dimensions (3D)  (Ypd1p) est également associée à la figure. Elle 

consiste en six hélices , dont forment un motif structural connu sous le nom de 

faisceau quatre hélices ou "four-helix bundle". Concernant les séquences des HPt en vue globale (A), 

nous pouvons repérer un motif conservé qui correspond à la séquence consensus XHQXKGSSXS 

partagée par toutes les HPt, comme présentée précédemment (ARTICLE I). De plus, la matrice de 

substitution Blossum 62 des séquences a permis de définir quatre groupes , partageant de forts 

degrés de similitudes de séquences. La vue ciblée des séquences (B) nous permet cependant de 

constater affiliées, de petites différences de séquences sont 

observables, dont certaines sont sans doute s de préférences 

avec ses partenaires, HK ou RR.  

 

 
FIGURE 17    

t a été réalisé avec le logiciel ClustalW. Cette image a été générée par Jalview 2.8 avec le masque 

ANNEXE 4).  
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A-Un premier alignement en vue globale est représenté par HPt appartenant à un même groupe, -à-dire 

présentant des similitudes de séquences importantes. La représentation schématique de la structure 3D de la 

protéine Ypd1p (code PDB : 1OXK) est montrée sous la forme avec laquelle elle interagit avec le récepteur 

 avec PyMOL (DeLano & Bromberg, 2004). Le résidu histidine strictement conservé 

   

B-Un alignement permettant de visualiser la totalité des séquences des HPt est présenté. La 

conservation du résidu histidine est avérée parmi les HPt exprimées chez le peuplier. La conservation des 

résidus est représentée par une note de 0 à 9, par un astérisque lors strictement conservé, et 

par un signe "+" quand la nature des résidus est conservée. La séquence consensus est donnée sous 
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 Chapitre II 
  

Validation des interactions des HPt  

partenaires avec le récepteur HK1 in planta 
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Validation des interactions des HPt partenaires avec le récepteur HK1 in planta 
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 PRÉSENTATION DE L ARTICLE I.
 

Actuellement, plusieurs études en 

synergie afin de pouvoir conclure quant aux interactions entre deux protéines. Des interactions 

détectées par utilisation du système double-hydride en levure n pas forcément été observées et 

donc validées par des techniques in vitro (Dortay et al., 2006) ou in planta (Mira-Rodado et al., 

2012) entre deux protéines constatée en levure a, dans certains 

cas, pu être infirmée par observation de leur interaction in planta (Cutcliffe et al., 2011; Veerabagu 

et al., 2012).  

Dans ce contexte, il était primordial de valider in planta, e HK1 

, le partenariat  préférentielles entre HK1 et les trois protéines HPt (HPt2, 

7 et 9), mis en évidence par la technique du double-hybride (Héricourt et al., 2013). 

a été réalisé in planta par BiFC (Bimolecular Fluorescence Complementation) en 

utilisant la partie cytoplasmique de HK1 (HK1-CP). Cette étude avait donc pour principal objectif de 

valider in planta ces interactions initialement observées en levure. 

 

 PRINCIPAUX RÉSULTATS II.
 

Ce travail a permis de montrer que la partie cytoplasmique de HK1 (HK1-CP) est organisée 

en homodimère dans les cellules de plante, et donc de confirmer cette même interaction observée au 

préalable dans un système hétérologue. Cette caractéristique 

in planta.  

Les interactions entre HK1 et les trois HPt, HPt2, 7 et 9 ont également été confirmées in 

planta, suggérant la possible implication de ce partenariat interactions dans la voie de transduction 

orchestrée par HK1. 
 

ARTICLE II.  

ARTICLE II 

In planta validation of HK1 homodimerization and recruitment of preferential 
HPt downstream partners involved in poplar multistep phosphorelay systems 
 

Publié dans Plant Biosystems (147:991-995) : L. Bertheau, M. Miranda, E. Foureau, L. F. Rojas Hoyos, 

F. Chefdor, F. Héricourt, C. Depierreux, D. Morabito, N. Papon, M. Clastre, G. S. Scippa, F. 

Brignolas, V.  Courdavault, S. Carpin (2013) 
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 ÉTUDES COMPLÉMENTAIRES  III.
 

En comparant le système de transduction de la contrainte osmotique sous le contrôle de 

Sln1p chez la levure à celui de la transduction du signal CK par les différents récepteurs HK chez 

Arabidopsis

nce du signal. En effet, en condition normale de croissance de la 

-à-dire sans signal extérieur, Sln1p est phosphorylée, contrairement aux HK récepteurs 

des CK qui ne sont phosphorylés que lors de la fixation de cette phytohormone. On peut ainsi 

 

 

  Initialement, présente étude était de confirmer la dimérisation de HK1 et 

 observées chez la levure, in planta par BiFC en exprimant la protéine HK1 

complète, et non plus la forme tronquée HK1-CP. De plus, cette étude visait également à obtenir des 

indices de manière indirecte  de HK1 en condition normale de 

croissance des cellules de peuplier et en condition de stress hyper-osmotique, et de déterminer son 

impact sur son interaction avec HPt2. La stratégie de cette étude était donc de comparer les résultats 

de HK1 (forme sauvage) avec HPt2 en conditions normale et de stress osmotique des 

cellules, aux interactions de formes mutées de HK1, 

travail a été mené durant une année 

a totalité des constructions nécessaires aux expériences BiFC, mais  en 

raison de la protéine HK1 pleine longueur sur elle-même. 

Etant donné les résultats négatifs concernant la dimérisation de HK1 protéine complète, les 

interactions in planta ont pour le moment pas été testées. Cependant, 

les constructions nécessaires aux expériences BiFC ont été réalisées et sont disponibles. 
 

 Grefen et collaborateurs (2008) ont déclaré également en levure 

par double-hydride (système ubiquitine, Grefen et al., 2007) et in planta par BiFC concernant des 

protéines in 

vivo es parties cytoplasmiques 

des protéines complètes HK engendrerait une distance trop importante entre les deux monomères de 

la protéine à reconstituer (YFP ou ubiquitine) ielle entre les deux 

protéines HK. Cette distance minimale étant nécessaire à la visualisation du complexe 

BiFC ou activation de gènes rapporteurs, aucune interaction in planta et en levure 

mise en évidence. in planta concernant AHK2 (Wulfetange et 

al., 2011) et CKI1 (Hejátko et al., 2009) ont montré une dimérisation des récepteurs par utilisation 
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des protéines complètes fusionnées en partie C-terminale avec la moitié N- ou C-terminale de la 

YFP. 

 Dans notre cas, l HK1 

reste pour le moment inexpliquée. Deux hypothèses sont alors envisageables.  

 La première, basée sur les travaux de Grefen et collaborateurs (2008), serait liée à une 

monomères. En effet, le domaine impliqué dans cette interaction est le domaine donneur de 

phosphate (TD) puisque lors de P de HK1, seule la fusion de la moitié YFP 

en N-terminale de ère que la 

fusion en C-terminale en aval du domaine receveur de phosphate induit une distance trop 

importante entre les deux moitiés YFP (ARTICLE II)

de protéine HK1 complète peut être expliquée par le fait que la fusion de la YFP en C-terminale de 

HK1 ne permet pas une distance minimale pour une reconstitution de la protéine YFP (FIGURE 18).   

Pour contrecarrer ce type de s double-hydride indépendants de 

s complètes est 

t de mettre en évidence des interactions entre 

protéines in planta en contournant les problèmes rencontrés liés à la nature des protéines testées 

peuvent être utilisées. Grefen et collaborateurs (2008) ont proposé une alternative au BiFC et au 

(Förster Resonance Energy Transfer), appelée MeRA (Membrane Recruitment Assays) qui 

succinctement implique l

membranaire fluorescente (RFP) « appât rescente (GFP) 

"proie".  

 La deuxième hypothèse pourrait être à relier au mode de détection de la contrainte 

osmotique par le récepteur. En effet, chez la levure (Tanigawa et al., 2012), comme déjà abordé 

précé châssé fermement dans des radeaux lipidiques 

membranaires lui permettant en conditions normales de maintenir physiquement son état dimérique 

nécessaire à son activité kinase et ainsi assurer efficacement le relais du phosphate aux autres 

molécules "signal". Ces auteurs ont montré via des 

mutations des enzymes clés des étapes de biosynthèse ou un stress osmotique inhiberait le 

ésultats 

suggèrent que ces radeaux lipidiques sont déterminants pour autoriser ou empêcher des interactions 

du signal pour la formation du dimère. Les osmosenseurs sont-ils constitutivement sous forme 

dimérique  ? De tels radeaux lipidiques mis en 

évidence chez la levure, gouvernent-ils de manière identique le fonctionnement des osmosenseurs 

chez les plantes ? 
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 PRÉSENTATION DE L ARTICLE I.

 

caractérisation systématique des membres appartenant à ces 

systèmes de phosphorylation multiple chez de nombreuses espèces de plante, très peu de protéines 

ont été identifiées comme protagonistes dans la voie de signalisation stress osmotique. En effet, chez 

Arabidopsis AHK1, certains RR de type-A ainsi un RR de type-B, , sembleraient y exercer 

un rôle (Tran et al., 2007; Wohlbach et al., 2008; Veerabagu, 2011). Il existe également peu 

rmations 

capacité de trois HPt (AHP1, 2 et 3) a interagir avec AHK1 a été testée par utilisation du système 

double-hydride, dégageant ainsi AHP2 comme potentiel interacteur de cette HK (Urao et al., 2000). 

Parmi les RR-B, de nombreuses études indépendantes ont montré que les ARR1, 2, 10, 11, 14 et le 18 

pouvaient interagir avec AHP2 (TABLEAU 4).  

if de cette étude était 

partenariat entre les trois HPt partenaires de HK1 (HPt2, 7 et 9) et la totalité des RR-B 

de  peuplier. 

Après isolement des différents RR de type-B, nous nous sommes interrogés sur plusieurs 

 :   
 

 Les RR-B sont-ils tous capables les HPt ?  
 

 Est-ce que certains membres peuvent se dégager des autres en terme  ?  

Afin de répondre à cet objectif, les interactions HPt/RR-B ont été étudiées conjointement, en levure 

par utilisation du système double-hydride, et in planta par BiFC. De manière identique à ARTICLE I, 

le partenariat potentielles a été confirmé par étude de co-expression des transcrits 

correspondant aux partenaires. 

 

 PRINCIPAUX RÉSULTATS II.

 

-B ont pu être isolés (RR12-16, 19-21). Une 

pré-analyse globale des interactions HPt/RR a été menée chez la levure, permettant de sélectionner et 

de valider certaines interactions in planta. Bien que la localisation nucléaire de cette interaction soit 

fortement suspectée, elle a été montrée pour la première fois dans ce travail, corroborant ainsi la 

localisation nucléo-cytoplasmique et nucléaire des HPt et des RR respectivement. Etant donné que 

tous les RR- -expression des transcrits in 

planta a permis de juger de la pertinence de ces interactions en mettant en évidence cinq RR-B, qui 

présentent une co-expression spatiale avec les trois HPt. Ces dernières sont elles-mêmes 
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co-exprimées avec les transcrits de HK1. Ce travail finalise donc les études précédentes en dessinant 

s de protéines pouvant être impliqué potentiellement dans la transduction du 

signal de la contrainte osmotique.  

 

ARTICLE III.  

ARTICLE III 

Identification of five B-type response regulators as members of the multistep 

phosphorelay system interating with histidine-containing phosphotranfer 

partners of Populus osmosensor  

En ligne dans BMC plant Biology : L. Bertheau, F. Chefdor, G. Guirimand, V. Courdavault, C. 
Depierreux, D. Morabito, F. Brignolas, F. Héricourt, S. Carpin (2012) 
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 ÉTUDES COMPLÉMENTAIRES III.
 

III.1   Résultats 

 

III.1.a   Isolement du RR18 chez le peuplier 

 

Au sein de cette précédente étude, isolement de certains ADNc de RR de type-B a pas 

abouti dans le génotype Dorskamp, alors que ces mêmes RR notamment le PtRR18, rattaché au 

sous-groupe BI des RR-B chez Arabidopsis, a pu être isolé chez Populus trichocarpa 

(Mason et al., 2004; Ramirez-Carvajal et al., 2008). Rappelons que la nomenclature des RR-B de 

Populus trichocarpa est identique chez le génotype Dorskamp. Par comparaison des séquences du 

domaine receveur DDK, ce PtRR18 se retrouve dans le même groupe que deux autres RR-B de 

Populus trichocarpa PtRR19 et 22, et trois RR- Arabidopsis

(Ramirez-Carvajal et al., 2008). Une analyse  que les RR19 et 22, du 

génotype Dorskamp, possèdent les plus forts pourcentages  de séquences avec les ARR12 

(41,45%) et 10 (43,17%) respectivement, ce qui suggère que le RR18  

Arabidopsis. Une étude a montré que cet ARR voyait es transcrits augmenter dans 

des feuilles de plants traités au PEG au terme de six heures de stress (Veerabagu, 2011). Sur la base 

de ces résultats du peuplier a donc été mené dans ces mêmes conditions à 

savoir dans des boutures de peuplier soumises à une application de PEG6000 pendant trois et six 

heures, menant à un total de neuf RR de type-B isolés chez le peuplier génotype Dorskamp. 

 
III.1.b    Le RR18, membre des RR de type-B 

 

RR18 a été réalisée dans un premier temps par un 

alignement conjoint de cette séquence avec celles des RR-B de peuplier (FIGURE 18) par clustalW 

(Goujon et al., 2010). Cet alignement montre deux zones de haute conservation correspondant aux 

domaines caractéristiques des RR de type-B à savoir le domaine receveur DDK et le domaine de 

Ces derniers sont reliés par une séquence appelée "charnière" qui 

sera présentée ultérieurement. De plus, on remarque que les séquences carboxy-terminales de 

-B présentent un polymorphisme notable. Cette analyse de séquence sera étudiée 

plus finement en PARTIE II. En outre, deux séquences NLS putatives ont également été décelées au sein 

de la séquence protéique de ce RR. 

 

déjà initiée concernant les RR-B, un nouvel arbre phylogénétique a 
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et en réintégrant ce 

RR supplémentaire (FIGURE 19). Le schéma global reste identique, la totalité des RR-B de peuplier 

génotype Dorskamp est toujours regroupée dans la sous-famille BI des RR-B Arabidopsis, à la 

différence que le RR19 de peuplier forme une paire avec ce nouvel RR partageant ensemble 80,93% 

 de séquences. 

 

 
FIGURE 18  -B de peuplier  

el ClustalW en utilisant la matrice de substitution BLOSUM62. Cette 

Clustalx (ANNEXE 4). La conservation 

des résidus est montrée par des barres verticales.   

 

 

III.1.c   Analyse des interactions du RR18 avec HPt2, 7 et 9 

 

Afin de tester les interactions directes potentielles de ce RR-B avec les trois HPt interagissant 

avec HK1, des études complémentaires -hybride et du 

BiFC ont été menées. 

 

III.1.c.1   Interaction dans le système double-hydride 

 

Les interactions entre le RR18 et les trois HPt ont été testées en levure par utilisation du 

système double-hybride permettant de réaliser un test qualitatif de croissance sur milieu sélectif et 

un dosage ß-galactosidase). Le système double-

hydride et les configurations utilisées sont identiques à ce qui a été utilisé durant 

en tenant compte de la nature auto-activatrice des RR-B. Les HPt (HPt2, 7 et 9) ont donc été 

fusionnées "appât") et le RR18 fusionné au domaine 

ctivation de la transcription (protéine "proie"  RR18 est 

FIGURE 20). 
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FIGURE 19  Arbre phylogénétique des membres de la famille des RR de type B  
Arbre basé sur le principe du maximum de vraisemblance et du modèle JTT a été obtenu après alignement de 

la séquence RR18 ( ès EMBL : HG518156) 

RR-B accessibles Arabidopsis (ARR, rose), de soja (GmRR, bleu), de maïs (ZmRR, orange), et 

de riz (OsRR, violet ARTICLE III (numéros  dans les 

 ARTICLE III -C, ARR22, 

Arabidopsis (ARR22, gris). Les nombres en-dessous des branches représentent les valeurs en pourcentage du 

bootstrap calculé après 1000 répétitions. 
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FIGURE 20  RR18 interagit avec les HPt2, 7 et 9 en système double-hydride dans la levure  
-exprimant les protéines HPt (HPt2, 7 ou 9) fusionnées au domaine 

 (BD: on de la transcription 

Gal4 (AD:RR18). Les suspensions cellulaires de levure (absorbance à 600 nm de 0,2) ont été déposées sur les 

milieux LW et LWH (supplémenté en 3AT : 60 mM pour HPt2, 20 mM pour les HPt7 et 9). Une série de trois 

dilutions pour chaque culture a également été déposée sur le milieu sélectif LWH.  
 

 
FIGURE 21  Mesure des activités ß-Galactosidase des interactions HPt/RR type-B 
Les moyennes (± erreurs st

indépendantes de mesures des activités ß-Galactosidase sont présentées pour chaque interaction HPt/RR-B. Le 

 9 et le vecteur vide pGAD. Les valeurs des 

moyennes des interactions HPt/RR sont comparées à leur contrôle négatif respectif par un test-t et les 

différences significatives sont indiquées par des astérisques (*P<0,05 ; **P<0,01 ; ***P<0,001) et NS signifie 

Non Significatif. Les valeurs moyennes entre les HPt et les RR12, 13, 14, 15, 16, 18, 21, 22 sont comparées par 

une analyse ANOVA 

(P  0,05). 
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Les valeurs moyennes 

HPt/RR18 ont ensuite été intégrées à celles des différentes interactions des HPt2, 7 et 9 avec 

-B (ARTICLE III, FIGURE 1). Globalement, le RR18 se classe, pour chaque HPt, dans le 

groupe des RR avec les plus faibles de la ß-Galactosidase, ce qui suggère des 

interactions plus faibles avec ces trois HPt (FIGURE 21). 

 

III.1.c.2   Interaction in planta par BiFC 

 

La validation in planta des interactions HPt/RR18 observées en levure a été conduites par des 

expériences BIFC dans des cellules de Catharanthus roseus. 

Les séquences codantes du RR18 et des HPt2, 7 et 9 ont été fusionnées en partie C-terminale 

aux hémidomaines (N-terminale ou C-terminale) de la protéine fluorescente YFP, afin de produire 

les protéines suivantes : HPt-YFPN et RR18-YFPC. Après co-transformation des cellules de C. roseus, 

les différentes combinaisons du RR18 avec HPt2 (FIGURE 22, A-D), HPt7 (FIGURE 22, E-H) et HPt9 

(Figure 22, I- FIGURE 22, A, E, I,). La fluorescence 

émise par la YFP reconstituée se superpose parfaitement avec celle du marqueur nucléaire CFP 

(FIGURE 22, C, G, K) confirmant ainsi une localisation nucléaire au sein des cellules de ces 

interactions RR18/HPt. 

  

 
FIGURE 22  Interaction du RR18 avec les HPt2, 7 et 9 in planta  par BiFC 
Les cellules de C. roseus ont été transformées par une combinaison de plasmides exprimant RR18/HPt2 (A-D), 

RR18/HPt7 (E-H) et RR18/HPt9 (I-L) fusionnées chacune aux parties N-terminale (YFPN) ou C-terminale (YFPC) 
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de la YFP comme indiqué. Pour chaque combinaison, une co-transformation supplémentaire a été réalisée avec 

le marqueur nucléaire CFP (B, F, J). La co-localisation des deux signaux de fluorescence est montrée dans les 

encarts C, G, K. La morphologie de la cellule est observée par microscopie de contraste inter-différentiel (DIC) 

 représente 10 µm. 

 

La visualisation des interactions in planta des interactions entre le RR18 et les trois HPt 

rêt (HPt2, 7 et 9), nous permet de confirmer celles montrées dans le système hétérologue. 

 

 

III.1.d   Etude de la régulation transcriptionnelle des RR13 et 18 par Q-PCR 

 

Comme dans la précédente étude (ARTICLE III), la co-expression des transcrits des deux 

partenaires, le RR18 et les trois HPt partenaires de HK1, conclure quant à 

une implication potentielle de ce RR dans la voie de signalisation de la contrainte osmotique 

orchestrée par HK1. Cependant, chez Arabidopsis

homologue du RR18, dans des feuilles de plantules soumises à un stress osmotique ainsi que son rôle 

e la germination des graines, témoignent que 

cet ARR est un acteur dans la voie de signalisation "osmosensing" (Veerabagu, 2011).  Cette étude 

con cette voie chez le peuplier, et 

nous -expression des transcrits des HPt et de ce RR doit se réaliser dans 

des cinétiques de temps tardifs, comme chez Arabidopsis. 

Les interactions détectées entre le RR13 et les trois HPt, les teneurs importantes en transcrits de 

ce RR dans les différents organes de peuplier, et la possible régulation de ce gène par le stress 

osmotique ( ARTICLE III, par RR13 dans les racines et 

les pétioles après 10 minutes de stress PEG) font de lui une cible intéressante à étudier.  

Ces deux RR-B, le RR13 et le RR18 apparaissent donc comme de bons candidats pouvant faire 

partie des protagonistes de la voie "osmosensing". En conséquence, une étude fine de la régulation de 

leurs gènes sous l osmotique a été entreprise. Pour réaliser cette étude, des 

boutures de peuplier ont été soumises à un traitement PEG6000 durant une cinétique à la fois précoce 

et tardive, et la régulation des gènes RR13 et RR18  a été étudiée dans différents organes par la 

méthode de RT-PCR en temps réel.  

 

Suivi de la conductance stomatique dans des plants de peuplier soumis à une contrainte osmotique 

 

Les différents organes (racines, tiges, pétioles, feuilles) de boutures de peupliers cultivés en 

hydroponie ont été collectés en conditions témoin et stressée au PEG6000 
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cinétique de temps courts (5, 10, 20, 40 minutes) et longs (60, 120, 180 et 360 minutes). Pour 

perçoivent le stress, les conductances stomatiques de six plants indépendants, 

correspondant à deux expériences biologiques, ont été mesurées au cours de cette même cinétique 

(FIGURE 23).  

Nous avons pu constater que le stress induit une diminution progressive des conductances au 

court du temps, qui devient significativement différente de la condition témoin au bout de 20 

minutes de contrainte. A la fin de la cinétique de stress (six heures), la conductance stomatique des 

p 2O.m-2.s-1, soit approximativement 12 fois 

moins que celle mesurée 2O.m-2.s-1). 

 

 
FIGURE 23  Suivi des conductances stomatiques des plants stressés au PEG6000  
Mesures de la conductance stomatique (en mmoles H2O.m-2.s-1) en fonction du temps (en minutes) des plants 

du génotype Dorskamp traités au PEG6000 à une concentration de 100 g/L. Chaque point représente la 

moyenne des mesures effectuées sur six plants (trois par expérience biologique). Les moyennes des mesures de 

la conductance stomatique en condition stressée ont été comparées à celles effectuées au temps 0 par un test-t 

et les différences significatives pour le traitement PEG sont indiquées par des astérisques (*P<0,05 ; 

***P<0,001). Les barres verticales rep .  

 

 

Régulation transcriptionnelle du RR13 par la contrainte osmotique 

 

RR13  dans chaque organe en condition 

témoin (FIGURE 24), a permis de souligner que les transcrits de ce RR-B sont plus abondants dans les 

parties aériennes que dans les racines.   
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FIGURE 24  Expression relative des transcrits du RR13  dans les différents organes de boutures de 

peuplier en condition témoin 
du RR13 a été mesuré dans différents organes (racines, tiges, pétioles, feuilles) 

des boutures de peuplier au temps 0, sans contr  sont basés sur le niveau 

de transcrits du RR13 dans les racines au temps 0 (calibrateur). Les valeurs moyennes (± erreurs standards) des 

expressions relatives du RR13 au sein de chaque organe ont été comparées par une analyse ANOVA 

test Scheffe. Les valeurs portant une même lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de P<0,05. 
 

 

 analyse de la régulation transcriptionnelle du RR13 présentée en FIGURE 25 permet de 

considérer chaque organe indépendamment expression relative du RR à chaque 

temps de la cinétique par rapport aux contrôles respectifs (temps 0).  

 Dans les racines (FIGURE 25, A), l ugmentation des transcrits du RR13 par rapport au 

contrôle est significativement différente dès cinq minutes de stress. Les augmentations de 

sont respectivement un facteur 12 à cinq minutes, et un 

facteur 20 à 10 minutes. Ces teneurs, bien que diminuant globalement après 10 minutes de stress, 

restent néanmoins supérieures (cinq fois) à celles de la condition contrôle en fin de cinétique.  

 Dans les feuilles (FIGURE 25, D), On peut obser  Cependant, 

ne  et les transcrits atteignent leur niveau 

maximal, de huit fois celles du contrôle, à 20 minutes de stress. On constate comme précédemment 

une diminution des teneurs de transcrits, tout en restant en fin de cinétique à des teneurs en 

transcrits trois fois supérieures à celles du témoin.  

 Dans les tiges (FIGURE 25, B), le profil présenté est également intéressant avec une 

augmentation significative des transcrits dès une heure de contrainte, et cette augmentation perdure 

au terme des six heures de traitement au PEG.  

 Dans les pétioles (FIGURE 25, C), de faibles augmentations des teneurs en transcrits sont 

observées (10, 20, 60 minutes), pour ensuite revenir à un taux relativement comparable à celui du 

témoin. 
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Ainsi, par cette approche, nous avons montré une régulation de l  du gène RR13 

. Elle est caractérisée par une accumulation rapide 

et conséquente de ces transcrits (cinq à 10 minutes dans les racines, et 10 à 20 minutes dans les 

feuilles). En effet, les teneurs en transcrits du RR13 ont augmenté 20 fois par rapport à celle 

du témoin dans les racines et  8 fois dans les feuilles. 

teneur en transcrits en condition témoin dans les racines étant nettement inférieure à celle des 

feuilles, les niveaux des teneurs de ceux-ci à 10 minutes sont équivalents au sein de ces deux 

organes. .  

 

 

 

 
FIGURE 25  Expression relative des transcrits du RR13  dans les différents organes de boutures de 

peuplier soumises à une contrainte osmotique au PEG6000 
du RR13 a été mesuré dans différents organes : racines (A), tiges (B), pétioles 

(C), feuilles (D) des boutures de peuplier soumises à un traitement au PEG6000 (100 g/L) au cours de la 

cinétique de contrainte.  du RR13 se basent sur le niveau de transcrits du RR13 

au sein de chaque organe au temps 0 (calibrateurs). Les valeurs moyennes (± erreurs standards) des 

expressions relatives à chaque temps de la cinétique ont été comparées à celles du temps 0 respectivement 

pour chaque organe par un test-t, les astérisques indiquant une différence significative (*P<0,05, **P<0,01, 

***P<0,001). 
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Regulation transcriptionnelle du RR18 par la contrainte osmotique 

 

 Contrairement à ce qui est observé pour le RR13, aucune différence significative du taux 

RR18 FIGURE 26). 

 

 

 
FIGURE 26  Expression relative des transcrits du RR18  dans les différents organes de boutures de 

peuplier en condition témoin 
du RR18 a été mesuré dans différents organes (racines, tiges, pétioles, feuilles) 

des boutures de peuplier au temps 0, sans contr  du RR18  sont basés sur 

le niveau de transcrits du RR18 dans les racines au temps 0 (calibrateur). Les valeurs moyennes (± erreurs 

standards) des expressions relatives du RR18 au sein de chaque organe ont été comparées par une analyse 

ANOVA 

seuil de P<0,05. 

 

 

RR18 

sont observées dans les tiges et les pétioles à deux heures et cinq minutes respectivement (FIGURE 27, 

B-C). Contrairement aux racines dans lesquelles aucune variation significative de ces teneurs en 

transcrits FIGURE 27, A),  les feuilles, quant à elles, voient leurs teneurs en transcrits 

RR18 augmenter à partir de 40 minutes pour atteindre des teneurs de trois à cinq fois supérieures à 

celles du témoin en fin de cinétique (Figure 27, D).  

 

 

Globalement, nous avons pu montrer que le RR18 est régulé par le stress osmotique de 

manière tardive dans les feuilles. 
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FIGURE 27  Expression relative des transcrits du RR18  dans les différents organes de boutures de 

peuplier soumises à une contrainte osmotique au PEG6000 
du RR18 a été mesuré dans différents organes : racines (A), tiges (B), pétioles 

(C), feuilles (D) des boutures de peuplier soumises à un traitement au PEG (100 g/L) au cours de la cinétique de 

contrainte.  du RR18 se basent sur le niveau de transcrits du RR18 au sein de 

chaque organe au temps 0 (calibrateurs). Les valeurs moyennes (± erreurs standards) des expressions relatives 

à chaque temps de la cinétique ont été comparées à celles du temps 0 respectivement pour chaque organe par 

un test-t, les astérisques indiquant une différence significative (*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001). 

 

III.2   Discussion 

 

le total des isoformes de RR-B 

exprimées chez le peuplier génotype Dorskamp. En effet, toutes les caractéristiques requises qui 

permettent de rattacher ces protéines à la famille des RR-B ont été retrouvées 

elles.  

 

Afin de dégager parmi ces neuf protéines RR-B, celles potentiellement impliquées dans la 

 

9), interacteurs préférentiels de -expression transcriptionnelle de 
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leurs transcrits respectifs ont été menées (ARTICLE III). Cette étude a permis, dans un premier temps, 

de mettre en lumière cinq RR-B comme potentiellement impliqués dans la voie de signalisation. Afin 

de compléter cette étude, une approche similaire a été conduite pour le RR18. La démonstration de la 

hétérologue et in planta, validant sans équivoque ces interactions. Ces résultats sont en accord avec 

ceux obtenus, in planta Arabidopsis, capa

AHP1 (Veerabagu et al., 2012). Cette dernière HPt Arabidopsis semble être plus proche des 

protéines HPt2, 7et 9 (ARTICLE I, FIGURE 5) avec des similitudes de séquence supérieures à celles que 

présentent les autres HPt de peuplier.  

 

RR18

conditions témoin et stressée au PEG6000 pendant 10 minutes (ARTICLE III), et la régulation 

transcriptionnelle tardive par le stress osmotique de son homologue ARR18 (Veerabagu, 2011), nous 

ont conduit à étudier la régulation de ce 

cinétique de contrainte plus longue via la technique de PCR en temps réel. Les résultats de cette étude 

ion du RR13 (FIGURE 28). En 

outre, au moyen de cette étude, nous avons également montré que bien que les teneurs en transcrits 

du RR18 soient relativement identiques dans les racines, les tiges, les pétioles, elles sont augmentées 

i.e. à partir de 

feuilles stressées pendant trois et six heures au PEG6000 ésultats corroborent ceux 

chez Arabidopsis, montrant dans des conditions similaires aux nôtres 

(application de PEG6000 en culture hydroponique) une ARR18 dans les feuilles au 

terme de six heures de stress (Veerabagu, 2011). Selon ces auteurs, ce RR est celui qui présente la 

plus forte augmentation transcriptionnelle le plaçant ainsi comme une exception chez Arabidopsis. 

Dans notre étude, nous avons pu montrer cette même régulation de ce gène avec comme information 

est uniquement localisée dans les feuilles. 

HPt2, 7 et 

9, mises en évidence précédemment, suggèrent que ce RR pourrait jouer un rôle dans la voie de 

signalisation "osmosensing" plus particulièrement au niveau des feuilles et de manière plus tardive 

que le RR13.  

 

Concernant le RR13, nous pouvons confirmer dans un premier temps par cette présente 

étude réalisée en RT-PCR en temps réel nos résultats obtenus précédemment et présentés dans 
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ARTICLE III, qui suggéraient une possible régulation transcriptionnelle positive dans les racines et les 

pétioles après 10 minutes de stress osmotique. Nos résultats montrent également que les transcrits de 

ce gène sont très fortement accumulés à la fois dans les racines et dans les feuilles de façon précoce, 

ces teneurs restent relativement élevées au 

cours de la cinétique, également au terme des six heures de contrainte, ce qui est en accord avec les 

résultats obtenus par Veerabagu et collaborateurs (2011).  Ces auteurs ont montré, dans les feuilles 

et au bout de six heures de stress, des augmentations, certes faibles, des transcrits des ARR1 et ARR2, 

avec lesquels le RR13, rappelons- (ARR1 : 52,35% ; 

ARR2 : 52,94%).  

 
 

 

nduction 

des réponses en aval de HK1 et donc témoignent possiblement de leur fonction dans la voie de 

signalisation du stress osmotique.    

 

 

  
FIGURE 28  Expression relative des transcrits du RR13  et RR18 dans les différents organes de 

boutures de peuplier en condition témoin 
des RR13 et RR18 a été mesuré dans différents organes (racines, tiges, pétioles, 

feuilles) des boutures de peuplier sans contrainte. Les calculs  des RR13 et RR18 sont basés 

sur le niveau de transcrits du RR13 dans les racines au temps 0 (calibrateur). Les valeurs moyennes (± erreurs 

standards) des expressions relatives du RR18 au sein de chaque organe sont comparées respectivement à celles 

du RR13 dans ces mêmes organes par un test-t. Les astérisques indiquent une différence significative (*P<0,05, 

**P<0,01, ***P<0,001). 
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dans la transduction du signal de la contrainte osmotique 
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 CARACTÉRISATION FONCTIONNELLE DE HK1 I.
 

Le rôle de chacun des domaines de HK1, définis par analyse de sa séquence protéique, a été 

testé et démontré dans cette PARTIE I. 

 

Les domaines DHp et CA constituant HK1, domaine contenant le résidu histidine conservé en 

une activité histidine kinase, comme démontrée chez la levure. Ce qui  

confirme par ailleurs le rôle direct de ces résidus histidine et aspartate dans cette activité. HK1 est 

donc bien une protéine histidine-aspartate kinase. 

ed-coil au sein de HK1 une dimérisation (par 

un surenroulement) probable de cette protéine, action indispensable à son activité kinase comme 

démontrée chez les HK des systèmes bactériens. Cette capacité de dimérisation de HK1 a pu être 

montrée, mais uniquement avec sa partie cytoplasmique, en levure et in planta, en raison de la 

nature des techniques et systèmes utilisés pour cette étude (abordé précédemment). La visualisation 

de la capacité de HK1-CP à interagir sur elle-même constitue néanmoins une preuve tangible de la 

dimérisation de HK1. Cependant, la démonstration de la dimérisation de la protéine HK1 complète 

informations décisives sur son état 

monomérique ou dimérique en condition normale de croissance ou de contrainte osmotique. 

Il est admis que la région extra-cellulaire des récepteurs HK est impliquée directement dans 

la détection du stimulus. En montrant sa localisation au niveau de la membrane plasmique de la 

ce entre les milieux intra- et extracellulaire, et 

que son domaine extracellulaire détecterait un signal, qui serait transmis au sein de la cellule et 

traduit chimiquement via son activité histidine kinase. 

Arabidopsis, il a été supputé que cette protéine pourrait elle aussi être un osmosenseur. Cette 

fonction de HK1 a donc été testée chez la levure. Cette étude a effectivement révélée est 

en tant que tel dans la souche mutée Sln1 Sho1. Bien que ces expériences 

fournissent une preuve de la fonction potentielle de HK1, elles ont été réalisées dans un système 

complémentation fonctionnelle de HK1 Arabidopsis dépo  est en 

cours de réalisation. Concernant HK1, j ences 

de RNAi (RNA interference) afin de supprimer, de manière contrôlée, son expression au sein de cals 

e à laisser de 

côté un temps ces expériences. Ce projet a repris au sein du laboratoire en optant pour un autre 

système de clonage.  
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Les processus de détection du signal des osmosenseurs HK ne sont pas actuellement 

exception de Sln1p chez la levure qui qui 

permettent de proposer des possibles de son activité kinase. Il a été proposé, 

en premier lieu, que Sln1p était capable de suivre et de détecter les changements de pression de 

turgescence de la cellule induits par un stress osmotique, notamment avec des modifications de son 

activité kinase en phase avec ces changements comme une augmentation de celle-

(Tao et al., 1999) ou comme une diminution lors de 

perturbations de la paroi de la cellule mimant une perte de turgescence (Reiser et al., 2003). Plus 

récemment, il 

membrane cellulaire participe également dans les processus de détection de cette HK 

(Shankarnarayan et al., 2008; Tanigawa et al., 2012).  

C certaines inconnues, notamment 

concernant le rôle de certains domaines protéiques présents, demeurent toujours. Il est donc tentant 

sur la base de certains éléments de structure de se livrer à quelques spéculations quant à leurs 

fonctions respectives dans le contexte de cette famille de protéines. 

  de la partie extracellulaire de HK1 a également menée à 

lé CACHE (CA2+ channels & CHEmotaxis receptors) isolé pour la 

sensible au voltage généré par le Ca2+ chez les 

animaux et de récepteurs impliqués dans la chimiotaxie chez les bactéries (Anantharaman & 

Aravind, 2000). Ce domaine extracellulaire jouerait un rôle dans la reconnaissance de petites 

le champ des possibilités de détection de cette 

HK en suggérant que ce domaine CACHE de HK1 pourrait interagir avec une molécule constitutive 

de la paroi et utiliser ce contact comme stimulus activateur de la voie 

intracellulaire 

comporterait comme un mécanosenseur est alors envisageable.  

 Le domaine HAMP (abordée en PARTIE II.1.a.1) localisé en partie N-terminale du dernier 

segment transmembranaire, est défini comme étant impliqué dans la transduction du signal entre le 

domaine extracellulaire senseur et le domaine effecteur du récepteur (Aravind & Ponting, 1999). Ce 

domaine correspond à un coiled- Chez HK1, le coiled-coil 

prédit fait partie ités 

dimère et de ce domaine dans le rieur de la 

cellule. -enroulement" peut nous interpeller quant à un 

constituer une sorte de détecteur, sensible à de légères fluctuations, comme la distance entre la paroi 

et la s compartiments intra- et 

extracellulaires. 
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 PARTENARIAT D INTERACTIONS PRÉFÉRENTIELLES EN AVAL DE HK1 II.
 

chez le peuplier ou Arabidopsis entre les membres 

appartenant aux trois familles de molécules "signal" 

entre eux à interagir ensemble (TABLEAU 4, ARTICLE II FIGURE 3). Chez le peuplier, la 

comparaison des séquences au sein des partenaires HPt ou RR de type-B (FIGURE 17,  19) montre une 

forte similitude de séquence entre les membres appartenant à une même famille de protéines. De 

plus, la redondance fonctionnelle ainsi que les nombreuses interconnexions de voies de signalisation 

chez Arabidopsis, mène à supposer que les HPt et les RR-B peuvent se comporter comme des pools de 

protéines non spécifiques  

Cependant, la stratégie mise correspondant à la réalisation conjointe 

s complémentaires en levure et in planta -expression de transcrits, 

nous a permis de dégager un éventuel partenariat interactionnel. 

interactions protéine-protéine apporterait toutefois des réponses plus précises quant à une 

raction entre partenaires potentiels, comme démontrée dans certaines études 

 (Pekárová et al., 2011; Bauer et al., 2013). Malgré la conservation des surfaces 

"signal" HK/HPt ou HPt/RR, des différences minimes de séquence 

privilégieront certaines interactions entre membres de même famille.  

 

Bien que avec son partenaire, déterminée possiblement 

par une affinité forte ou faible, soient mise en évidence, de nombreux paramètres liés 

pondèrent ces interactions.  
 

Dans le cadre des relais multiples 

 Une étude de mesures in vitro 

entre ETR1, récepteur éthylène, et AHP1 a permis sque 

les deux protéines sont dans des états opposés de phosphorylation (Scharein & Groth, 2011). A la vue 

de ces résultats, on peut donc suggérer que le récepteur transmettrait son phosphate à Pt par 

interaction directe, et une fois le phosphate transféré, elle se décrocherait du récepteur 

hypothétiquement -ci. Nos résultats 

concernant le potentiel état de phosphorylation de HK1 (ARTICLE I

montrant une interaction entre HK1/HPt2 en conditions témoins (supposée dans le même état de 

 

phosphorylé (D/E). Cette différence de résultats peut être 

double-hybride. En effet, étant dans un tel système, 

"forcée" même si la conformation optimale 
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 surproduction de protéines. En utilisant la 

forme de HK1 muté D/E

il est établi (Hass et al., 2004; Kim et al., 2006)  puisse mimer la présence 

phosphate. Cepend tilisation de ce type de mutant peut induire de petites modifications de 

charges sans doute responsables de la diminution du signal obtenu par ce système lorsque 

 est testée. Finalement, seule une  de 

phosphorylation par phospho-

partenaires.   
 

se produise, un des paramètres les plus fondamentaux qui rentre en 

jeu est la concentration de protéines à un instant t au sein de la cellule. Comme abordé 

précédemment, si une protéine qui présente une affinité modérée pour un de ses partenaires voit son 

expression augmenter (et donc à supposer in fine sa concentration) localement ou temporairement 

stimulus, la faible affinité entre les deux partenaires sera alors compensée car les 

concentrations locales, à cet instant, seront au-delà de la constante de dissociation (conditions 

stoechiométriques). Les études transcriptionnelles constituent un bon outil pour effectuer un premier 

Dans cette PARTIE I, ces études se sont 

déro -PCR relative classique, 

certains transcrits de gènes RR-B (RR15, 21 et 22) traduisant la possible absence de leur protéine, et 

la co-expression de ceux présentant n potentielle avec les trois HPt, nous a 

permis de sélectionner certains RR comme candidats en tant que possibles effecteurs de réponse en 

aval de HK1. D PCR en temps réel pour étudier la 

régulation des RR13 et RR18 

osmotique a permis de mettre en évidence une régulation différentielle de ces gènes. Etant donné la 

possible implication du RR18 dans la voie "osmosensing" et compte tenu de sa régulation par le stress 

dans certains organes à des temps tardifs, ces dernières données nous amènent donc à reconsidérer 

les RR-B, peu exprimés, précédemment écartés. Une étude de la régulation de ces gènes à partir du 

même matériel réalisée par la même technique est donc nécessaire.  

Cependant, les processus de localisation cellulaire ou de dégradation des protéines prennent 

également une place considérable dans la faisabilité des interactions entre protéines. En effet, les 

protéines RR pour lesquelles les transcrits ont été détectés peuvent être dégradées en fonction de 

plusieurs paramètres Ainsi, il 

paraît évident que cette modification régule, du moins en partie, la combinatoire interactionnelle à 

un un 
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interacteur puisse se retrouver dépourvu de son partenaire préférentiel (de haute affinité) et 

interagisse avec un autre pour lequel son affini est moindre. 



 

214 

 



 

215 

 

PARTIE II  

Caractérisation du mode de fonctionnement des 

régulateurs de réponse de type-B 

 

 Bien que de nombreuses études aient caractérisé le rôle des régulateurs de réponse de type-B 
 

dans la voie de signalisation cytokinine, l  protéines, 

en tant que facteur de transcription, .  

Dans cette partie, les mécanismes de régulation qui peuvent intervenir chez les RR-B des plantes ont 

-B de peuplier, le RR13, a permis de 

r

-terminale nous a renseignés sur son 

probable rôle dans le recrutement de partenaires spécifiques pour la transcription de gènes de 

in planta

via une approche 

pluridisciplinaire.  

-B au moment de la 

réception du phosphate a pu être dégagé. Les RR-B apparaissent, de prime abord, comme des 

modulateurs généralistes capables 

Cependant, la mise en place de réponse adaptée à un signal donné via les phosphorelais multiples 

-B particuliers, capables par certains mécanismes de 
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déclencher ou de participer à la transcription de gènes de réponses spécifiques prenant part à des 

complexes multifactoriels de régulation génique.  

Dans le chapitre II, des éléments de réponse ont été avancés sur la façon dont ces RR-B pourraient 
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De nombreux processus biologiques sont contrôlés au niveau de la transcription. La 

 et en remodelant la 

chromatine, les autres interviendront par exemple en prenant part à la formation des complexes de 

transcription à différentes étapes de celle-ci (Burley & Kamada, 2002). Dans les complexes de pré-

région 

 (Phillips, 2008). Ils 

peuvent ainsi constituer des activateurs ou des répresseurs (Ogata et al., 2003), et jouer variablement 

ces deux rôles en 

combinatoire est déterminée à la fois par les différents éléments de réponse sur le promoteur du gène 

et par la présence ou non de ces facteurs de transcription dans le même espace et au même moment. 

 

 INTRODUCTION I.

 

I.1 Les RR-B, des facteurs de transcription uniques retrouvés chez les plantes, à 

 

 

Les régulateurs de réponse de la famille des RR de type-B ont une architecture (ou 

organisation de domaines) clairement conservée (FIGURE 18) 

plantes. Ils sont bipartites, c'est-à-

(base de données Pfam : Response regulator receiver Domain (PF00072 -

DNA Binding Domain) appelé 

GARP (base de données Pfam : Myb DNA-binding Domain (PF00249)) (partie centrale de la 

protéine). La présence conjo -terminale 

probablement trans-activatrice confèrent aux RR-B une fonction présumée de facteur de 

transcription.  

 

I.1.a   Le domaine  

 

Les facteurs de transcription peuvent être classés en plusieurs familles, et ce en fonction 

notamment du motif structural du  (Phillips, 2008). Par exemple, 

familles caractérisées par leurs représentants respectifs qui sont les protéines OmpR, NarL, NtrC, 

LytR et Misc (Gao & Stock, 2009) impliquées, entre autre, dans le contrôle de la tolérance à 
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divers stress (ROS, chocs osmotiques, chute de pH), de la motilité, de la virulence, de la synthèse 

. Chez Arabidopsis, 5% du génome code des facteurs de 

transcription représentés par un grand nombre de familles communes entre organismes eucaryotes 

s de 

séquence et de structure, les FT appartenant à des familles communes entre eucaryotes ne partagent 

pas forcément les mêmes organisations et architectures autres règnes. 

Ces organisations peuvent être spécifiques et propres à chaque embranchement ou phylum avec des 

variations nettes entre deux FT relativement proches (Shortridge et al., 2011). En effet, les DBD 

peuvent être arrangés de différentes façons avec toute une variété de domaines fonctionnels, 

conduisant à la création de nouvelles protéines spécifiques à certaines espèces (Riechmann et al., 

2000).  

 

  nt que chez les eucaryotes 

notamment chez les plantes (FIGURE 29). Il est également retrouvé chez certaines protéines de 

mycètes et de métazoaires (base de données Pfam), dans lesquelles il est couplé à des domaines autres 

que le RD. Les FT qui possèdent ce domaine GARP sont rattachés à la famille des protéines "Myb-

related" (Stracke et al., 2001) et le domaine lui-même appartient à la superfamille SANT (SWI3, 

ADA2, N-CoR and TFIIIB'' DNA-Binding Domains). Ils divergent au niveau du nombre de répétitions 

-Myb chez les mammifères. Chez 

cette dernière, le domaine Myb est répété trois fois (R1, R2, R3) et chaque répétition adopte le motif 

structural appelé "hélice-tour-hélice" avec trois résidus tryptophane régulièrement espacés, pour 

-domaine. Deux -terminale 

 

 C/TAACG/TG (Jin & Martin, 1999; Zargarian et al., 1999; Ogata et al., 2003). Le domaine GARP 

 et peut être décrit par cinq 

zones successives différentes dont des séquences consensus ont pu être dégagées (FIGURE 29) (Tamai 

et al., 2002). Ce domaine correspond notamment au DBD chez les RR-B de plante. Il est composé de 

trois hélices  stabilisées par des interactions hydrophobes au niveau de résidus spécifiques (Hosoda 

et al., 2002) (FIGURE 30). Ce sont les hélices et (basiques) séparées  connecteur qui forment 

le motif structural "hélice-tour-hélice", unité de reconnaissance de motifs de séquence ou éléments 

(Hosoda et al., 2002). Notons que les résidus tryptophane ne sont pas en 

totalité retrouvés. 
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FIGURE 29  Alignement du domaine GARP chez plusieurs espèces de plantes 

de séquences du domaine GARP de RR-B appartenant à plusieurs espèces de plantes prises dans la 

banque de données non redondantes RefSeq à partir de la réalisation d psi-blast), a été réalisé avec le 

logiciel ClustalW.  (NCBI) sont  les suivants : 
gi|302770951|ref|XP_002968894.1, gi|255084361|ref|XP_002508755.1, gi|162460014|ref|NP_001104861.1, 

gi|357449081|ref|XP_003594816.1, gi|42570473|ref|NP_850600.2, gi|115444635|ref|NP_001046097.1, 

gi|115444635|ref|NP_001046097.1, gi|357466055|ref|XP_003603312, gi|255565035|ref|XP_002523510.1. Cette 

"Clustalx" (ANNEXE 4). La 

conservation des résidus est représentée par une note de 0 à 

strictement conservé, et par un signe "+" quand la nature des résidus est conservée. La séquence consensus 

consensus (ANNEXE 5) (Tamai et al., 2002).  

 
 

 

 
FIGURE 30  Schéma topologique des structures secondaires du domaine GARP 

Les extrémités N- et C- terminales sont 

représentées respectivement en bleu et rouge. -terminale est riche en résidus basiques et 

 (Hosoda et al., 2002). 
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I.1.b    Le domaine receveur DDK : structure prototype et activité régulatrice 

 

Comme précédemment abordé, le domaine receveur DDK commun entre les RR bactériens et 

les RR-B de plantes montre une conservation de structure appréciable (malgré des identités de 

séquences parfois entre 20 et 30 %).  

avant tout un rôle régulateur. Les protéines en question peuvent avoir un domaine de fixation à 

-protéine, voire des domaines catalytiques 

avec une fonction enzymatique (Gao & Stock, 2009).  

Chez les plantes, notamment chez le peuplier, le domaine receveur DDK apparaît dans 

, différentes de celles des RR-B. Il peut effectivement être retrouvé seul ou avec  

une combinaison de domaines, dont le domaine Histidine Kinase associé à des domaines CHASE, 

CASH, GAF, et des domaines FIGURE 31). Il faut également noter 

entre également dans la composition des RR de type-A et -C dont la partie C-terminale est 

dépourvue de domaine effecteur. 

connues avec cette famille de domaine, tout organisme confondu (FIGURE 31). 
 

cinq brins ß et cinq hélices  

selon la topologie ( ß)5 (FIGURE 32). Son repliement appartient à la classe de Rossman avec un 

feuillet parallèle pris en sandwich par des hélices  : et , et trois de 

 côté : , et ). Il se caractérise par des motifs de séquences hautement conservés, comme 

le DDK -D69-K119) (Sakai et al., 

1998b). 

 

s structuralement et fonctionnellement 

fonctionnement commun et également conservé parmi les domaines DDK, illustré par la nécessité 

 conservé au sommet du brin 3 (ou aspartate central du motif 

DDK). La présence de ce domaine DDK est sans doute indispensable au bon fonctionnement des 

Arabidopsis "délété" de la séquence de RR-B, une 

CK (Sakai et al., 2001; Imamura et 

al., 2003; Tajima et al., 2004; Ginis et al., 2012; Liang et al., 2012). Liang et ses collaborateurs 

(2012) 

délétion des 45 premiers résidus mimait la forme active de la protéine complète et que ces résidus 

étaient sûrement impliqués dans le maintien de la conformation inactive de ce RR.  



C
h

a
p

it
re

 I
 

M
éc

a
n

is
m

es
 d

e 
ré

g
u

la
ti

o
n

 d
u

 f
o

n
ct

io
n

n
em

en
t 

d
u

 R
R

13
 

  

22
3 

 

 
FI

G
U

RE
 3

1 
 D

ia
gr

am
m

e 
de

s 
ar

ch
ite

ct
ur

es
 c

on
te

na
nt

 l
e 

do
m

ai
ne

 r
ec

ev
eu

r 
pr

és
en

te
s 

ch
ez

 l
es

 o
rg

an
is

m
es

 r
éf

ér
en

cé
s 

no
ta

m
m

en
t 

ch
ez

 P
op

ul
us

 d
an

s 
la

 

b a
nq

ue
 d

e 
do

nn
ée

s 
U

ni
pr

ot
  

A
-A

pe
rç

u 
du

 d
ia

gr
am

m
e 

de
s 

42
74

  a
rc

hi
te

ct
ur

es
 d

iff
ér

en
te

s 
(p

ar
m

i l
es

 6
55

5 
ré

pe
rt

or
ié

es
 a

u 
to

ta
l) 

qu
i p

ré
se

nt
en

t u
n 

do
m

ai
ne

 r
ec

ev
eu

r 
RD

 (
PF

00
07

2)
, e

xi
st

an
te

s 
da

ns
 

la
 b

as
e 

de
 d

on
né

es
 U

ni
pr

ot
. C

e 
ty

pe
 d

e 
do

m
ai

ne
 e

st
 r

et
ro

uv
é 

da
ns

 d
es

 a
rr

an
ge

m
en

ts
 a

ve
c 

37
5 

au
tr

es
 d

om
ai

ne
s 

da
ns

 1
44

78
0 

de
s 

pr
ot

éi
ne

s 
in

de
xé

es
 d

an
s 

ce
tt

e 
ba

nq
ue

. 

B-
D

ia
gr

am
m

e 
de

s 
di

ff
ér

en
te

s 
ar

ch
ite

ct
ur

es
 a

ve
c 

un
 d

om
ai

ne
 r

ec
ev

eu
r 

RD
 (

PF
00

07
2)

 c
he

z 
Po

pu
lu

s 
tr

ic
ho

ca
rp

a.
 I

l p
ré

se
nt

e 
37

 a
rr

an
ge

m
en

ts
 q

ui
 a

ss
oc

ie
nt

 c
e 

do
m

ai
ne

 

av
ec

 2
 a

ut
re

s 
do

m
ai

ne
s 

di
ff

ér
en

ts
. A

u 
to

ta
l, 

10
6 

sé
qu

en
ce

s 
re

la
tiv

es
 à

 c
et

te
 e

sp
èc

e 
so

nt
 tr

ou
vé

es
 d

an
s 

ce
tt

e 
ba

nq
ue

 e
n 

se
pt

em
br

e 
20

13
. 



 

PARTIE II 

 

 

224 

 

En replaçant les RR-B comme membres à part entière des phosphorelais multiples histidine-

aspartate, il est attendu que la phosphorylation soit susceptible de jouer un rôle déclencheur dans 

leur activation. Elle survient par transfert tidine phosphorylée 

charge, une redistribution de la répartition des charges électrostatiques à la surface de la protéine ou 

-accepteur de liaisons faibles à partir 

 de nombreux 

conservée sur le milieu du brin 5, des résidus tyrosine ou phénylalanine (FIGURE 

(Davies et al., 2009)

conformation -protéine dans les voies de 

conformations limites, une dite "inactive" et une autre dite "active", chacune offrant des surfaces 

-protéine intra- ou inter-

(Gao & Stock, 2010).  

 

 
FIGURE 32  Schéma topologique des structures secondaires du domaine receveur DDK 
Le domaine receveur DDK est composé de cinq hélices 

parallèle pris "en sandwich" par les hélices (deux sur une face du feuillet et trois La progression 

dans la chaîne se fait selon un gradient de couleurs qui va du bleu (extrémité amino-terminale) au rouge 

(extrémité carboxy-terminale). Les localisations respectives du résidu aspartate phosphorylé (brin 3) et du 

 du DDK (résidu phénylalanine ou tyrosine, brin 5) sont montrées. 
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I.2 La dimérisation des domaines DDK : un mécanisme envisagé pour une régulation 

des RR 

 

Globalement, les membres de la famille de RR OmpR/PhoB sont majoritairement activés par 

leur phosphorylation (au niveau du domaine receveur) réalisée par leur HK partenaire. Cet 

événement induit un changement conformationnel de la protéine et son homodimérisation par le 

domaine DDK

RR par son domaine de fixation notamment 

de PhoB (Mack et al., 2009), de OmpR (Barbieri et al., 2013), ArcA (Toro-Roman et al., 2005). 

-ß5-  du domaine receveur, a montré une conservation des 

résidus impliqués dans la formation de contacts intra-moléculaires seulement au sein de la famille 

OmpR/PhoB (Toro-Roman et al., 2005). Il est cependant difficile, malgré la conservation de structure 

tridimensionnelle du domaine régulateur receveur, de dégager un mécanisme commun de 

fonctionnement des RR (ENCADRÉ 1). état préalable à la phosphorylation en tant que 

monomèr

famille unique. En effet, pour les uns, la phosphorylation provoquerait la dimérisation chez certains 

RR comme ArcA (Toro-Roman et al., 2005), OmpR (Barbieri et al., 2013), FixJ (Birck et al., 1999) 

s, tandis que pour les a hoB, elle induirait 

déjà existant vers un autre impliquant toutefois des interfaces 

différentes (inactif : interface , actif : interface -ß5- ) (Mack et al., 2009). S

vénements de 

 et autres changements de conformation sont encore discutés puisque plusieurs 

études de structure de RR, toutes familles confondues, 

combinaisons entre forme inactive ou active avec des interfaces de dimérisation différentes pour les 

domaines receveurs (FIGURE 33). 

 

 La dimérisation apparaît donc également comme un mécanisme de régulation 

Chez Arabidopsis, quelques exemples de dimérisation de RR-B ont été rapportés et obtenus grâce à 

différentes techniques (TABLEAU  6 dimérisation dimérisation 

"GST pull-down" (Dortay et al., 2006). Plus 

récemment, la capacité du facteur de transcription ARR18 à homodimériser a été démontrée chez la 

levure et in planta (Veerabagu et al., 2012). Les auteurs ont ét

résidu aspartate (D70) de c dimère, sur sa capacité à se fixer sur 

l  : i) à la nécessité des 
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monomères de l phosphorylation pour interagir, ii) à 

sur ARR18 sur le promoteur 

 (RR-A), iii) à sur les capacités 

transcriptionnelle du gène rapporteur pARR5:uidA par . 

 

 
FIGURE 33  Les différents modes de dimérisation des domaines receveurs des RR bactériens 
La répresentation schématique en rubans de domaines receveurs dimériques illustrant les différents modes de 

dimèrisation communément rencontrés. -ß5- , désignée comme "interface de dimérisation 

canonique" est colorée en vert et orange pour chaque monomère composant le dimère. Les codes PDB des 

structures visualisées sont mentionnés sous chaque cas. 
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I.3 Interactions spécifiques inter- ou intra-moléculaire 

conformations active ou inactive : le niveau de régulation supplémentaire 

 

Présentée de manière succincte précédemment, une stratégie de régulation supplémentaire 

existe, et réside dans la capacité du RR à établir des interactions protéine-protéine spécifiques en 

fonction de sa conformation, active ou inactive.  

 

Premièrement, ce phénomène a pu être observé déjà au niveau de la formation du dimère. En effet, 

b -ß5-   entre partenaire 

ou sous-  

 

régulatrices ou leur propre 

domaine effecteur ont été relevées chez les bactéries et les plantes. 

 
I.3.a   Chez les bactéries  

 

Chez E. coli, le RR CheY impliqué dans le processus de chimiotaxie est phosphorylé par 

CheA, senseur de molécules attractives ou répulsives présentes dans le milieu. Une fois activé, CheY 

se fixe sur FliM, un composant des complexes des flagelles moteurs

sens de rotation des flagelles (Djordjevic & Stock, 1998). Il est finalement désactivé par rétro-

contrôle dans lequel la protéine CheZ stimule sa déphosphorylation (FIGURE 6). La résolution des 

structures des complexes CheY~P/CheZ (Zhao et al., 2002) et CheY~P/FliM (Lee et al., 2001) par 

cristallographie , CheY interagit par sa surface -ß5-  avec ces 

deux interacteurs. 

 

Les domaines receveurs non phosphorylés des RR NarL (E. coli) (Baikalov et al., 1996) et 

CheB (E. coli et Salmonella typhimurium) (Djordjevic & Stock, 1998) possèdent la capacité 

interagir avec leur propre domaine effecteur de façon à empêcher la fixation constitutive du 

 (NarL) -

site actif (CheB) hez Chlamydia, Helicobacter, 

Myxococcus, Streptomyces, et Synechococcus, ce même mécanisme de régulation aurait été avancé 

pour DrrB (Robinson et al., 2003). Cette fois encore, à la suite de la phosphorylation sur le résidu 

-ß5-  serait libérée de son interaction avec le domaine effecteur pour 

sengagé de cette interaction 

protéine-protéine, pourrait alors se fixer sur ses cibles.  
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I.3.b    Chez les plantes  

 

s existent à propos de ces régulations. 

 

Chez Arabidopsis, Hwang & Sheen (2001) 

fixer sur le domaine receveur des RR-B non phosphorylés

effecteur. Cette répression serait alors levée avec la phosphorylation du RR. Cette hypothèse a 

Liang et ses collaborateurs (2012) qui ont conclu que la délétion des 45 

 

 

De plus, il apparaît également plausible que le RR-B puisse exercer lui-même un rôle 

facteurs de transcription. Deux études (Choi et al., 2010; Veerabagu, 2011) 

des interactions entre des RR- Arabidopsis avec des FT de la famille des bZIP, bien que ceux-ci ne 

es distinctes par 

la présence des RR-B dans le complexe de transcription.  
 

 (Veerabagu, 2011) 

bZIP appartenant au groupe C (Jakoby et al., 2002). Ces FT bZIP forment eux-mêmes des 

hétéro-dimères avec des FT bZIP groupe S1 (Jakoby et al., 2002; Ehlert et al., 2006), et sont capables, 

régulation différentielle dans des plants sauvages en réponse à un stress osmotique ou dans des 

ahk1, mais également dans des graines dépourvues du gène AHK1. Ces 

gènes sont entre autre des gènes codants des albumines (2S1 et 2S2), le gène codant la proline 

déshydrogénase (ProDH) et certains gènes LEA (LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT). La présence de 

 bZIP53 (groupe S1) et bZIP63 (groupe C) diminuerait significativement 

p2S1:uidA. La phosphorylation du RR serait nécessaire pour son interaction avec le FT bZIP, et 

 
 

 (Choi et al., 2010) serait, quant à lui, capable 

D (Jakoby et al., 2002) qui est un régulateur de réponse impliqué dans la voie de transduction de 

acide salicylique, et donc dans la transcription de gènes de défense face aux attaques biotiques. 

Cette interaction se situerait dans la partie C-terminale du RR comprenant le domaine de fixation à 

trans-

une protéine activatrice de la transcription NPR1, et ce trio de protéines activerait la transcription 

PR1. Les auteurs ont montré par utilisation de la technique "GST pull-down", 
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ences (identité 

de séquence : 64%) (Mason et al., 2004)  

 

 OBJECTIFS ET STRATÉGIES II.

 

Malgré les nombreux travaux portant sur les RR bactériens, des incertitudes persistent 

toujours, et bien que leur nature soit diversifiée, la question est de savoir si on peut dégager un mode 

-B de plantes. Les connaissances 

concernant le mode de fonctionnement des RR-B ne sont pour le moment que partielles, et on peut 

-B à former un dimère pour accomplir leur fonction. 

 Comment dimérisent t-ils ? Quelle interface mettent-ils en jeu ? 

-B à dimériser in planta

trans-activation des RR-B (Veerabagu et al., 2012), et 

également la capacité du domaine GARP seul à se fixer sur sa cible ADN en monomère 

(Hosoda et al., 2002). Au vu de ces résultats, plusieurs questions se dégagent :  

 Un RR-B doit-il être sous sa forme monomérique ou dimérique pour activer la transcription 

des gènes de réponse ?  

 Si la dimérisation est nécessaire, quel rôle joue-t-elle dans la capacité du RR à se fixer sur sa 

cible ADN ? 

 

Dans cette partie de travail, nous nous sommes focalisés sur un RR-

ce travail est de décortiquer les mécanismes de régulation du -B. Une 

analyse bio-informatique de ce RR a été réalisée, pour définir avec exactitude les bornes 

de chaque domaine et de statuer sur les constructions à utiliser pour effectuer cette étude

part pour servir  du domaine receveur (DDK) du RR13, exploité 

par la suite pour proposer un mode de dimérisation via ce domaine DDK. Afin de valider ce modèle, 

premièrement les capacités de dimérisation de ce RR-B ont été testées in vitro, en levure et in planta. 

Par la suite, l acides aminés potentiellement impliqués dans cette interaction a été 

confirmée par une stratégie de mutagénèse. De plus, afin de comprendre le rôle du dimère dans 

 

sont prévues prochainement.  

Un mécanisme de régulation pot -B a été proposé in silico 

via 
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valider cette hypothèse ont été réalisés en "GST pull-down" (ou "6xHIS pull-down"). 

prochainement pouvoir être envisagée. 

 

 RÉSULTATS III.
 

III.1   Le RR13 est un facteur de transcription 

 

analyse -B du peuplier en vue globale présentée en 

première partie (FIGURE 18) nous a permis otéines, notamment le 

RR13, à la famille des RR de type-B. Nous avons zoomé sur chaque domaine et la séquence charnière 

s RR-B de peuplier entre eux et ainsi compléter 

cette étude (FIGURE 34). Tous possèdent bien les deux domaines conservés et fonctionnels requis : le 

domaine 

une charnière flexible, arborant un échelonnement acides aminés allant de résidus 

basiques, à son extrémité amino-terminale (côté DDK), vers des résidus acides, à son extrémité 

carboxy-terminale (côté GARP) (FIGURE 18, 34). Le long segment qui vient après le domaine GARP et 

qui correspond probablement à la séquence de trans-activation (qui le domaine 

GARP est pas présente chez les RR-A), apparaît être polymorphe entre RR-B et non structurée du 

fait de sa composition en acides aminés propices à la non structuration (FIGURE 18). Une analyse 

supplémentaire de la séquence du RR13 (FIGURE 35) el IUPred 

(Dosztányi et al., 2005) 260 et 

670, la propension au désordre est significative. Cette analyse a été confirmée également par le 

logiciel DisProt (Peng et al., 2006) (ANNEXE 6). De plus, la localisation nucléaire du RR (ARTICLE III, 

FIGURE 8) a confirmé la présence de séquences putatives de localisation nucléaire retrouvées de part 
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FIGURE 34  Alignement des séquences des domaines receveur DDK et GARP, et de la partie charnière 

les séparant, des différents RR-B de peuplier  
Cette figure se réfère à la FIGURE 19 (PARTIE I)  séquences des deux domaines 

receveur DDK et de liaison à l -B de peuplier. 

s visualisations ont été générées par Jalview 

"Clustalx" (ANNEXE 4) pour les domaines DDK et GARP, et celui de 

couleur "Taylor" (ANNEXE 4) (permettant de créer un contraste entre les résidus acides (rouges) et les résidus 

basiques (bleus)) pour la séquence charnière. Le résidu aspartate strictement conservé qui est phosphorylé lors 

Les bornes des structures secondaires pour les domaines DDK et GARP sont 

représentées schématiquement au-  Les résidus putatifs impliqués dans la formation du 

dimère considérés dans le cadre de cette étude sont encadrés dans la séquence du domaine DDK (Cf. III.2.b). 
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FIGURE 35  Profil de la propension au désordre de la protéine RR13 prédit par IUPred 
Cette représentation, qui décrit la tendance au désordre selon la progression dans la séquence, permet de 

recouvrant les domaines DDK et GARP inférieur à 0,5. Tandis que, deux zones sont prédites 

comme largement non structurées, la boucle "charnière" et la séquence trans-activatrice en carboxy-terminal, 

avec un indice supérieur à 0,5. Le RR13 peut donc être rattaché aux protéines partiellement non structurées ou 

PUP (Partially Unfold Proteins) (Tompa, 2002). 

 

 

 

Vu 

la transcription de gènes. Chez Arabidopsis, il est admis que les RR-B sont capables de réguler la 

transcription des gènes RR- édant dans son promoteur le 

motif de fixation (A/G)GAT(T/C)  des RR-B (Rashotte et al., 2003; Kim et al., 2006). Etant donné, la 

similitude ARTICLE III, FIGURE1) 

activer la a été analysée par expériences in planta 

(FIGURE 36). Cette étude a été menée dans des cellules de Catharanthus roseus, co-transformées 

transitoirement avec le vecteur rapporteur PARR6:LUC, dans lequel est placé sous le contrôle du 

promoteur ARR6 "complet" le gène rapporteur de la luciférase, et avec les vecteurs effecteurs de 

surex RR2 soit pour le RR13. Lors de ces expériences, le vecteur PUBI:GUS  a été 

utilisé en contrôle interne pour nous renseigner sur fficacité de transformation. 

promoteur ARR6 via luc a été normalisée par les valeurs d

GUS du contrôle interne et la concentration de protéines contenues dans les cellules, en présence soit 

rapporteur PARR6:LUC quand les deux protéines ARR2 et RR13 sont utilisées comme protéines 

effectrices (FIGURE 36). Ces résultats montrent donc que le RR13 est capable de reconnaître in vivo le 

2 démontrant ainsi que 

les deux protéines sont au moins des orthologues. 
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FIGURE 36  Le RR13 de peuplier active le  gène de RR de type- Arabidopsis 
Les cellules de Catharanthus roseus ont été co-transformées avec un vecteur rapporteur luciférase contenant le 

 (PARR6:LUC), associé à un vecteur contenant le promoteur Ubiquitine associé au 

gène rapporteur gus qui reflè UBI:GUS), en absence (Contrôle : CT) ou en 

un plasmide effecteur (pRT104) RR2 (35S:ARR2) Arabidopsis soit le RR13 

(35S:RR13) de peuplier. 

ratios LUC/GUS ont été rapportés à la quantité de protéines exprimées dans chaque cellule transformée. Les 

moyennes de chaque ratio LUC/GUS/µg de protéines données avec leurs erreurs standards de trois expériences 

de transformations indépendantes sont présentées pour chaque combinaison de transformation. Les valeurs 

moyennes sont comparées pour chaque condition au contrôle (CT) par un test-t. Les astérisques représentent 

des différences significatives (*P<0,05). 

 

III.2   Le RR13 dimérise via -ß5-  conservée  

 

III.2.a   Analyses bio-informatiques et modèle de dimérisation du RR13 par le DDK 

 

III.2.a.1   

banque de données 

 

Afin de rechercher des orthologues des RR-B, leur séquence protéique entière a été, 

premièrement soumise à un BLAST (PSI-BLAST) qui a criblé une banque de données non redondante, 

la RefSeq (Pruitt et al., 2009) (ENCADRÉ 2). Ce qui a permis 

chez tous les organismes répertoriés dans cette base de données. Notons que chez les plantes, aucune 

concernant la protéine complète ou le domaine 

receveur. En effet, les seules données qui existent actuellement concernent le domaine GARP de 

Arabidopsis dont la structure a été résolue (Hosoda et al., 2002). La stratégie a donc été de 

réaliser une analyse comparative avec des protéines dont la structure du domaine receveur est 
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connue, notamment des RR appartenant aux systèmes bactériens. Ces recherches ont permis de 

borner avec précision les différents domaines de RR13, afin de garantir la production de protéines 

recombinantes repliées.  

 

En ce qui concerne le domaine receveur seul, la même procédure a été effectuée (PSI-BLAST 

de la RefSeq) (ENCADRÉ 2) en prenant en considération le constat (suite au premier crible réalisé avec 

les séquences entières des RR- motif localisé au niveau du brin 5 de 

 est fortement conservé. Le nouveau crible avec cette fois, la 

séquence du domaine receveur du RR13 et ce motif, a été effectué -

BLAST, (Pattern Hit Initiated BLAST, . 

-BLAST (ENCADRÉ 2

-à-

de mettre en évidence 489 séquences. Un alignement effectué avec MUSCLE (Edgar, 2004) en 

utilisant la matrice de substitution Blosum62 a été réalisé avec toutes les séquences retenues 

possédant le motif considéré comme un crible

position. La visualisation de cet alignement a été réalisée avec Jalview 2.8 (Waterhouse et al., 2009) 

présentée en FIGURE 37.  

 

III.2.a.2    

 

Un crible (PDB-BLAST) de la banque de données PDB (Protein Data Bank), où sont 

candidats pour la construction de modèles par comparaison de séquences (ENCADRÉ 2). Cette 

otéines orthologues des RR-B 

mises en évidence précédemment. Le modèle retenu en sortie de Modeller (Fiser et al., 2000) a été 

entre autre évalué par Prosa (ANNEXE 7) (Wiederstein & Sippl, 2007). Une étude structurale a ensuite 

été menée et une plausible complémentarité de charges, attendue chez les domaines receveurs, a été 

observée. Des outils (couple PDB2PQR/APBS, Baker et al., 2001; Dolinsky et al., 2007) qui permettent 

de calculer le potentiel électrostatique de surface ont été exploités pour apprécier la répartition des 

charges disponibles pour des interactions. de la surface pouvant être impliquée 

dans la dimérisation du RD a permis de proposer des résidus pouvant jouer le rôle de donneur ou 

accepteur de liaisons faibles. Par la suite, ceux-ci ont été utilisés comme contrainte ambiguë (ANNEXE 

8) de modélisation deux de symétrie (étant attendu que le dimère le plus 

probable soit symétrique, FIGURE 33) dans le logiciel HADDOCK (Karaca et al., 2010) dédié à 

in silico (ENCADRÉ 3). Sur le modèle retenu, il apparait que 32 résidus 
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concourent directement à la stabilité du dimère. Les énergies de dissociations ( Gdiss) ont été établies 

par PISA (ANNEXE 9) (Krissinel & Henrick, 2007). 

la forme dissociée et la forme associée, et donc réflète une stabilité thermodynamique. Dans le cas de 

notre modèle, l Å2 et met en jeu 12 ponts hydrogène et 

9 ponts salins. A titre de comparaison, le domaine receveur Drr-B (code PDB : 3NNS), RR bactérien, 

évalué par PISA .0 Å2  et met en jeu 13 ponts 

hydrogène et 11 ponts salins (Janin et al., 2008). Dans le cas de notre modèle le Gdiss est donné 

positif et évalué à 9,8 kcal/mol, tandis que celui de la structure prise ici en référence est négatif avec 

une valeur de -4,8 kcal/mol. C , lors positive indique une 

stabilité thermodynamique avérée, autrement dit ppliquée pour 

dissocier le complexe (http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/prot_int/cgi-bin/piserver).  

fait face à celle autre sous-unité. Etant donné leur enfouissement, il est envisageable de voir le 

complexe encore plus fortement associé -chaines malgré le 

 

 

 

III.2.b   RR monomère constitutif 

 

III.2.b.1   Stratégie de détermination des acides aminés à muter 

 

La stratégie ici est de modifier graduellement la répartition des charges électrostatiques de 

FIGURE 39, A-C) et notamment la polarité 

positive afin de créer une répulsion entre les deux sous-unités au moment de leur synthèse dans la 

cellule. Par analyse des 32 résidus qui concourent directement à la stabilité du dimère modélisé, 

certains résidus se montrent particulièrement intéressants de par leur nature et leur position 

(FIGURE 39, B). 

 

 Le résidu glutamate 123 (E123), chargé négativement, est situé au début de 5 dans le 

motif PIRIE du RR13 (FIGURE 34, FIGURE 39, B

4 FIGURE 38, 

C, D). Par analyse des alignements des RR-B de peuplier (FIGURE 34

espèces (FIGURE 37

glutamine ou asparagine. Vu le haut degré de conservation du résidu K106, on peut supposer un 

 différent pour les complexes concernant ces protéines où cette 
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monomères (FIGURE 39, C

-à-

charge négative serait compensée par le résidu R121 du monomère en vis-à-vis. Il semble donc que 

garantir une faib  

 

 La méthionine 105 (M105) est un résidu non chargé hydrophobe (FIGURE 34, FIGURE 39, B), qui 

joue le rôle de verrou avec les deux résidus L116 et I117, eux-mêmes hydrophobes situés à la fin du 

(FIGURE 38, C, D)

résidu par un résidu lysine permettra de créer une r

en résidu basique existe également parmi les séquences retrouvées dans la base de données RefSeq 

(Cucumis savitus ou Solanum lycopersicum par exemple), ce qui suggère une faible incidence sur le 

repliement de notre protéine RR-B mutée. 

 

 3 (FIGURE 34, FIGURE 39, B), 

serait en interaction hydrophobe avec la partie aliphatique des résidus R134 et K135 faisant partie 

du motif très conservé chez les plantes HVVRKR (FIGURE 34, FIGURE 38, C, D). Un excès de charges 

positives (par résidu R) est donc envisagé également pour remplacer cette méthionine. 

 

 Le r

(FIGURE 34, FIGURE 39, B), fait un pont salin avec le résidu K101 (FIGURE 38, C, D). A noter que chez 

tous les autres RR-B de peuplier (sauf le RR12), le D99 est changé en résidu glycine impliqué lui 

à celle positive apportée par un résidu arginine devrait être en faveur de la répulsion des deux 

monomères. 

 



 

PARTIE II 

 

 

238 

  

 

 



Chapitre I 
Mécanismes de régulation du fonctionnement du RR13 

 

 

239 

 

 



 P
A

R
T

IE
 II

 

  

24
0 

 
 

 
FI

G
U

RE
 3

7 
 A

lig
ne

m
en

t d
e 

sé
qu

en
ce

s 
de

s 
do

m
ai

ne
s 

re
ce

ve
ur

s 
de

 p
ro

té
in

es
, s

él
ec

tio
nn

ée
s 

à 
ap

pa
rt

en
an

t à
 p

lu
si

eu
rs

 e
sp

èc
es

  
C

et
 a

lig
ne

m
en

t 
de

 s
éq

ue
nc

es
 a

 é
té

 r
éa

lis
é 

à 
pa

rt
ir

 d
e 

la
 b

an
qu

e 
de

 d
on

né
es

 n
on

-r
ed

on
da

nt
e 

Re
fS

eq
. S

on
 c

ri
bl

e 
a 

ét
é 

ex
éc

ut
é 

à 
pa

rt
ir

 d
e 

la
 s

éq
ue

nc
e 

du
 R

D
 d

e 
RR

13
 lo

rs
 

pr
em

iè
re

 i
té

ra
tio

n 
av

ec
 l

e 
lo

gi
ci

el
 P

H
I-

BL
A

ST
 c

on
tr

ai
nt

 a
u 

m
ot

if 
A

C
D

Y
-B

LA
ST

 

m
po

rt
e 

49
6 

sé
qu

en
ce

s 
is

su
es

 d
e 

cy
an

ob
ac

té
ri

es
, 

ba
ct

ér
ie

s 
et

 p
la

nt
es

 c
la

ss
ée

s 
pa

r 
di

st
an

ce
 m

oy
en

ne
 i

nt
er

-

sé
qu

en
ce

s 
su

r 
un

e 
m

at
ri

ce
 B

LO
SU

M
62

, q
ue

 c
er

ta
in

es
 p

os
iti

on
s 

so
nt

 tr
ès

 c
on

se
rv

ée
s 

et
 in

té
re

ss
an

te
s 

po
ur

 n
ot

re
 é

tu
de

 : 
E1

23
, M

10
5,

 E
58

, C
11

3.
 L

es
 p

os
iti

on
s 

E1
23

 e
t M

10
5 

m
on

tr
en

t u
n 

po
ur

ce
nt

ag
e 

de
 c

on
se

rv
at

io
n 

re
sp

ec
tif

 d
e 

74
%

 e
t 8

3%
 a

u 
se

in
 d

u 
so

us
-g

ro
up

e 
pl

an
te

s. 
L a

 p
os

iti
on

 E
58

 d
e 

RR
13

 a
pp

ar
aî

t s
tr

ic
te

m
en

t c
on

se
rv

ée
 d

an
s 

40
%

 d
es

 

pa
rm

i 
ce

rt
ai

ns
 o

rg
an

is
m

es
, c

om
m

e 
G

ly
ci

ne
 m

ax
, o

ù 
la

 m
ut

at
io

n 
E5

8K
 (

po
si

tio
n 

de
 

RR
13

 d
e 

P.
 d

or
sk

am
p)

 p
eu

t 
su

rv
en

ir
 s

an
s 

re
m

an
ie

m
en

t 
ni

 
 L

a 
po

si
tio

n 
C

11
3 

de
 R

R1
3 

es
t 

ég
al

em
en

t 
co

ns
er

vé
e 

(8
9%

) 
da

ns
 le

 s
ou

s-

gr
ou

pe
 d

es
 p

la
nt

es
po

la
ir

e 
(V

) 
da

ns
 c

e 
gr

ou
pe

 

ér
ie

s. 



Chapitre I 
Mécanismes de régulation du fonctionnement du RR13 

 

 

241 

 

 
FIGURE 38  Visualisation en 3D du modèle de dimère formé par le DDK du RR13 de peuplier 
Les représentations schématiques en rubans de la structure 3D du dimère -ß5-  en sortie du calcul 

HADDOCK vues de côté (A) et du dessus (B) montrent relative des deux DDK monomères. 

 -ß5-  e e en 

orange. Les sites de phosphorylation D69 y figurent par représentation en "boules et bâtons" et sont montrés 

par une flèche orange (A-B). Des vues plus détaillées dimérisation (C-D) désigne les résidus 

impliqués dans la stabilisation du dimère et utilisés en partie dans nos expériences de mutagénèse, également 

par représentation en "boules et bâtons". Les ponts salins sont représentés par des lignes pointillées. Les images 

de cette figure ont été générées avec PyMOL (DeLano & Bromberg, 2004).  
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 (FIGURE 37, C, D) rendant 

formation, la mutation de ce résidu en résidu basique, 

chargé négativement (K) a été envisagée. A noter que ce résidu est très conservé (89%) dans le sous-

groupe des plantes (FIGURE 37) sauf chez quelques représentants trouvés chez Arabidopsis. (ARR1 et 

ARR2, C113V), Solanum persicum ("ARR2-like", C113Y), Ricinus communis (RR putatif, C113V) et 

Medicago trunculata ("ARR1-like", C113R). Ceci 

rvus de 

cystéine, , ûrement pas identique à la nôtre.  

 
 

 
FIGURE 39  Basculement du vers un état monomérique : choix des 

mutations à réaliser  
A- s -ß5-

du DDK , superposée à la structure 3D 
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monomère représenté en vert. Par convention, les charges basiques (positives) sont en bleu et les charges acides 

(négatives) sont en rouge. Les calculs de potentiels électrostatiques ont été réalisés avec le couple 

PDB2PQR/APBS (Baker et al., 2001; Dolinsky et al., 2007). Les résultats sont présentés comme un gradient à 

trois couleurs qui vont du bleu (+3 kT) en passant par le blanc (neutralité) au rouge (-3 kT). 

B-Localisation sur la structure 3D du DDK des résidus impliqués dans la stabilité du dimère et sélectionnés 

pour réaliser la mutagénèse dirigée. Les résidus sont présentés par une représentation atomique (orange ou 

gris : carbone, rouge : oxygène, bleu : azote, jaune : soufre). 

C- -ß5-  du 

DDK, par cumul de charges positives appo

de +3 kT à 3 kT). 

 

III.2.b.2   Con

dans cette interaction 

 

 Au regard de la bibliographie (Hosoda et al., 2002) et du modèle sur le mode potentiel 

, le DDK serait le domaine impliqué dans la dimérisation de la protéine entière, 

contrairement au domaine GARP (Hosoda et al., 2002). Afin de tester la pertinence biologique du 

modèle de dimérisation par le DDK, des expériences via le système double-hydride et le 

BiFC in planta ont été réalisées. 

 

In vivo  chez la levure par utilisation du système double-hybride 

 

 e notre système double-hybride afin de montrer cette interaction, est rendue 

DDK du RR13, ce qui nous permet de 

contourner la nature auto- -transformation 

 et le DDK 

FIGURE 40 (B-C), le domaine 

DDK du RR13 a la faculté de dimériser dans un système hétérologue. 

 

 

précédemment et choisies sur critères physico-chimique et structural, les mutations E123K et 

mêmes types de constructions que pour le DDK non muté, en fusionnant les DDK mutés aux deux 

mêmes domaines Gal4 et LexA. Nous pouvons observer que les simples mutations E123K et M105K 

FIGURE 40, B-C). Nous avons cependant généré le 

double mutant (E123K- non plus avec son homologue. 
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amené à nous demander : i) si les protéines étaient correctement 

produites, ii) si ces protéines se repliai

protéines et exercer leur fonction. Pour répondre au premier point, la détection des protéines 

produites au moyen de la technique du western-blot a été réalisée à partir des clones de levures 

utilisés pour les tests double-hybride. Des anticorps spécifiques aux domaines LexA et Gal4 ont 

permis de confirmer la présence des protéines DDK non mutées et mutées (FIGURE 40, D). Le 

deuxième point sera confirmé par une méthode biophysique qui est 

circulaire présenté ultérieurement. 

 

 
FIGURE 40  Validation de la dimérisation du RR13 par son DDK  et  du choix des positions clés de 

son état monomérique en levure 
Les tests double-hybride ont été conduits avec des levures co-exprimant le DDK non muté ou muté (E123K et 

-pLex) et fusionnés de 

la transcription Gal4 (DDK-pGAD) comme décrit (A). Les levures co-transformées ont été sélectionnées sur un 

milieu -LW, et étalées sur un milieu sélectif LWH. Les interactions ont été testées par : croissance pendant 4 

jours à 30°C sur ce milieu sélectif (B) et par coloration par ajout de X-Gal pendant 3 heures à 30°C (C). La 

présence des protéines de fusion exprimées a été vérifiée par western-blot par des anticorps spécifiques aux 

domaines LexA et Gal4 (D). 
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In planta  par utilisation de la technique du BiFC 
 

Afin de valider ce résultat de -même, observée chez la levure, et 

montrer que la protéine complète RR13 est capable de former un dimère in planta, des tests 

ences BiFC ont été réalisés. De plus, 

entre deux mutants RR13-EM (E123K-M105K) a également été menée au moyen de cette technique. 

Les séquences codantes du RR13 sauvage et du RR13 mutant (protéines entières) ont été fusionnées 

chacune aux parties N-terminale (YFPN) ou C-terminale (YFPC) de la protéine fluorescente YFP. La 

co-expression de la combinaison YFPN-RR13/ YFPC-

dans les cellules de plante (FIGURE 41, A-B et I-L). Ce signal se superpose parfaitement à celui du 

marqueur nucléaire CFP (FIGURE 41, I-L), indiquant une localisation nucléaire de cette interaction. 

RR13-EM par utilisation de constructions similaires (FIGURE 41, G-H).  

 

 
FIGURE 41  Validation de la dimérisation du RR13 in planta, et du mutant E123K-M105K 
Les cellules de C. roseus ont été transformées par une combinaison de plasmides exprimant RR13/RR13 (A-B et 

I-L), RR13/RR13-EM (mutant DDK E123K-M105K) (C-D et E-F), RR13-EM/RR13-EM fusionnées chacune aux 

parties N-terminale (YFPN) ou C-terminale (YFPC) de la YFP comme indiqué. Les encarts A, C, E, G, I et B, D, F, 

H, L montrent un signal de fluorescence et la morphologie de la cellule par microscopie de contraste inter-

différentiel (DIC) respectivement. -

transformation supplémentaire a été réalisée avec le marqueur nucléaire CFP (J) et la co-localisation des deux 

signaux d arre d échelle représente 10 µm. 
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Subtilement, les deux combinaisons YFPN-RR13-EM/ YFPC-RR13 (FIGURE 41, E-F) et 

YFPN-RR13/ YFPC-RR13-EM (FIGURE 41, C- aboutissent pas aux 

une reconstitution de la YFP (C- pas (E-F). Ceci suggère dans un premier temps que la 

 entre eux, mais  de même été 

impactée. Dans un deuxième temps, la différence de résultat observée au niveau des constructions 

croisées (C-D et E- -même. Il semble que dans le 

FP (amino-terminal) est fusionné au RR13-EM, la reconstitution du 

complexe BiFC, , ne soit plus possible. On peut supposer que cette 

nature de protéine de fusion ( ) est déstabilisée 

perturbant possiblement son repliement et son association avec la protéine YFPC-RR13 sauvage. Ceci 

e reformation difficile de la YFP. Cependant, les résultats obtenus 

dans le système double-  .  

 

III.3   La fonction de facteur de transcription du RR13 serait régulée par interaction du 

domaine GARP sur le domaine DDK  

 

III.3.a   Analyses bio-informatiques 

domaine DDK 

 

III.3.a.1   Modélisation de la structure du domaine GARP 

 

de la relation entre le domaine DDK et le 

moléculaire par "enfilage" (ou "threading" ). La structure de 

résolue en solution par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) est 

connue depuis 2002 (Hosoda et al., 2002) et ses coordonnées atomiques sont disponibles dans la 

banque de données PDB (Code PDB : 1IRZ).  

La modélisation a donc été effectuée 

logiciel MODELLER (Fiser et 

al., 2000) et a été validée avec le logiciel PROSA (ANNEXE 7) (Wiederstein & Sippl, 2007) (ENCADRÉ 2). 

Que ce soit sur la structure déterminée ARR10 ou le modèle établi pour le RR13, un calcul du 

potentiel électrostatique de surface avec le couple PDB2PQR/APBS (Baker et al., 2001; Dolinsky et al., 

2007) caractéristiques notables de ces domaines est la 
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aractère basique, -à-dire un excès de charges positives, attendu pour un 

domaine  (DBD) (FIGURE 42, A). Ainsi, on suppose que cette caractéristique va 

entrer en ligne de compte pour toute interaction réalisée par ce domaine. En effet, 

part, son  non 

spécifiquement avec des acides nucléiques lors de purifications, MATÉRIELS ET MÉTHODES II.10). Par 

conséquent, la e forcément par une interaction avec une 

contrepartie qui possèderait des charges complémentaires à savoir négatives.  

 

III.3.a.2   Modélisation de la structure du complexe GARP/DDK 

 

  DDK permet de 

s fixé à 

son élément de réponse. La première surface est au sommet du feuillet parallèle et la deuxième à sa 

base (FIGURE 42, B). Cependant, Pt, 

au même moment, cela tend à proposer le deuxième comme seul site possible pour une interaction 

stable GARP/DDK, si toutefois elle doit avoir lieu.  

 

 Pour explorer cette hypothèse et en apprécier la plausibilité, nous avons commencé par 

in silico des deux domaines, en donnant comme contraintes ambiguës au 

logiciel HADDOCK (Karaca et al., 2010) (ENCADRÉ 3), les résidus à la base du DDK et les résidus 

impliqués dans la liaison du DBD avec son élément de réponse (FIGURE 42, C, ANNEXE 11). 

 que la régulation puisse du moins en partie, par 

une compétition entre sites (DDK contre ADN) pour le recrutement et la stabilisation du GARP. Des 

structures cristallographiques de domaines receveurs sous la forme de complexe avec le DBD 

existent dans la base de données PDB et rendent intéressante cette hypothèse selon laquelle il 

 La structure 

récente de spr1814 de la famille des RR bactériens NarL/FixJ (code PDB : 4HYE) montre une forme 

dimérique "tête-bêche" a priori dans sa forme inactive et dans laquelle prend place une sixième 

(Park et al., 2013). Il existe dans ce cas deux formes 

deux choses, la première étant que les contacts sont de nature électrostatique entre le domaine 
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receveur et le domaine effecteur, et la deuxième que le mécanisme implique un changement 

eraction 

avec une HK. Une fois déployée, la protéine pourrait alors jouer son rôle de FT.  

 

 Le résultat obtenu soumis à PISA 

 (ANNEXE 12). ,9 Å2 et implique 11 ponts 

hydrogène et 13 ponts salins. Contrairement au dimère ociation trouvée 

Gdiss est négative (-4,0), 

de déploiement. 

 

 

III.3.a.3    

 

in silico, 

HADDOCK (ENCADRÉ 3) à modéliser finement des interactions protéine/ADN a été exploitée pour 

propos  et la séquence de reconnaissance des RR-B,  AGATT . 

Cette boite a -DART (Dijk et al., 

2006) avec en sens 12 bases (GCAAGATTCGGC). Nous avons exploité les résultats de cartographie 

RMN obtenus Hosoda et collaborateurs (2002) sur ARR10 pour la construction du modèle (FIGURE 

42

engagement du tryptophane du motif MYB en liaison hydro nosine 

au centre du motif du brin complémentaire.  
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FIGURE 42 -  
A-Représentation en vue latérale du modèle du domaine GARP du RR13, représenté en rubans (violet), puis 

tourné à 180° vers la droite, et de la répartition des charges électrostatiques. Comme vu précédemment, les 

charges basiques (positives) sont en bleu et les charges acides (négatives) sont en rouge. Les calculs de 

potentiels électrostatiques ont été réalisés avec le couple PDB2PQR /APBS (Baker et al., 2001; Dolinsky et al., 
2007). Les résultats sont représentés comme un gradient à trois couleurs qui vont du bleu (+3 kT) en passant 

par le blanc (neutralité) au rouge (-3 kT). 

B- i

charges du domaine DDK est également montrée, offrant une surface possible 

négativement) pour le domaine GARP, montrée par une flèche de couleur orange. 

C-Repré

DDK (interface concernée représentée en noire). 
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III.3.b   ouverte constitutive du 

RR13 

 

III.3.b.1   Stratégie de détermination des acides aminés à muter 

 

Comme précédemment, la stratégie est de modifier la répartition des charges électrostatiques 

FIGURE 40, A-B) et notamment créer une 

répulsion entre les deux sous- u caractère basique de cette interface au 

niveau du DDK -ci doit permettre de pouvoir : 

i) confirmer la participation de cette interface dans cette interaction, ii) valider cette interaction et 

proposer un mode de régulation du fonctionnement du RR-B.  

 

 non engagée dans une interaction, que ce soit 

dans le dimère DDK/DDK ou dans le complexe DDK/HPt, laisse apparaitre plusieurs positions 

cides aminés qui participent à la charge négative globale de cette zone. Parmi ces résidus, le très 

conservé aspartate 64, localisé au début du brin 3 (FIGURE 43, A, B), apparait sur le modèle du dimère 

-terminale que nous soupçonnons à la 

En effet, ce résidu 64 retient cette hélice avec le concours de 

aspartate 89 par des interactions ioniques ave , elle-même très conservée 

(FIGURE 43, B) aspartate 64 intervient dans la formation du complexe modélisé, il le fait en 

arginine 136 en fin de domaine DDK et celle qui le lie plus 

ou moi arginine 239 du domaine GARP, il ne peut être choisi.  

 

existe une position nullement engagée dans un interaction directe par sa chaine latérale pour 

a g (FIGURE 43, A, B, C). 
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FIGURE 43 - Basculement du RR13 en conformation ouverte : choix des mutations à réaliser  

Les images qui représentent schématiquement la structure 3D en rubans ont été générées avec PyMOL 

(DeLano & Bromberg, 2004).  

A-Représentation schématique en rubans de la structure 3D du dimère -ß5-  en sortie du calcul 

HADDOCK. Cette vue du dessus montre les réseaux de ponts salins établis (pointillés) entre résidus, représentés 

en "boules et bâtons". Les résidus acides (E58, D64, E87 et D89) potentiellement considérés dans le choix de 

mutations à  sont montrés soit en interaction (pointillés) avec des 

éléments clés pour la stabilité du dimère, soit libres l
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nulle.  
B-Zoom sur les réseaux de ponts salins (pointillés) potentiellement impliqués dans la stabilisation de 

 
C-Localisation sur le modèle de la structure 3

. 

-ß5-  ésentée en vert. Le résidu est présenté par 

une représentation atomique (gris : carbone, bleu : azote). 

D-  du DDK et du 

GARP, par cumul de charges positives apportées par la mutation ponctuelle du mutant E58K. Les calculs de 

potentiels électrostatiques ont été réalisés avec le couple PDB2PQR /APBS (Baker et al., 2001; Dolinsky et al., 
2007). Les résultats sont représentés comme un gradient à trois couleurs qui vont du bleu (+3 kT) en passant 

par le blanc (neutralité) au rouge (-3 kT). 

 

Afin de valider cette hypothèse, nous avons entrepris de modifier le résidu à cette position 

par mutagénè  les deux unités fonctionnelles, a 

priori initialement en attraction. Le résidu de remplacement est une lysine (mutation E58K) 

permettant  via augmentation des charges positives. 

in silico (mutation dans PyMOL  avec 

GROMACS, Hess et al., 2008), sur le modèle du domaine receveur et les potentiels électrostatiques de 

surface ont été comparés (FIGURE 43, D). Le renforcement du pôle basique (ou positif) généré doit 

) entre les deux 

partenaires putatifs. Sur la base de cette approche, la mutagenèse a été entreprise à partir du 

 in vitro. 

 

III.3.b.2   

impliqué dans cette interaction 

 

Afin de tester si le 

ction in vitro via "GST ou 6xHIS 

pull-down" ont été réalisés en utilisant le domaine DDK étiqueté en partie N-terminale par une suite 

de six résidus histidine (6xHIS) et le domaine GARP fusionné en partie N-terminale avec une 

protéine glutathion S-transférase (GST)

mutants du domaine DDK (DDKE123K-M105K et DDKE58K) sur cette interaction a également été testé. 
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Production et purification des protéines recombinantes 

 

La production de ces protéines recombinantes 6xHIS-DDK et GST-GARP a été effectuée dans 

un système bactérien en clonant les séquences ADNc de 80 et 115 acides aminés respectivement 

dans les vecteurs pET15b et pGEX-5X-1. Dans un premier temps, les productions des protéines 

par électrophorèse sur gel de 

polyacrylamide dénaturant (FIGURE 44 & 45, A), montrant effectivement une production satisfaisante 

Après lyse bactérienne, les 

150 mM) (FIGURE 44 & 45, B, C). Les échantillons récupérés 

en fin de purification (FIGURE 44, B piste 12 & FIGURE 45, B piste 9) ont été dosés et ont été utilisés 

directement pour les expériences suivantes. Concernant les protéines des deux mutants du domaine 

DDK (DDKE123K-M105K et DDKE58K), leurs productions et purifications ont été réalisées dans les mêmes 

conditions que la protéine DDK non mutée. 

 

 
FIGURE 44 - Analyses de la production et de la purification de la protéine recombinante 6xHIS-DDK 

A-

-DDK. Vingt microlitres de culture (milieu 2YT) de 

bactéries transformées par la construction DDK-pET15b ont été directement déposés avec 6 µl de tampon de 

charge. M : Marqueur de taille. 

B-Gels SDS-PAGE contrôles des échantillons obtenus lors des différentes étapes de purification. La culture 
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après centrifugation de la lyse bactérienne. Une fois, le surnageant passé dans la colonne, le ft ou "flow 

through" (4) a également été analysé. Les pistes 5 à 11 correspondent aux fractions successives récupérées lors 

ux pistes 9, 10, 11 ont été concentrées 

sur concentrateur et dialysées par des cycles de concentration/dilution (12). 

C-

 

 

 

 

 
FIGURE 45 - Analyses de la production et de la purification de la protéine recombinante GST-GARP  
A-  

-GARP. Vingt microlitres de culture de colonies de bactéries 

transformées par la construction GARP-pGEX-5X-1 ont été directement déposés avec 6 µl de tampon de 

charge. M : Marqueur de taille. 
B-Gel SDS-PAGE contrôle des échantillons obtenus lors des différentes étapes de purification. Le culot 

bactérien issu de la centrifugation après lyse bactérienne a été analysé (1), ainsi que le surnageant (2). Ce 

dernier a ensuite été passé plusieurs fois dans la colonne, et deux aliquotes de ft ou "flow through" (3 et 4) et 

un lavage de la colonne (5) ont également été analysés. Les pistes 6 à 10 correspondent aux fractions 

 

C-
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Interaction DDK/GARP, DDKE123K-M105K/GARP et DDKE58K/GARP  testées in vitro   
 

  
 

 

DBD, GARP. Elle a consisté en deux expériences à savoir deux co-précipitations connues sous le nom 

de "GST et 6xHIS pull-down" (FIGURE 46). Une série de contrôles a été réalisée et analysée sur SDS-

PAGE avec les phases Glutathion-Sépharose (GS) et Ni- -

triacétique) chargées avec soit la protéine GST-GARP soit la protéine 6xHIS-DDK après lavages. On 

-NTA retiennent plus ou moins les protéines 6xHIS-DDK et GST-

GARP respectivement (piste 1 et 3), suggérant que ces contrôles négatifs reflètent un léger biais du 

système, probablement dû à des lavages insuffisants. Après addition de la protéine 6xHIS-DDK sur la 

phase GS au préalable chargée de GST-GARP, on remarque que la phase retient les deux protéines 

(piste 7) et la même situation est observée pour la phase Ni-NTA (piste 8). 

respective des deux phases réalisées, les deux protéines sont retrouvées sur gel, témoignant ainsi de 

leur interaction (piste 9 et 10). 
 

 
FIGURE 46  Capacité du domaine GARP à interagir avec le domaine DDK in vitro  

"GST et 6xHIS pull-down" de la protéine GST-GARP avec la protéine 6xHIS-DDK non 

mutée. Des aliquotes correspondantes aux différentes étapes ont été testées sur gel :  

1. les phases Glutathion-Sépharose (GS) et Ni-NTA chargées avec les protéines 6xHIS-DDK (GS : 1, 

Ni-NTA : 4) et GST-GARP (GS : 2, Ni-NTA : 3)  

2. les lavages des phases après avoir été chargées des protéines GST-GARP pour la phase GS (5) et 

6xHIS-DDK pour la phase Ni-NTA (6)  

3. les phases, une fois chargées avec  : phase GS chargée 

GST-GARP + 6xHIS-DDK, 8 : phase Ni-NTA chargée 6xHIS-DDK + GST-GARP) 

4. l lutathion 20 mM) et la phase Ni-NTA 

(10, élution à l  
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 Nous pouvons ainsi en conclure que les deux domaines GARP et DDK sont capables 

in vitro. 

 

 Une deuxième approche a permis de tester in vitro la capacité des deux mutants DDK à 

-précipitation mais cette fois uniquement par 

"GST pull-down" (FIGURE 47).  

 

 Le mutant DDKE58K a été, rappelons-le, généré afin de permettre un décrochement de 

s GARP/DDK visualisée en FIGURE 47.  La validation de ce mutant passe par 

6xHIS-DDKE58K sur la phase GS préalablement chargée par GST-GARP "input", le flux sortant de la 

colonne ("flow through") (4) contient cette protéine. Deux possibilités sont alors envisageables, la 

première est que cette protéine a été ajoutée en excès elle 

pour son partenaire GARP.  

 Il faut noter que la réponse nous vient en par

avec le partenaire GST- -GARP est 

retrouvée 

6xHIS-DDKE58K et GST-GARP

 

 

 mutant DDKE123K-M105K avec le domaine GARP a été mené à bien afin 

-ß5-

 Premièrement, nous remarquons que le flux 

passant de la protéine 6xHIS-DDKE123K-M105K "input" (ft, 9) ne contient pas cette protéine en sortie, 

suggérant la rétention de la totalité des protéines chargées (13) sur le domaine GARP. De plus, la 

phase GS préalablement chargée avec la protéine GST-GARP, et additionnée de cette protéine montre 

 

 Ainsi, les mutations E123K et M105K r

que 

le DBD. 
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FIGURE 47  Capacité du domaine GARP à interagir avec le domaine DDK  mutant in vitro  

"GST pull-down" de la protéine GST-GARP avec les protéines mutées 6xHIS-

DDKE123K-M105K et DDKE58K. Des aliquotes correspondantes aux différentes étapes ont été testées sur gel : 

1. la phase Glutathion-Sépharose (GS) seule (1) 

2. Les protéines GST-GARP "input" (2), 6xHIS-DDKE58K "input" (8) et 6xHIS-DDKE123K-M105K "input" 

-à-dire les échantillons de protéines utilisées pour cette analyse (sans passage sur colonne) 

3. Les "flow through" (ft) des protéines 6xHIS-DDKE58K "input" (4) et 6xHIS-DDKE123K-M105K "input" (9) 

qui correspondent au flux sortant des protéines chargées sur colonne 

4. La phase GS chargée avec GST-GARP "input" supplémentée 

6xHIS-DDKE58K "input" (5) ou 6xHIS-DDKE123K-M105K "input" (10). 

5. Les lavages de la phase (6 : test GARP/E58K, 11 : test GARP : EM) 

6. L avec glutathion 80 mM (7 : test GARP/E58K, 12 : test GARP : EM). 

 

 
III.3.c   Maintien du repliement des protéines mutantes 

 

 Afin de vérifier que les protéines mutées au niveau du domaine DDK produites et testées 

présentent une proportion de structures secondaires similaire au DDK sauvage, nous avons utilisé la 

technique du dichroïsme circulaire (CD) (ENCADRE 4). 
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nce dans la condition idéale à savoir une condition dans laquelle la protéine est seule dans 

protéines relativement instables (ou réactives) par nature du fait de la présence de quatre cystéines 

en particulier (qui peuvent en inter-
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une telle option. Nous avons donc opté pour un tampon phosphate à 20 mM pH 7,2 et 150 mM NaF 

connu pour être transpare

moment et travailler avec des concentrations moins élevées étant donné que la technique le permet. 

 (qui ont précipité 

avec la dialyse du -mercaptoéthanol, DDKE123K-M105K et DDKE58K) le jour où nous avons eu accès au 

spectromètre CD . 

Cependant, nous sommes parvenus à tester deux des versions du domaine DDK, c'est-à-dire le DDK 

sauvage et le DDK mutant E58K (dans un tampon moins adéquat au CD). Nos résultats obtenus 

suggèrent pour les deux versions de protéines un état structuré comme prédit lors des analyses 

bio-informatiques présentées en début de partie. 

 

Nous ne manquerons pas de faire prochainement les spectres équivalents pour la version 

DDKE123K-M105K et également à nouveau ceux du DDKE58K  des spectres plus complets 

-à-dire des spectres continus et non  nm pour la plupart (ou 185 nm pour 

quelques-unes). Ce qui nous permettra également de réaliser des prédictions par utilisation de 

méthodes empiriques basées sur des banques de données de spectres effectués sur des protéines de 

structures connues à haute résolution (Fasman, 1996).  

 

Les spectres bruts sont présentés dans la FIGURE 48 (A et B). Sur ces spectres, nous pouvons 

présenté en FIGURE 48 (C) et la prédiction effectuée avec CDSSTR (Sreerama & Woody, 2000) intégrée 

dans DichrOWeb  (Whitmore & Wallace, 2004) est présentée en FIGURE 48 (D). Cette prédiction est 

très proche de ce qui est attendu pour le domaine receveur du FT RR13. Une analyse du modèle 3D 

dans le logiciel Yasara (Krieger et al., 2002) 

secondaire. La structure modélisée comprend 48, hélice , 15,3% de feuillet , 33,4% de 

désordre (boucles et tours) et 2,8% hélice-310 (premier ou dernier tour). Le logiciel CDSSTR donne 

en termes de dimension 

(FIGURE 48, D).  

Pour ce qui est du spectre de la version DDKE58K réalisé dans des conditions moins idéales 

en termes de solvant, il apparaît néanmoins 

lecture a pu en effet se  nm avec une bande positive sur la 

gauche du spectre (dans le cas contraire nous aurions eu une bande négative, ENCADRÉ 4). Il est 

probable  soit à la quasi-unanimité dans un état natif. 
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FIGURE 48  le domaine DDK du FT RR13  

A-Spectre CD en millidegrés de DDK sauvage après correction de ligne de base (soustraction du signal du 

tampon) entre 260 nm et 185 nm sur un échantillon concentré à 0,017 mg.mL-1

bandes négatives à 222 nm et 209 nm, et la bande positive à 192 

 et . 

B-Spectre CD en millidegrés du DDKE58K sans correction de ligne de base, dans un tampon Tris-HCl 10 mM, 

NaCl 150  nm et 209 nm indique 

que la protéine est structurée. La mesure étant fortement bruitée dès 200 nm du fait d

tampon utilisé, des structurations  et 

structurations .  

C-Spectre CD converti et normalisé qui donne une ellipticité en deg.cm2.dmol-1 en fonction de la longueur 

e tr la masse 

 

D-Prédiction de la teneur en structures secondaires avec le programme CDSSTR (Sreerama & Woody, 2000) 
intégré dans le service en ligne DichrOWeb (Whitmore & Wallace, 2004). Avec une bonne superposition du 
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pha et 14% de 

beta, et 17% de désordre ce qui est conforme à ce qui est attendu pour un domaine receveur. 

 

 

 

s dans des proportions de structures 

protéine 

mutée E58K in vivo 

ressemble assez à celle de 

nouveaux lots placés cette fois dans les mêmes conditions. 

 

 DISCUSSION IV.

 

 Par une approche interdisciplinaire, nous avons pu apporter des éléments de réponse quant 

à l'activité des RR-B de peuplier, facteurs transcriptionnels des cascades de signalisation dites de 

phosphorelais multiples. En effet, même si des informations sur des représentants parmi des RR sont 

leur mode de fonctionnemen pas 

clairement établi.  

 

 Dans un premier temps, notre démarche a été de mener une approche comparative de leur 

séquence, étape clé et primordiale dans la caractérisation de protéine. Comme attendu, les RR-B sont 

une classe particulière de FT, composés de plusieurs domaines fonctionnels, que l'on 

retrouve indépendamment depuis les organismes unicellulaires jusqu'aux eucaryotes supérieurs. 

ette classe présente une architecture 

(organisation particulière en séquences fonctionnelles) identique : en partie N-terminale un domaine 

receveur de la famille REC (domaine receveur homologue à cheY) appelé DDK, et en partie 

C-terminale un domaine de la superfamille Myb/SANT appelé GARP. Ces 

domaines sont suivis par une séquence très longue et structuralement désordonnée en extrémité 

carboxy-terminale. Cette analyse permet de confirmer et de soutenir clairement trois points : i) la 

protéine en question est susceptible de subir une phosphorylation au contact de protéines relais 

phosphorylées sur une position histidine ou HPt, ii) la protéine a une propension à interagir avec 

via un motif extrêmement conservé "hélice-tour-hélice" basique), iii) la protéine participe à 

des complexes multifactoriels de régulation génomique.  

 Dans un deuxième temps, notre démarche a consisté à étudier chaque module de cette 



 

PARTIE II 

 

 

262 

  

protéine séparément, ainsi que la protéine entière in silico, in vivo et in vitro en prenant comme 

prototype la protéine RR13. s nous a permis pas à pas de dégager un modèle 

de -B dans lequel chaque domaine joue 

un rôle précis et qui devrait être horylation. 

 

Le DDK, siège probable de la for  

 

 grâce à ce travail est que le RR13, et 

de façon générale la plupart des RR-B de plantes, forment des dimères constitutifs (i.e. protéine en 

état dimérique indépendant de son état de phosphorylation) via le domaine DDK. Ce dernier est le 

siège de la dimérisation, comme attendu sur la base des observations réalisées chez les RR bactériens. 

ntre les deux sous-unités, sans signal de phosphorylation, ont 

été observées en système hétérologue (DDK, FIGURE 40) et in planta (protéine entière, FIGURE 41). 

 disulfure central entre deux résidus cystéines au 

du dimère DDK (FIGURE 38), nous suggère une éventuelle dimérisation durable avec des sous-unités 

moins disposées à se dissocier. Toutefois, la validation biochimique devra être réalisée 

ultérieurement.  

 Théoriquement, ce pont ne rend pas un changement conformationnel impossible en cas de 

conformationnelle à deux conformations majeures (Fass, 2012) et rendre plus efficace le 

fonctionnement de ce RR. de vue évolutif, l de la conservation de ce résidu au sein 

du RD (FIGURE 37) chez les cyanobactéries et les bactéries a 

remplaçait un autre résidu (aspartate). Ce dernier ne pourrait jouer le même rôle de "verrou" que la 

cystéine chez le sous-groupe des plantes, ment conservé (89%, FIGURE 37). 

Ainsi, la présence de ce résidu cystéine , et suggère une possible 

-B.  

 

 En outre, l domaine receveur de 

phosphate a été mise en évidence concrètement, dans le cas du RD 

qualifié de "classique" du fait de sa ressemblance avec le RR bactérien CheY 

(Müller-Dieckmann et al., 1999). De plus, chez Arabidopsis, également capable de 

former des homodimères sans signal (i.e. sans apport de contrainte ou de CK) et les auteurs ont 

montré que les deux sous-unités de cet ARR, lors via 

peuvent interagir (Veerabagu et al., 2012). Dans les systèmes 

 après phosphorylation, la 

préalable par le domaine receveur est confuse. Par exemple, selon son modèle, 
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le RR ArcA censé être retrouvé en forme monomérique avant la phosphorylation et basculé en forme 

dimérique à la suite de celle-ci, a tout de même été cristallisé sous forme de dimère en absence de 

fluorure de béryllium (BeF3-) utilisé classiquement pour mimer la phosphorylation (Toro-Roman et 

al., 2005). Ainsi, dans certains cas, 

concernant ces RR, 

dimérique avant et après les évènements de phosphorylation. Ces difficultés peuvent provenir de la 

cristallogenèse elle-même qui pourrait piéger des formes non majoritaires, mais qui existent 

cependant dans le vivant. 

structurales des RR bactériens tend à propos 

des relations entre les états monomériques et dimériques  Il faut 

s de 

fonction. Ils ont été très étudiés et les pistes sur les relations structure/activité dégagées, lors de ces 

nombreux travaux, ont fournies une base à notre modèle. Cependant, les RR-B sont typiques des 

phosphorelais multiples des plantes et peuvent différer de ces derniers (RR bactériens) sur quelques 

points probablement à cause de subie par ces protéines.  

 
 Dans ce travail, la prédiction in silico (FIGURE 38) de la surface impliquée dans la 

dimérisation du domaine DDK a pu être confirmée en systèmes in vivo (levure et in planta) via les 

mutations de certains résidus (E123K et M105K) potentiellement impliqués dans la stabilité de cette 

interaction (FIGURE 40 & 41)

rapporteurs en système double-hybride, la vérification du bon repliement des protéines de leur 

version mutée constituent des approches complémentaires. Pour le moment, concernant la protéine 

DDKE123K-M105K, l ont pas abouti. Nous prévoyons de les 

réi obtenir la preuve formelle que cette version mutante est bien repliée. Bien que, nous 

détenons déjà un indice obtenu par les expériences de BiFC montrant un faible signal  

dans une configuration testée (FIGURE 41), suggérant un bon repliement de cette protéine. 

-ß5-  a été relevée comme étant impliquée dans de nombreux cas de dimérisation des RR 

bactériens, ce qui corrobore donc nos résultats présentés ici. 

 

 

  Le bénéfice de la dimérisation constitutive  

 

 

effectrice des RR est bien établi. Chez les plantes, de nombreuses études utilisant des formes mutées 
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de RR-B (D/E ) ont montré une augmen

transcriptionnelle de gènes rapporteurs  (Kim et al., 2006; Veerabagu et al., 2012). Cependant, les 

interrogations suivantes se dégagent :  

 Comment agit r ?  

 Q

activité ?  

 

Le domaine DDK, comme domaine régulateur du domaine effecteur GARP  

 Dans le but de valider les modèles putatifs présentés, la confirmation in planta du mode de 

fonctionnement proposé -B est primordiale. Elle sera réalisée par des expériences 

transcription des formes RR13 mutées. En effet, l E123K-M105K, devrait nous 

renseigner quant au rôle régulateur du domaine DDK sur le déclenchement de la transcription du 

gène rapporteur. Cependant la question est : sera-elle déclenchée ? Etant donné que la forme 

sauvage est un 

des phénomènes allostériques, la réponse apportée par un tel système pourrait être difficile à 

-ß5- du mutant RR13E123K-M105K 

pas réalisée, et un biais pourrait être apporté. Pour lever ces difficultés, et évaluer si ce mutant 

RR13E123K-M105K se trouve ou non dans une conformation déployée (ou ouverte) indépendamment du 

 de 

résidus mimant la phosphorylation (RR13E123K-M105K-D69E) ou la non phosphorylation (RR13E123K-

M105K-D69N

devrait provoquer une activation constitutive du gène rappo

effecteur seront mis au jour à la suite de ces expériences. Ces constructions sont réalisées, et la mise 

au point du protocole est en cours. 

  

 -B tend 

et déjà à se dégager, entre autre, par qui se produit entre les domaines DDK et GARP en 

système in vitro (FIGURE 46). 

mutants "absence de dimérisation" (DDKE123K-M105K) et " " (DDKE58K), 
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-ß5-  

 (FIGURE 47). La vérification du repliement du mutant DDKE58K par la 

méthode de dichroïsme circulaire a été réalisée (FIGURE 48) . 

Par conséquent, rait via une interaction directe 

avec le domaine effecteur GARP par des interactions majoritairement électrostatiques. Ce 

phénomène a déjà été relevé chez les RR bactériens notamment NarL (Baikalov et al., 1996) et DrrB 

(Robinson et al., 2003), cependant dans ce cas une seule et même interface -ß5-  serait impliquée 

à la fois dans la diméri hosphorylation entrainerait 

une domaine GARP 

(Robinson et al., 2003). Chez Arabidopsis, les résultats obtenus par Liang et ses collaborateurs (2012) 

avec la délétion des 45 premiers résidus pourraient corroborés nos résultats, et être expliqués par le 

fait que les auteurs ont supprimé la première hélice et les deux premiers brins du domaine DDK, 

rendant impossible le repliement de ce domaine. Sa fonction régulatrice exercée 

domaine GARP serait alors levée, devenu constitutivement libre et 

serait susceptible de se fixer sans aucun contrôle sur ces éléments de réponse. 

 

La phosphorylation comme potentiel chef d  domaine régulateur DDK 

Une question supplémentaire se dégage à présent : si les RR-B dimérisent par leur DDK, siège 

de la réception du phosphate par les HPt, est-ce que 

effectivement sur les deux sous-unités ? 

deux sous-unités doivent être toutes les deux déphosphorylées pour assurer l

Ssk2p ou Ssk22p, impliqué dans la voie HOG (rappelons que dans la voie de signalisation de la 

contrainte osmotique chez la levure, la voie Sln1p-Ypd1p-Ssk1p est inactive et les protéines non 

phosphorylées aboutisse e). La 

protéine Ssk1p serait constamment dans un état dimérique (constitutif), et en absence de stress 

osmotique les deux sous-unités doivent être phosphorylées. Cependant, si une des sous-unités subit 

une déphosphorylation, chose plausible vu 

Ssk1p~P/Ssk1p-OH ne bascule pas vers sa forme active (Horie et al., 2008). Ainsi, on peut supposer 

-

changements de conformations subtiles pour créer un dimère stable.  
 

Une autre étude chez Arabidopsis va dans ce sens, Veerabagu et ses collaborateurs (2012) 

ont montré -unités étant dans le même état de 

phosphorylation, -unités dans un état de 

phosp -à- ARR18D/E et ARR18D/N. En suivant notre hypothèse, cette 
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absence de transfert énergétique en FRET peut être expliquée par le fait que les sous-unités de 

mêmes formes (D/E ou D/N) vont préférer former des dimères entre elles, 

sous-unités dans un état de phosphorylation différent. De même, ces expériences de FRET ont permis 

de tester les interactions  un des deux mutants ARR18D/E ou ARR18D/N, 

montrant un passage d entre le RR18 sauvage et ARR18D/E, mais pas avec  Ces 

llostérie de la phosphorylation : 

phosphorylation (D/E) interagit avec la sous-unité non phosphorylée (ARR18 sauvage) qui adopte en 

retour sa conformation active, contrairement à la forme mimant la non phosphorylation (D/N), ce 

qui en accord avec la précédente étude (Horie et al., 2008). Si une seule phosphorylation est requise 

rait le signal 

(Punwani et al., 2010).  
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 INTRODUCTION  I.
 

, le domaine GARP, entre RR-B 

spèces 

réponse. Il est ainsi attendu de retrouver des motifs cis identiques ou très similaires, qui sont 

caractérisés par la séquence  (A/G)GAT(T/C)  (TABLEAU 26). En effet, chez Arabidopsis, il a été 

démontré in vitro, que les domaines GARP des ARR1 et 2 se fixent majoritairement et de manière 

spécifique sur le motif  AGAT(T/C)  (Sakai et al., 2000). Une autre étude a 

optimale de de ce motif considéré 

comme un motif de reconnaissance plus étendu, de séquence  AAGAT(T/C)TT  (Taniguchi et al., 

2007). Les domaines GARP des ARR10 et 11, quant à eux, présentent une plus forte affinité de liaison 

pour les séquences  (A/G)GATT ou  GGATC  (Hosoda et al., 2002), et  GGATT  (Imamura et 

al., 2003) respectivement. La r reconnue par les RR-B correspond sans aucun doute 

aux trois nucléotides centraux invariants GAT (  AGAT(T/C) ) (Sakai et al., 2000; Hosoda et al., 

2002; Imamura et al., 2003; Taniguchi et al., 2007). De plus, chez Medicago truncatula, autre plante 

modèle, la séquence de reconnaissance du domaine GARP -B, MtRR1, a été mise en évidence 

et suit le consensus établi (Ariel et al., 2012). Ces motifs de reconnaissance des RR-B sont définis 

comme des séquences en cis sur les zones promotrices qui constituent les éléments de réponse aux 

CK, par conséquent désignées CRM ou ECRM pour "Cytokinin Response Motif" ou "Extended 

Cytokinin Response Motif". 

 

TABLEAU 26-Descriptif des séquences cis reconnues par les ARR de type-B 

 

CRM ECRM 
ARR1 AGAT(T/C) (a) AAGAT(T/C)TT (b) 

 

(A/T/C/G)GATT (a) 

 ARR2 AGAT(T/C) (a) 

 

 

(A/T/C/G)GATT (a) 

 ARR10 (A/G)GATT ou GGATC (c) 

 

 

(C/T)GATT ou GGATA (c) 

 ARR11 GGATT (d) 

 

 

CGATT (d) ou GGATA (d) 

 REFERENCES : (a) Sakai et al., 2000; (b) Taniguchi et al., 2007; (c) Hosoda et al., 2002; (d) Imamura et al., 2003 

CRM : Cytokinin Response Motif, ECRM : Extended Cytokinin Response Motif 

Les séquences surlignées en bleu sont celles pour lesquelles la liaison des domaines GARP est la plus forte, et celles 

surlignées en vert fixent plus faiblement les domaines GARP. 

 
 concernant ce motif, réside notamment dans 

la petite taille de ces séquences (5 pb). De ce fait, elle est fréquemment retrouvée (toutes les 108 pb) 
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dans les promoteurs des gènes a priori non régulés par les CK (Zürcher et al., 2013). Une analyse de 

) appartenant à 20 gènes de réponse aux CK les plus 

retrouvé dans ces gènes de réponses 

par rapport à des gènes non régulés par les CK (Brenner et al., 2012). Cependant, Zürcher et 

collaborateurs (2013) ont observé que ce motif CRM serait un peu plus fréquent (toutes les 83 bp 

contre 108 bp) dans les promoteurs des gènes RR de type-A. De plus, certains auteurs ont recherché 

le 

leur enrichissement (5,5 fois) dans les gènes régulés par les CK (Ramireddy et al., 2013). Les motifs 

 par rapport à une 

(Brenner et al., 2012). 

 

Une étude récente a permis de tester le rôle du nombre de répétitions du motif de 

reconnaissance, de la distance entre les motifs, de leurs orientations et la nature des résidus voisins 

(Zürcher et al., 2013). Les auteurs ont créé un système rapporteur synthétique 

afin de ne visualiser que les réponses générées par les CK in vivo. Ce système est 

promoteur minimal 35S, de plusieurs copies du motif CRM et du gène rapporteur codant la 

luciférase. a

type-A afin de rassembler toutes les caractéristiques indispensables à  un système 

sensible et produisant des réponses stables face aux différents RR de type-B. 

déterminante, contrairement au nombre de répétition et la distance 

séparant les motifs mo du nombre de copies à 24 sites de fixation de 

séquence  AA(A/G)GAT(C/T)TT 3  espacés de 11 bp est optimale.  

 

Actuellement, s confirmant le rôle de ces séquences en cis in planta. 

Ross et ses collaborateurs (2004) ont montré que les CK 

NSHB2 (NON-SYMBIOTIC HEMOGLOBIN 2) du riz dans des feuilles de tabac via Arabidopsis. 

au niveau du promoteur du gène 

conduit à une réduction de son activat de ce motif et du FT ARR1 

NSHB2. Plus récemment, une étude réalisée par mutagénèse, se focalisant sur le 

ARR6 a montré la nécessité des motifs ECRM in planta afin que les RR-B puissent 

accomplir leur fonction de FT (Ramireddy et al., 2013). Les différents motifs retrouvés au sein du 

promoteur du gène ARR6 ne contribueraient pas tous de manière égale dans la régulation de 

promoteur. De plus, lication de ces boîtes de reconnaissance serait différente 

entre RR-B, suggérant une spécificité non nécessairement directe (co-facteurs). Cette équipe a 
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des RR-B, te du gène ARR6, 

coopération entre différents facteurs pour déclencher efficacement une 

gène de réponse. 

 

 Ainsi, la plupart des études de caractérisation de la fonctionnalité des RR-B ont été réalisées 

dans le cadre signal CK. s 

impliqués dans des voies de transduction d signaux perçus par des HK différentes de 

celles dédiées à la détection des CK, peuvent aussi activer les RR-B réponses, ce 

qui rend le découplage de la spécificité de réponse difficile. 

 ERF1 impliqué dans la voie de transduction éthylène, 

possiblement par fixation sur des motifs PER (PRIMARY ETHYLENE RESPONSIVE). Cette capacité de 

fixation a été montrée in vitro (Hass et al., 2004), bien que la séquence de ce motif corresponde à la 

 Concernant la contrainte osmotique, Veerabagu et collaborateurs (2011) 

ont analysé les promoteurs des gènes dont la régulation est 

aucun élément de reconnaissance caractéristique des ARR de type-B. Cependant, l  de 

pour autant écartée, car il serait un modulateur 

ité transcriptionnelle des FT bZIP recrutés au sein des promoteurs de gènes de réponses via 

leur propre élément de reconnaissance. 

 

 OBJECTIFS ET STRATÉGIES II.
 

spécificité des éléments de reconnaissance en 

cis des gènes sous le contrôle des RR-B, initialement définis comme éléments de réponse spécifique 

du signal CK :  

 Les séquences des éléments de reconnaissance en cis des RR-B sont-elles toutes identiques et 

ce, quel que soit le signal ?  

  la spécificité de la réponse au niveau du complexe transcriptionnel face à un 

signal donné ?  

Afin de répondre à ces interrogations qui se placent dans une problématique plus générale 

concernant les RR-B, des étapes préalables étaient nécessaires concernant les RR-B de peuplier, à 

savoir, de vérifier leur capacité de fixation sur les éléments de reconnaissance des ARR de type-B et 

tester leur cibles potentielles au sein de cette voie de transduction de la 

contrainte osmotique. 

Dans le cadre de cette étude, -B, le RR13 et le RR18 

sélectionnés notamment de par leur régulation face au stress osmotique. Des études antérieures au 
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sein du laboratoire ont montré que le gène HK1 (Chefdor et al., 2006) et un gène de déhydrine 

peudhn1 (Caruso et al., 2002) voyaient une augmentation de leurs transcrits dès cinq minutes de 

contrainte réalisée par un traitement au PEG6000 dans les racines et les feuilles respectivement. 

Compte tenu de ces régulations précoces, notre hypothèse de départ était que les RR-B pouvaient 

réguler la transcription de ces deux gènes de réponse à la contrainte osmotique. La régulation de 

HK1 pourrait indiquer que ces RR-B participeraient directement à la régulation 

de leur propre voie via la régulation du récepteur. Nous avons donc entrepris de vérifier dans un 

 RR-B sur leurs motifs de reconnaissance et 

part la régulation des transcrits des deux gènes de réponse HK1 et peudhn1 par un stress osmotique. 

Dans un deuxième temps, analyse des promoteurs des deux gènes afin de rechercher in silico la 

présence ou non de ces boîtes, étape supplémentaire nécessaire, a été réalisée. Pour finir, la capacité 

trans-activatrice des deux RR-B à déclencher la transcription de ces gènes sous une contrainte 

osmotique est envisagée  

 

 RÉSULTATS III.
 

III.1   Interaction in vitro entre le domaine GARP du RR13 et des sondes ADN 

comportant les séquences cis de reconnaissance des RR-B  

 

boîtes ou 

éléments de réponse des RR-B, des expériences de retard sur gel ont été réalisées en utilisant la 

protéine de fusion GST-RR13-GARP produite précédemment (PARTIE II, Chapitre I). Les sondes ADN 

utilisées AV0 et AV2 (TABLEAU 26), correspondent à des amplifications PCR de séquences spécifiques 

du promoteur hds (hydroxyl methyl butenyl diphosphate synthase), gène de réponse aux CK,  

caractérisé par la présence de boîtes NGATT et NGATV  où le N dans ce cas est T/A et le V est 

G (Ginis et al., 2012). Une sonde synthétique nommée ERF et dépourvue  RR-B, 

a également été utilisée comme sonde négative alysés à 

natives (FIGURE 49). Les résultats 

montrent que la protéine GST-GARP du RR13 de peuplier provoque un retard de migration des deux 

sondes AV0 et AV2 (FIGURE 49, A). La protéine recombinante mise en évidence par coloration au bleu 

de coomassie co-localise exactement avec les sondes ADN retardées (FIGURE 49, B). En absence de 

protéine recombinante (FIGURE 49, A-D) ou en présence de la sonde ADN contrôle ERF (FIGURE 49, C, 

D) .   

Ces expériences nous permettent ainsi de valider et confirmer la capacité de liaison in vitro 

-B de peuplier sur les motifs de reconnaissance des ARR de type-B.  
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FIGURE 49 - Interaction entre le domaine GARP du RR13 et des sondes ADN comportant les éléments 

de réponse des ARR de type-B 
la technique de 

retard sur gel. Une quantité de (nature des sondes indiquées en haut des gels) a été incubée soit 

en absence de protéine GST-GARP de RR13 (-) soit en présence (+) de 2 µg de protéines. La sonde contrôle 

appelée ERF (C-D) est 

bain de BET (A-C) et les protéines par une coloration au bleu de coomassie G-250 (B-D). 

 

 

III.2   Analyse des régulations transcriptionnelles de deux gènes potentiellement 

régulés par la contrainte osmotique 

 

III.2.a   Le gène peudhn1 codant une déhydrine   

 

 nelle du gène peudhn1 

obtenu par la technique du Northern-blot dans une précédente étude (Caruso et al., 2002), une 

analyse par PCR en temps réel a été menée. Identique à celle effectuée pour les deux RR-B, RR13 et 

RR18, cette étude a été réalisée à partir des quatre organes (racines, tiges, pétioles, feuilles) soumis à 

un stress au PEG6000 tique de temps courts et longs. 

 

Une première analyse en condition contrôle au temps 0 (FIGURE 51), a montré que les 

organes racines, tiges et pétioles présentent trois à quatre fois plus de transcrits du gène peudhn1 

que les feuilles.  
 

En considérant chaque organe de façon indépendante, on a observé globalement une 

augmentation significative des teneurs en transcrits au terme des six heures de contrainte dans tous 

es et, de un et demi à deux dans les autres organes 
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(FIGURE 51). Dans les tiges et les feuilles, au cours de la cinétique de contrainte, une tendance à 

a pu 

être dégagée (Figure 51, B, D). Les racines, quant à elles, ont montré entre cinq et 60 minutes, les 

transcrits présentent des légères baisses significatives de leur taux d  (FIGURE 51, A). Pour 

les pétioles, le point 40 minutes présente une augmentation des teneurs en transcrits qui semble être 

aberrante (FIGURE 51, C). 

noter que malgré des teneurs en transcrits peudhn1 en condition témoin dans les feuilles nettement 

inférieures à celles des autres organes (FIGURE 50), les niveaux atteints par ces transcrits au terme de 

la cinétique de contrainte dans les feuilles sont supérieurs aux autres organes considérés. 

 

 Dans cette étude, nous pouvons donc en déduire que le gène codant la déhydrine peudhn1 

est significativement régulé par le stress osmotique principalement à des temps longs de la cinétique 

dans les quatre organes considérés. 

 

 
FIGURE 50  Expression relative des transcrits de peudhn1 dans les différents organes en condition 

témoin 
du gène peudhn1 a été mesuré dans différents organes (racines, tiges, pétioles, 

feuilles) des boutures de peuplier au temps 0, sans apport de contrainte. Les calc ion relative sont 

basés sur le niveau de transcrits de peudhn1 dans les racines au temps 0 (calibrateur). Les valeurs moyennes (± 

erreurs standards) des expressions relatives de peudhn1 au sein de chaque organe ont été comparées par une 

analyse ANOVA 

différentes au seuil de P<0,05. 
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FIGURE 51  Expression relative des transcrits du gène peudhn1 dans les différents organes de 

peuplier soumis à une contrainte osmotique au PEG6000 
de peudhn1 a été mesuré dans différents organes : racines (A), tiges (B), pétioles 

(C), feuilles (D) de boutures de peuplier soumises à un traitement PEG6000 (100 g/L) au cours de la cinétique de 

contrainte.  se basent sur le niveau de transcrits de peudhn1 au sein de chaque 

organe au temps 0 (calibrateurs). Les valeurs moyennes (± erreurs standards) des expressions relatives à 

chaque temps de la cinétique ont été comparées à celles du temps 0 respectivement pour chaque organe par 

un test-t, les astérisques indiquant une différence significative (*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001). 

 

 

III.2.b   Le gène HK1 

 

 De façon identi HK1 a été menée par la technique de PCR en 

réalisée par RT-PCR relative classique (Chefdor et al., 2006).  

 En condition témoin, les transcrits de HK1 sont nettement moins présents dans les racines 

que dans les parties aériennes (FIGURE 52).  

 Une augmentation  de ce gène est constatée dans les racines 
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dès cinq minutes de contrainte, et 

des six heures avec un taux de transcrits cinq fois supérieur au témoin (FIGURE 53, A). On observe 

également une augmentation rapide des transcrits dans les feuilles et les tiges respectiveme

facteur deux et trois à 10 minutes de contrainte (FIGURE 53, B, D), puis un retour graduel au niveau 

basal uniquement dans les feuilles (FIGURE 53, D). Par contre dans les tiges, cette régulation est 

points (FIGURE 53, B). Concernant les pétioles, un 

profil de régulation assez variable est observé. Malgré la significativité de certaines différences 

 FIGURE 53, C). Nous pouvons ajouter que le 

taux de transcrits atteint dès cinq minutes de stress dans les racines est au même niveau que ceux 

mesurés dans les autres organes (FIGURE 52

HK1 atteints sont quasi-équivalents dans tous les organes (données non montrées). 

 
 

 
FIGURE 52  Expression relative des transcrits du gène HK1 dans les différents organes en condition 

témoin 
de HK1 a été mesuré dans différents organes (racines, tiges, pétioles, feuilles) 

des boutures de peuplier au temps 0, sans apport de contr  sont basés sur 

le niveau de transcrits de HK1 dans les racines au temps 0 (calibrateur). Les valeurs moyennes (± erreurs 

standards) des expressions relatives de HK1 au sein de chaque organe ont été comparées par une analyse 

ANOVA tes au 

seuil de P<0,05. 

 
 

 Globalement, le gène HK1 est régulé par la contrainte osmotique dans un laps de temps très 

sont plus particulièrement concern
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FIGURE 53  Expression relative des transcrits du gène HK1 dans les différents organes de peuplier 

soumis à une contrainte osmotique au PEG6000 
de HK1 a été mesuré dans différents organes : racines (A), tiges (B), pétioles (C), 

feuilles (D) de boutures de peuplier soumises à un traitement PEG6000 (100 g/l) au cours de la cinétique de 

contrainte.  se basent sur le niveau de transcrits de HK1 au sein de chaque 

organe au temps 0 (calibrateurs). Les valeurs moyennes (± erreurs standards) des expressions relatives à 

chaque temps de la cinétique ont été comparées à celles du temps 0 respectivement pour chaque organe par 

un test-t, les astérisques indiquant une différence significative (*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001). 

 

 

III.3   Analyses bio-informatiques des promoteurs des deux gènes régulés par la 

contrainte osmotique 

 

Les logiciels de prédiction cis des gènes régulés par des ARR 

de type-

logiciels PLACE (Higo et al., 1999) et PlantPAN (Chang et al., 2008).  Les analyses bio-informatiques 

ont porté sur des séquences promotrices des gènes peudhn1 et HK1 situées à environ 1,6 kb en 

. Ces programmes ont identifié respectivement 25 et 18 motifs NGATT  

(Sakai et al., 2000) positionnés indifféremment en orientation sens ou antisens (FIGURE 54 & 55). 
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NGATT , cette analyse a 

également été réalisée avec les motifs de séquence NGATV  retrouvés pour les ARR1, 2, 10 et 11, 

et les motifs dits étendu  (TABLEAU 26). Quatre motifs supplémentaires ont donc été 

rajoutés concernant peudhn1 et cinq pour HK1 (FIGURE 54 & 55). 

 

 

 

 DISCUSSION IV.
 

Cette étude préliminaire 

les RR-

de ces deux RR-B, RR13 et 18, dans la voie de transduction du signal de la contrainte osmotique. 

Nous avons pu dans un premier temps confirmer la capacité du RR13 à se fixer in vitro sur 

les motifs NGATT  ou NGATV 

de C. roseus 

travail. Ils seront complétés par la suite pour le RR18 entre autre, puisque la détermination exacte de 

la nature des résidus présents dans le motif de reconnaissance ou ceux qui les bordent pour chaque 

RR-B est décisive compte tenu des différences observées entre RR- Arabidopsis (TABLEAU 26). En 

différents des RR-B 

de comportement des membres RR-B, , vis-à-vis de leur capacité à trans-

activer in planta le gène ARR6 (Hwang & Sheen, 2001; Heyl et al., 2008).  le système 

rapporteur synthétique précédemment décrit est activé par tous les RR-B testés, avec toutefois 

quelques disparités notables entre ARR-B (Müller & Sheen, 2008; Zürcher et al., 2013). Notons 

cependant 

les RR-

t abordés ultérieurement. 

 

Dans un deuxième temps, afin de valider les régulations transcriptionnelles des deux gènes 

peudhn1 et HK1,  antérieurement, une nouvelle étude de 

la régulation a été réalisée. Nous la considérons comme étant plus complète, à la fois en terme de 

cinétique, puisque nous avons étudié cette régulation sur des temps courts et longs, et à la fois en 

terme de technique, puisque nous avons utilisé la technique de la PCR en temps réel permettant une 

analyse fine des régulations.  
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En ce qui concerne le gène peudhn1, nous avons pu montrer que :  

 Ses teneurs en transcrits sont plus abondantes dans les racines que les autres organes en 

condition témoin. Ce résultat est contraire à celui trouvé dans une étude précédente (Caruso et al., 

2002), montrant un taux de transcrits plus abondant dans les feuilles. On peut noter que le gène 

ERD14 chez Arabidopsis, homologue de peudhn1, a également été retrouvé plus abondamment dans 

les racines (Nylander et al., 2001).  

 Les augmentations des taux de transcrits dans les feuilles sont si

heure de stress et corroborent les résultats observés par Caruso et ses collaborateurs (2002). Par 

contre, 

étude, que pour le temps 10 minutes de contrainte.  

 La régulation de son expression dans les racines montre de légères baisses significatives 

minutes à une heure de contrainte, ce qui est contraire à ce qui 

a été observé précédemment (Caruso et al., 2002). Dans notre étude, seule une augmentation 

significative est observée à six heures de stress.  

 

Cette étude nous a permis de confirmer une régulation du gène codant la déhydrine 

principalement au niveau des feuilles . Cependant, dans notre étude, 

cette régulation est tardive. Par conséquent, certains de nos résultats actuels ne valident pas 

totalement ceux préalablement observés. Ces différences peuvent en raison de 

la nature de la technique utilisée, 

Northern-blot, 

technique assurer de té contrairement à la PCR en 

temps réel

la seconde étude a été réalisée en utilisant une concentration de PEG plus élevée en 

raison de la taille des boutures utilisées qui présentaient un diamètre étude 

précédente (pourtant du même âge). Cette différence de taille peut contribuer à expliquer une 

réponse physiologique différente, observée lors de nos tests réalisés à 50 g/L de PEG, nous ayant 

contraint à utiliser une concentration plus élevée de cet osmolyte. 

 
En ce qui concerne le gène HK1, nous avons pu montrer que :  

 Ses transcrits sont plus abondants dans les parties aériennes que dans les racines.  

 eur en transcrits du gène HK1 est observée dès cinq minutes pour les 

racines, et dès 10 minutes pour les tiges et feuilles, perdurant dans le temps pour les racines et 

globalement pour les tiges. Chez le peuplier, une précédente étude a montré par RT-PCR relative 
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classique, une augmentation des transcrits de HK1 de 24% à cinq minutes de contrainte par 

application de PEG (50 g/L), avec un retour à 10 minutes des teneurs en transcrits au même taux que 

le témoin (Chefdor et al., 2006). L entation du taux de transcrits dans les racines visualisée à 

cinq minutes est confirmée, cependant, à 10 minutes de contrainte cette augmentation est maintenue 

dans notre étude. Encore une fois, ces différences peuvent provenir de la nature des techniques 

utilisées et des conditions expérimentales. 

 

Chez Arabidopsis, AHK1 sont majoritairement exprimés dans les racines par 

rapport aux tiges et aux feuilles (Urao et al., 1999). De plus, ces transcrits sont globalement 

augmentés dès 10 minutes de déshydratation (dessicc . 

Ces résultats ont été visualisés par la technique du Northern-blot 

plantes entières, pour des cinétique débutant à 10 minutes de contrainte (Urao et al., 1999; Tran et 

al., 2007). Dans cette présente étude, nous avons pu montrer que les transcrits du gène HK1 sont 

majoritairement exprimés dans les organes aériens de peuplier, contrairement à ce qui a été observé 

chez Arabidopsis HK1, que nous avons 

réalisée, montre comme chez Arabidopsis, une régulation précoce dans la majorité des différents 

organes étudiés de peuplier. De plus, une régulation spatio-temporelle variable de ce gène au cours 

de la contrainte a également été observée, soulignant clairement la nécessité de traiter séparément 

les organes lors de futures études concernant ce gène.  

 

 -informatique des promoteurs des gènes peudhn1 et 

de HK1 a permis de mettre en évidence la présence de nombreuses boîtes ou éléments de réponse 

reconnus par des RR-B. Ainsi, la régulation de ces gènes au cours de la contrainte osmotique, ainsi 

que la présence de ces boîtes de fixation des RR-B dans leurs séquences promotrices, font de ces 

gènes des cibles intéressantes sous le contrôle putatif -B, tels que RR13 et 18. 

Cependant, seule l in planta activité des promoteurs de ces gènes, 

peudhn1 et HK1, par les deux RR-B devrait nous permettre 

de conclure quant à cette potentielle activation orchestrée par les RR-B. Pour le moment, ces tests 

par 

in planta  plasmidiques, -à-dire celles permettant 

la surexpression des deux RR-B et celles contenant les promoteurs de peudhn1 et HK1 en amont du 

gène rapporteur gus, est actuellement achevée. 

pouvons néanmoins discuter certains points.  

 peudhn1 
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étude, seule une régulation tardive a été observée. Chez Phaseolus vulgaris, le gène PvSR3 codant 

pour une déhydrine, présentant 70% de similarité de séquences avec la déhydrine de peuplier 

étudiée dans cette étude, peudhn1 (Zhang et al., 2006), 

transcriptionnel (données non montrées donc conditions expérimentales inconnues) 

protéique par un traitement PEG de 24 heures dans les racines (Yang et al., 2013). Ces auteurs ont 

observé une augmentation du taux de phosphorylation de ces protéines et ce malgré une absence 

mentation transcriptionnelle. Cette modification post-traductionnelle lui permettrait 

interagir , et ainsi jouer 

un rôle de prévention des dégâts mécaniques de la paroi causé par un stress hydrique (Yang et al., 

2013). Rappelons que les déhydrines appartiennent au deuxième groupe le plus vaste des protéines 

de la famille des LEA (Late Embryogenesis Abundant), connues comme étant impliquées dans la 

tolérance à la déshydratation cellulaire (Hundertmark & Hincha, 2008). Antérieurement, de 

nombreuses études ont rapporté que le groupe des protéines déhydrine serait également en charge 

de la tolérance à la sécheresse en protégeant les membranes plasmiques de processus de 

dénaturation (Vicré et al., 2004)  

(Layton et al., 2010). Dans cette étude, l

présence  en cis impliqués dans la réponse à la sécheresse, notamment 

de boîtes ABRE, des motifs référencés dans le logiciel PlantPAN comme "ABRE like" (Shinozaki & 

Yamaguchi-Shinozaki, 2000) et "ABRELATERD1" (Simpson et al., 2003), et également des éléments de 

réponse MYC (Abe et al., 1997). Si nous constatons que les RR-B via le récepteur HK1 ne sont pas 

responsables de la régulation de la transcription de ce gène, sa régulation tardive pourrait être 

expliquée par le recrutement de FT impliqués dans la voie dépendante s FT en 

amont de la voie ABA.  

 Concernant HK1  en cis considérés comme étant les sites de liaison 

pour les RR-B retrouvés dans sa séquence promotrice peut provenir également du fait que son 

homologue chez Arabidopsis AHK1 fait partie des gènes les plus régulés par les CK chez Arabidopsis 

(Brenner et al., 2012), , les RR-B 

à sa régulation.  Sa 

régulation extrêmement précoce es ation par les RR-B et ce gène 

pourrait donc être un gène de réponse primaire au stress hydrique. Par ailleurs, seulement quelques 

séquences cis  ACGT  ont été retrouvées. Compte tenu é AHK1 par 

(Urao et al., 1999; Tran et al., 2007), accumulation rapide de ses transcrits suite à un stress 

hydrique et le faible nombre de boîtes ABRE observé, HK1 ne semble pas être régulé par 

la voie "ABA dépendante". 
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 QUELS AVANTAGES APPORTE LA FORME DIMERE CONSTITUTIF AUX RR-B DE PLANTES ?  I.

 

 Du stence potentielle des RR-B sous une forme dimérique 

permanente, démontrée dans le chapitre I de cette partie, prend du sens lorsque cet évènement 

confère des e pour 

la survie de la cellule. En effet, si les effets provoqués par un signal, quel ne sont pas 

contrebalancés rapidement, ils 

du tissu et plus largement de la plante. 

 

 Les RR-B exercent leur fonction à la fin de cette cascade de signalisation du "phosphorelais 

multiple", dans laquelle interviennent différents intermédiaires de transmission du signal. Une fois le 

signal perçu, la transduction du signal doit être rapide et efficace, et les RR-B doivent être 

disponibles a réponse adéquate. -B apparaît comme une 

caractéristique nécessaire à leur fonctionnement,  pour plusieurs raisons développées ci-dessous.  

 

  perte de temps 

phosphorylé, est dimérique préalable des RR-B, qui pourrait leur permettre 

instantanément après leur phosphorylation par HPt. 
 

 En ce qui concerne la sensibilité , cette formation 

"dimère constitutif" de deux protéines RR-  évènement de phosphorylation 

pour basculer dans un état actif de la protéine selon notre hypothèse

phénomène coopératif décrit par le modèle de Monod-Wyman-Changeux (Monod et al., 1963) ou 

"allostérie entre deux sous-unités " dans lequel le basculement de 

"active" 

des sous- lation peut contribuer à 

pré , lors

maintenu.  
 

Dans le même contexte, à savoir une réponse à mettre en place urgemment, 

dimérique de la protéine navette HPt ne présente que p  lors de la transmission 

du signal, voire même des inconvénients. Les caractéristiques énumérées par la suite portent des 

argu  : i) compte tenu de la distance probable entre 

les deux doma  dimérique, le potentiel dimère HPt ne peut 

phosphate, autrement dit quatre protéines seraient donc nécessaires pour récupérer les deux 
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groupements phosphates phosphorylation du récepteur HK, ii) étant donné, 

leur rôle dans la transmission du phosphate rapidement entre ces deux 

partenaires HK et RR, ge de la forme monomérique en terme de diffusion via les pores 

nucléaires apparaît évident, iii) s

dimérique dans sa forme active à la suite de énéfice à ce 

que deux protéines transmettent un seul groupement phosphate ? Notons cependant que la 

dimérisation dans un système hétérologue (Dortay et al., 2006) et in planta des HPt (Punwani et al., 

2010) a été observée état de phosphorylation. 

(faite pour cette étude, données non montrées)

cristallographique -terminale, ce qui est 

en accord avec des résultats de Punwani et ses collaborateurs (2010). Toutefois, étant donné que le 

, et le résidu histidine phosphorylé (H64) se localisent au même 

niveau que , ce qui rend par ailleurs le résidu 

phosphorylable peu accessible, il pourrait  (en attente). 

interaction labile). L (Xu et al., 2003) montre 

que omérique qui a été cristallisée (Waldburger, 2003) et 

 part,  

 

 

 devient efficace avec une diffusion plus rapide dans le noyau et un nombre maitrisé de 

molécules réquisitionnées pour acheminer le signal.  

 

 Outre les bénéfices tirés de cet état dimérique e -B, un 

point fondamental réside dans la capacité du domaine receveur siège de la dimérisation, à réguler en 

absence de signal réprimer la fixation du domaine GARP sur les éléments 

de reconnaissance situés dans la zone promotrice des gènes de réponse. En effet, toute activation 

chaotique des complexes transcriptionnels quel  soit, 

comme illustré lors de -B dépourvus de ce domaine régulateur 

où une expression constitutive des gènes rapporteur  

est observée (Sakai et al., 2001; Imamura et al., 2003; Tajima et al., 2004; Ginis et al., 2012; Liang et 

al., 2012). Ainsi, la dimérisation constitutive des RR-B, 

le système nécessite une réponse face à un signal donné apparaissent comme un double contrôle qui 

empêche une activation erronée de ces protéines. D  autre côté, un unique événement de 

phosphorylation suffise aux RR-B pour passer en conformation "active" peut paraître minime, 

tres mécanismes de régulation de cette activation. Parmi eux, 
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l  protéines phosphatases peut être envisagée pour atténuer le signal voire 

, qui de façon identique aux systèmes bactériens, préviennent des activations indésirables et 

permettent de conserver une spécificité du signal transmis. Plusieurs propositions de régulation par 

des protéines peuvent être avancées : i) les HPt effectuant le lien entre le RD du récepteur et le RD 

des RR-B, peuvent tout aussi bien hypothétiquement permettre le transfert de phosphate des RR aux 

HK ou du moins récupérer le groupement phosphate des RR-B comme réalisé au niveau des HK, ii) 

les RR de type-A et C se révèlent être de possibles compétiteurs (Kiba et al., 2004; To et al., 2007) au 

niveau des HPt pour récupérer le groupement phosphate. 

  

 du fonctionnement de quelques autres FT, montre que la dimérisation est une 

caractéristique commune de nombreux FT. La plupart des protéines MYB (R2R3-MYB et MYB3R) 

impliquent une dimérisation de deux hélices, responsables de la reconnaissance des motifs ADN, et 

intimement liées ensemble (Sakura et al., 1989). Dans les systèmes bactériens, la plupart des RR 

appartenant à la famille OmpR/PhoB, utilisent la dimérisation de leur domaine receveur, REC, afin de 

rapprocher les DBD suffisamment pr  

de reconnaissance organisé en deux motifs répétés (Gao & Stock, 2009). De plus, chez les plantes, les 

protéines bZIP, se fixent sur leur motif de reconnaissance et forment des "Leucines Zippers" au cours 

(Jakoby et al., 2002). Concernant les 

RR-B, aucune étude  à la nécessité de c voir se fixer 

à leurs éléments en cis. Cependant, les résultats dégagés de deux études réalisées chez Arabidopsis 

abordées précédemment, nous permettent de ne pas écarter cette hypothèse. , la nécessité 

de la présence de motifs de reconnaissance des RR-B répétés a été relevée dans ces deux études 

(Zürcher et al., 2013; Ramireddy et al., 2013). Ramireddy et ses collaborateurs (2013) ont conclu à 

 -A, par 

deux RR-B différents en état monomérique. Cependant, il est tout à fait envisageable de suggérer que 

la mise en place des RR- -B 

de natures différentes, mais chacun organisé 

de 11 pb entre les motifs (Zürcher et al., 2013; Ramireddy et al., 2013), ce qui correspond à un tour 

, est une distance franchissable pour deux domaines GARP , grâce au 

déploiement de la séquence charnière. Ainsi, la présence du dimère RR-B permettrait de maintenir à 

proximité l .  
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 COMMENT INTERVIENNENT LES RR-B DE PEUPLIER DANS LA VOIE DE SIGNALISATION II.

DE LA CONTRAINTE OSMOTIQUE ? 
 

 Chez les plantes, l -B est intéressant, et suggère des nuances 

possibles de spécificités. Chez Populus, 11 protéines a été révélée in silico (Ramirez-

Carvajal et al., 2008). Cette s sur la base de 

comparaison de séquences chez le génotype Dorskamp, trois groupes se distinguent parmi les neuf 

membres isolés de cette famille (ARTICLE III, FIGURE 1 & FIGURE 18). L'élément discriminant qui semble 

émaner de ces différences est la partie C-terminale prédite comme étant polymorphe et non 

structurée entre RR-B. lle, une anse possible de recrutement de différents 

partenaires, supposés interagir en cis dans un complexe polymérase de transcription. Cette 

forte similitude de séquences protéiques 

globales, les différences observées entre RR-

 ou tel gène de réponse (Hwang & Sheen, 2001; Heyl et al., 2008; Müller & Sheen, 

2008; Zürcher et al., 2013). Une étude illustre précisément ce phénomène. En effet, Choi et ses 

collaborateurs (2010) ont conclu Pr1, 

impliqué dans la réponse immunitaire des plantes et régulé également par les CK, qui nécessite les 

fixations de deux FT, et TGA3 sur leurs motifs de reconnaissance respectif, maintenus 

ensemble majoritairement par leur interaction via la partie C-terminale du RR-B. 

 

 Le travail de cette PARTIE II nous a amené à nous poser une question fondamentale, quant au 

fonctionnement des RR-B au sein de la voie de transduction de la contrainte osmotique : "comment 

les RR-B, protagonistes qui apparaissent généralistes des systèmes de phosphorelais multiple, 

modulent-ils la spécificité de la réponse face à un signal donné, notamment la contrainte 

osmotique ? "  Plusieurs hypothèses se dégagent.  

 

 La première, précédemment abordée, se réfère à une spécificité de séquences des motifs 

reconnus par ces FT. L écificité de motif potentiellement impliqués dans la 

réponse face à une contrainte hydrique, pouvant porter sur la nature des résidus dans 

sur la distance de la localisation de la boîte par 

rapport au , pourrait permettre de dégager des différences 

intéressantes entre RR-B. Des disparités ont été observées quant aux préférences de fixation des RR-B 

sur certaines boîtes ECRM, localisées  

da -A (Ramireddy et al., 2013). 
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 La deuxième émerge du constat de la première hypothèse. En effet, si aucune spécificité 

liée à la nature des motifs de reconnaissance dans les gènes de réponse à la contrainte osmotique et 

que finalement ces séquences en cis CK, sont 

relativement identiques ignal donné, alors cette spécificité de réponse passe 

s FT impliqués 

dans cette voie de signalisation "osmosensing" peut permettre, et ce, même si les RR-B sont fixés aux 

mêmes motifs de reconnaissance que les gènes de réponses aux CK, activer ou de réprimer la 

transcription de gènes de réponse à la contrainte hydrique. 

 

 

 La troisième est Veerabagu et ses collaborateurs (2012), qui ont mis en 

évidence la particip dans un complexe transcriptionnel de gènes de réponse à la 

contrainte osmotique via 

RR-B sur ces boîtes de reconnaissance mais par interaction, au niveau de son RD, avec des 

hétérodimères de FT b -B 

en amont de ces gènes de réponse, malgré la faible taille et la fréquence non négligeable de ceux-ci. 

Ainsi, les motifs définis comme CRM seraient effectivement des motifs ADN spécifiques des réponses 

-B participeraient au complexe de transcription 

, eux, fixés sur leurs boîtes. La 

plasticité de 

paires de bases sur leurs éléments de réponse et la participation à de tels complexes 

("enhancers/silencers"). 

 

 

 QUEL EST LE MÉCANISME DE FONCTIONNEMENT D UN RR-B DE LA RÉCEPTION DE SON III.

PHOSPHATE À SA FIXATION SUR L ADN ? 

 

 

-B. Certaines étapes ont été validées in vitro ou in vivo 

avancées sur l et seront validées en systèmes vivants 

ultérieurement. 

 

 Les HPt, en forme monomérique, feraient la "navette" entre le récepteur HK membranaire et 

les RR-B localisés dans le noyau de la cellule. Une fois le transfert du groupement phosphate 

-ci aux RR-B, organisés en dimères constitutifs 
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dans lesquels, rappelons-le, le domaine RD (ou DDK) inhibe le domaine DBD (ou GARP) par 

interaction directe (FIGURE 56, A). Le phosphate serait ainsi transféré du résidu histidine (H80) de 

-unités RR-B constituant le dimère. 

Finalement, sur le dimère de DDK se dégagent trois interfaces protéine-protéine différentes et 

spécifiques au rôle désormais établi : i) une surface de dimérisation -ß5- 5, ii) une surface 

 

phosphorylation, considéré comme déclencheur, se répercuterait via la modification progressive du 

structurale de la modélisation, un modèle conceptuel peut être avancé dans lequel un mécanisme lié 

domaine GARP. Sur le modèle, deux résidus clés, les résidus lysine 135 et glutamate 129 localisés à 

FIGURE 43), formeraient un pont salin et seraient reliés au GARP 

indirectement via un réseau de liaisons faibles en absence de phosphorylation, forçant cette hélice à 

-organisation de la répartition 

des charges, qui induirait un mouvement qua

son rembobinage et le relargage du domaine GARP de façon simultanée. Ainsi, 

li

modifié, irait se fixer à ses éléments de reconnaissance en amont des gènes cibles grâce à sa séquence 

charnière. Une fois fixé, son anse de recrutement localisée en partie C-terminale permettrait de 

mettre à proximité des facteurs ou protéines impliqués dans la régulation de gènes de réponse face à 

une contrainte et participer au démarrage du complexe de la transcription (FIGURE 56, B). 

 

 
FIGURE 56  Modèle en 3D de la structure -B 
Les présentations schématiques en rubans des structures 3D de la protéine RR13 en absence de signal de 
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phosphorylation (A) adoptant une configuration dite "fermée" et après la phosphorylation (B) en configuration 

dite "ouverte", à la suite du transfert de  montrent les orientations relatives des 

domaines receveur ou DDK (en noir, orange et vert), GARP (violet) et la séquence de la partie C-terminale 

(bleu) impliquée dans le avec PyMOL 

(DeLano & Bromberg, 2004).  
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 Au cours de ce travail, dans un premier temps nous avons caractérisé les partenaires de HK1 

dans la transduction du signal de la "contrainte osmotique" 

type-  

 

 Concernant HK1 et les HPt, nous avons ainsi montré :  

- Une localisation de HK1 au niveau de la membrane plasmique  

- Une activité histidine kinase et une dimérisation de HK1 

-  

- Un partenariat s préférentielles entre HK1 et HPt2, 7 et 9, corroboré par la 

co-expression de leurs transcrits 

- Une validation in planta de la dimérisation de HK1 et de ses interactions préférentielles 

avec ces trois HPt 

 

 Concernant ces trois HPt et les RR-B, nous avons montré : 

- Un isolement de neuf RR de type-B dans le génotype Dorskamp 

- Un partenariat interactions préférentielles avec les RR12, 13, 14, 16 et 19 corroboré 

par la co-expression de leurs transcrits 

- Une interaction avec le RR18 et une régulation tardive du gène codant ce RR au cours 

conduisant à considérer ce RR dans la voie de signalisation 

- Une régulation du gène codant le RR13 par une contrainte osmotique 

 
 Dans un deuxième temps, la caractérisation du mode de fonctionnement des RR-B a été 

conduite par la mise en évidence de mécanismes de régulation de la protéine RR13 et la possible 

implication de ce RR et celle du RR18 dans la voie de signalisation de la contrainte osmotique. Nous 

avons ainsi montré : 

 

- La fonction de facteur de transcription du RR13 

- DDK/DDK et DDK/GARP du RR13 grâce à la modélisation et 

 

- La dimérisation du domaine DDK du RR13 en levure et in planta 

- résidus impliqués dans cette dimérisation et la validation de leur rôle 

en levure et in planta 

- La fixation du domaine GARP au domaine DDK et identification des résidus impliqués 

dans cette interaction 
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- La fixation du domaine GARP sur les boîtes de reconnaissance ADN des RR-B 

La suite immédiate consistera à valider in planta,  mode 

de fonctionnement avancé du facteur de transcription RR13 plusieurs constructions sont 

 

 

 Ainsi, considérations à prendre en 

compte pour des études futures, pour comprendre le fonctionnement de cette voie de transduction 

dans sa globalité.  

 

 

 DÉTECTION DU SIGNAL PROVOQUÉ PAR UN MANQUE D EAU CELLULAIRE PAR LES HK I.
 

 Au cours de sa vie, la cellule est soumise à de nombreux stimuli  des 

changements de son état physiologique. Des mécanismes de signalisation cellulaire pour détecter et 

répondre efficacement à un signal donné ont été développés . Pour 

discriminer ces signaux et mettre en place une réponse adaptée, les cellules disposent de mécanismes 

de détection suffisamment sensibles et spécifiques. 

multiple dans la détection de la contrainte hydrique contrôlé par un récepteur HK devient évidente 

chez les plantes. Le rôle de ces HK est de détecter un stimulus et de 

signal (phosphate) à ses partenaires HPt. Ces dernières le transmettent, à leur tour, aux RR 

puissent induire la mise en .  

 

 Cependant, les modes de détection de cette contrainte sont encore relativement méconnus. 

en jeu un ensemble de critères pointés par 

certaines études notamment dans le cas de Sln1p (osmosenseur chez la levure) et sont à relier : i) à 

(Tao et al., 1999; Reiser et al., 2003), 

niveau de la membrane cellulaire (Simon-Plas et al., 2011; Tanigawa et al., 2012).  

 

I.1   Quels sont les éléments structuraux des HK qui pourraient être impliqués dans la 

perception de la contrainte osmotique ? 

 

 

turgescence, s (Verslues et al., 2006). De 
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des réponses communes des plantes face à une contrainte 

hydrique, comme notamment une rigidification de la paroi au niveau des organes dans lesquels la 

croissance est stoppée, ce qui implique la mise en place de nombreux mécanismes pour un 

remaniement complet de sa structure (Moore et al., 2008).  contrainte hydriq

stress majeurs que la plante doit surmonter, afin de survivre, est un stress mécanique provoqué par 

(Iljin et al., 1957).  

 

  -senseur. 

un domaine appelé CACHE (CA2+ 

channels & CHEmotaxis receptors). Ainsi, le récepteur HK1, supposé renseigner la cellule sur son 

milieu, traverse la membrane plasmique et relaye une information détectée à partir de son domaine 

la paroi cellulaire, possiblement au niveau de sucres sulfatés par des ponts faisant intervenir le 

calcium, par exemple. Ainsi, la position statique de HK1 imposée par sa région transmembranaire et 

son ancrage dans la paroi permettrait une perception mécanique du signal. 

contrainte hydrique, les mouvements entre la membrane plasmique et la paroi générés par la perte 

("changements de pression") pourraient être perçus par HK1, qui subirait hypothétiquement 

un étirement.  

De plus, le remaniement de la paroi cellulaire pourrait également jouer un rôle dans la détection du 

stress osmotique. Ce 

s illustré par le récepteur 

(Fassler & West, 2011, FIGURE 8). Sln1p serait 

comme la mannoprotéine Ccw12 

constitutive de la paroi et fixée dans la membrane plasmique , et ainsi 

activer la voie Sln1p-Ypd1p-Skn7p ayant un rôle dans la protection de la paroi (Shankarnarayan et 

al., 2008).  

 

 La présence  retrouvé chez HK1, domaine principalement étudié dans 

les HK des systèmes bactériens, pourrait être un modulateur responsable de la transmission du signal 

du domaine extracellulaire au domaine effecteur de la réponse intracellulaire (Ferris et al., 2011). Il 

correspond à deux hélices enchev lées motif "coiled-coil", qui par un 

mouvement de torsion ou de piston répercute le mouvement aux 

(Diensthuber et al., 2013). Ainsi, cet élément aurait un rôle purement mécanique au sein de la 

protéine tel un lien tendu entre deux points fixes localisés dans la paroi, et la 
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membrane, deux états conformationnels limites en fonction de la 

présence du signal déclencheur.  

 

 Ainsi, afin de pouvoir apporter des éléments de réponse quant à la perception de la 

contrainte osmotique par HK1, il serait pertinen  rôle des domaines CACHE et HAMP. A 

terme, nous pouvons envisager 

et/ou par cristallographie, la structure en 3D de la protéine HK1 (Diensthuber et al., 2013) en 

présence ou absence de signal via  (mimant la 

phosphorylation). accès à des changements conformationnels permettrait de détailler les séquences 

pourrait amener des éléments de réponse du domaine HAMP 

notamment lors de la transduction du signal. 

 

I.2   La contrainte osmotique provoquerait-elle une phosphorylation de HK1? 

 

Une des questions fondamentales, qui provient du constat réalisé par comparaison du 

système de transduction de la contrainte osmotique chez la levure et celui du signal CK chez les 

s. Pour le moment, nous ne 

détenons aucune preuve expérimentale, pourtant nécessaire pour comprendre le fonctionnement de 

Cependant, le travail présenté 

ant le dernier partenaire de cette voie, à savoir les RR-B, ont montré la 

nécessité de la phosphorylation de ces protéines pour que leur fonction de facteur ou de modulateur 

de la transcription soit assurée (Choi et al., 2010; Veerabagu, 2011).  

 

-protéomique est potentiellement 

envisageable, en prenant tout de même en compte la nature labile de la phosphorylation des résidus 

histidine et aspartate.  

 

I.3   Sous quel état, dimérique ou monomérique, le récepteur percevrait-il le signal ?  

 

 us forme homodimérique lors du stress 

afin de réaliser son autophosphorylation. Cependant, état 

monomérique ou dimérique de HK1 avant la détection de la contrainte. Ce qui est sûr, est le fait 

que les HK récepteurs du signal CK, AHK2 et AHK3 sont capables de dimériser in planta 

de signal (Caesar et al., 2011; Wulfetange et al., 2011). 
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mettre en évidence la formation de dimère de la protéi

 

 

 ère en absence de 

contrainte, possiblement, localisé dans des radeaux lipidiques comme pour Sln1p. Ces radeaux 

lipidiques ou domaines membranaires résultent 

lipides comme les stérols et sphingolipides (Simon-Plas et al., 2011). Sln1p serait, indifféremment à 

à des radeaux lipidiques qui maintiendraient son état 

dimérique en absence de contrainte, et ces complexes lipides/protéines seraient dissociés via 

phosphorylation de Sln1p à ne plus avoir lieu (Tanigawa et al., 2012). 

-

unités HK1, qui une fois assemblées assureraient leur autophosphorylation. Cette éventualité 

en compte pour la réitération prochaine de ces expériences.  

 

 La deuxième possibilité est que HK1 soit un dimère constitutif, comme le sont AHK2 et AHK3, 

ce qui peut être envisagé de par la présence de plusieurs motifs "coiled-coil"

probable de chaque sous-unité du dimère potentiel via son domaine CACHE dans la paroi suggère 

une mobilité latérale limitée. En ce sens, ce serait la présence de certaines protéines ou les lipides 

eux-mêmes contenus dans les radeaux qui permettraient une fois le signal reçu de bloquer la 

co

la protéine Ccw12 ou plutôt du lipide membranaire relié à cette protéine (GPI) pourrait faire partie 

du complexe lipides/protéines qui bloque la conformation dite "non active" de Sln1p, lors de son 

"active" 

signal détecté lors 

l reconstitution de la protéine fluorescente complète comme annoncé par Grefen et 

ses collaborateurs (2008)  

 

En conséquence une étude de la localisation fine de HK1 au niveau des membranes et de 

e la contrainte sur sa localisation membranaire est un point important à éclaircir. 
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 SPÉCIFICITÉ DES RELAIS DE PHOSPHATE ENTRE PARTENAIRES DANS LA MISE EN PLACE II.

D UNE RÉPONSE APPROPRIÉE 
 

Les voies de signalisation impliquant un phosphorelais multiple présentent de grandes 

similarités notamment au niveau de la structure et de la fonction des partenaires, qui perçoivent et 

répondent toutefois de façon spécifique à des signaux de natures différentes (éthylène, CK, contrainte 

surviennent à plusieurs niveaux dans la voie :  

 La spécificité dans la perception du signal via une HK recrutée qui est spécialisée dans la 

détection du signal par 

précédemment 

  

 La spécificité de réponse via activation ou la répression des gènes de réponse 

 

II.1   Existe-t-il des  ? 

 

-B.  

Cependant, e) nous permettront de 

trancher sur ces spécificités. Une approche envisageable est de déterminer ces affinités par la 

 

 

Ceci dit, in situ

différences spatio- , peuvent 

être combinées à des régulations possibles face à une contrainte. Au sein de notre étude, des analyses 

  

co

donné, face à une contrainte, à un temps donné. Idéalement,  s des 

protéines interactantes nous permettrait de comparer leurs p -temporelle à 

partir de matériel végétal soumis à une contrainte osmotique ou non. Cependant, les hautes 

tâche difficile et incertaine.  
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Enfin, les systèmes de régulation de cette voie de transduction via la déphosphorylation 

spontanée ou active, ou la dégradation des protéines par des protéasomes jouent un rôle primordial 

ues. En ce sens, les RR-A isolés chez 

le peuplier génotype Dorskamp, pourraient agir directement sur la voie par compétition avec les RR-

B vis-à-vis des HPt et moduler ainsi la réponse cellulaire.  

in vivo ainsi 

être mis en évidence et correspond à un objectif envisageable à court terme. 

 

II.2   Comment la spécificité de réponse est modulée par les RR de type-B ? 

 

Les derniers protagonistes de cette voie, les RR de type-B, interviennent à un point 

stratégique -à-dire entre la détection/transduction du signal, et la mise en place 

effective de réponses géniques. Ils représentent à eux seuls le dernier point de contrôle et doivent 

donc permettre une réponse précise et spécifique au signal perçu. Bien que nous ayons pu dégager 

un mode de fonctionnement potentiel -B dans lequel la phosphorylation et la dimérisation 

sont des étapes clés dans la régulation de son activité, ce mode de fonctionnement apparaît être 

généraliste et applicable à la plupart des RR-B indifféremment du signal reçu.  

-B par cristallographie, nous permettrait de 

confirmer ce mode général de fonctionnement.   

 

De plus nnexion des voies peuvent également faire de ces RR-B des 

éléments intégrateurs potentiels de plusieurs signaux. Les RR-B peuvent moduler leur spécificité de 

réponse via leur fixation sur leur élément de réponse ADN dans un environnement défini et/ou dans 

leur capacité à participer à des complexes transcriptionnels. La combinatoire liée à la présence ou 

réponse. 

 

Pour répondre à ces problématiques, après avoir dégagé des gènes de réponse régulés 

directement par les RR-

in planta) nous permettrait dans un 

premier temps, de cibler des zones promotrices conten . Dans un deuxième 

temps, des séquences particulières impliquées dans leur activation pourraient être dégagées si elles 

existent. De plus, la comparaison de ces séquences de reconnaissance entre RR-B nous permettrait de 

pointer du doigt les éventuelles raisons de différences de comportements observées entre eux. Enfin, 

une analyse ciblée des partenaires recrutés lors de la constitution du complexe transcriptionnel pour 
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tel ou tel gène, nous amènerait la preuve que la spécificité de réponse passe par une coopération 

synergétique précise entre facteurs. 

Les perspectives de cette problématique fon e thèse qui débute. 

 

 LIEN ENTRE LA VOIE DU PHOSPHORELAIS MULTIPLE ORCHESTRÉE PAR UN III.

OSMOSENSEUR ET LA VOIE DÉPENDANTE DE L ABA 
 

Finalement, la place tenue par cette voie potentiellement impliquée dans les réponses face à 

un déficit hydrique perçu au niveau de HK1 par rapport à celle de la voie de signalisation 

dépendante de este actuellement énigmatique. En effet, chez Arabidopsis, bien que les rôles 

hydrique par un mécanisme indéterminé et dans la 

 (Tran et al., 2007; Wohlbach et al., 

2008; Kumar et al., 2013), sa probable implication en amont de cette voie dépendante de 

encore discutée. Les étud

ses des voies 

dépendante et indépendante 

osmoprotecteurs muler dans la cellule. Cependant, aucune accumulation directe 

urait été relevée (Kumar et al., 2013). En partant du principe 

hestrée par un osmosenseur doit pouvoir détecter et mettre en place des 

réponses cellulaires comme la voie Sln1p-Ypd1p-Ssk1p chez la levure, ces études suggèrent la 

possible position du phosphorelais multiple parallèle à la voie "ABA dépendante". Des 

interconnexions des voies sont possibles afin de réaliser en synergie des réponses appropriées à 

 face à cette contrainte. confluentes pour la  

réponse peut être soupçonnée, telle oplasmique (comme illustré chez la 

levure) ou une voie 

cytoplasmiques (comme illustré par les protéines CRF dans la voie CK).  

es autres que les RR-B, j

s, approche non ciblée, de 

la protéine HPt2. Ce travail de longue haleine devrait se poursuivre et 

champ  voies en relation avec celle de HK1. 

 

 ou indépendantes, 

bien au contraire leur complexité réside dans des interconnexions subtiles dans lesquelles de 

nombreuses protéines interviennent pour mettre en place une réponse spécifique. 
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ANNEXE 1  Cartes des différents vecteurs utilisés pour cette étude  
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ANNEXE 2 - Liste des amorces plasmidiques utilisées 
Amorces Séquence 5'-3' Tm 
Uni TGTAAAACGACGGCCAGT 55°C 

Rev CAGGAAACAGCTATGACC 55°C 

T7 prom TAATACGACTCACTA 55°C 

T7 term TATGCTAGTTATTGCTCAG 55°C 

ACT3 GAAAGAAATTGAGATGGTGCACG 55°C 

LexA5 ATTGAAGGGCTGGCGGTT 55°C 

LexA3 ATCATAAATCATAAGAAATTCGCC 55°C 

SPYCE-5 CAAAGACCCCAACGAGAAGC 60°C 

SPYCE-3 ATATGATAATCATCGCAAGACC 60°C 

SPYNE-5 CAACGTCTATATCATGGCCG 60°C 

SPYNE-3 ATCGCAAGACCGGCAACAGG 60°C 

NCOSPYCE-5 TGGATTGATGTGATATCTCC 56°C 

NCOSPYCE-3 CTTGAAGTTCACCTTGATGC 56°C 

NCOSPYNE-5 ATGTGATATCTCCACTGACG 56°C 

NCOSPYNE-3 TGCTCACCATAAGATCCTCC 56°C 

35S-Prom ACGCACAATCCCACTATCCTT 62°C 

pGEX-5' GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG 62°C 

pGEX-3' CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG 62°C 

5-pCambia GATGTGATATCTCCACTGACG 62°C 

3-pCambia ATATGATAATCATCGCAAGACC 60°C 

5-GFP TCCCAACGAAAAGAGAGACC 60°C 

3-GFP GCATCACCTTCACCCTCTCC 64°C 
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ANNEXE 4 - Les différents masqu ichage de Jalview 2.8 utilisés dans cette étude 
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ANNEXE 5  Tableau des séquences consensus du domaine GARP des RR-B Tamai et al., 2002) 

 

Séquence consensus 1 (SEQ ID NO : 161) 
(K/R)(P/M/V/A)(R/K/M)(V/L)(V/D)W(S/T/I/N)(V/A/P/S/T/C/H/Q/D)(E/Q/T/D/S)L(H/D)(R/K/Q/A/H/E/L/I) 

(K/R/Q/S/C/V/A/H)F(V/L/I)(A/K/Q/E/H/D/N/R/S)(A/V/C)(V/G/L/I)(N/E/A/Q/D/G/T/I/K/H)(Q/E/H/L/I/M/K/R/S)L 
Séquence consensus 2 (SEQ ID NO : 162) 
G(I/V/L/P/S/H/Q/A/G)(D/E/K/H/Q/N/A) 

Séquence consensus 3 (SEQ ID NO : 163) 
(A/T)(V/I/Y/F/T)P(K/S)(K/R/T/Q/L/S/G/A)(I/V/L)(L/M/R/K)(D/E/Q/K/R/S)(L/I/F/H/V/M/T/R/A)(M/I/L)(N/K/G/S/D/Q/E) 

Séquence consensus 4 (SEQ ID NO : 164) 
(V/I/M/T/E/L/S/N)(E/D/G/N/Y/K/H/Q/P)(N/G/K/T/S/C/R/D)(I/L)(T/D/A/S)(R/N/I/L/V)(E/H/D/S/A/Y/F)(N/E/H) 

Séquence consensus 5 (SEQ ID NO : 165) 
(V/I/L)(A/K)SHLQ(K/M/I)(Y/F)(R/V) 
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ANNEXE 6  Prédiction de DisProt sur le désordre de RR13 
 

 

 

In
d

ic
e

 d
e

 d
é

so
rd

re
 p

ré
d

it
 



 

ANNEXES 

 

 

359 

 

ANNEXE 7   roSa 
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ANNEXE 8    in silico 

 

 
assign ( resid 88  and segid A)         ( resid 135  and segid B)         ( resid 111  and segid B)         ( resid 136  and segid B) 

       ( 

 

     or 

 

     or 

 

     or 

         ( resid 88  and segid B)         ( resid 71  and segid B)         ( resid 112  and segid B)         ( resid 137  and segid B) 

     or 

 

     or 

 

     or 

 

     or 

         ( resid 89  and segid B)         ( resid 78  and segid B)         ( resid 113  and segid B)         ( resid 138  and segid B) 

     or 

 

     or 

 

     or 

 

     or 

         ( resid 98  and segid B)         ( resid 83  and segid B)         ( resid 114  and segid B)         ( resid 139  and segid B) 

     or 

 

     or 

 

     or 

 

     or 

         ( resid 99  and segid B)         ( resid 85  and segid B)         ( resid 115  and segid B)         ( resid 140  and segid B) 

     or 

 

     or 

 

     or 

 

       )  2.0 2.0 0.0 

        ( resid 101  and segid B)         ( resid 86  and segid B)         ( resid 118  and segid B)           ! 

      or 

 

or 

 

     or 

           ( resid 104  and segid B)         ( resid 87  and segid B)         ( resid 119  and segid B) 

      or 

 

     or 

 

     or 

           ( resid 105  and segid B)         ( resid 90  and segid B)         ( resid 120  and segid B) 

      or 

 

     or 

 

     or 

           ( resid 106  and segid B)         ( resid 91  and segid B)         ( resid 121  and segid B) 

      or 

 

     or 

 

     or 

           ( resid 108  and segid B)         ( resid 97  and segid B)         ( resid 122  and segid B) 

      or 

 

     or 

 

     or 

           ( resid 117  and segid B)         ( resid 100  and segid B)         ( resid 123  and segid B) 

      or 

 

     or 

 

     or 

           ( resid 124  and segid B)         ( resid 102  and segid B)         ( resid 126  and segid B) 

       or 

 

     or 

 

     or 

           ( resid 127  and segid B)         ( resid 103  and segid B)         ( resid 130  and segid B) 

      or 

 

     or 

 

     or 

           ( resid 128  and segid B)         ( resid 109  and segid B)         ( resid 133  and segid B) 

      or 

 

     or 

 

     or 

           ( resid 131  and segid B)         ( resid 110  and segid B)         ( resid 134  and segid B) 

      or 

 

     or 

 

     or 

    

Ce qui veut dire que HADDOCK doit trouver parmi cette liste de résidus de la deuxième sous-unité 

ou chaine B des partenaires au résidu 88 de la première sous-unité ou chaine A.  

 

Ces résidus sont déterminés .  

 

 

  



 

ANNEXES 

 

 

361 

 

ANNEXE 9    Résultats du Docking avec contraintes ambiguës par HADDOCK du complexe 

DDK/DDK  

 

      

. 

 

Rang 1 : les DDK sont en orientation "tête-bêche"  

  

Rang 2 : les DDK sont en orientation "tête-bêche". 

  

Rang 4 4- 5- 5 
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ANNEXE 10 - Évaluation du complexe DDK/DDK par PISA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Vue stéréo des contacts non covalents inter-sous-unités montrés par PISA (rouge et vert). Les 

domaines DDK sont en bleu. 
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ANNEXE 11- Résultats du Docking par HADDOCK  du complexe GARP/DDK 

 

 

Les deux premiers groupes classés par HADDOCK en sortie de modélisation.  

t des clusters avec le plus de représentants. Le premier est retenu 
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ANNEXE 12 - Évaluation du complexe GARP/DDK par PISA 

 

 

Vue stéréo des contacts non covalents inter-sous-unités montrés par PISA (rouge et vert). Le domaine 

DDK est en bleu et le domaine GARP en cyan. 
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RÉSUMÉ : Les relais de phosphorylation de type histidine/aspartate constituent des voies de signalisation impliquées dans la 

perception et la transduction des sig

Histidine aspartate Kinase (HK), des protéines navettes en charge de la transmission du phosphate (HPt) et des Régulateurs de 

tème dans la transduction du signal de la contrainte osmotique est avérée chez la 

levure et fortement suspectée chez Arabidopsis e cette voie 

-B. HK1, un osmosenseur 

membranaire détectera

dégagerait entre ces trois HPt et certains RR-

pour deux des représentants des RR-B témoigne 

facteurs de transcription dont la fonction a été confirmée in planta 

receveur du RR et son interaction avec le do

- -B à se fixer sur ses motifs de 

reconnaissance (boîtes AGAT) a pu être vérifiée in vitro 

-B 

dans la voie de transduction du signal de la contrainte osmotique, et propose notamment des mécanismes fins pour 

 
 

Mots-clés : phosphorelais multiple, Histidine-aspartate Kinase (HK), Histidine containing Phosphotransfer (HPt), Régulateurs 

de Réponse (RR), interaction, dimérisation, contrainte osmotique, Populus 

ABSTRACT: Multistep His-to-Asp phosphorelay systems are signaling pathways devoted to signal perception and transduction 

for establishment of specific responses. These systems are composed of three successive partners: Histidine-aspartate Kinases 

(HKs), Histidine-containing Phosphotransfer proteins (HPts), and Response Regulators (RRs). One of the best characterized 

corresponding systems is the osmo-responsive pathway in yeast. Such systems are also suspected in Arabidopsis. This work 

aimed to characterize the involvement of an osmosensing pathway in Populus by identifying HPt and RR elements 

downstream of HK1 and to reveal the underlying mechanisms for the activity of a RR-B. HK1, membrane osmosensor, is 

expected to be responsible for signal detection and propagation by triggering the activation of three preferential HPt. 

Furthermore, an interacting partnership between those HPts and particular B-type RRs was observed. Two of them appear to 

be regulated by an osmotic stress, suggesting their possible involvement in this pathway. The B-type RR members, the final 

output elements of the pathway, act as transcription factors, as shown for at least for one of them in planta. Taken together, 

the dimerization of the RR receiver domain and its interaction with its DNA binding domain (GARP), are likely key 

checkpoints in the regulation of RR-B activity. Besides, the ability of one RR-B to bind its cognate specific DNA sequences 

(AGAT boxes) was confirmed in vitro and those were found in promoters of osmotic response genes. This work opens up 

prospects for the involvement of RR-B in the osmotic stress signaling pathway and suggests mechanisms tuning induction of 

specific responses. 
 

Keywords: multistep phosphorelay, Histidine-aspartate Kinase (HK), Histidine containing Phosphotransfer protein (HPt), 

Response Regulator (RR), interaction, dimerisation, osmotic stress, Populus 
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