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LISTE DES ABREVATIONS

ADN Acide désoxyribonucléique
ADNec¢ Acide désoxyribonucléique complémentaire

ADN-T Acide désoxyribonucléique de transfert

ADP Adénosine diphosphate

APX Ascorbate peroxydase

ARN Acide ribonucléique

ARNm Acide ribonucléique messager
ARNr Acide ribonucléique ribosomique
ATP Adénosine triphosphate

BT Thermotolérance basale

CAT Catalase

CcO Centre organisateur

CQ Centre quiescent

DNAse Acide désoxyribonucléase

DTT dithiothréitol

G6PDH Glucose-6-phosphate déshydrogénase
GFP Green fluorescent protein

GPX Glutathion peroxydase

GR Glutathion réductases

GRX Glutarédoxine

GSH Glutathion sulfhydryle

GSNO Nitrosoglutathion

GSSG Disulfure de glutathion

FPLC Fast protein liquid chromatography
FTR Ferrédoxine-thiorédoxine réductase
HSF Facteur de stress thermique

HSP Protéine de choc thermique

HSR Réponse au stress thermique

KD Knock-down

KO Knock-out

LAT Thermotolérance acquise a long terme



MAC
MAR
MCP
MDH
NAD"
NADH
NADP*
NADPH
NES
NLS
NO
NTR
RT-qPCR
PAGE
PDI
RubisCO
ROS
SAT
SDS
SOD
TAIR
TBS-T
TMHT
TRX
WT

7C

M

M¢éristeme apical caulinaire

Méristéme apical racinaire

Mort cellulaire programmée

Malate déshydrogénase

Nicotinamide adénine dinucléoside oxydé
Nicotinamide adénine dinucléoside réduit
Nicotinamide adénine dinucléoside phosphate oxydé
Nicotinamide adénine dinucléoside phosphate réduit
Nuclear Export Signal

Nuclear localization sequence

Oxyde nitrique

Thiorédoxine réductase dépendante du NADPH
Reverse transcriptase-quantitative polymerase chain reaction
Polyacrylamide gel electrophoresis

Proteines disulfures isomérases

Ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygénase
Especes réactives de I’oxygéne

Thermotolérance acquise a court terme

Sodium dodecyl sulfate

Superoxyde dismutase

The arabidopsis information ressource

Tris buffer saline + Tween

Thermotolérance a des températures modérément élevées
Thiorédoxine

Wild type (type sauvage)

Zone Centrale

Zone méristématique
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Figure 1 : Cycle de vie d’Arabidopsis thaliana.

(A) Les différents stades du cycle de vie d’4. thaliana (accession Columbia) : les graines provenant des
siliques, la plantule (11 jours), la croissance végétative (39 jours), et la phase de reproduction (45 jours).
Photographie a différents grossissements de la fleur (B), du grain de pollen (microscopie électronique a
balayage) (C) et des siliques matures (a gauche : silique fermée ; a droite : ouverte avec quelques graines
restantes) (D). Les racines ne sont pas représentées dans cette figure. Adaptée de Kramer, 2015.




I.

INTRODUCTION

Ce manuscrit réunit les recherches menées sur la glutarédoxine S17 (GRXS17) durant ces trois
derniéres années (Octobre 2015 a Septembre 2018). Les travaux ont été orientés vers une recherche
de la fonction moléculaire de cette protéine dans deux différentes voies : la croissance racinaire et la
thermotolérance. Comme vous allez le découvrir au fur et a mesure de votre lecture, GRXS17 est
importante dans différents tissus, différentes voies et également lors des changements
environnementaux. Différentes pistes ont été explorées et ont mené a de nombreux résultats.
L’introduction qui va suivre est assez large et regroupe ces différents axes explorés.

Bonne lecture,

Généralités : présentation du modele d’étude

Les plantes supérieures terrestres sont des organismes multicellulaires généralement fixés,
photosynthétiques et autotrophes existant depuis des millions d’années. Arabidopsis thaliana est une
plante modele étudiée en laboratoire qui appartient a la famille des Brassicacées. Cette plante a fleurs

est une dicotylédone ayant un cycle de vie court de huit semaines graine a graine.

I.1 Le cycle de développement d’ Arabidopsis thaliana :

Le cycle de développement d’Arabidopsis thaliana et plus généralement des plantes a fleurs se
déroule en plusieurs étapes et débute par la germination de la graine (Figure 1A) (Krédmer, 2015). Elle
est caractérisée par 1’absorption d’eau par la graine et la formation d’une radicule et d’une pousse
composée d’un ou de deux primordia foliaires (monocotylédones ou dicotylédones). Cette
germination est permise lorsque les conditions sont propices (eau, température, lumiere et oxygene)
et est régulée par les gibbérellines sécrétées par I’embryon, hormones permettant ’utilisation des
réserves nutritives de I’albumen par ce dernier. Une fois la germination terminée, la plantule va
débuter sa phase de croissance (phase végétative) et développer ses différents organes. Parmi eux, il

y a les feuilles qui permettent d’effectuer la photosynthése, la respiration et la transpiration.
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Figure 2 : Représentation schématique d’une section longitudinale de la racine d’Arabidopsis
thaliana.

Schématisation d’une racine primaire, des poils absorbants et de I’initiation d’une racine latérale. Les
différentes couches cellulaires de la racine sont représentées par différentes couleurs. La racine primaire
est composée de trois zones distinctes : la zone méristématique, la zone d’¢longation et la zone de
différenciation ou s'initient les racines latérales. Modifiée de Somssich et al., 2016.



Arabidopsis thaliana présente un appareil foliaire proche du sol formant une rosette. L’appareil
racinaire est composé d’une racine primaire, de racines secondaires et de poils absorbants (Somssich
et al., 2016) (Figure 2). Les racines sont importantes pour I’absorption de nutriments et d'eau mais
aussi pour la structure en fixant la plante dans le sol. Enfin, la plante va terminer sa croissance
végétative et débuter sa phase reproductrice en développant son appareil reproducteur (Figure 1A).
Arabidopsis thaliana va commencer par générer une hampe florale principale composée d’une tige
et de fleurs (organes reproducteurs), puis des hampes florales secondaires. Son mode de fécondation
est de type autogame, elle va générer des graines qui seront contenues dans des siliques fines et

allongées (Figure 1A-D).

I.2 La croissance de la plante :

La croissance des plantes est régulée par deux parametres : le nombre de cellules et leur taille. Pour
le premier paramétre, les cellules accomplissent la mitose afin de se dupliquer, ce phénomeéne
s’appelle la prolifération cellulaire (mérése). Pour le second paramétre, les cellules augmentent la
taille de leur vacuole et s’accroissent par expansion cellulaire (auxése). Le développement des
organismes multicellulaires repose sur le maintien d'un pool de cellules souches. Chez les plantes,
ces cellules sont intégrées dans des tissus appelés méristeémes qui offrent un environnement dédié¢
pour l'auto-renouvellement a long terme, ces cellules indifférenciées se divisant indéfiniment par
mitose (Wendrich and Weijers, 2013). Il existe deux méristemes : les méristémes apicaux importants
pour la croissance longitudinale et 1’élaboration des organes (feuilles, fleurs, bourgeons axillaires et
racines) et les méristemes latéraux impliqués dans la croissance radiale. Il y a deux types de méristeme
apical : le méristeme apical caulinaire (MAC) et racinaire (MAR) (Figure 3). La division cellulaire
des cellules souches génere de nouvelles cellules filles qui, une fois déplacées de ce réservoir de
cellules souches, accomplissent d’autres divisions cellulaires. Ces cellules filles vont ensuite se
différencier en un type de cellules spécifiques (Sablowski, 2007).

Le controle hormonal est un facteur clé de la croissance. Des hormones telles que 1’éthylene, les
gibbérélines, les cytokinines et 1’auxine jouent un role primordial dans la croissance de la plante
(Achard et al., 2003, 2009; Dello Ioio et al., 2007; Finet and Jaillais, 2012; Vanstraclen and Benkova,
2012). Ce controle hormonal se produit a tous les stades de la croissance des plantes. Par exemple,
les phytohormones comme 1’auxine, les cytokinines, 1’éthyléne, I’acide abscissique, les gibbérellines
et les brassinostéroides jouent un role important dans la croissance aérienne (Kurakawa et al., 2007,
Sablowski, 2007; Yruela, 2015). Dans les racines, 1’auxine, les cytokinines, I’éthyléne et les

gibbérellines sont les principaux régulateurs de la prolifération et l'expansion de la racine
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Figure 3 : Représentation schématique des méristémes apicaux caulinaire (MAC), racinaire (MAR)
et du méristéme floral.

(A) Schéma du méristéme apical caulinaire compos¢ du centre organisateur (CO) se trouvant dans la zone
centrale (ZC) puis de la zone périphérique (ZP), de la zone médullaire (ZM), des couches cellulaires L1 et
L2 (tunica) et L3 (corpus) et des deux primordia foliaires P1 et P2. Les couleurs représentent les zones
d’expression des différents génes : en orange WUS dans le CO, en rose CLV3 dans la ZC et en violet
CLV1 et CLV2/CRN dans la ZC et la ZP. (B) Schéma du méristéme apical racinaire composé de la zone
méristématique ou se trouve le centre quiescent (CQ). Les couleurs représentent les zones d’expression
des différents génes : WOXS5 dans le CQ, CLE40 et ACR4 dans les cellules de la columelle. (C) Schéma
d’un méristéme floral au stade 6 qui a évolué a partir d’un méristeéme végeétatif (inspiré de Huang et al.,
2017) . En rose, la zone d’expression d’AG, KNU, WUS et AP2.



(Ubeda-Tomas et al., 2009; Schaller et al., 2015; Vanstraclen and Benkova, 2012; Yamada and Sawa,
2013).

Enfin, d’autres ¢léments sont impliqués dans la croissance de la plante. Il s’agit des especes réactives
de I’oxygene (ROS) et de la signalisation redox (impliquant les systémes de réduction) (Considine
and Foyer, 2014; Schmidt and Schippers, 2015; Rouhier et al., 2015; Kocsy et al., 2013; Tsukagoshi,

2016). Les roles de ces deux €léments sont exposés respectivement dans les paragraphes I1.3. et V.3.2.

1.2.1 La croissance racinaire :

La croissance des racines est la balance entre la prolifération cellulaire et la différenciation a la pointe
de la racine (Petricka et al., 2012). Comme vu précédemment, 1’appareil racinaire est composé d’une
racine primaire et de racines secondaires (Figure 2) (Somssich et al., 2016). La racine primaire est
composée de 3 zones distinctes : la zone méristématique (MAR), la zone d’élongation et la zone de
différentiation ou s'initient les racines latérales (ou secondaires). Elle est composée de différentes
couches cellulaires qui possedent toutes une fonction bien définie (Figure 2). Par exemple, la coiffe
radiculaire qui protége le méristéme apical racinaire (MAR), contrdle le gravitropisme de la racine
au niveau des cellules de la columelle via les amyloplastes (Baldwin et al., 2013). Les racines
secondaires, issues du péricycle situé autour du faisceau conducteur, accroissent I’étendue de
’appareil racinaire en fournissant une architecture racinaire ramifiée (Vermeer and Geldner, 2015).
Elles ont une morphologie comparable a celle de la racine primaire et possédent un méristeme apical
racinaire que 1’on appelle méristéme dérivé. Enfin, les poils absorbants, situés dans la zone de
différentiation, sont constitués d’une seule cellule trés allongée du fait de leur grande vacuole. Ces
poils, présents en trés grand nombre, notamment sur les racines latérales, permettent d’absorber des
sels minéraux et de 1’eau par osmose.

Le MAR contient la réserve de cellules souches, comprenant les cellules du centre quiescent (CQ),
rarement en division et elles contrdlent les cellules souches environnantes (aussi appelées cellules
initiales) (Figure 3B). Apres la division d'une cellule initiale, la cellule fille s'allonge et commence
alors a se différencier dans la zone d’¢longation (Beemster and Baskin, 1998). La zone de maturation
ou différentiation est ainsi caractérisée par des cellules qui ont terminé 1'allongement et qui sont
fortement engagées dans la différenciation, y compris le développement des poils absorbants et la
formation de tissus vasculaires (Cafio-Delgado et al., 2010). Le développement de la racine est donc
déterminé par l'activité dans ces trois zones. D’autres éléments clés jouent un role essentiel dans le

fonctionnement du MAR et dans le développement racinaire (Figure 3B). Un homologue proche de



WUSCHEL (WUS), le facteur de transcription WOXS, qui est exclusivement exprimé dans les
cellules du CQ , maintient la réserve de cellules souches (De Smet et al., 2007). CLE40, homologue
de CLV3, contrdle la prolifération des cellules souches en inhibant WOXS5 via le récepteur ACR4
(Hobe et al., 2003; De Smet et al., 2008; Stahl et al., 2009).

[.2.2 La croissance foliaire :

La croissance foliaire est caractérisée par le développement de nouvelles tiges et feuilles. Elle est
permise par 1’activité du MAC. Le MAC est établi pendant I'embryogenése et donne naissance a tous
les tissus aériens d'une plante. Lors de la phase végétative, il produit des feuilles et lors de la phase
de reproduction, le systéme reproductif. Le MAC est une partie non différenciée de 1’apex aérien situé

au dessus de la feuille la plus jeune (Figure 3A) (Gaillochet et al., 2015).

Le MAC peut étre divisé en trois zones fonctionnelles : la zone centrale (ZC), la zone périphérique
et la zone médullaire (Figure 3A). La ZC abrite le centre organisateur (CO) et les cellules souches
assurant le maintien du méristéme. Le nombre de cellules souches est limité et leurs cellules filles
sont déplacées vers la périphérie pendant le développement ou elles peuvent entrer dans une voie de
différenciation. C’est donc une région ou les cellules méristématiques initient la formation d’organes.
La zone méristématique (ZM), quant a elle, produit les tissus internes de la tige. Chez Arabidopsis
thaliana, le facteur de transcription a homéodomaines WUSCHEL (WUS) exprimé dans le CO, va
permettre la multiplication et le maintien d’une réserve de cellules souches (Figure 3A) (Mayer et al.,
1998). Le nombre de cellules souches produites est contrdlé afin de maintenir un niveau constant de
cellules par I’action du petit peptide CLAVATA3 (CLV3) sécrété dans la zone centrale (Brand et al.,
2000; Ohyama et al., 2009). Il s’agit d’une boucle de rétroaction ou CLV3 se lie au récepteur de
kinase CLAVATA1 (CLV1) ce qui va inhiber I’expression de WUS (Ogawa et al., 2008). Le nombre
de cellules souches va alors décroitre ainsi que 1’expression de CLV3 ce qui va favoriser I’expression
de WUS et donc augmenter le nombre de cellules souches. CLV3 est également impliqué dans une
seconde voie d’inhibition qui comprend CLAVATA2 (CLV2) (Jeong et al., 1999) et la kinase
CORYNE (CRN) (Muller et al., 2008), qui peuvent interagir via leurs domaines transmembranaires
pour reconstituer un récepteur fonctionnel et inhiber WUS (Figure 3A). Le systeme de régulation est
donc assez similaire entre le MAC et le MAR avec des protéines homologues mais a la différence de

CLEA40, CLV3 provient des cellules différenciées et non des cellules souches comme cette dernicre.



[.2.3 La reproduction :

Comme pour la croissance aérienne et racinaire plusieurs ¢léments entrent en jeu ou les
phytohormones comme 1’auxine, les cytokinines, 1’éthyléne, 1’acide abscissique, les gibbérellines et
les brassinostéroides jouent un rdle important. Lorsque la plante débute la transition de la phase
végétative a la phase reproductive, le MAC va évoluer en méristeme floral par I’expression de
nouveaux genes, tels que LEAFY (LFY), AGAMOUS (AG), APETALA 1 (AP1) et TERMINAL
FLOWER 1 (TFL1) qui vont permettre le passage du méristéme végétatif au méristéme floral (Figure
3C) (Deant, 1998). L’expression de WUS va diminuer progressivement au cours du développement
floral a cause d’AG (Lohmann et al., 2001). AG est exprimée au centre de la fleur et favorise la
formation d'étamines et de carpelles (depuis les cellules souches). La protéine AG active 1’expression
de KNUCKLES (KNU), un répresseur transcriptionnel de type doigt de zinc, en se liant a sa région
promotrice (Figure 3C) (Payne et al., 2004; Sun et al., 2009). Cependant, la répression de WUS par
KNU reste hypothétique. Enfin, des récentes études suggerent que AP2 pourrait réprimer 1’ expression
de KNU (Huang et al., 2017). 1l servirait a réguler la boucle AG/KNU/WUS afin de maintenir un

équilibre.

La floraison est caractérisée par la croissance d’une hampe florale primaire et des hampes florales
secondaires portant toutes les boutons floraux (Figure 1A). La fleur s’organise de la maniére
suivante : quatre sépales, quatre pétales, six étamines et deux carpelles (Figure 1B). Une fois la
fécondation accomplie dans la fleur par la rencontre du pollen et de I’ovule via le tube pollinique, des
siliques fines possédant les graines a I’intérieur vont se former (Figure 1A, C et D). Les siliques
matures vont sécher ce qui va fragiliser son enveloppe et permettre la dissémination des graines
(Figure D) et le début d’un nouveau cycle si les conditions environnementales sont favorables (Figure
1A). Lors de ce nouveau cycle, la plante peut faire face a des variations environnementales externes

I’obligeant a maintenir un équilibre interne.
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I1.

Les especes réactives de I’oxygene (ROS) :

II.1 Généralités :

L’homéostasie est la maintenance d’un environnement interne constant en dépit des changements
externes environnementaux (stress abiotiques) ou des attaques de pathogénes (stress biotiques). Les
plantes sont constamment soumises a des changements dans leur environnement, les amenant a
modifier leur métabolisme afin de maintenir un équilibre stable entre la production d'énergie et sa
consommation. Cet équilibre dépend largement d'un réseau de signalisation qui coordonne trois des
processus les plus critiques dans la vie des plantes : la photosynthése, la respiration et la
photorespiration. Ces activités sont liées au transfert d'électrons, a des substrats, des réducteurs et de

I'énergie (Noctor et al., 2007; Foyer and Noctor, 2009; Pfannschmidt et al., 2009).

L'apparition de conditions aérobies a donné aux organismes la possibilité d'utiliser 'oxygéne comme
accepteur d'électrons leur permettant d'exploiter ses propriétés réactives pour le métabolisme et la
signalisation (Schippers et al., 2012). L'utilisation de 1'énergie favorable au métabolisme a ouvert la
voie au développement d’organismes multicellulaires complexes (Schippers et al., 2012;
Schirrmeister et al., 2013). Les organismes aérobies utilisent le dioxygene (O2) pour leur production
d’énergie en tant qu’accepteur final d’¢lectrons lors de la photorespiration cellulaire. Cette réaction
qui fait appel a la photosynthese et a la chaine mitochondriale de transport d’électrons aboutit a la
réduction de I’O; en H>O. La forme de 1’0 la plus stable est sous forme de triplet, c'est-a-dire que la
molécule contient deux électrons non appariés de spins paralleles sur sa couche la plus externe
(Halliwell, 2006). Un apport d’énergie comme la lumiere provoque le réarrangement de ces électrons
qui ont alors des spins antiparalléles ce qui aboutit & deux formes singulets de 1’0z (la forme 'Y, qui
évolue rapidement sous la forme 'A,, la plus commune). Sous ces deux états, 1’'O, augmente
fortement son pouvoir oxydatif et peut directement oxyder des protéines, des lipides et de I’ADN
(Halliwell, 2006). L’'O, peut étre éliminé par quatre réductions mono-électriques qui le convertissent
en anion superoxyde (O2°*"), en peroxyde d’hydrogéne (H20.), en radical hydroxyle (HO®*/HO"), puis
en eau (H20) (Figure 4 et 5) (Mittler et al., 2011; Waszczak et al., 2018). Ces molécules sont nommées
les especes réactives de 1’oxygene (ROS). Certains ROS peuvent étre réduits par des enzymes anti-
oxydantes. L’O,°*" peut étre réduit en H>O; par la superoxyde dismutase (SOD) (Figure 5) et ’H,0»
par les peroxyrédoxines (PRX), les ascorbates peroxydases (APX) et les catalases (CAT) (décrit dans
le IV. 1. 2.) (Noctor et al., 2017, Waszczak et al., 2018). En complément, les processus

photorespiratoires génerent des ROS dans les peroxysomes (Figure 5)






(Mittler et al., 2011; Noctor et al., 2017; Waszczak et al., 2018). De plus, la production de ROS
extracellulaire dans 1’apoplaste implique des enzymes comme les peroxydases apoplastiques, les

polyamines oxydases et les NADPH oxydases de la membrane plasmique (Figure 5).

Les ROS sont définis comme des molécules présentant une réactivité chimique supérieure a celle de
1'02 (Noctor et al., 2017; Waszczak et al., 2018). En fonction de leur concentration dans la cellule, les
ROS peuvent donc étre soit bénéfiques, soit nuisibles. L’état d’oxydation de la cellule eucaryote
végétale est différent dans chaque compartiment. Le réticulum endoplasmique, 1’espace
intermembranaire de la mitochondrie et le lumen des thylacoides sont des compartiments oxydants
alors que le cytosol et le stroma des chloroplastes sont des milieux réducteurs (Meyer et al., 2007;
Schwarzlidnder et al., 2008). Concernant 1’aspect bénéfique des ROS, il est largement reconnu que la
régulation redox impliquant les ROS est un facteur clé modulant les activités cellulaires (Allen and
Tresini, 2000; Dat et al., 2000). En effet, lorsque la production de ROS est contrdlée, ceux-ci agissent
comme messagers secondaires, aux cotés d'autres médiateurs comme le calcium, non seulement dans
les réponses des plantes aux pathogeénes mais aussi dans la signalisation hormonale et la réponse a
des stress abiotiques comme le stress thermique (Pei et al., 2000; Mittler et al., 2012; Schmidt and
Schippers, 2015; Jacob et al., 2017). Les ROS peuvent déclencher la mort cellulaire programmée
(MCP), lors du développement comme la mort cellulaire de la couche aleurone, la sénescence des
feuilles et aussi lors de divers stress abiotiques et biotiques (Bethke and Jones, 2001; Apel and Hirt,
2004; de Pinto et al., 2012). L’ensemble des ROS peut activer la MCP. Par exemple, la mort cellulaire
associée au stress oxydatif induit par 1’'Ox chloroplastique est le résultat de I’action de deux protéines,
EXECUTERI et 2 (EX1 et 2) qui vont transmettre le signal au noyau (Lee et al., 2007). Le ROS le
plus étudié lors de cette MCP est I’H>0,. Concernant ’aspect toxique des ROS, une production
incontrdlée comme lors d’un changement brutal de conditions environnementales (ex : stress
thermique) va provoquer un stress oxydatif. Ce changement brutal va, par exemple, impacter la chaine
de transport d'électrons (ETC) dans les chloroplastes et les mitochondries et la photorespiration dans
les peroxysomes (Noctor and Foyer, 1998; Dat et al., 2000). Ceci va générer des ROS qui peuvent
oxyder les composés cellulaires environnants comme I’ADN, les lipides et les protéines et ainsi,

perturber I’homéostasie de la cellule.

I1.2 Génération de ROS par les organismes photosynthétiques : exemple de la
photosynthése

La source majeure des ROS dans les organismes photosynthétiques supérieurs provient du
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20,+2e >20,* (1)

2 0, +2 H* > H,0,+ 0, (2)

réaction de Fenton

Fe?*+ H,O, > Fe3*+ OH- + OH* (3)

réaction d’Haber-Weiss
H,0O, + O,*- 2> OH-+ OH* + O, (4)
(Fe3* > Fe?*)

Figure 6 : Production de ROS au cceur de la chaine photosynthétique.

Les réactions 1 et 2 représentent la photoréduction de I’oxygéne en H,O, se déroulant au niveau du PSI.
(1) L’auto-oxydation de la ferrédoxine réduite catalyse cette réaction. (2) la superoxyde dismutase avec
I’aide d’un cofacteur métallique de type Cu/ZN catalyse la dismutation de ’anion superoxyde (Asada et
al.,, 1974). En parall¢le, 1’anion superoxyde peut aussi étre créé minoritairement par auto-oxydation au
niveau du PSII (Ireland et al., 1985). (3) Selon la réaction de Fenton, le peroxyde d’hydrogéne réagit avec
le fer ferreux (Fe?*) pour former des radicaux hydroxyles ou bien (4) avec ’anion superoxyde et le fer
ferrique (Fe*") pour générer ces radicaux et de 1’0, selon la réaction d’Haber-Weiss.



chloroplaste (Figure 5) (Foyer and Noctor, 2003). La photosynthese se déroule en deux étapes : une
phase photochimique et une phase d’assimilation. Durant la phase photochimique, 1’énergie
lumineuse est convertie en énergie chimique. Concrétement, les électrons de 1’eau sont transférés au
NADP" (I’accepteur final) via I’utilisation de I’énergie lumineuse (photons) collectée dans le
photosysteme II, ce qui provoque la formation d’oxygene et la libération de protons. Plusieurs
intermédiaires entrent en jeu dans ce transfert d’électrons: des plastoquinones, le complexe
cytochrome b6f et les plastocyanines se trouvant dans le photosystéme 1. L’énergie qui est également
collectée dans ce photosystéme permet le transfert du pouvoir réducteur vers les ferrédoxines. La
ferrédoxine réduite va étre utilisée par le systéme thiorédoxine (TRX) (décrit dans V. 2.). La
ferrédoxine-NADP" réductase utilise ces électrons pour réduire le NADP* en NADPH. Ce NADPH
va également servir de réducteur pour de nombreuses enzymes telles que la NADPH-dépendante
gluthathion réductase (GR). Ce transfert linéaire d’électrons se déroule en simultané avec le gradient
de protons créé lors de la photolyse de I’eau et de I’oxydation des plastoquinols. Ceci va permettre la
création d’une force proton-motrice qui est utilisée pour la formation d’ATP a partir d’ADP et de
phosphate inorganique (Pi) via I’ATP synthase. Par la suite, cette énergie chimique nouvellement
produite va étre consommée durant la phase d’assimilation pour la production de composés carbonés
lors du cycle de Calvin-Benson (Bassham et al., 1950). La réaction de carboxylation qui s’y produit
est la fixation du CO» atmosphérique sur le ribulose-1,5-biphosphate par la ribulose-1,5-biphosphate
carboxylase oxygénase (RuBisCO), ’enzyme clé de la photosynthese.

Des variations de 1’environnement et 1’absorption d’un exceés de lumiére peuvent perturber
I’homéostasie de ce systeéme photosynthétique comme cela a ét¢ montré dans plusieurs études et
générer une production excessive de ROS principalement au niveau des centres réactionnels des
photosystémes. Par exemple, de fortes températures inactivent de manicre irréversible certaines
enzymes telles que la RuBisCO (Crafts-Brandner and Salvucci, 2002). Un déficit hydrique peut quant
a lui entrainer la fermeture des stomates afin de limiter la perte d’eau ce qui provoque la diminution
de la concentration en CO; et impacte le cycle de Calvin-Benson (Lawlor, 2002). Comme évoqué
précédemment, dans ces conditions, I’oxygene peut devenir instable et étre réduit sous différentes
formes (Figure 4). L’O2 peut étre photoréduit en H>O; par deux réactions (1) et (2) décrites dans la
Figure 6 (se référer également aux Figures 4 et 5) (Asada et al., 1974; Ireland et al., 1985). L’H,0»
peut réagir avec du fer ferreux Fe?" (réaction de Fenton) ou avec 1’anion superoxyde et le fer ferrique

Fe’" (réaction d’Haber-Weiss) pour former des radicaux hydroxyles.
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I1.3 Les ROS et la croissance de la plante :

La production dirigée de ROS est cruciale pour plusieurs événements du développement chez les
plantes (Suzuki et al., 2011; Considine and Foyer, 2014). Des études soutiennent que les ROS peuvent
agir en tant que molécules signal, un rdle fonctionnel similaire aux hormones (Schmidt and Schippers,
2015). Comme vu précédemment, la MCP controlée par les ROS se produit pendant les processus du
développement (Bethke and Jones, 2001; Apel and Hirt, 2004; Gechev et al., 2005). Les ROS
conduisent aussi a l'inhibition de la croissance et du développement des plantes (Gill and Tuteja,
2010). 11 a été¢ montré que le traitement exogene a I’H>O; réprime I’expression des geénes liés au cycle
cellulaire et réduit la taille du méristéme racinaire (Tsukagoshi, 2012). Les dommages causés a I’ADN
arrétent la prolifération cellulaire (Tanaka et al., 2006; Roldan-Arjona and Ariza, 2009). L’H>O>
affecte également la prolifération du cortex (Cui et al., 2014). De plus, les ROS sont critiques pour
I’¢longation et I’expansion des racines mais également dans la différenciation des poils absorbants
(Foreman et al., 2003; Sundaravelpandian et al., 2013). Enfin, les ROS sont importants dans la
prolifération et la différenciation cellulaire dans les racines (Tsukagoshi, 2016). Les ROS agissent
¢galement avec les phytohormones. Par exemple, I’accumulation d’auxine augmente les ROS
notamment 1’H>O> dans la plupart des types cellulaires (Joo et al., 2001). Ce phénomene est observé
pour le gravitropisme ou un flux asymétrique d’auxine et la production de ROS sont déclenchés a la

pointe de la racine.

Le contrdle de la quantité de ROS et de leurs dommages est donc un aspect important de la croissance
des plantes. La balance rédox doit alors €tre ajustée dans ces voies. Ce controle est réalisé par la
détoxification des ROS via les molécules et les enzymes anti-oxydantes et par les systemes de
réduction comme les thiorédoxines (TRX) et les glutarédoxines (GRX) (Roubhier et al., 2015; Noctor
et al., 2017). Ces aspects sont décrits dans les parties IV. et V. 3. 2. ou dans ce dernier les roles de
certaines GRX dans le développement des plantes sont présentés. Le niveau de ROS intracellulaire
doit étre contrdlé dans d’autres contextes comme lors de stress environnementaux qui, comme nous
I’avons vu précédemment, peuvent perturber cet équilibre redox et provoquer les dommages associés

a la production excessive de ROS (Jaspers and Kangasjarvi, 2010; Suzuki et al., 2012).
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Figure 7 : Modéle schématique de la perception, la réponse et I’acclimatation a une augmentation
de la température chez les plantes.

L'augmentation de la température affecte de nombreux processus. De légers changements de température
peuvent altérer les propriétés de la membrane et activer un canal calcique. Le flux entrant de calcium qui
suit activerait les événements de transduction du signal et modifierait le métabolisme de la plante dans un
processus appelé acclimatation. Cette voie (en bleu et liée par des fléches pleines) peut servir de
mécanisme primaire de détection de la chaleur chez les plantes. Les changements supplémentaires induits
par la température incluent des altérations de la stabilité protéique et de l'exposition des résidus
hydrophobes des protéines, déplacement des histones dans le noyau, 1'accumulation de ROS, I'altération
des niveaux d'énergie cellulaire et le dépliement d'ARN qui pourraient agir comme des « ribo-switchs »
ou affecter la fonction des spliceosomes et des microARN. Ces voies (indiquées en noir) déclenchent
différents événements de transduction du signal et contribuent a l'acclimatation de la plante. Une
alternative a l'acclimatation est I'activation de la mort cellulaire programmée qui pourrait étre déclenchée
sur la base d'une compilation de différentes voies et conditions de transduction du signal. Adaptée de
Mittler et al., 2012.



III. Les plantes face aux stress environnementaux : I’exemple du stress
thermique

La plante fait fréquemment face a différents stress biotiques ou abiotiques qui peuvent perturber son
homéostasie cellulaire et impacter sa croissance et son développement (Boyer, 1982). Les stress
biotiques se traduisent par [’attaque d’un pathogene tels que les virus, les bactéries ou les
champignons. Les stress abiotiques peuvent étre de différente nature tels que I’excés de sel, la
sécheresse, le manque ou I’exces de lumicre, les carences et les exces des micro/macroéléments et les
changements de température. Les plantes, comme les autres organismes vivants, répondent a ces
contraintes en mettant en place de nombreux mécanismes d'adaptation. Ces changements majeurs
impliquent la reprogrammation de l'expression génique, la modification du protéome et du

métabolome.

Le stress thermique peut affecter de nombreux ¢léments de la cellule : 1a stabilité des membranes, des
ARN et des protéines, I’homéostasie redox, la structure du cytosquelette, la traduction, dégradation
des protéines et I’efficacité des réactions enzymatiques (Figure 7) (McClung and Davis, 2010;
Ruelland and Zachowski, 2010; Suzuki et al., 2012; Mittler et al., 2012). La température peut dans
des conditions extrémes déclencher la mort cellulaire due a de trop nombreuses protéines dénaturées,
agrégées et la perte de I’intégrité membranaire (Wahid et al., 2007). La signalisation calcique, les
kinases, les phosphatases, les facteurs de transcription et les ROS permettent la transduction du signal
afin d’enclencher un mécanisme de réponse (Figure 7) (Mittler et al., 2012). Celle-ci entraine une
réorientation de la machinerie transcriptionnelle vers 1’induction des protéines de choc thermique
(HSP), la synthése de phytohormones et 1’adaptation du métabolisme des sucres, des lipides, de

I’ARN, de la traduction et enfin des métabolites primaires et secondaires (Rizhsky et al., 2004).

III.1 La perception du stress thermique et la transduction du signal : réle des
membranes plasmiques, du calcium, des protéines kinases, des HSF et des
ROS

Des études chez la mousse Physcomitrella patens et chez Arabidopsis thaliana montrent que les
premiers évenements de perception du stress thermique se passeraient au niveau de la membrane
plasmique (MP) (Figure 8) (Saidi et al., 2009, 2010; Niu and Xiang, 2018). Ces ¢tudes ont été menées
sur plusieurs traitements thermiques différents (généralement 30°C-40°C) et de différentes durées (de

quelques minutes a plusieurs heures). L’augmentation de la température est pergue au niveau de la
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Figure 8 : La perception, la transduction du signal et la réponse au stress thermique.

(1) La perception du stress se ferait au niveau de la membrane plasmique (MP). La fluidité de la MP va
changer et cela entrainerait un influx de Ca?" dans la cellule. (2) Ce Ca?' intracellulaire activerait
différentes kinases qui vont activer plusieurs éléments comme des facteurs de transcription (FT) tels que
des HSF, WRKY et ZAT qui vont induire la réponse et des RBOH qui vont amplifier le signal ROS. (3)
La réponse au stress thermique est multidimensionnelle, la cellule va changer son transcriptome, son
protéome et son métabolome. Les ¢léments majeurs de cette réponse sont les enzymes anti-oxydantes
telles que les APX afin de détoxifier les ROS, les protéines chaperonnes comme les HSP pour protéger les
protéines de la dénaturation et enfin le co-activateur MBF 1¢ impliqué dans la voie du tréhalose, de I’acide
salicylique et de I’éthyléne.



MP par une modification de la fluidit¢é membranaire, ce qui induit I’activation des canaux calciques.
L’influx de calcium (Ca?") intracellulaire active la réponse au stress thermique (HSR) (Figures 7 et
8). Le génome d’Arabidopsis thaliana code 40 canaux calciques qui pourraient potentiellement se
localiser au niveau de la MP et servir de senseurs du stress thermique (Ward et al., 2009). La
suppression de la voie HSR dans les plantes supérieures par les inhibiteurs et chélateurs des canaux
calciques confirment le rdle essentiel de la signalisation calcique a partir de la MP dans la perception
du stress thermique (Busch et al., 2005). Ce signal calcique va activer la voie des kinases afin
d’induire les facteurs du choc thermique (HSF) d’une part et la production de ROS d’autre part
(Figure 8). Enfin, il a ét¢ montré que certaines HSF, comme HSFA 1a, vont former des homotrimeéres
via les ROS lors d’un stress thermique et étre relocalisées du cytoplasme au noyau pour y induire des

genes de réponses au stress thermique (Zou et al., 1998; Volkov et al., 2006).

III.1.1 Présentation des facteurs du choc thermique (HSF) :

Chez Arabidopsis thaliana, 21 HSF ont été identifiées (Nover et al., 2001; von Koskull-Doring et al.,
2007). Elles peuvent étre classées a partir des caractéristiques structurelles de leurs domaines en trois
groupes : A, B et C (Nover et al., 2001; Baniwal et al., 2004; Guo et al., 2016). Il y a trés peu d'études
sur les HSF de classes B et C chez la plante. Néanmoins, les membres de la classe B sont absolument
nécessaires a la plante pour la résistance au stress thermique. Chez Arabidopsis thaliana, HSFBI1 et
HSFB2b répriment 1’induction des HSP pendant la période de récupération du stress thermique
(lorsque ce dernier est fini) (Ikeda et al., 2011). Les HSF de classe A, notamment HSFAla, b, d et e,
ont été identifiées comme étant des acteurs de 1’activation de la HSR (Yoshida et al., 2011). Ces
facteurs de transcription se lient spécifiquement aux HSE (éléments de stress thermique) des genes
cibles afin de les activer (Liu et al., 2011). En effet, le double mutant perte de fonction (KO), hsfala/b,
est incapable de former des complexes de liaison avec le domaine HSE et 1'accumulation d'ARNm

des genes cibles est significativement altérée lors du stress thermique (Lohmann et al., 2004).

[I1.1.2 La production de ROS lors du stress thermique :

De nombreuses ¢études montrent que les différentes contraintes environnementales dont la haute
température induisent un stress oxydatif chez les plantes (Dat et al., 1998; Volkov et al., 2006; Suzuki
et al., 2012; Mittler et al., 2012; Hasanuzzaman et al., 2013; Jacob et al., 2017). Les ROS qui sont,
comme vu précédemment, des sous-produits du métabolisme aérobie, s'accumulent dans les cellules

au cours de stress abiotiques comme de fortes températures (Figures 7 et )
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Figure 9 : Représentation schématique de la voie HSF/HSP.

(1) En I'absence de stress, les HSF de classe A1 sont séquestrées par HSP90/70 et leurs cochaperones. Les
protéines DREB2A sont dégradées grace aux E3 ligases DRIP1/2 (Qin et al., 2008). Lors du stress
thermique (2), le nombre élevé de protéines mal repliées déclenche le recrutement de HSP90/70 et libére
les HSFA1 (4). Dans un contexte de ROS ¢élevé (5), les HSFA1 peuvent former des oligomeéres et sont
envoyées dans le noyau (6) pour se lier 8 HSE sur ’ADN et induire la transcription des génes cibles. Le
stress dii a la chaleur conduit & une inhibition de DRIP1/2 et a une accumulation de DREB2A (7).
DREB2A peut ensuite pénétrer dans le noyau et se lier au motif DRE pour activer I’expression des genes
cibles (8). Les protéines induites comprennent des FT qui réagissent positivement sur la transcription des
HSF, des HSP (9) ou des protéines qui participent au rétablissement de 'homéostasie (10). Aprés le stress,
le contenu HSF/HSP de la cellule est différent par rapport a I’avant stress. La quantité et la nature des
HSF/HSPs définissent I'état acclimaté. Modifiée de Jacob et al., 2017.



(Miller et al., 2008; Jaspers and Kangasjérvi, 2010). En effet, pendant le stress thermique, les niveaux
de ROS augmentent considérablement, entrainant des dommages importants aux macromolécules
végétales et aux structures cellulaires (Gill and Tuteja, 2010). Les ROS sont produites de deux fagons
différentes lors d’un stress thermique : par des NADPH oxydases de type RBOH ou dans les organites
tels que le chloroplaste ou la mitochondrie, ou la production de ROS nécessaire a leur fonctionnement
augmente fortement (Figure 5). Une des espéces réactives de 1’oxygeéne générée lors d’un stress
thermique est I’H>O». En effet, des stress thermiques courts peuvent entrainer des augmentations tres
rapides de peroxyde d'hydrogéne (Mittler, 2002; Volkov et al., 2006; Baxter et al., 2014). Des études
suggerent que I’ AtHSFA4a et I’ AtHSFAS, répondant aux changements redox, pourraient agir comme
des senseurs de ROS (Qu et al., 2013). Ces facteurs de transcription présents dans la cellule seraient
capables de détecter les ROS comme I’H>O: produit lors du stress thermique (Volkov et al., 2006;
Miller and Mittler, 2006; Miller et al., 2008). Ils pourraient enclencher la voie MAPK afin d’induire
des NADPH oxydases telles que RBOHD et F. Ces NADPH oxydases vont donc faire augmenter la

quantité de ROS intracellulaire.

I1.1.3 Le r6le des HSF et des ROS dans I’induction de la réponse au stress
thermique (HSR) :

Les HSF, notamment les HSF de classe A et les ROS sont impliqués dans 1’induction de la réponse
au stress thermique (Figures 7 et 8). En absence de stress, les HSF de classe A1 sont séquestrées par
HSP90/70 et leurs co-chaperonnes (Figure 9) (Zou et al., 1998; Jacob et al., 2017). Les protéines
DRE-BINDING PROTEIN 2A (DREB2A) sont dégradées grace aux E3 ligases DRIP1/2 (Qin et al.,
2008). Le stress thermique conduit a I’inhibition de DRIP1/2 et a une accumulation de DREB2A, qui
peut se lier au motif DRE dans le noyau pour activer I’expression des geénes cibles (Figure 9). Lors
de ce stress, le nombre ¢levé de protéines mal repliées déclenche le recrutement de HSP70 et de
HSPO0 et libere les HSFA1 (Jacob et al., 2017). Dans un contexte de ROS élevées, les protéines
HSFA1 peuvent former des oligomeéres et sont envoyées dans le noyau pour se lier au motif HSE sur
I’ADN et induire la transcription des geénes cibles (Barros et al., 1992). En effet, il a ét¢ montré que
I’H>O: était capable d’induire la trimérisation d” HSFAla et la liaison des trimeres sur les HSE
(Volkov et al., 2006; Liu et al., 2013b). Certaines HSF sont phosphorylées par des MAPK lors du
stress thermique. Par exemple, HSFA2 est phosphorylée par la MAPK6 sur sa T249 ce qui va
permettre sa relocalisation (Evrard et al., 2013). Les MAPK3 et 6 phosphorylent HSFA4 sur sa S309
et pour lui permettre d’activer la transcription d’HSP17.6 (Perez-Salamo et al., 2014). Ces deux

MAPK vont étre activées par ’H>O (Kovtun et al., 2000; Mittler et al., 2012; Quet al., 2013). L’H20»
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est donc un composé essentiel dans 1’expression des geénes induits lors de stress thermiques
notamment les HSP (Jacob et al., 2017). Par exemple, chez la tomate et le riz, ’HSP22 mitochondriale
et ’HSP26 chloroplastique, sont induites par I’H>O» (Banzet et al., 1998; Lee et al., 2000). Chez les
cyanobactéries et Arabidopsis thaliana, la forte lumiére et ’H>O» respectivement, induisent les
ARNm de certaines HSP et HSF (Hihara et al., 2001; Desikan et al., 2001). Enfin, les AtHSP17.6 et
AtHSP18.6 ont des niveaux d’expression comparables suite a un traitement thermique ou un

traitement a I’H>O> (Volkov et al., 2006).

III.2 L’induction des génes de réponse au stress thermique (HSR) :

Les génes de la HSR vont étre activés afin de répondre au stress thermique. La réponse est composée
de FT et de protéines qui participent au rétablissement de 'homéostasie et d’HSP (Figures 8 et 9).
Premierement, I’expression des facteurs de transcription de type ZAT, ZAT10 et 12 est activée. Ils
vont induire la production d’enzymes anti-oxydantes, APX1 et APX2, afin de réguler la quantité
intracellulaire de ROS (Figure 8) (Sangwan et al., 2002; Suzuki et al., 2011; Miller et al., 2008). Il a
été suggéré que ’AtHSFA4a et ’AtHSFAS pourraient étre les activateurs de cette voie. Ces HSF
pourraient aussi induire le facteur de pontage multi-protéique 1¢ (MBF1c). Ce dernier est impliqué
dans la voie du tréhalose, un sucre composé de deux glucoses et des phytohormones (Mittler et al.,
2012). D’autres enzymes anti-oxydantes comme la catalase (CAT) et de la superoxyde dismutase

(SOD) vont également étre induites (Driedonks et al., 2015).

Dans toutes les espéces étudiées, le stress thermique entraine la production de protéines de choc
thermique (HSP). Cette production est controlée par toute la chaine de perception décrite plus haut
(Figures 7, 8 et 9) (Jacob et al., 2017). Les HSP ont un ro6le clé dans la réponse et la résistance au
stress thermique. Les plantes sont uniques dans le nombre et la complexit¢ des HSP qu’elles
produisent lors du stress (Jakob and Buchner, 1994; Schoffl et al., 1998). Elles sont classées en
plusieurs familles en fonction de leur poids moléculaire : HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 et les
petites HSP. Les mutants de certaines d’entre elles tels que Asp70, hsp90 et hspl101 affichent une
survie réduite en réponse au stress thermique ce qui démontre leur importance dans cette réponse (Su
and Li, 2008; Yamada et al., 2007; Queitsch et al., 2000). Elles présentent une fonction de chaperonne
en conditions de stress thermique mais également en conditions normales (Jaenicke and Creighton,
1993; Boston et al., 1996; Jacob et al., 2017). Une partie d’entre elles sont donc produites de maniere
constitutive a température normale, d’autres induites lors de stades développementaux particuliers et

enfin certaines seulement en réponse au stress thermique. En conditions normales, elles controlent la
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Figure 10 : Activité foldase : exemple du cycle de réaction ATP-dépendant de ’HSP70.

En absence de substrat sous forme non-native, ’HSP70 est maintenue en état ouvert par ’ATP et la NBD.
Cet état facilite la liaison de I’HSP70 a un substrat apporté par la co-chaperonne HSP40. L’hydrolyse de
I’ATP en ADP catalyse la fermeture de ’HSP70 sur sa cible. L’aide d’une seconde co-chaperonne NEF
permet la libération de I’ADP et I’utilisation d’un second ATP. Ceci va permettre au substrat d’adopte une
forme native. Modifiée de Kim et al. 2013.



signalisation cellulaire, le repliement des protéines, la translocation et la dégradation, mais elles
peuvent aussi étre co-chaperonnes dans le transfert des ceeurs [Fe-S] (se référer au V.3.3.2) (Boston
et al., 1996; Dutkiewicz and Nowak, 2018). En conditions de stress thermique, elles empéchent les
repliements anormaux et I’agrégation des protéines et peuvent protéger les membranes. En plus des
chaperonnes moléculaires, les peptidyl-prolyl isomérases ou les protéines disulfures isomérases (PDI)
jouent le role de catalyseur de repliement direct afin de rendre la conformation native aux protéines
dépliées (Figure 8) (He et al., 2004; Tu and Weissman, 2004). Enfin, plusieurs protéases sont
¢galement induites dans des conditions de choc thermique pour dégrader les protéines mal repliées.

Elles sont donc indirectement impliquées dans la gestion de 'agrégation des protéines.

II1.3 Les protéines chaperonnes : fonctions et familles

II1.3.1 Le role des protéines chaperonnes :

La fonction de chaperonne intervient dans de nombreux processus cellulaires en condition de stress
mais également en conditions optimales de croissance et ceci a été montré dans tous les régnes (Ellis
and Hartl, 1999; Hartl and Hayer-Hartl, 2002). En effet, une protéine est capable d’adopter différentes
conformations selon son environnement cellulaire. Sa conformation est déterminée par plusieurs
parameétres : sa séquence intrinséque d’acides aminés et les interactions avec d’autres protéines
(Balchin et al., 2016; Chiti and Dobson, 2017). Ceci intégre les interactions avec les partenaires
protéiques d’oligomérisation et les chaperonnes moléculaires qui sont les guides de la conformation
vers un ¢tat natif. Les régions hydrophobes d’une protéine sont sujettes a 1’agrégation. Un défaut de
repliement, des mutations ou encore des stress comme le stress thermique provoquent un mauvais
repliement. Ce défaut de repliement peut exposer des régions interactives, rendant les protéines
vulnérables et pouvant entrainer leur agrégation (Bukau and Horwich, 1998; Walter and Buchner,
2002; Mogk et al., 2018). 1l existe deux grands mécanismes distincts chez les chaperonnes qui
permettent d’une part de replier correctement une protéine partiellement dépliée, c’est la fonction
foldase, et d’autre part d’empécher une protéine d’évoluer vers un stade agrégat en la maintenant dans

un stade partiellement déplié jusqu’a I’arrét de la condition défavorable, c’est la fonction holdase.

II1.3.2 Les différents types de chaperonnes :

Les protéines chaperonnes présentent généralement un seul type d’activité : 1’activité foldase ou

I’activité holdase. Mais plus récemment, des études ont mis en évidence, des protéines possédant de
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facon concomitante les deux activités. De plus, certaines protéines présentent une activité chaperonne

en plus de leur activité principale, ce qui complexifie la classification des chaperonnes.

I11.3.2.1 Les foldases :

L’activité foldase concerne le repliement des protéines partiellement dépli¢es. Les foldases de type
HSP ou petite HSP ne possedent que cette activité et elles sont généralement dépendantes de
I’hydrolyse d’ATP en ADP pour effectuer le repliement de leurs protéines cibles (Wegele et al.,
2004). Les foldases varient entre un état 1i¢ a I’ATP ou a I’ADP, et conditionne 1’affinité des foldases
pour leur cible. Par exemple, HSP70 a besoin de ce cycle ATP/ADP et de deux co-chaperonnes
HSP40 et NEF pour accomplir son activité foldase (Figure 10) (Kim et al., 2013b). HSP70 est d’abord
liée a ’ATP ou elle est ouverte et a une faible affinité envers les protéines mal repliées. La co-
chaperonne HSP40 liée a une protéine mal repliée, interagit avec le complexe HSP70/ATP et
provoque I’hydrolyse de I’ATP en ADP et la fermeture de ’HSP70 sur la protéine mal repliée. L’aide
de la co-chaperonne NEF et I’ajout d’ATP permet le repliement de cette protéine et sa libération par

I’ouverture d’HSP70 qui perd a nouveau son affinité pour les substrats.

111.3.2.2 Les holdases :

L’activité holdase consiste a protéger les protéines dépliées contre la formation d’agrégats (Haslbeck,
2002; Hoffmann et al., 2004; Stromer et al., 2004). Il a été montré que certaines holdases présentaient
et transféraient leurs substrats a des foldases, telle que DnaK (HSP70), pour prendre alors en charge
le repliement des protéines lorsque les conditions redeviennent normales (Lee and Vierling, 2000;
Mogk et al., 2003a, 2003b; Hoffmann et al., 2004). Par exemple, HSP33 et d’autres petites HSP se
lient a leur substrat par des régions hydrophobes devenues exposées dans des conditions défavorables
(Jakob et al., 1993; Lee et al., 1997; Graf et al., 2004). Ces protéines sont généralement ATP-
indépendantes (Tapley et al., 2010; Hoffmann et al., 2010; Dahl et al., 2015). L’HSP26 est un bon
exemple de protéine chaperonne active lors d’un stress thermique. En conditions normales, elle est
composée de 24 sous-unités (Figure 11) (Bentley et al., 1992; Haslbeck et al., 1999). En condition de
stress thermique, ce complexe se dissocie et ’HSP26 se retrouve sous forme de dimére. Ce dimere
va s’associer a des protéines dépliées afin de les préserver de [’agrégation. Les complexes
nouvellement formés se lient entre eux afin de former un gros complexe stable de 24 sous-unités
contenant les protéines dépliées dans chaque dimere. Dans des conditions de températures plus

favorables, le complexe va transférer ses protéines déplié¢es a des protéines foldases telles que HSP70
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Stull et al. 2016.



et permettre de rétablir une conformation native. Le complexe va redevenir inactif et rester sous sa

forme de 24 sous-unités en attendant un nouveau stress thermique.

II1.3.2.3 Les protéines présentant les deux fonctions : holdase et foldase

I11.3.2.3.1 Protéine chaperonne pour seule activite : le cas de Spy chez E. Coli
La protéine a-hélicoidale dimérique en forme de berceau Spy chez E. Coli présente ces deux activités

chaperonnes indépendamment de I’ATP. Elle empéche la formation d’agrégats en repliant les
protéines dépliées. (Quan et al., 2011, 2014). Elle est fortement exprimée lors de contraintes telles
que I’exposition au butanol ou aux tanins (Quan et al., 2011; Brynildsen and Liao, 2009; Rutherford
et al., 2010). Les fonctions chaperonnes de Spy ont été découvertes grace a son affinité pour Im7
(Ferguson et al., 1999; Capaldi et al., 2001, 2002; Friel et al., 2003; Knowling et al., 2009; Friel et
al., 2009). Spy a une forte affinité pour Im7 dans ses 3 états de conformation : dépliée, partiellement
repliée et native ce qui favorise sa renaturation et empéche son agrégation sans avoir besoin de fournir
de I’énergie sous forme d’ATP (Stull et al., 2016). Ces auteurs ont propos¢ un mécanisme montrant
comment Spy inhibe I’agrégation de protéines et assiste au repliement des protéines vers une
conformation native (Figure 12). Lors de stress chimiques tels que le butanol ou les tanins, la protéine
Spy est induite tres fortement (Quan et al., 2011; Brynildsen and Liao, 2009; Rutherford et al., 2010).
Elle s’associe alors rapidement (a I’échelle de la milliseconde) aux protéines partiellement ou
totalement dépliées par le stress ce qui empéche leur agrégation. Une fois le stress fini, le repliement
des substrats de Spy devient énergiquement favorable, les protéines retrouvent donc une conformation

native.

111.3.2.3.2 Protéines présentant une double activité chaperonne en plus d’une autre
fonction enzymatique :
Ces dernieres années, des études ont montré des activités foldases et/ou holdases par des protéines

n’appartenant pas a la famille des HSP. La majorité de ces protéines sont issues de la grande famille
des protéines anti-oxydantes et ces activités chaperonnes s’ajoutent a leur fonction principale. C’est
par exemple le cas de la chaperédoxine CnoX d’Escherichia Coli, les 2-cys-peroxyrédoxines (2-Cys
Per), des protéines disulfides isomérases (PDI), la thiorédoxine TRXh3 (présentant seulement une
activit¢ holdase), la thiorédoxine réductase de type C d’Arabidopsis thaliana (AtNTRC), la
thiorédoxine-like disulfide réductase (AtTDX) et I’ascorbate peroxydase osAPX2 de riz (Goemans
et al., 2018; Kumsta and Jakob, 2009; Conway and Lee, 2015; Park et al., 2009a; Chae et al., 2013;
Lee et al., 2009; Hong et al., 2018). Par exemple, la chaperédoxine CnoX, inactive en conditions

normales, est activée en tant qu’holdase par I’eau de javel (HOCI) qui va chlorer plusieurs résidus de
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Lors de conditions normales, la 2-cys-peroxyrédoxine agit comme une peroxydase en catalysant le
peroxyde d’hydrogéne contrdlant ainsi le niveau cellulaire de ce dernier. Ceci entraine la sulfénylation
d’une de ces cystéines puis la formation de deux ponts disulfures intercellulaires entre un homodimére.
Cet homodimere va étre réduit par le systéme thiorédoxine. Lorsque les conditions intracellulaires se
dégradent par un stress oxydatif fort (pouvant étre généré par un stress thermique), la cystéine sulfénylée
est sulfinylée ce qui entraine un changement de fonction vers une activit¢é holdase. Les 2-cys-
peroxyrédoxines vont former un homo-oligomeére afin de protéger un substrat dépli¢ et le stabiliser. Une
fois que les conditions oxydantes se sont adoucies, I”’homo-oligomére est réduit, libérant le substrat qui va
étre replié soit par d’autres foldases en présence d’ATP, soit par la 2-cys-peroxyrédoxine. Modifiée de
Conway and Lee. 2015



son domaine C-terminal (Goemans et al., 2018). Cette modification augmente 1’hydrophobicité de
CnoX et permet son interaction avec des substrats non pliés. Elle protége alors les substrats d’autres
chaperonnes telles que DnaK/J/GrpE de ’agrégation provoquée par ’HOCI. En plus d’empécher
I’agrégation des protéines, CnoX, qui affiche un repli de thiorédoxine et un tétratricopeptide (TPR),
fournit également une protection contre 1’oxydation irréversible. Elle est capable de former des
complexes disulfures mélangés avec ses substrats ce qui protége leurs cystéines sensibles de la
suroxydation. La famille des 2-cys-peroxyrédoxines typiques est composée d’enzymes anti-
oxydantes de type peroxydase qui réduisent I’H>O> chez les eucaryotes (Hall et al., 2009). Dans sa
fonction de catabolisme de 1’H20», la cystéine catabolique du site actif de 2-Cys Per est oxydée en
acide sulfénique (—SOH) par I’H>O> qui agit comme substrat (Figure 13) (Hofmann et al., 2002; Wood
et al., 2003; Moon et al., 2005; Conway and Lee, 2015). La 2-Cys Per va ensuite former un dimeére
avec une autre 2-Cys Per par deux ponts disulfures intermoléculaires. Le systéme thiorédoxine va
réduire le dimere et les cystéines de ces 2-Cys Per vont étre a nouveau fonctionnelles sous leur forme
thiolate (SH). Lorsque les niveaux intracellulaires d’H>O; sont plus importants la cystéine sulfénylée
va étre sulfinylée (-SO2H), ce qui va activer son activité holdase et lui permettre de former un
décamere protégeant les protéines dépliées de I’agrégation (activité holdase). Lorsque les conditions
deviennent moins oxydantes, les protéines dépli¢es vont étre directement repliées par les 2-Cys Per
jusqu’a un état natif (activité foldase). La réduction des cystéines sulfinylées de 2-Cys Per par la

sulfirédoxine (SRX) rétablit la structure monomérique de la 2-Cys Per.

I11.4 Les mécanismes de régulation des protéines chaperonnes :

Certaines protéines chaperonnes ne sont actives qu’en réponse a un stimulus. Le butanol ou les tanins
(Spy), la température ambiante (SHSP) ou 1’état redox de I’environnement cellulaire (2-CysPer et
HSP33) semblent jouer un role crucial dans les affinités avec leur substrat. Certaines petites HSP
telles que HSP26 et HSP16.9 sont régulées par la température. Par exemple, I’activité holdase
d’HSP26 et d’HSP42 chez Saccharomyces cerevisiae est activée lors d’un stress thermique (Haslbeck
etal., 1999, 2004). Dans les deux mutants ssp26 et hsp42 lors d’un stress thermique, I’agrégation des
protéines augmente soulignant leur role dans la prévention de I’agrégation des protéines. L’état redox
de la cellule peut réguler certaines protéines chaperonnes. C’est le cas de I’HSP33 qui est induite lors
d’un stress thermique et protege les cellules contre le stress oxydatif. HSP33 est une chaperonne dont
I’activité est régulée en fonction de I’environnement redox cellulaire. C’est une protéine conservée
avec des homologues identifiés dans la majorité des procaryotes et dans quelques parasites eucaryotes

unicellulaires. HSP33 est une holdase qui proteége les bactéries du stress oxydatif en empéchant les

31



15 5
x5
H,O, | 4
5=5

Equilibre dynamique

Inactive

.p‘l.‘h-.

, ':/A

Figure 14 : Modéle de ’activation par modification redox de la protéine bactérienne HSP33.

(A) Structure de la protéine HSP33. Elle est composée de 3 domaines, un domaine N-terminal, une région
intermédiaire liant ce premier domaine et le troisiéme domaine pouvant contenir un zinc. Le troisieéme
domaine contient quatre cystéines qui sont importantes dans la fonction de la protéine, leur oxydation la
rendant active. (B) La protéine HSP33 se trouve sous forme inactive en condition normale ou elle contient
un zinc en son centre zinc. Le contact avec de I’H,O, ou de I’HOCI (acide hypochloreux) fait perdre le
zinc et changer légérement la conformation de HSP33 rendant les quatre cystéines de ce domaine
accessibles (1). Ces molécules vont oxyder deux des quatre cystéines réduites de la protéine HSP33 et
entrainer la formation d’un pont disulfure intracellulaire et & nouveau un léger changement de
conformation (2). HSP33 a tendance a rapidement retourner a un état de conformation plus compacté (2 a
gauche). La chaleur est alors nécessaire en complément de molécules oxydantes pour oxyder les deux
autres cystéines du domaine zinc (3 et 4). HSP33 se dimérise et adopte alors une conformation active.
Modifiée de Kumsta et al., 2009



protéines dépliées de s’agréger (Winter et al., 2005, 2008). Elle est finement régulée au niveau
transcriptionnel et post-traductionnel. Elle est exprimée constitutivement en conditions normales et
elle est fortement induite lors d’un stress thermique (Chuang and Blattner, 1993; Kang et al., 2007).
Pour étre activée, HSP33 nécessite la présence simultanée de fortes températures et d’un oxydant tel
que I’H20, (Jakob et al., 1999; Graumann et al., 2001; Winter et al., 2005; Kumsta and Jakob, 2009).
C’est une protéine contenant trois domaines dont un domaine pouvant porter un zinc et contenant
quatre cystéines (Figure 14) (Kumsta and Jakob, 2009). Sous sa forme inactive, les quatre cystéines
sont maintenues inaccessibles au centre de la protéine et lient un atome de zinc. Des molécules
oxydantes telles que I’H>O» vont oxyder la protéine qui va perdre le zinc et changer de conformation
rendant les cystéines accessibles. Deux des quatre cystéines vont former un pont disulfure
intramoléculaire. Sous cette forme la protéine n’est toujours pas active. C’est 1’ajout de la chaleur en
complément de I’H>O> qui va permettre d’oxyder les deux autres cystéines formant un second pont
disulfure intramoléculaire. La protéine se dimérise avec une seconde HSP33 devenant ainsi active

pour accomplir sa fonction de holdase, protéger des protéines dépliées de 1’agrégation.

III.5 Etude de la thermotolérance chez les plantes :

Le stress thermique déclenche donc une réponse multidimensionnelle (HSR) chez la plante qui lui
confere une tolérance a la chaleur. Apres le stress, le taux d’HSF/HSP est différent du contenu d’une
cellule non stressée. La quantité et la nature des HSF/HSP définissent donc 1'état acclimaté. Par
exemple, en plus des protéines présentes lors du stress, les HSFA3, HSFA7a et HSFA7b sont des
protéines induites par HSFA2 et/ou HSFA1 apres un stress thermique (Liu and Charng, 2013). Elles
maintiennent (conjointement avec HSFAT ou séparément) une HSR forte lors de stress répétés a long
terme. A cet égard, HSFA2, HSFA3 et HSFA7a sont considérés comme les plus puissants activateurs
de la transcription d’HSP pendant la récupération. IIs sont responsables du phénotype d’acclimatation

a la chaleur (Charng et al., 2006; Nishizawa et al., 2006; Schramm et al., 2008).

Chez Arabidopsis thaliana, le stress thermique est étudié de différentes maniéres afin de comprendre
les mécanismes de thermotolérance mis en place par la plante. Quatre conditions de stress thermiques
ont été¢ définies afin d’étudier I’acclimatation des plantes: un traitement long a température
moyennement ¢élevée (TMHT : thermotolérance a des températures modérément élevées), un
traitement court a haute température (BT : thermotolérance basale) et deux autres avec deux
traitements a haute température espacés d’un temps d’adaptation court (quelques heures) (SAT :

thermotolérance acquise a court terme) ou long (quelques jours) LAT (thermotolérance acquise a long
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terme) (Figure 15) (Yeh et al., 2012; Liu and Charng, 2013). La capacité des plantes a répondre et a
s’acclimater a de tels traitements est testée en mesurant la survie des plantes plusieurs jours apres
I’application du stress (Larkindale and Vierling, 2008). Pour les régimes SAT et LAT, le premier
traitement, a température généralement plus basse, sert de « priming ». Par exemple, aprés un priming
d’1h30 a 36-38°C, les plantes sont a nouveau placées 2h a 21°C avant de subir 1’application d’un
nouveau traitement thermique cette fois-ci sur un temps plus long a 45°C (Mittler et al., 2012). Ce

priming permet a la plante d’étre préparée au stress thermique.

De nombreuses études ont permis de mettre en évidence qu’il existait des mécanismes de réponses
moléculaires spécifiques a chaque type de traitement. Par exemple le co-activateur MBF1c est un
régulateur clé de la thermotolérance chez Arabidopsis thaliana (Suzuki et al., 2008). Il est requis pour
la thermotolérance basale et fonctionne en amont des voies de I’acide salicylique, du tréhalose et de
I’¢thyléne durant le stress thermique. Cependant, ce co-activateur n’est pas nécessaire lors de la
thermotolérance acquise (Dafny-Yelin et al., 2008; Suzuki et al., 2008). HSP101 est, quant a elle,
nécessaire dans les thermotolérances basale et acquise (Queitsch et al., 2000; Liu et al., 2011). Le
mutant sspl01 est donc utilisé comme contrdle positif du traitement thermique lors des régimes BT,
SAT et LAT. Pour la TMHT, il s’agit du quadruple mutant des 4 génes HSFA1la, b, d et e qui est tres
sensible aux traitements thermiques (Liu et al., 2011). Ces HSF sont également responsables de la
thermotolérance basale. Des facteurs importants de la réponse au stress thermique ont ét¢ mis en
¢vidence lors de I’application des régimes de thermotolérance. Il s’agit d’HSP70 et les petits sHSP,
les ROS et les enzymes anti-oxydantes telles que I’APX1b (Mittler et al., 2012). Ces éléments sont
plus exprimés lorsque la plante subit un priming (Mittler et al., 2012; Baurle, 2016). Lorsqu’elle est
conditionnée au stress thermique, Arabidopsis thaliana est donc capable d’acquérir des niveaux
accrus de thermotolérance et des niveaux plus bas de dommages oxydatifs par rapport a une plante
non-conditionnée et cette protection contre les dommages oxydatifs est liée a de plus grands taux de
survie de ces plantes (Larkindale and Knight, 2002). Elle implique le calcium, 1’acide abscissique,
I’¢éthylene et ’acide salicylique. Il a également ét€¢ montré que la thermotolérance peut étre induite
par des composés qui sont responsables de vagues oxydatives (Dat et al., 2000). La surexpression
d’HSFAla dans Arabidopsis thaliana a abouti a une augmentation de la thermotolérance basale. Cette
thermotolérance était également associée a une augmentation de 1’induction d’APX1b (Lee et al.,
1995; Mittler et al., 2012). Cela suggere qu'un aspect de la thermotolérance chez Arabidopsis thaliana

est une capacité accrue a prévenir ou réparer les dommages oxydatifs induits par la chaleur.
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IV.

Le controle du stress oxydatif :

IV.1 Par la détoxification des ROS :

IV.1.1 Les molécules anti-oxydantes :

Il a été vu précédemment qu’'une production excessive de ROS conduit a endommager les protéines,
les lipides et I'ADN et provoque un stress oxydatif, qui est un facteur central lors du stress thermique
(Noctor et al., 2017). Afin de gérer les dommages oxydatifs, préserver I’intégrité¢ des cellules et de
I’organisme entier, des systemes d’¢élimination de ces especes réactives de 1’oxygéne sont donc
nécessaires (Foyer and Noctor, 2005; Rouhier et al., 2008; Noctor et al., 2017). Deux molécules
abondantes dans la cellule interviennent dans la détoxification des ROS, il s’agit de 1’ascorbate et du
glutathion. Elles peuvent également servir de source de pouvoir réducteur a de nombreuses enzymes,

elles-mémes impliquées dans la détoxification des ROS (Foyer and Noctor, 2005).

IV.1.1.1 L’ascorbate :

L’ascorbate est une molécule soluble existant principalement sous forme réduite. Treés abondante dans
les cellules (jusqu'a 20 et 50mM dans les chloroplastes), elle est synthétisée a partir du galactose par
des enzymes cytosoliques et mitochondriales (Foyer et al., 1983; Smirnoff and Critchley, 2000).
L’ascorbate détoxifie directement les ROS en réagissant avec 1’anion superoxyde ou I’oxygene
singulet pour former de 1’H202, du monodéhydroascorbate et du déhydroascorbate. L’étude du mutant
vtc2,un gene codant pour une protéine impliquée dans la biosynthése de 1’ascorbate, montre que cette
molécule joue un rdle important dans la protection face a une forte intensité lumineuse. En effet, ce
mutant qui ne produit que 10 a 30% de 1’ascorbate est treés sensible a la lumiere. Il présente une
dérégulation dans I’expression d’enzymes impliquées dans la défense contre le stress et une quantité

accrue de peroxydation lipidique (Giacomelli et al., 2006; Muller-Moule et al., 2003).

IV.1.1.2 Le glutathion :

Le glutathion est le principal thiol de faible poids moléculaire dans la plupart des cellules (de 1’ordre
du mM). C’est un tripeptide composé d’acide glutamique, cystéine et de glycine qui maintient le
potentiel redox de la cellule en intervenant dans un certain nombre de réactions de détoxifications et
d’¢liminations d’espéces réactives de I’oxygene. Le glutathion est synthétis¢é en deux étapes

dépendantes de I’ATP et par deux enzymes, la y-glutamylcystéine synthétase (y-ECS codée par
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Figure 16 : Réle de I’H,0, dans ’oxydation des thiols des protéines.

L’H,0, qui s’accumule dans la cellule peut étre détoxifiée par des catalases CATs, des ascorbates
peroxydases APX ou bien par le systtme NTR/TRX/PRX. L’H,0, peut oxyder les résidus de thiol dans
les protéines. L'acide sulfénique réagit avec le GSH ou le NO avec les résidus thiol adjacents. Des
protéines sujettes a la formation de liaisons S-glutathionylées, S-nitrosylées ou disulfures sont également
représentées. Des liaisons S-glutathionylées, S-nitrosylées ou des ponts disulfures intra/intermoléculaires
peuvent étre réduits par les systétmes NTR/TRX, GR/GSH/GRX ou GSNOR. NTR : Thiorédoxine
réductase NADPH-dépendante ; TRX : thiorédoxine ; GR : glutathion réductase ; GRX : glutarédoxine ;
PRX : peroxyredoxine ; GSNOR : S-nitrosoglutathion réductase ; GSH : glutathion réduit ; NO : oxyde
nitrique ; H,0, : peroxyde d'hydrogéne. Modifiée de Martins et al., 2018.




GSH1) et la glutathion synthétase (GSH-S codée par GSH?2) (Rennenberg et al., 1980; Meister, 1988;
Noctor et al., 2002; Mullineaux and Rausch, 2005). La premiére étape de synthese du glutathion est
plastidiale, la GSH1 étant localisée dans les plastides. La seconde étape est probablement cytosolique
puisque la GSH2 code deux transcrits dans les chloroplastes et le cytosol dont la forme la plus courte
et la plus abondante est la GSH-2 cytosolique (Wachter et al., 2005). Le glutathion est essentiel chez
les plantes puisque un mutant nul gsh/ pour la premiere enzyme de la voie de synthése du GSH est
embryon-létal (Cairns et al., 2006). Le glutathion réduit (GSH) est une barriére face aux ROS. 11
empéche une oxydation excessive des cellules grace a son role de donneur d’électron aux enzymes
du cycle glutathion-ascorbate (activités des APX), aux GRX (thiols impliqués dans la réduction des
macromolécules oxydées), aux PRX et aux glutathion peroxydases (GPX). Dans ces réactions, le
GSH va étre oxydé en GSSG. La glutathion réductase (GR) et le NADPH vont permettre a la cellule
de disposer d’un stock permanent de GSH en réduisant ce GSSG en GSH. Le glutathion peut

¢galement avoir une autre forme oxydée qui est le nitrosoglutathion (GSNO).

IV.1.2 Les enzymes anti-oxydantes :

11 existe différentes enzymes capables de détoxifier la cellule des especes réactives de I’oxygene. Il y
a par exemple, la superoxyde dismutase (SOD) qui va convertir I’anion superoxyde (O:*") en
peroxyde d’hydrogene (H20>) (Figure 5). Les plantes contiennent plusieurs types d’enzymes capables
de métaboliser les peroxydes tels que ’'H>Oo. 1l y a les catalases, les ascorbates peroxydases, divers
types de peroxyrédoxines, des glutathions peroxydases et les glutathions S-transférases (GST) (Figure
16) (Asada, 1999; Wagner et al., 2002; Dietz, 2003; Igbal et al., 2006; Mhamdi et al., 2010). Les APX
et les CAT se distinguent des autres par leur haute spécificité envers ’H>O,. Chez Arabidopsis
thaliana, le mutant catalase 2 (cat2) montre une croissance réduite. Ce phénotype est dii a I'incapacité
du mutant cat2 a récupérer de I'exces d’H>O: produit dans les peroxysomes au cours de métabolisme
photorespiratoire. Ce phénotype est sauvé sous conditions élevées en COz qui inhibent le métabolisme

photorespiratoire (Queval et al., 2007).

IV.2 Par les systemes de réduction :

IV.2.1 L’oxydation des thiols :

Un thiol est le nom donné a une cystéine portant un groupe sulthydryle (-SH). Chez les formes
déprotonées, 1’atome de soufre devient 1’anion thiolate (S-), un nucléophile réactif ce qui le rend plus

sensible a I’oxydation (Roos and Messens, 2011). Cet anion thiolate peut réagir avec un autre thiol et
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Figure 17 : La réduction des TRX et des GRX dans le cytosol.

La voie classique de réduction des TRX a droite avec NADPH/NTR/TRX et des GRX a gauche avec
NADPH/GR/GSH/GRX. Ces voies sont représentées par des fléches continues tandis que les chemins
alternatifs (réduction de TRX dépendant de GRX et réduction du GSSG dépendant de TRX) sont indiqués
par des lignes pointillées. Les GRX et les TRX vont agir sur des cibles spécifiques ou communes comme

les peroxyrédoxines (PRX) ou encore les ribonucléotides réductases (RNR). Inspirée de Meyer et al.,
2012.



former une liaison covalente de type pont disulfure ou bien étre en contact avec des ROS. Les ROS
comme 1’H>O; sont capables d’oxyder le thiol d’une protéine ce qui provoque sa sulfénylation et la
formation d’un acide sulfénique (-SOH) (Figure 16) (Martins et al., 2018). Dans le cas ou I’oxydation
perdure, cette cystéine se suroxyde en subissant deux oxydations supplémentaires : la sulfinylation (-
SO;H) et la sulfonylation (-SO3H) qui sont des modifications irréversibles sauf dans de rares cas ou
l'acide sulfinique peut étre réduit par les sulfirédoxines (SRX). D'autres types de modifications de
thiols peuvent intervenir, tels que la sulthydrylation, la thiosulfydation ou la sulfenylamidation. Le
premier niveau d’oxydation, le sulfényl (-SOH), est responsable de la formation de ponts disulfures
intra ou intermoléculaire (Figure 16) (Martins et al., 2018). Il est également responsable de la
formation de S-nitrosyl (-S-NO) en présence de NO, c’est ce que 1’on appelle la S-nitrosylation ou de
S-glutathionyl (-S-SG) en présence de GSH qui est appelé la S-glutathionylation. Les thiorédoxines

(GRX) et les glutarédoxines (GRX) sont capables de réduire ces dernieres modifications des thiols.

IV.2.2 Laréduction des thiols par les TRX et les GRX :

Deux familles de protéines de petite taille, nommées thiorédoxines et glutarédoxines sont présentes
chez la plupart des organismes. Parfois en trés grand nombre comme chez les plantes, elles sont
capables de réduire différents types d’oxydation des thiols. Les TRX, qui sont des petites
oxydoréductases de faible masse moléculaire (10 a 14 kDa), présentent une structure
tridimensionnelle caractéristique, un noyau central composé de cinq feuillets f entourés de quatre
hélices a. Elles possedent un site actif composé de deux cystéines espacées de deux acides aminés
fortement conservés (généralement WCG/PPC) et exposées de facon a favoriser I’interaction avec les
substrats (Capitani et al., 2000). Les TRX ont été identifiées il y a plusieurs décennies chez
Escherichia Coli comme des réducteurs de thiols oxydés, permettant le transfert du pouvoir rédox sur
la ribonucléotide réductase (RNR), un ¢lément essentiel a la synthése de I’ADN (Laurent et al., 1964).
Ces TRX sont dépendantes pour leur réduction de la NADPH Thiorédoxine Réductase (NTR) elle-
méme dépendante du NAD(P)H (Figure 17) (Colleen et al., 1964). Elles sont présentes chez la plupart
des organismes en particulier chez les bactéries et les eucaryotes (Meyer et al., 2009). Les GRX sont
des petites oxydoréductases (10 a 14kDa) présentes chez la plupart des organismes (Meyer et al.,
2009). Elles sont capables de réduire I’oxydation de thiols via leur site actif composé de quatre acides
aminés contenant au moins une cystéine en premicre position. Cette réaction est dépendante du
glutathion réduit (GSH) qui va réduire les GRX oxydées (Figure 17). Ce systéme est également
compos¢ de la glutathion réductase (GR) et de NADPH qui vont permettre au glutathion oxydé
(GSSG) d’étre réduit afin d’étre réutilisé (Meyer et al., 2009).
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Figure 18 : Mécanismes de réduction des TRX et GRX.

(A) Réduction par TRX d'un pont disulfure intermoléculaire formé entre les cystéines de deux protéines.
Les deux cystéines catalytiques de TRX sont nécessaires pour compléter la réaction. La cystéine
catalytique déprotonée (S-) agit comme un nucléophile et attaque le pont disulfure. Un pont disulfure
mixte est formé entre la cystéine catalytique de la rédoxine et la cystéine du peptide cible. Ce pont
disulfure est ensuite attaqué par la cystéine (SH) de la rédoxine. Elle forme alors un pont disulfure avec le
thiol catalytique. Le peptide cible ainsi réduit est libéré. (B) Isomérisation d'une protéine cible par TRX.
Seule la cystéine catalytique est nécessaire. L’isomérisation peut étre réalisée par une TRX mono ou
dicystéinique, ainsi que par les protéines disulfures isomérases (PDI). Comme pour les réactions
précédentes, la cystéine catalytique attaque le pont disulfure (S;-S,) et forme un disulfure mixte. Le
troisieme thiol du peptide (HS;) va réduire le disulfure mixte, en libérant la TRX et en formant un
disulfure avec S,. (C) Déglutathionylation d'une protéine cible par GRX. Ici, seuls la cystéine catalytique
et le GSH sont nécessaires. La déglutathionylation est généralement considérée comme effectuée par une
GRX mono ou dicystéinique. Le thiol catalytique de GRX attaque le disulfure du peptide glutathionylé,
libére le peptide réduit et devient glutathionylé. Une autre molécule de GSH réduit le thiol glutathionylé
de GRX. Modifi¢e de Meyer et al., 2012.



IV.2.2.1 Laréduction et I’isomérisation des ponts disulfures :

La présence ou I’absence des ponts disulfures peut activer/désactiver certaines enzymes. C’est par
exemple le cas des enzymes participant au métabolisme carboné chez les plantes telles que la
RuBisCO, la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH), la phosphoribulose kinase
(PRK), la malate déshydrogénase dépendante du NADP (MDH) et la fructose-1,6-biphosphatase
(FBPase) (Schiirmann and Buchanan, 2008). Ces ponts peuvent aussi participer au cycle catalytique
d’enzymes pour le transfert d’électrons comme les peroxyrédoxines (PRX) ou les ribonucléotides

réductases (RNR) (Avval and Holmgren, 2009; Thelander and Reichard, 1979).

Les ponts disulfures peuvent étre réduits par les TRX et certaines GRX de type dithiol (contenant
deux cystéines dans leur site actif a 1’inverse des monothiols qui n’en possédent qu’une), dans ce
dernier cas, le mécanisme fait intervenir la déglutathionylation (Figures 16 et 18) (Meyer et al., 2012).
Le processus de réduction est nommé mécanisme dithiol et va démarrer avec la premiére cystéine du
site actif en N-terminal, la cystéine catalytique, qui va réduire le thiol de la cible, la libérant (Figure
18A) (Brandes et al., 1993). La rédoxine va ainsi former un pont disulfure avec la cible (complexe
intermédiaire) avant de la réduire avec la seconde cystéine du site actif afin de récupérer la totalité du
pont disulfure libérant le second peptide. La rédoxine oxydée va étre réduite par son systéme de
réduction pour étre a nouveau active. Une protéine peut posséder un pont disulfure mal placé entre
deux cystéines ce qui lui donne un mauvais repliement. Ce pont disulfure peut étre isomérisé c'est-a-
dire étre placé sur une autre cystéine libre afin de permettre un meilleur repliement (Figure 18B)
(Meyer et al., 2012). La TRX va cibler le pont disulfure intramoléculaire mal placé avec sa cystéine
réduite afin de former un pont disulfure extramoléculaire avec sa cible. Le pont disulfure va ainsi étre
replacé sur une autre cystéine pour garantir un meilleur repliement. Certaines TRX et GRX,
notamment chez les plantes, codent des monothiols (CXXS) qui sont capables d’isomériser des
protéines cibles mais incapables de réduire le pont disulfure formé entre deux cystéines (Serrato et
al., 2008).

Les protéines disulfures isomérases (PDI) sont également capables d’isomériser ces ponts disulfures
(Freedman et al., 1994; Wilkinson and Gilbert, 2004). Par exemple, les PDI réalisent le déplacement
de ponts disulfures dans le réticulum endoplasmique (RE) qui est un compartiment cellulaire oxydant.
Elles ont une structure proche des TRX et sont présentes chez la plupart des eucaryotes (Edman et
al., 1985; Houston et al., 2005). Ce sont des chaperonnes moléculaires importantes dans de
nombreuses fonctions telles que le repliement des protéines ou I’isomérisation des ponts disulfures

(Freedman et al., 1994; Wilkinson and Gilbert, 2004).
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Figure 19 : Dénitrosylation de la protéine cible nitrosylée par TRX.

Deux mécanismes de réduction alternatifs du S-nitrosothiol (SNO) ont été proposés. Les cystéines S- et
SH de TRX sont nécessaires pour compléter les réactions. Dans la littérature, la dénitrosylation est
considérée comme effectuée par les TRX mais les GRX peuvent probablement agir de manicre similaire.
(A) La premicre étape est l'attaque du SNO par la cystéine catalytique, libérant de 1'oxyde nitrique (NO) et
formant un intermédiaire disulfure mixte qui est réduit par la seconde cystéine de TRX. (B) Dans la
réaction alternative, la premiere étape est la méme, mais le NO est transféré au thiol catalytique et le
peptide réduit est libéré. Le SNO li¢ est alors réduit par la seconde cystéine, libérant le NO. Modifiée de
Meyer et al., 2012,



IV.2.2.2 La déglutathionylation :

Les cystéines peuvent étre glutathionylées (-SSG) de maniére spontanée par différents mécanismes
mais généralement ceci est renforcé par la production de ROS (Figure 16) (Michelet et al., 2006;
Roubhier et al., 2008; Zaffagnini et al., 2012b; Martins et al., 2018). Il y a quelques évidences que des
GRX, comme le GSH, peuvent glutathionyler (Meyer et al., 2012). La déglutathionylation se fait par
les rédoxines dans tous les organismes (Figure 18C) (Meyer et al., 2012). Les TRX de Saccharomyces
cerevisiae jouent un role majeur dans ce processus (Greetham et al., 2010). Chez tous les autres
organismes, ce sont les GRX notamment les GRX de type monothiol (CXXS) qui réduisent cet état.
Le thiol catalytique de GRX va attaquer la cible glutathionylée avec I’aide du GSH (Figure 18C). La
cible est alors réduite et la GRX devient glutathionylée. Une autre molécule de GSH va réduire la

GRX glutathionylée, ce qui relache du GSSG.

IV.2.2.3 La dénitrosylation :

L’oxyde nitrique (NO) peut s’attacher de maniere covalente a un thiol ce qui forme un S-nitrosothiol
(-SNO) (Figure 16) (Martins et al., 2018). La S-nitrosylation permet & de nombreuses protéines
d’acquérir différentes fonctions leur conférant la capacité a réguler positivement ou négativement
divers processus cellulaires, y compris les voies de signalisation et les voies métaboliques (Sengupta
and Holmgren, 2012). Par exemple, certains facteurs nucléaires tels que AtMYB30, sont modifiés par
S-nitrosylation chez la plante (Tavares et al., 2014; Martins et al., 2018). Le glutathion réduit (GSH)
et le systtme TRX jouent un role majeur dans la dénitrosylation des protéines S-nitrosylées. Dans
certaines conditions, la forme oxydée des TRX de mammifere peut-étre S-nitrosylée ce qui peut trans-
S-nitrosyler des protéines cibles telles que la Caspase 3 (Rissig et al., 1999). Récemment chez les
plantes, I’oxydoréductase TRXhS annule les modifications du SNO en agissant en tant que réductase
de protéines S-nitrosylées spécifiquement lors de la réponse immunitaire (Kneeshaw et al., 2014).
Deux mécanismes ont été proposés pour la dénitrosylation par les TRX (Figure 19) (Benhar et al.,
2009; Meyer et al., 2012). La réduction se ferait dans les deux cas par des TRX ou deux intermédiaires
différents seraient générés, un ou TRX serait liée avec la protéine cible via un pont disulfure et un
autre ou TRX serait nitrosylée. Plus précisément, le premier mécanisme serait la libération du NO par
la réduction de TRX et la formation d’un pont disulfure extramoléculaire entre la cible et la TRX
(Figure 19A). La seconde cystéine réduirait ce pont ce qui provoquerait la formation d’un pont
disulfure intramoléculaire. Le second mécanisme proposé serait la réduction de la cystéine nitrosylée
ce qui nitrosylerait la cystéine de la TRX (Figure 19B). La seconde cystéine réduirait la premicre ce

qui provoquerait la formation d’un pont disulfure intramoléculaire.
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V. Les TRX et GRX chez les plantes :

V.1 Signalisation redox a base de thiol dans le noyau végétal (Revue) :

Cette revue a pour but d’examiner les progres récents dans le domaine de I’oxydoréduction des thiols
chez les plantes en prenant comme exemple les protéines nucléaires régulées par le redox et en se

concentrant sur les systémes de réduction nucléaires.
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Reactive oxygen species (ROS) are well-described by-products of cellular metabolic
activities, acting as signaling molecules and regulating the redox state of proteins.
Solvent exposed thiol residues like cysteines are particularly sensitive to oxidation and
their redox state affects structural and biochemical capacities of many proteins. While
thiol redox regulation has been largely studied in several cell compartments like in the
plant chloroplast, little is known about redox sensitive proteins in the nucleus. Recent
works have revealed that proteins with oxidizable thiols are important for the regulation
of many nuclear functions, including gene expression, transcription, epigenetics, and
chromatin remodeling. Moreover, thiol reducing molecules like glutathione and specific
isoforms of thiols reductases, thioredoxins and glutaredoxins were found in different
nuclear subcompartments, further supporting that thiol-dependent systems are active
in the nucleus. This mini-review aims to discuss recent progress in plant thiol redox field,
taking examples of redox regulated nuclear proteins and focusing on major thiol redox
systems acting in the nucleus.

Keywords: nucleus, thiol, glutathione, thioredoxin, glutaredoxin, ROS

INTRODUCTION

Oxygen is one of the most important molecules for aerobic organisms. It is necessary
for cell metabolism, but it also generates reactive oxygen species (ROS) as by-products of
oxidoreduction pathways. ROS include free radical species like superoxides (O3™), hydroxyl
radicals (OH®), or nitric oxide (NO®), and non-radical species like hydrogen peroxide
(H20,) and peroxynitrite (ONOO™) (Sies et al, 2017). In plants, major sources of ROS
are photosynthetic and respiratory chains in chloroplasts and mitochondria. ROS are also
generated by plasma membrane NADPH oxidases and peroxisomal xanthine oxidases. Oxidative
eustress is playing important signaling functions by inducing post-translational modifications
(PTM) and by regulating protein redox state. ROS can also trigger oxidative distress
which can damage the cell (Foyer and Noctor, 2016; Choudhury et al, 2017). Plant cells
display a large panel of ROS scavenging enzymes like catalases, peroxidases, and superoxide
dismutases. They also generate compounds that reverse ROS-induced oxidations. Among
these compounds are antioxidant molecules like glutathione and ascorbate, which both play
important roles as cofactors for thiol reduction enzymes like peroxidases and reductases
(Noctor, 2017; Rahantaniaina et al., 2017). Glutathione and ascorbate are themselves reduced by
glutathione reductases (GRs) and dehydroascorbate reductases (DHARs). Thioredoxins (TRXs)
and glutaredoxins (GRXs) are key thiol reduction enzymes. They act as reducing power
of metabolic enzymes and ROS scavenging systems but they also regulate thiol-based post-
transcriptional redox modifications in proteins (Meyer et al., 2012). Oxidized TRXs are generally
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Martins et al.

Nuclear Redox Signaling in Plants

reduced by NADPH-dependent thioredoxin reductases (NTRs),
whereas the reduction of GRXs is dependent on glutathione.
Due to their multifunctional thiol reduction capacities, TRXs
and GRXs have been involved in many metabolic functions,
controlling plant developmental programs and acting as key
signaling molecules in response to abiotic and biotic stresses
(Meyer et al., 2009; Rouhier et al., 2015). In this mini-review,
we aim to give an updated overview of nuclear thiol-based ROS
signaling in plants.

ROS AND Cys Ox-PTMs IN THE
NUCLEUS

Some data suggest that ROS are actively generated in the nucleus
(Ashtamker et al, 2007), but they principally accumulate in
the nucleus through transfer from other cell compartments.
Genetically encoded fluorescent H,O, sensors (e.g., HyPer) have
consistently shown that cytosolic H,O, freely diffuses in the
nucleus through nuclear pores (Moller et al., 2007; Rodrigues
et al, 2017). It is also transferred from the chloroplasts to the
nucleus under pathogen and high light (HL) conditions (Caplan
et al.,, 2015; Exposito-Rodriguez et al., 2017).

The chemical characteristics of the sulfur atom make Cys
and Met residues major sites of oxidation within proteins
(Davies, 2005). Depending on their pKa and on the pH of
the medium, thiol residues are deprotonated into a thiolate
residue (R-S7) which is prone to oxidation. This is leading to
successive oxidations to sulfenic (R-SOH), sulfinic (R-SO,H),
and sulfonic (R-SO3H) acids (Davies, 2005). Thiol groups
can also form a disulfide bridge (S-S) or react with reactive
nitrogen species (RNS) or oxidized glutathione (GSSG) resulting
in S-nitrosylation (R-SNO) or S-glutathionylation (R-S-SG).
Depending on their nature, most of these thiol modifications
can be reversed by dedicated thiol reduction systems (TRX,
GRX, and GSNO Reductase) which exhibit disulfide bond,
deglutathionylation or denitrosylation activities (Figure 1). Thiol
modifications can alter the structure and/or the activity of many
proteins like transcription factors, MAP kinases, and chromatin
modification proteins (see below). Proteomic approaches aiming
to identify oxidized thiol targets have been developed in
plants. Hundreds of nuclear candidate proteins were found
sulfenylated, nitrosylated, or glutathionylated (Supplementary
Table 1; Zaffagnini et al., 2012, 2016; Morisse et al., 2014;
Waszczak et al., 2014; Chaki et al,, 2015; Pérez-Pérez et al.,
2017). These approaches also revealed the complexity of the thiol
redox modification networks in plants (Pérez-Pérez et al., 2017).
However, among all these candidates, redox regulation has been
validated only in a few cases (see below).

THIOL REDOX SYSTEMS IN THE
NUCLEUS

Glutathione

Plants exhibit a large panel of thiol reduction systems (Meyer
etal., 2012). Among them is glutathione, a low molecular weight

thiol-containing  tripeptide  (y-glutamyl-cysteinyl-glycine).
Glutathione biosynthesis is performed in chloroplasts and in the
cytosol but is found in almost all cell compartments, including
the nucleus. Nuclear pores are generally assumed to allow
unrestricted bidirectional diffusion of glutathione across the
nuclear envelope. Therefore, nuclear glutathione translocation
to the nucleus can be passive. Glutathione quantification
at the subcellular level is technically challenging due to its
highly dynamic compartmentation (Delorme-Hinoux et al,
2016). Thiol-specific dyes and genetically encoded probes such
as reduction-oxidation-sensitive green fluorescent proteins
(roGFPs) have consistently detected glutathione in the nucleus.
Immunocytochemistry (ICC) coupled to electronic microscopy
were also used to address its location at a subcompartment level
(Zechmann et al., 2008; Zechmann and Miiller, 2010). This
study found glutathione uniformly spread in the nucleoplasm,
without distinction between euchromatin and heterochromatin.
In Arabidopsis thaliana, a glutathione reductase (GR1) is found
in the nucleus, suggesting that oxidized glutathione (GSSG) is
actively reduced in the nucleus (Delorme-Hinoux et al., 2016).

The functions of glutathione in the nucleus are still
poorly understood. Thiol-labeling experiments using the 5-
chloromethylfluorescein diacetate (CMFDA) dye and glutathione
redox state measured by roGFP, suggest that a redox cycle is
occurring during the cell cycle progression and is critical for
cell cycle progression (Diaz Vivancos et al, 2010; Vivancos
et al,, 2010; de Simone et al., 2017). Consistently, sustained mild
oxidation observed in ascorbate mutants also restricts nuclear
functions and impairs progression through the cell cycle (de
Simone et al., 2017). More than acting as a general redox buffer,
glutathione could also provide reducing moiety for anti-oxidant
enzymes like GRXs (i.e., GRXCI, GRXC2, GRXS17, GRXS13,
and ROXY1/2/4) and Glutathione S-Transferases (i.e., GSTF5-
10, GSTU19/20, and GSTT19/20), several of them having been
identified in the nucleus (Rouhier et al., 2015; Palm et al., 2016).

Consistent levels of ascorbate have also been found in the
nucleus but little evidence for its nuclear functions has been
described (Zechmann et al., 2011; Considine and Foyer, 2014; de
Simone et al., 2017; Zechmann, 2017).

Thiols Reductases in the Nucleus

Thioredoxins (TRXs) and Glutaredoxins (GRXs) are major
classes of thiols reductases. Plants harbor a complex TRX and
GRX network (Meyer et al., 2012). Among the 40 TRXs and
50 GRXs isoforms were found in Arabidopsis, at least 4-8
of them have been assigned to the nucleus, although often
in association with a cytosolic localization (Delorme-Hinoux
et al., 2016). Moreover, NTR isoforms were also found in the
nucleus, where they reduce TRXh, TRXo1, and Nucleoredoxin
1 (NRX1) (Serrato et al., 2001; Serrato and Cejudo, 2003; Marty
et al., 2009; Marchal et al., 2014). Some thiol reductases are
constitutively located in the nucleus, but others were found to
shuttle between the cytosol and nucleus. In tomato subjected
to heat stress, the predominant cytosolic GRXS17 was found
to relocate in the nucleus (Wu et al, 2012). In wheat and
Chlamydomonas, TRXh isoforms accumulate in the nucleus
upon oxidative or genotoxic stress (Serrato and Cejudo, 2003;
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FIGURE 1 | H,O»-induced thiol modifications and scavenging activities in the nucleus. H,O» accumulating in the nucleus can be detoxified by a NTR/TRX/PRX
system. While many other HoO, detoxification enzymes are active in plants (e.g., catalases and ascorbate peroxidases), their presence in the nucleus is not
demonstrated yet. They are not represented here. H,O, can oxidize thiol residues in protein. Sulfenic acid reacts with GSH, NO or with adjacent thiol residues.
Putative nuclear proteins prone to S-glutathionylated, S-nitrosylated, or disulfide bonds formation have been identified by proteomic and biochemical approaches
(see Supplementary Table 1; Delorme-Hinoux et al., 2016; Pérez-Pérez et al., 2017). S-glutathionylated, S-nitrosylated, or intra/intermolecular disulfide bonds can be
reduced by NTR/TRX, GR/GSH/GRX, or GSNOR. NTR, NADPH-dependent thioredoxin reductase; TRX, thioredoxin; GR, glutathione reductase; GRX, glutaredoxin;
PRX, peroxiredoxin; GSNOR, S-nitrosoglutathione reductase; GSH, glutathione; NO, nitric oxide; H>O», hydrogen peroxide.

Sarkar et al, 2005). Little is known about the subnuclear thiol-containing target proteins are shown as well. Most of these

localization of these respective proteins. This is due to the
low resolution of localization techniques like ICC and GFP-
fusion coupled with confocal microscopy analyses. In most
cases, these proteins are detected in the nucleoplasm, without
distinction between heterochromatin and euchromatin, and are
apparently excluded from the nucleolus. Recently, ICC analyses
have detected NRX1 and NTRA in the nucleolar cavity, but
the functional significance of this localization is still unknown
(Marchal et al., 2014). Major thiol redox components found in the
nucleus are presented in Figure 2. ROS scavenging enzymes and

components have been recently reviewed by Delorme-Hinoux
et al. (2016) and will not be further discussed here.

The nucleolus, a nuclear subcompartment responsible for
rRNA biosynthesis, might also be subjected to redox regulation
(Saez-Vasquez and Medina, 2009). Significant accumulation
of H,O, has been detected in the nucleolus in tobacco cell
suspension subjected to elicitor treatments (Ashtamker et al,
2007). Intriguingly, the nucleolus also accumulates high amounts
of iron, which might provide substrates for ROS generation
by Fenton reactions (Roschzttardtz et al., 2011). In addition,
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glutathione; NO, nitric oxide; H»O», hydrogen peroxide.

FIGURE 2 | Major thiol redox components found in the nucleus. Thiol reduction systems, thiol-containing target proteins were represented as well as ROS
scavenging enzymes. Proteins which were only found in proteomic data (according to Montrichard et al., 2009; Waszczak et al., 2014; Delorme-Hinoux et al., 2016;
Palm et al., 2016; Montacié et al., 2017; Pérez-Pérez et al., 2017) but not further validated in the nucleus were represented in italic. NTR, NADPH-dependent
thioredoxin reductase; TRX, thioredoxin; GR, glutathione reductase; GRX, glutaredoxin; PRX, peroxiredoxin; PDI, protein disulfide isomerase; GST, glutathione
S-transferase; APX, ascorbate peroxidase; DHAR, dehydroascorbate reductase; Ran-GTPase, Ran-guanosine triphosphatase; PCNA, proliferating cell nuclear
antigen; GAPDH-C, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase-C; RTL1, RNAse lll-like 1; TGA, TGA-transcription factor; NF-YC11, nuclear factor-YC11; GSH,

glutathione and several isoforms of PRXs, DHARs, APXs, TRXs,
and GRX-like proteins were enriched in this compartment
(Zechmann et al., 2008; Zechmann and Miller, 2010; Palm
et al., 2016; Montacié et al., 2017). Whether redox activities are
occurring in the nucleolus will need further investigations.

REDOX-REGULATED NUCLEAR
FUNCTIONS

Transcriptomic Control by ROS

Reactive oxygen species causes drastic changes in nuclear gene
expression (Gadjev et al., 2006; Willems et al., 2016; Shaikhali
and Wingsle, 2017). Oxidative stress affects many pathways
involved in RNA processing, including splicing, polyadenylation,
exporting, and editing. It is also involved in RNA degradation
and protein translation (Van Ruyskensvelde et al., 2018). Under
High-light (HL) conditions, ROS originated in chloroplasts are
associated with chloroplast-to-nucleus (retrograde) signaling.

Among the molecules involved in the retrograde signaling
(Suzuki et al., 2012; Vogel et al., 2014; Dietz et al., 2016), singlet
oxygen (10,) induces expression of subsets of 'O,-responsive
genes and enhances tolerance to HL and to other abiotic and
biotic stress (Wagner et al., 2004; Carmody et al., 2016). H,O,
originating by dismutation of superoxide in the chloroplast
has also been recently shown to be involved in retrograde
signaling upon HL exposure (Exposito-Rodriguez et al., 2017).
Another retrograde signaling was suggested to involve a redox
regulation of the chloroplastic cyclophilin Cyp20.3, leading to
stimulation of Cys synthesis, accumulation of non-protein thiols
and activation of defense gene expression (Dominguez-Solis
etal., 2008; Park et al., 2013). Presumably, ROS generated in other
cell compartments (mitochondria, peroxisomes, and apoplast)
can also exert similar retrograde signaling (Noctor and Foyer,
2016; Rodriguez-Serrano et al., 2016).

Photorespiration produces H,O, in peroxisomes. In this
compartment, catalases play an important role in removing
H,0,. The cat2 mutant inactivated in the major peroxisomal
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catalase accumulates a high level of peroxisomal H,O, and
impacts nuclear gene expression extensively, rapidly inducing
subsets of stress and hormonal response genes (Queval et al.,
2007). In this case, regulation of gene expression involves
glutathione signaling also, as the transcriptomic response is
partly abolished in a glutathione-defective (cad2) cat2 cad2
double mutant (Han et al, 2013a,b). A signaling role of
glutathione on nuclear gene expression was also suggested
by transcriptomic data in genetically or pharmacologically
manipulated glutathione backgrounds (Xiang and Oliver, 1998;
Ball et al., 2004; Schnaubelt et al., 2015). Other transcriptomic
analyses also showed involvement of thiol reduction systems
in modulating nuclear gene expression (Bashandy et al., 2009;
Martins et al., unpublished data). Whether these actors are
directly involved in gene expression needs further investigations.

Redox Regulation of Transcription
Factors

A likely impact of ROS on nuclear gene expression relies on
the regulation of redox-sensitive transcription factors (Considine
and Foyer, 2014; Dietz, 2014; Rouhier et al., 2015; Waszczak et al.,
2015). In most cases, redox regulation induces conformation
changes in transcription factors or associated proteins. Such
modifications can occur in the cytosol and trigger nuclear
translocation, e.g., by uncovering of a nuclear localization
sequence (NLS). A well-documented example is the thiol redox-
dependent nuclear translocation of the glycolytic enzyme Glucose
6-Phosphate Dehydrogenase C (GAPDH-C) which impacts
both its metabolic activity and its moonlighting function as
a transcriptional activator of glycolytic genes (Holtgrefe et al,
2008; Vescovi et al., 2013; Zaffagnini et al., 2013; Testard et al,,
2016; Zhang et al., 2017). The HL- and H,O,-dependent nuclear
translocation of Heat-Shock Factors (HSFA1D and HSFAS) is
also dependent on specific Cys residues (Miller and Mittler,
2006; Jung et al., 2013; Giesguth et al., 2015; Dickinson et al,,
2018). The pathogen-induced Salicylic Acid (SA)-dependent
transcriptional response is mediated by redox-dependent nuclear
translocation of NON-EXPRESSOR OF PR GENESI1 (NPR1). In
this particular case, NPRI1 is kept in the cytosol in a disulfide-
bound oligomeric homocomplex. Upon pathogen attack, SA
induces TRXh5 expression which counteracts NPR1 oligomer
formation by reducing NPR1 disulfides. Moreover, through its
denitrosylase activity, TRXh5 also suppresses the stimulatory
effect of Cys156 S-nitrosylation on formation of disulfide-linked
NPRI oligomer (Tada et al., 2008; Kneeshaw et al., 2014). NPR1 is
translocated in the nucleus where it promotes PR gene expression
through interaction with TGA transcription factors such as
TGAL1 (Després et al., 2003; Mou et al., 2003; Tada et al., 2008;
Kneeshaw et al., 2014).

Indeed, other members of the TGA transcription factors are
likely redox regulated in the nucleus. Among the 10 TGA factors
found in Arabidopsis, several of them (i.e., TGA1, TGA2, TGA3,
TGA?7, and Perianthia) interact with type III GRXs (ROXY1
and 2) and are involved in the development of petals, anthers
and microspores. Although the redox dependent control of
these TGA is not fully established, ROXY/TGA interactions

are occurring in the nucleus and affect TGA-regulated gene
expression (Xing et al., 2005; Xing and Zachgo, 2008; Li et al,,
2009, 2011; Murmu et al., 2010; reviewed by Dietz, 2014 and
Delorme-Hinoux et al., 2016).

R2R3-type MYB transcription factors from maize require
reducing conditions for DNA binding. Under non-reducing
conditions, Cys49 and Cys53 form a disulfide bond that prevents
the R2R3 MYB domain from binding DNA (Williams and
Grotewold, 1997; Heine et al., 2004). More recently, the structure
and the DNA binding activity of a AtMYB30 transcription
factor were shown to be influenced by S-nitrosylation
(Tavares et al., 2014).

AP2/ethylene response factor (ERF) is another class of
transcription factors which undergoes redox regulation (Welsch
et al., 2007; Shaikhali et al., 2008; Vogel et al., 2014). One of the
most striking examples was described for the Rap2.12-dependent
regulation of hypoxia response genes. Under aerobic conditions,
Rap2.12 is bound to the plasma membrane within an acyl-CoA
binding protein 1 or 2 (ACBP1/2) complex. In low oxygen,
Rap2.12 is released from the plasma membrane by a mechanism
involving a N-terminal Cys2 residue, and is translocated to the
nucleus where it activates hypoxia response genes (Gibbs et al.,
2011; Licausi et al., 2011; Licausi, 2013).

Comelli and Gonzalez (2007) also reported a redox regulation
of conserved Cys in the homeodomain (HD) DNA of plant class
III HD-Zip proteins. Here, DNA binding capacities are only
maintained when an intramolecular disulfide bond is reduced by
a thioredoxin (Comelli and Gonzalez, 2007). A Cys-dependent
redox regulation of the DNA binding activity of basic region
leucine zipper (bZIP) transcription factors has also been reported
(Shaikhali et al., 2012).

Finally, a subunit of the Nuclear Factor-Y (NF-Y)
transcription factor complex (NY-YC11) physically interacts
with the iron-sulfur cluster glutaredoxin GRXS17 in the nucleus.
It is not known yet if this interaction is redox-dependent
(Knuesting et al., 2015). In the cytosol and the nucleus, GRXS17
also interacts with and reduces BolA2, a factor involved in iron
metabolism (Couturier et al., 2014; Qin et al., 2015).

Epigenetic Regulation

Redox regulation of epigenetic processes has mostly been
addressed in mammals (Garcia-Giménez et al., 2017), but this
field is poorly explored in plants (Delorme-Hinoux et al., 2016;
Shen et al,, 2016). Nevertheless, due to the ubiquity of these
basic mechanisms in living organisms, it is likely that such
regulation occurs in plants as well. Different enzymes involved in
histone methylation are prone to redox regulation, affecting both
positive and negative histone marks (e.g., H3K4me2, H3K4me3,
H3K79me3, H3K27me2, and H3K9me2) (Chen et al., 2006; Zhou
et al., 2008, 2010; Niu et al., 2015). In mammals, nuclear histone
acetylation activities are redox sensitive, affecting chromatin
conformation and transcription (Ito et al., 2004; Ago et al,
2008; Nott et al., 2008; Doyle and Fitzpatrick, 2010). During
brain development, neurotrophic factors induce S-nitrosylation
at conserved Cys of HDAC2 in neurons, resulting in changes
of histone modification and gene expression (Nott et al., 2008).
Upon cardiac hypertrophy, a ROS/TRX-dependent redox switch
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of key Cys residues affects nuclear trafficking of a class I HDAC
and subsequent gene expression (Ago et al., 2008). Within the
large family of HDAC identified in plants (Pandey et al., 2002),
members of the class I RPD-3 like HDAC (HDACY, 19) have been
shown to be sensitive to oxidation (Liu et al., 2015; Mengel et al.,
2017), but the physiological significance of those modifications
is still poorly understood. NO-induced HDAC inhibition is
proposed to operate in plant stress response by facilitating the
stress-induced transcription of genes (Mengel et al., 2017).

In addition to methylation and acetylation, mammalian
histone H3 has been shown to be glutathionylated on a
conserved and unique Cys residue (Garcia-Giménez et al., 2014).
Histone H3 glutathionylation increases during cell proliferation
and decreases during aging. This produces structural changes
affecting nucleosome stability and leading to a more open
chromatin structure (Garcia-Giménez et al., 2013, 2014, 2017; Xu
etal., 2014).

Small RNAs (siRNA and miRNA) are key regulators of gene
expression, involved in most developmental and stress response
processes in eukaryotic cells (Leisegang et al., 2017). Biogenesis
of small RNAs is orchestrated by DICER-LIKE (DCL) and
RNASE THREE-LIKE (RTL) endonucleases that process almost
every class of double-stranded RNA precursors. Charbonnel
et al. (2017) have recently demonstrated that members of DCL
and RTL families in Arabidopsis are glutathionylated on a
conserved Cys which affects their RNase III activity. R-S-SG of
RTL1 is reversed by type I GRXs, suggesting that small RNA
biogenesis and subsequent gene expression responses are under
the control of the cell redox environment (Charbonnel et al.,
2017). Indeed, the RNase activity of another member of the family
(RTL2) was previously shown to be regulated by its dimerization
state through an intermolecular disulfide bond (Comella et al.,
2008), showing that a redox switch might regulate small RNA
biogenesis.

Epigenetic regulation of gene expression is performed by DNA
methylation. Some key metabolic enzymes involved in DNA
methylation are suspected to be redox regulated. Among them
are enzymes of the S-Adenosyl Methionine (SAM) cycle which
provide precursors for DNA and histone methylation (Shen
etal,, 2016). Other nuclear candidates are the DNA demethylases
Repressor of Silencingl (ROS1) and Demeter-like (DME, DML2,
and DML3) enzymes which remove methylated bases from the
DNA backbone (Zhu, 2009). All these enzymes contain an iron-
sulfur (Fe-S) cluster which might be susceptible to oxidation by
ROS. Moreover, different members of the cytosolic Fe-S cluster
assembly machinery (i.e, MET18 and AE7) are involved in
DNA methylation, likely because they affect the nuclear DNA
demethylases Fe-S cluster metabolism (Luo et al., 2012; Duan
etal,, 2015). Therefore, all these examples show an emerging link
between redox regulation and epigenetic regulation.
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Figure 20 : Arbre phylogénique des TRX d'Arabidopsis thaliana.

Les membres des différents sous-groupes de TRX (15 au total) sont classés en cluster et la localisation
cellulaire est représentée par différentes couleurs. La couleur verte correspond aux chloroplastes, bleu au
cytosol, jaune aux mitochondries, rouge au noyau, et bordeaux a la membrane. Un cercle de couleur
dégradé indique une double localisation. Le cercle de couleur gris représente une localisation putative.
Modifiée de Meyer et al., 2012.



V.2 Les TRX chez les plantes :

Chez les plantes, les TRX ont d'abord été identifiées comme des régulateurs de la photosynthése par
I’¢tude d’enzymes chloroplastiques impliquées dans le métabolisme du carbone telles que la FBPase
et la MDH (Meyer et al., 2012). Il a ét¢é montré que ces enzymes sont activées par une TRX
chloroplastique. La réduction de ces enzymes métaboliques impacte leur conformation et les rend

actives (décrit dans la partie IV.2.2.1).

Les TRX des plantes vasculaires sont trés nombreuses en comparaison aux autres régnes (deux chez
Escherichia coli et les mammiferes, trois chez Saccharomyces cerevisiae). Elles sont classées en 15
sous-groupes de plusieurs membres (Figure 20) (Vlamis-Gardikas and Holmgren, 2002; Meyer et al.,
2012; Geigenberger et al., 2017). Les TRX de ces sous-groupes se retrouvent également dans tous les
génomes de plantes vasculaires qui ont été séquencés et certaines sont présentes chez les bryophytes,
les lycophytes, les algues eucaryotes et les cyanobactéries (Chibani et al., 2009). Parmi les 15 sous-
groupes, il y a les TRX typiques de 10 a 12 kDa, avec un site actif de type WCG/PPC qui sont
généralement réduites par les TRX réductases. Arabidopsis thaliana contient 20 isoformes de TRX
différentes (Figure 20). Il y a les TRX f1-2, m1-4, x, y1-2 et z plastidiales et les TRX o1-2 dans la
mitochondrie et le noyau, tandis que les huit représentants de TRXh sont répartis entre le cytosol, le
noyau, le RE et les mitochondries (Meyer et al., 2012; Delorme-Hinoux et al., 2016; Geigenberger et
al., 2017). 1l y a également, des protéines de type TRX aux propriétés atypiques au niveau du site
actif, du nombre de domaines TRX ou un domaine TRX associ¢ a d’autres domaines (Meyer et al.,
2012). Une partie de ces TRX de type TRX-like ne sont pas bien caractérisées au niveau de leur
activité et du systeme de réduction. L’ensemble des TRX présente des roles treés diversifiés dans la
plante. Elles sont impliquées dans le métabolisme, dans 1’expression des geénes, dans la croissance,
dans le développement lors de conditions variables de I’environnement (Geigenberger et al., 2017).
Par exemple, le systéme mitochondrial contribue a la réponse du métabolisme face a des épisodes de
sécheresse (da Fonseca-Pereira et al., 2018). Elles sont également impliquées dans la fertilité et la
résistance aux pathogeénes (Marchal et al., 2014; Kneeshawa et al., 2017). Enfin, les isoformes TRXo
mitochondriaux se lient a un cceur Fe-S et réduisent les protéines NFU in vitro, protéines impliquées

dans la maturation des cceurs Fe-S (Zannini et al., 2018).

Dans les chloroplastes, les TRX sont réduites par le systeme ferrédoxine-thiorédoxine réductase
(FTR) et par la thiorédoxine réductase dépendante du NADPH C (NTRC) (Wolosiuk and Buchanan,

1978; Schiirmann and Buchanan, 2008). Dans la mitochondrie, le cytoplasme et le noyau, les TRX
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Figure 21 : Arbre phylogénique des GRX d'Arabidopsis thaliana.

Les membres de la grande famille des GRX sont classés en 5 classes. Les classes I et II sont composées de
respectivement 6 et 4 GRX et possedent respectivement CPXC et CGFS comme sites actifs. Les 21 GRX
cytosoliques de classe III appelées ROXY ont, quant a elles, un motif CCXC/S/G. Les 13 GRX de la
classe IV sont composées de 3 domaines : un domaine N-terminal GRX avec un site actif de type CXXC
répété 4 fois et suivi de 2 domaines aux fonctions inconnues. Enfin, la classe V est composée de 6 GRX
localisées dans le cytosol, la mitochondrie et le chloroplaste et présentant un site actif dicystéinique CPFC
ou monocystéinique CFPS. Modifiée de Meyer et al., 2012.



sont réduites par le systéme NTR (Figure 17) (Jacquot et al., 1994; Rivera-Madrid et al., 1995; Laloi
et al., 2001). Le systéme FTR est présent uniquement dans les plastides (Schiirmann and Buchanan,
2008). La FTR est une protéine a cceur Fe-S de type [4Fe-4S] qui est importante pour sa fonction de
réduction des TRX (Chow et al., 1995). Elle est composée d’une sous-unité catalytique contenant le
ceeur fer-soufre, deux résidus cystéines pouvant former un pont disulfure et d’une autre sous-unité
variant selon les espéces (Staples et al., 1996, 1998). Chez Arabidopsis thaliana, FTRB produit la
sous-unité catalytique et FTRAI et FTRA2 codent deux isoformes de la seconde sous-unité régulatrice
(Keryer et al., 2004). La voie de réduction dans laquelle intervient NTR existe ¢galement chez les
plantes (Meyer et al., 2012; Delorme-Hinoux et al., 2016). La NTR de plante est trés similaire a la
NTR d’E. Coli (Jacquot et al., 1994). La forme active est composée d’un homodimere associé€ a une
flavine. Arabidopsis thaliana posséde deux génes NTR issus d’un récent événement de duplication
(Blanc et al., 2000; Reichheld et al., 2005). NTRA produit un court ARNm qui code pour une protéine
cytosolique et un long ARNm qui code un précurseur d’une protéine mitochondriale (Laloi et al.,
2001). NTRB possede également deux ARNm qui codent une protéine pour ces deux organites

(Reichheld et al., 2005).

V.3 Les GRX chez les plantes :
V.3.1 Présentation des GRX de plantes :

Les glutarédoxines sont des protéines qui agissent comme des réductases et qui sont dépendantes du
glutathion (Laurent et al., 1964). Elles ont une structure caractéristique et un repliement conserve, le
repliement thiorédoxine. Ce repliement est constitué par un pli central antiparallele a quatre brins de
feuillet B entourés de trois hélices a. Elles présentent également un site actif de type CXXC ou CXXS
et un site de liaison spécifique pour le glutathion. Comme pour les TRX, les plantes supérieures ont
un nombre élevé de GRX par rapport aux autres organismes. Chez Arabidopsis thaliana, il existe 50
GRX qui sont codées par une famille multigénique divisée en cinq classes (Figure 21) (Couturier et

al., 2009; Meyer et al., 2012).

La classe I et la classe II sont composées de respectivement 6 et 4 GRX présentes dans tous les
organismes photosynthétiques et elles possedent respectivement CP/G/SYC/S et CGFS comme sites
actifs. Certaines sont capables d’incorporer un cceur Fe-S (se référer a la partie V3.3.3). Quatre GRX
de la classe I sont cytosoliques/nucléaires (C1, C2, C3 et C4) et deux sont plastidiales (C5 et C12)
(Riondet et al., 2012; Couturier et al., 2009). La plupart d’entre elles ont des activités de
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déglutathionylation. Ces GRX sont biochimiquement bien caractérisées chez Arabidopsis thaliana et
chez le peuplier (Rouhier et al., 2007; Couturier et al., 2011; Riondet et al., 2012; Zaffagnini et al.,
2012a; Bender et al., 2015). Par exemple, il a ét¢ montré in vitro qu’ AtGRXC2 régule 'activité de la
kinase 1 de type récepteur apparentée a BRIl (BAK1) par un mécanisme de (de)glutathionylation
(Bender et al., 2015). La classe II est composée de deux GRX chloroplastiques, une mitochondriale
et une GRX avec une double localisation cytosolique et nucléaire (se référer au VI.). Les 21 GRX
cytosoliques de classe III appelées ROXY ont, quant a elles, un motif CCx[C/S/G] et sont présentes
dans les plantes terrestres uniquement (Meyer et al., 2012; Gutsche et al., 2015). Elles sont exprimées
dans la plupart des tissus de la plante (Gutsche et al., 2015). Ces protéines sont notamment impliquées
dans le développement (notamment ROXY1 et 2, décrit dans la partie suivante) et dans la réponse
aux pathogeénes (notamment ROXY'18 et 19) (Gutsche et al., 2015). Les GRX de la classe IV sont
présentes chez les plantes terrestres mais aussi les algues vertes (Navrot et al., 2006; Meyer et al.,
2006). Elles sont assez atypiques car elles sont composées de trois domaines : un domaine N-terminal
GRX avec un site actif de type CXXC répété 4 fois suivi de deux domaines aux fonctions inconnues.
Dans une récente étude, les auteurs les présentent comme des protéines DNAJ related proteins (Pulido
and Leister, 2018). Le nombre de GRX dans ces derniéres classes (III et IV) n’est pas le méme dans
les différentes especes de plantes. Les GRX de la classe IV ont été peu étudiées. Un de ces membres,
la THRUMINI pourrait étre responsable du mouvement des chloroplastes puisqu’elle a été retrouvée
dans un crible génétique qui visait a sélectionner des mutants affectés dans le déplacement des
chloroplastes (Whippo et al., 2011). Enfin, la classe V est composée de 6 GRX localisées dans le
cytosol, la mitochondrie et le chloroplaste et présentant un site actif dicystéinique CPFC ou
monocystéinique CFPS (Meyer et al., 2012). Peu de données sont disponibles sur les membres de ce
groupe. Basées sur des homologies de séquences, quatre membres ont des homologues proches chez
le blé qui ont la capacité de déglutathionyler des flavonoides. Ces 4 membres sont également classés

comme glutathion S-transférases de type lambda (GSTL) (Dixon and Edwards, 2010).

Les GRX sont réduites par le systtme NADPH/GR/GSH (Figure 17). Le glutathion oxydé (GSSG)
est réduit par la glutathion réductase (GR) et la GR va étre elle-méme réduite par le NADPH. Chez
les plantes, deux geénes codent pour une GR, il s’agit de GRI et GR2. GRI code une protéine
cytosolique et une protéine peroxysomale, et GR2 code pour un précurseur ciblant a la fois le
chloroplaste et la mitochondrie (Creissen, 1999; Chew et al., 2003; Kataya and Reumann, 2010;
Trivedi et al., 2013).
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Figure 22 : Les nombreuses fonctions de GSH, TRX et GRX dans le cycle de développement de la
plante.

De la graine au développement reproductif, le glutathion, les thiorédoxines et les glutarédoxines jouent
des roles importants. Tous les trois interviennent dans le fonctionnement des méristémes, dans la réponse
aux stress et dans le développement des fleurs et des gameétes. Certaines TRX sont impliquées dans la
fécondation comme le GSH, dans le métabolisme des réserves, dans la biogénése des structures cellulaires
et dans la régulation de la photosynthése. Modifiée de Rouhier et al., 2015.



V.3.2 Le role des GRX dans le développement de la plante et la réponse aux
stress :

Une partie de cette introduction a été consacrée au développement des plantes et a la réponse aux
stress thermiques. Les systémes rédoxines et les ROS sont des acteurs importants de ces deux voies.
De nombreuses études indiquent que 1'homéostasie redox cellulaire faconne le développement des
plantes et que les ROS, les thiorédoxines, le glutathion, les glutarédoxines et les autres composés
redox remplissent des roles clés dans la régulation de la croissance et du développement des racines

(Figure 22) (Considine and Foyer, 2014; Schippers et al., 2012; Rouhier et al., 2015).

Les ROS, le glutathion et les thiorédoxines ont des rdles respectifs dans la fonction des méristémes,
dans la croissance des organes latéraux et dans le développement floral (Rouhier et al., 2015;
Schippers et al., 2016). Les changements dans les niveaux de ROS et/ou d'oxygeéne influencent la
croissance de la cellule, et ’ensemble pourrait €tre 1i¢ a la signalisation hormonale et aux réseaux

transcriptionnels décrits dans la partie I..

Chez deux GRX de classe 1 d’Arabidopsis thaliana, GRXCI1 et GRXC2, la double mutation est
embryon-létale car ces protéines sont essentielles au développement de I’embryon (Riondet et al.,
2012). Des membres de la classe II sont également impliqués dans le développement des plantes et
la réponse aux stress (détaillés dans les parties VI. et VIL.). Le role des GRX dans le développement
des plantes, notamment des organes floraux, a €té décrit pour certains membres de la classe 111, role
qui est conserve chez les mono- et les dicotylédones. Certaines GRX telles que ROXY 1 sont requises,
en interaction avec des facteurs de transcription de type Leucine zipper TGA comme PAN, dans le
développement reproductif (Xing and Zachgo, 2008; Murmu et al., 2010; Li et al., 2009). Chez
Arabidopsis thaliana, le mutant roxyl présente un nombre réduit de primordia foliaires et des
anomalies dans la morphogénése des pétales. Une cystéine située dans le site catalytique de ROXY'1
est importante pour cette fonction physiologique (Xing et al., 2005). ROXY'1 participe également a
la régulation négative d’AGAMOUS dans le développement des sépales et des pétales, cette derniere
¢tant importante au développement des deux autres composé€s de la fleur (¢tamines et carpelles). Le
mutant roxy2 ne présente pas de défaut dans le développement de la fleur contrairement au double
mutant roxy/roxy2 qui a un nombre réduit de pétales et qui est stérile car il ne produit pas de pollen
(Xing and Zachgo, 2008). Récemment, il a ét¢ montré que ROXY1 interagissait avec PETAL LOSS
(PTL) pour limiter la croissance a I’intérieur et entre les sépales et pour promouvoir ’initiation de
pétales (Quon et al., 2017). Dans la méme classe, ROXY4 qui est régulée par la protéine DELLA
RGA, participerait a la signalisation des gibbérellines et au développement des organes floraux (Hou

et al., 2008). Plusieurs GRX issues de la classe III, telles que GRXS13 (aussi appelée ROXY 18),
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Figure 23 : Apercu des voies d'assemblage des cceurs Fe-S dans les cellules végétales.

(A) Voies d’assemblage des coeurs Fe-S dans les chloroplastes (SUF), dans les mitochondries (ISC) et la
voie d’assemblage cytosolique de protéines fer-soufre (CIA). Le fer (rouge) pénétre dans la cellule via la
membrane plasmique et est ensuite réparti entre les différentes voies d’assemblage. La quantité de fer
attribuée a chaque voie d’assemblage dépend des besoins de la cellule. Dans les feuilles, la plupart du fer
va aux chloroplastes (fleche plus épaisse). L’assemblage des protéines Fe-S dans le cytosol dépend du
transporteur ATM3 qui transporte un composé inconnu de la mitochondrie au cytosol. (B) Les différentes
étapes d’assemblage des cceurs Fe-S des voies SUF et ISC. Apres 1’assemblage du cluster sur les
protéines d’échafaudage (SUFBCD et ISU1), le cceur peut étre transféré a différentes protéines porteuses
(NFU, etc.) jusqu’a ce que le coeur soit transféré a une protéine qui en a besoin pour son activité. Les deux
systémes ont également besoin d'électrons et de donneurs d'électrons, mais pour des raisons de simplicité,
ils ne sont pas décrits. Modifiée de Balk and Schaedler, 2014



participent également a la tolérance de certains stress biotiques et abiotiques (Ndamukong et al., 2007,
La Camera et al., 2011; Zander et al., 2012; Laporte et al., 2012). Cette protéine est importante dans
la défense face a 1’attaque de pathogenes et dans la résistance au stress photo-oxydatif. A noter que
ce mutant grxs/3 présente également un défaut de croissance dans des conditions optimales de

croissance (Laporte et al., 2012).

V.3.3 Les Glutarédoxines et les cceurs Fer-Soufre :

V.3.3.1 Les cceurs fer-soufre (Fe-S) :

Une partie du fer intracellulaire végétal est incorporée dans des groupements fer-soufre (Fe-S) qui
peuvent étre des cofacteurs de réactions de transfert d'électrons et qui sont souvent essentiels a la
fonction catalytique d’enzymes (Balk and Schaedler, 2014). 1l existe plusieurs types de cceurs Fe-S :
les cceurs a [2Fe-2S] et a [4Fe-4S] (mais aussi [3Fe-4S] et [8Fe-7S] nitrogénase). Des protéines
d’assemblage sont nécessaires pour la délivrance du soufre qui se trouve sous forme de persulfide
(S0), qui va étre réduit en sulfide (S2-). Le pré-assemblage avec le fer se fait sur une protéine
d’échafaudage. Ce cceur Fe-S est ensuite transféré vers une protéine cible avec 1’aide d’ATP. Ces
protéines cibles ont besoin d’un cceur Fe-S pour fonctionner. Par exemple, les aconitases 1, 2 et 3, les
DEMETER et DEMETER-like et I’ARN polymérase I et III sous-unit¢ D sont des protéines
nécessitant un cceur fer-soufre pour fonctionner (Arnaud et al., 2007; Moeder et al., 2007; Choi et al.,
2002; Hirata et al., 2008). Les protéines contenant un cceur Fe-S sont impliquées dans de nombreux
processus biologiques essentiels tels que la photosynthese, la respiration, et les métabolismes du

carbone, de I’oxygéne, de I’hydrogene, de 1’azote et du soufre (Balk and Pilon, 2011).

Il existe trois voies d'assemblage des cceurs de Fe-S chez les plantes : une voie mitochondriale, une
voie plastidiale et une voie cytosolique (Figure 23) (Balk and Schaedler, 2014). Ces holoprotéines
nouvellement formées vont pouvoir accomplir leur fonction. La biosynthése des cceurs Fe-S
mitochondriale est effectuée par la machinerie ISC avec Isu, IscA et Nfu comme protéines
d’échafaudages et la frataxine comme donneur de fer (Bencze et al., 2006; Lill, 2009; Balk and
Schaedler, 2014). La biosynthese chloroplastique se fait par la machinerie SUF et les protéines SufA,
SufB et Nfu comme protéines d’échafaudage (Balk and Lobréaux, 2005; Ye et al., 2006; Layer et al.,
2007; Balk and Schaedler, 2014). Chez les plantes, la voie cytosolique est composée d’un complexe
d’assemblage des coeurs Fe-S appelé CIA (Figure 24). Ce complexe serait composé d’ATR3 et
CIAPINI1 (ou AtTAH18 et AtDRE2 respectivement pour I’homologie avec les génes de levure), de
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Modele hypothétique de la voie CIA par homologie avec la
levure. Le complexe CIA est dépendant de la machinerie ISC
de la mitochondrie pour le soufre. DRE2 peut lier deux cceurs
[2Fe-2S] avec son domaine inhibiteur de 1’apoptose induite
par cytokine 1 (CIAPIN1). TAHI18 interviendrait lors de la
phase de transfert d’électrons ou un ceeur [4Fe-4S] est élaboré
a partir d’ajouts de fer et de soufre. Ce cceur serait assemblé
par le complexe d’échafaudage faisant intervenir NBP35. Une
fois le cceur [4Fe-4S] arrivé a maturité, il serait transféré par
NART1 vers le complexe de transfert impliquant CIA1, AE7 et
MET18. Le cceur serait alors livré aux apoprotéines. Inspirée
de Paul et al., 2015 et d’Inigo et al., 2016.
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Maturation des cceurs Fe-S au sein des mitochondries. Ythl lie le complexe préformé Isul/Nfs1 (Isd11)
facilitant la synthése de coeurs Fe-S. La ferrédoxine de levure Yahl, qui est couplée fonctionnellement a
la ferrédoxine réductase Arhl, fournit les électrons nécessaires a la réduction du soufre. Jacl déplace
I’holo-Isul du complexe d'assemblage pour former le complexe 1’holo-Isul/Jacl. La mtHsp70 se lie au
motif PVK de I’holo-Isul en complexe avec Jacl. Le domaine J de Jacl stimule l'activité ATPase de
mtHsp70 facilitant le transfert du cceur Fe-S vers l'apoprotéine receveuse. Grx5 intervient également dans
I’insertion du cceur Fe-S dans I’apoprotéine cible. Modifiée de Dutkiewicz and Nowak, 2018.



NBP35, de NAR1, de CIA1, de AE7 et de MET18. Ces membres ont été caractérisés ou déterminés
par leur homologie de séquences avec les membres des CIA de levure et d’humain (Varadarajan et
al., 2010; Luo et al., 2012; Bernard et al., 2013; Balk and Schaedler, 2014; Bastow et al., 2017). Par
exemple, il a récemment ét¢ montré que NBP35 interagissait avec DRE2 dans la maturation des cceurs
fer-soufre cytosoliques (Bastow et al., 2017). Cette voie CIA est dépendante de la machinerie
mitochondriale Fe-S pour le soufre, notamment de NSF1 (pour pallier I’absence de cystéine
désulfurase cytosolique) et d'un transporteur ABC fonctionnel des mitochondries, ATM3 (Kispal et
al., 1999; Bernard et al., 2009; Lill et al., 2015; Zuo et al., 2017).

V.3.3.2 Le role des chaperonnes dans le transfert des cceurs Fe-S : ’exemple de I’HSP70
mitochondriale de levure

Les protéines chaperonnes peuvent étre impliquées dans la biogénése des protéines a cceur Fe-S
comme cela a été montré dans la mitochondrie (Dutkiewicz and Nowak, 2018). Chez Saccharomyces
cerevisiae, la protéine d’échafaudage Isul interagit avec la cystéine de la désulfurase Nfs1 (donneur
de soufre) et de la frataxine Ythl (régulateur de Nfs1 et donneur de fer). Le processus de transfert
nécessite 1’aide de la protéine chaperonne mitochondriale Hsp70 (Figure 25) (Lill et al., 1999, 2006,
2015). La protéine de type J appelée Jacl lie la protéine d’échafaudage Isul puis elle interagit avec
Hsp70 via son domaine N-terminal J ce qui enclenche 1’activité ATPase d’Hsp70 et donc le transfert
du ceeur vers les cibles suivantes (Vickery and Cupp-Vickery, 2007; Craig and Marszalek, 2002). La
plupart des organismes comme la levure, les champignons, les plantes et les animaux ont une seule
Hsp70 mitochondriale impliquée dans de multiples fonctions telles que le repliement des protéines,
I’importation de protéines dans la matrice mitochondriale et comme décrit ici, la biogénése des
protéines a cceur fer-soufre (Schilke et al., 2006). La levure et les champignons expriment une Hsp70
mitochondriale supplémentaire appelée Ssql qui est spécialisée dans cette derniére fonction en

interagissant uniquement avec Jacl (Schilke et al., 2006; Pukszta et al., 2010; Delewski et al., 2016).

V.3.3.3 Les GRX a coeur Fe-S :

Chez Arabidopsis thaliana, certaines GRX de classes I et II sont capables de lier un cceur Fe-S
(Roubhier et al., 2007, 2010; Bandyopadhyay et al., 2008). Le GSH stabilise ces coeurs chez certaines
GRX. Par exemple, les GRXCI du peuplier et d’Arabidopsis thaliana et la Grx2 humaine sont sous
forme d’homodiméres li€s par un coeur [2Fe-2S] via la cystéine du site actif de chaque monomere et

les cystéines de deux molécules de GSH (Feng et al., 2006; Johansson et al., 2007; Roubhier et al.,
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2007; Riondet et al., 2012). Lorsque le GSH est épuisé dans la cellule, ceci affecte la maturation des
protéines cytosoliques a cceur Fe-S (Sipos et al., 2002). Le cceur Fe-S est sensible a 1'oxydation
comme l'exposition a I'oxygene de l'air ou a d'autres molécules oxydantes. Cette perte peut provoquer
un changement de fonction comme cela a €t€ montré chez la Grx2 humaine (orthologue des GRX de
classe I), qui en contact de GSH oxydé¢, perd son cceur et restaure son activité de réduction de ponts
disulfures (Lillig et al., 2005). Ceci a aussi ét¢ montré chez Arabidopsis thaliana pour la GRXCI1 de
classe I (Rouhier et al., 2007; Riondet et al., 2012). Les GRX de classe I pourraient donc constituer
des senseurs rédox. Les GRX appartenant a la classe II sont également capables de lier un cceur Fe-S

(décrit dans la partie VIL.).

Les GRX sont importantes dans la biosynthése des ceeurs Fe-S et également dans leur transfert vers
des protéines cibles. Les GRX présentes dans la mitochondrie participent au transfert du cceur Fe-S
des protéines d’échafaudage vers les protéines receveuses (Rodriguez-Manzaneque et al., 2002;
Miihlenhoff et al., 2003; Bandyopadhyay et al., 2008). Par exemple, la Grx5 (de classe II) de
Saccharomyces cerevisiae participe au transfert des cceurs Fe-S (Rodriguez-Manzaneque et al., 2002)
En effet, les mutants grx5 qui sont plus sensibles au stress oxydatif et accumulent plus de fer libre,
ont des troubles dans la biogénése mitochondriale des Fe-S et dans la croissance respiratoire
(Rodriguez-Manzaneque et al., 1999, 2002). Fait intéressant, d’autres GRX procaryotes ou eucaryotes
contenant le site actif CGFS complémentent le mutant de levure grx5 (Cheng et al., 2006; Molina-
Navarro et al., 2006). Par exemple, I’expression de I’AtGRXS14 de classe Il d’Arabidopsis thaliana
dans le mutant grx5 montre que celle-ci est capable de complémenter partiellement la fonction de
transfert de cceurs Fe-S de Grx$5, le transfert se fait vers I’aconitase, protéine impliquée dans la
synthese du citrate en isocitrate (Cheng et al., 2006). Elle proteége ¢galement la levure du stress
oxydatif et inhibe I’accumulation de fer. Récemment, il a été montré que I’AtGRXS15 de classe 11
était impliquée dans 1’assemblage des coeurs Fe-S dans la mitochondrie notamment dans le transfert
vers des protéines cibles (Moseler et al., 2015; Stroher et al., 2016). Enfin, des essais de protéomique
montrent qu’AtGRXS17 est associée avec la majorité des membres du complexe cytosolique

d’assemblage des cceurs Fe-S (Iiigo et al., 2016).
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Figure 26 : Alignement des séquences des quatre GRX de la classe II.

(A) Représentation schématique des protéines GRXS14, GRXS15, GRXS16 et GRXS17 de la classe II. Le trait violet sous les domaines GRX indique les domaines
qui sont conservés. (B) Les séquences protéiques des quatre GRX de la classe II ont été alignées par le logiciel Geneious et le programme d’alignement de séquence

multiple ClustalW aligment. Les domaines GRX sont conservés (encadré orange) entre les quatre protéines. Le site actif CGFS est en bleu et les autres sites actifs de
GRXS17 en rouge.



VL.

Les GRX de classe II d’Arabidopsis thaliana :

Chez Arabidopsis thaliana, la classe I est composée de quatre GRX a cceur Fe-S : deux protéines
chloroplastiques AtGRXS14 et AtGRXS16, une mitochondriale AtGRXS15 et une cytosolique et
nucléaire AtGRXS17 (Figure 26) (Rouhier et al., 2008; Bandyopadhyay et al., 2008).

VI.1 Les glutarédoxines GRXS14 et GRXSI16 :

Les deux protéines chloroplastiques, GRXS14 (AT3G54900) et GRXS16 (AT2G38270), présentent
différentes fonctions en relation avec leur coeur Fe-S et leur réponse a des stress abiotiques. Une étude
démontre que ces deux protéines ont le potentiel de fonctionner en tant que protéines d’échafaudage
pour I’assemblage des coeurs [2Fe-2S] pour ensuite les transférer a des protéines
receveuses (Bandyopadhyay et al., 2008). Les GRXS14 et GRXS16 restaurent également le
phénotype du mutant de levure grx5 (Bandyopadhyay et al., 2008; Liu et al., 2013a).

VI.1.1 La glutarédoxine GRXS14 :

La GRXS14, également appelée AtGRXcp ou CXIP1 est une protéine plastidiale contenant un seul
domaine de type GRX (Figure 26). Peu détectable dans les graines, la protéine GRXS14 se trouve en
plus grande abondance dans les organes photosynthétiques, particulierement dans les jeunes feuilles
par rapport aux racines, aux boutons floraux et aux fleurs (Rey et al., 2017). Le niveau d’expression
de GRXS14 est régulé lors de différents stress abiotiques. Il diminue en conditions de forte lumiére
en jours longs et en hautes températures et augmente fortement lors de faibles températures, de stress
salin et sécheresse (Rey et al., 2017). Comme vu précédemment, lorsqu'elle est exprimée dans la
mitochondrie, GRXS14 complémente partiellement la fonction de la Grx5 de levure dans la synthése
et I’assemblage des cceurs Fe-S. Elle permet au mutant grx5 d’accumuler moins de fer et de mieux
résister au stress oxydatif (Rodriguez-Manzaneque et al., 1999, 2002; Cheng et al., 2006;
Bandyopadhyay et al., 2008). La Grx5 de la fougere Pteris vittata (PvGrx5) présente une forte
homologie de séquence peptidique avec GRXS14. Elle participe, quant a elle, a la tolérance a ’arsenic
en régulant le niveau d’arsénite intracellulaire directement et indirectement par modulation de
I’aquaglycéporine (Sundaram et al., 2008). Sa surexpression dans des plantes transgéniques
d’Arabidopsis thaliana augmente la tolérance des plantes a 1’arsenic et diminue 1’accumulation de

cet ¢lément dans les feuilles (Sundaram et al., 2009). Elle permet d’augmenter la tolérance des plantes
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a de fortes températures et réduit les dommages oxydatifs sur les protéines (Sundaram and

Rathinasabapathi, 2010).

VI.1.2 La glutarédoxine GRXS16 :

GRXS16, également appelée AtGRX2 ou CXIP2, est composée de 2 domaines, un domaine N-
terminal qui posséde une activité endonucléase nommé NTD et un domaine GRX en C-terminal
(Figure 26) (Liu et al., 2013a). Cette étude suggere un lien entre le métabolisme de I’ ADN plastidial
et la régulation redox. En effet, GRXS16 est capable de digérer de I’ADN génomique, elle peut donc
fonctionner comme une endonucléase dans les chloroplastes. La protéine GRXS16 est exprimée dans
la plupart des organes. Elle est peu détectée dans les extraits de racines mais elle est assez abondante
dans les boutons floraux et les fleurs pratiquement au méme niveau que la tige et les feuilles (Rey et
al., 2017). Le niveau d’expression de cette protéine ne change pas en condition de stress abiotiques
(sécheresse, salin, température et photo-oxydatif) sauf lors de fortes lumieres dans deux conditions,
en jours longs et en fortes températures. Des études ont été menées sur I’homologue de GRXS16 chez
la tomate (Solanum lycopersicum), il s’agit de SIGRXI (Guo et al., 2010). Ce géne est induit en
réponse au stress oxydatif, a la sécheresse et au sel. Sa mise sous silence chez Solanum lycopersicum
ou sa surexpression chez Arabidopsis thaliana suggerent que SIGRX1 joue un role important dans la
tolérance a ces trois stress abiotiques. De plus, la surexpression de la GRXS16 de tomate augmente

la teneur des plantes en glutathion (Hou et al., 2018).

V1.2 La glutarédoxine GRXS15 :

La GRXS15 est une protéine mitochondriale contenant un seul domaine de type GRX (Figure 26).
Elle est impliquée dans I’assemblage des cceurs Fe-S notamment dans leur maturation et leur transfert
(Moseler et al., 2015). GRXS15 complémente partiellement le mutant grx5 de levure et est essentielle
a la maturation des protéines a coeur Fe-S. Le mutant KO grxs/5 est embryon-1étal (Moseler et al.,
2015). Le mutant GRXS15%P (knock-down) présente un défaut dans la maturation de la lipoate
synthase mitochondriale, une protéine a cceur Fe-S (Stroher et al., 2016). Il est également impacté
dans la croissance de la plante notamment la croissance racinaire. La longueur moyenne des racines
primaires de GRXS15 est intermédiaire a celle du controle Col-0 et a un autre mutant de la méme
classe, le mutant KO GRXS17 (se référer au 1. du chapitre 1), ce qui en fait également un acteur de la
croissance racinaire. Enfin, une récente étude a montré que GRXS15 pouvait oxyder la roGFP avec

I’aide de GSSG mais n’était pas capable de la réduire malgré la présence de GSH (Begas et al., 2017).
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Figure 27 : Représentation schématique de 1'évolution hypothétique reconstituée des orthologues de
GRXS17.

Les domaines TRX et GRX sont représentés par des rectangles avec le site actif indiqué en haut. Les
grandes ¢tapes présumées pour la formation de I’isoforme GRXS17 de plantes supérieures d’apres trois
événements : (1) fusion d’un géne TRX et d’un géne GRX ; (2) ajout d’un domaine GRX appartenant a
un ancétre commun d'hétéroconte et d'algues vertes ; et (3) l'ajout d'un deuxiéme domaine GRX dans les
lycophytes. L’addition d’un domaine GRX dans la partie C-terminale de la protéine serait peut-&tre due a
une duplication partielle. La possibilité d’une évolution du site actif du domaine thiorédoxine est indiquée
par les mutations ponctuelles. Modifiée Couturier et al., 20009.




VII.

La glutarédoxine GRXS17 :

VII.1 Généralités :

La protéine AtGRXS17 est une glutarédoxine de 53kDa a cceur fer-soufre faisant partie de la classe
II. Cette protéine fait partie des PKC-Interacting Cousin Of TRX (PICOT) qui sont des protéines
présentes dans une grande partie des organismes et ayant souvent la caractéristique de posséder un
domaine TRX et au moins un domaine GRX (Isakov et al., 2000). GRXS17 a la particularité d’étre
composée de quatre domaines, un domaine de type thiorédoxine avec WCDAS comme site actif
potentiel, suivi de 3 domaines GRX avec CGFS comme site actif. GRXS17 est trés conservée chez
les plantes supérieures mais également dans les autres régnes (Figure 27) (Couturier et al., 2009). Le
schéma évolutif proposé par les auteurs suggere une fusion entre un domaine de type thiorédoxine
avec WCGPC comme site actif et un domaine de type glutarédoxine avec CGFS comme site actif.
Les orthologues chez les champignons et les insectes contiennent une version de ces deux domaines
avec respectivement WA[D/E]PC et WAPQC comme sites actifs sur leur premier domaine. Chez les
mammiferes, I’orthologue aurait acquis un domaine GRX supplémentaire au cours de 1’évolution. La

présence des quatre domaines est spécifique a certains Lycophytes et aux plantes supérieures.

VII.2 La GRX3 de mammiféres et les Grx3/Grx4 de levure : des orthologues
de GRXS17

Comme décrit plus haut, GRXS17 possede des orthologues dans les autres régnes dont le couple

Grx3/Grx4 de levure et la Grx3 de mammifeéres.

VII.2.1 Les Glutarédoxines 3 et 4 de levure :

L’orthologue de GRXS17 chez la levure est le couple Grx3/Grx4 qui sont deux GRX monothiols
redondantes composées d’un domaine TRX en N-terminal et d’un domaine GRX monothiol en C-
terminal (Herrero and De La Torre-Ruiz, 2007; Lillig et al., 2008). Elles sont localisées dans le
cytoplasme et le noyau et forment un cceur Fe-S 1i¢ a leur domaine GRX (Herrero and De La Torre-
Ruiz, 2007). La suppression de Grx3/4 dans la levure entraine des défauts dans l'assemblage des
cceurs Fe-S cytosoliques et mitochondriaux et des anomalies dans les protéines contenant des [2Fe-
2S] (Miihlenhoff et al., 2010). Grx3 et Grx4 se lient a Fral et Fra2. Le complexe Grx3/Grx4-Fral/2

agit comme intermédiaire entre la mitochondrie et le noyau pour pallier la baisse de la biogénése des
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cceurs Fe-S dans la mitochondrie (Kumanovics et al., 2008). Le couple Grx3/4 a également un rdle
dans ’homéostasie du fer en régulant la fonction d’Aftl, un facteur de transcription contrdlant la
régulation du fer. (Ojeda et al., 2006; Pujol-Carrion et al., 2006). Enfin, Grx3 et Grx4 sont impliquées
dans le remodelage du cytosquelette d’actine grace a leur domaine thioredoxine et 1’interaction avec
SIt2 qui est une MAPK (Pujol-Carrion and De La Torre-Ruiz, 2010)). L'absence simultanée de ces
trois protéines donne un phénotype 1étal. De plus, Slt2 et les deux Grx3 et Grx4 interagissent in vivo,
interaction nécessaire pour activer la réponse oxydative (Pujol-Carrion and Torre-Ruiz, 2017). Pour
finir, une preuve pouvant indiquer qu’il existe une fonction conservée entre les orthologues de
GRXS17 est I’expression d’AtGRXS17 dans grx3/grx4 qui complémente la croissance du double

mutant ainsi que la résistance face a des stress thermiques et oxydatifs (Wu et al., 2012).

VII1.2.2 La Glutarédoxine 3 de mammiferes :

Il existe un orthologue de la GRXS17 chez les mammiferes, il s’agit de la GRX3 qui était
anciennement appelée Thiorédoxine-like 2 (TXNL2) ou PICOT. Elle posséde ¢galement un cceur Fe-
S et est localisée dans le cytoplasme et le noyau (Haunhorst et al., 2010). Plusieurs études ont été
mengées sur cette protéine qui présente plusieurs fonctions toutes liées au stress oxydatif. Elle joue un
role important dans le développement, la fonction cardiaque et la réponse immunitaire (Li et al.,
2012). GRX3 est essentielle pour le développement embryonnaire ; les embryons de souris dépourvus
de GRX3 meurent entre le stade E12.5 et E14.5 (Cha et al., 2008). Chez la souris, GRX3 est induit
par divers oxydants et a une fonction conservée dans la protection des cellules contre le stress oxydatif
(Cheng et al., 2011b). GRX3 joue un role antagoniste dans les cellules cancéreuses. En effet, elle est
surexprimée dans les cellules cancéreuses de carcinomes du colon et du poumon humain, ce qui
stimule leur croissance (Cha and Kim, 2009; Qu et al., 2011). Ces données suggérent que GRX3
pourrait étre une cible pour le traitement du cancer. Comme chez Grx3/Grx4 de levure, la Grx3
humaine peut former un complexe impliquant des coeurs Fe-S de ses domaines GRX (Haunhorst et
al., 2010). GRX3 interagit avec deux BolA2 humaines sur ses deux domaines GRX formant ainsi un
complexe li¢ par I’intermédiaire des cceurs Fe-S (Li et al., 2012). Ce complexe ainsi form¢é va
transmettre ses coeurs a I’apo-anamorsine donnant I’holo-anamorsine mature (Banci et al., 2015). La
BolA2 humaine est un orthologue de la Fra2 de levure (protéine agissant avec Grx3/4) (L1 and Outten,
2012). Nous pourrions donc imaginer un mécanisme conservé dans le transfert des cceurs Fe-S chez
la Grx3 humaine et le couple Grx3/4 de levure. Enfin, les cellules mutantes grx3 sont déficientes en
fer et présentent une carence dans la maturation de I'hémoglobine, suggérant également un role

commun dans I'homéostasie du fer (Haunhorst et al., 2013).
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Figure 28 : Expression tissulaire de GRXS17 (AT4G04950) a partir de efp browser klepikova.

Les données proviennent d’une carte haute résolution du transcriptome développemental d’Arabidopsis
thaliana basée sur un RNA-seq (Klepikova et al, 2016). (http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-
bin/efpWeb.cgi?dataSource=Klepikova Atlas&modelnput=Absolute&primaryGene=At4g04950&second
aryGene=At3g27340&override=&threshold=308.93&modeMask low=None&modeMask stddev=None
&gene_alias|=AtGRXS17&gene_alias2=).




VIIL.3 L’expression et la localisation de GRXS17 :

Dans des conditions normales de croissance dans 1’écotype Columbia-0, le niveau d’expression de
GRXS17 varie d’un tissu a I’autre (Figure 28) (Cheng et al., 2011a; Knuesting et al., 2015; Klepikova
et al., 2016). Il est plus important dans les racines et les fleurs par rapport aux feuilles matures et a la
tige. Une étude complémentaire d’hybridation in situ montre une forte présence de GRXS/7 dans
toutes les cellules méristématiques, les cellules de la tige, dans le pollen et les ovules (Knuesting et
al., 2015). L’utilisation de plantes transgéniques GRXS17-GUS a permis de confirmer son expression
dans les jeunes cotylédons, les feuilles en croissance, les racines, les anthéres et dans le
développement des embryons (Cheng et al., 2011a). Une étude plus récente confirme et compléte ces
données d’expression au niveau protéique, GRXS17 étant exprimée de fagon plus abondante dans les
tiges, les jeunes feuilles et les fleurs (Knuesting et al., 2015). Les données disponibles sur efp browser

(http://bar.utoronto.ca/) confirment ces localisations tissulaires (Figure 28). Elles montrent que

GRXS17 est également trés exprimée dans les graines lors des étapes précoces de la germination et
dans le carpelle de la fleur. GRXS17 est donc exprimée dans différents types cellulaires que ce soit
au niveau des méristemes, des tissus vasculaires et des organes reproducteurs. Différentes approches
expérimentales (fractionnements cellulaires, expression de protéines de fusion GRXS17:GFP)

montrent que GRXS17 est localisée dans le cytoplasme et dans le noyau (Knuesting et al., 2015).

VI1.4 GRXS17, une protéine a coeur Fe-S :

GRXS17 est une protéine a cceur Fe-S de type [2Fe-2S]. La protéine recombinante GRXS17 est
capable d’incorporer trois ceoeurs, un dans chaque domaine GRX (Knuesting et al., 2015). Cette
incorporation est dépendante des cystéines du site actif et du GSH. GRXS17 complémente également
le mutant de levure grx5 (Knuesting et al., 2015). La protéine GRXS17 se trouve in vivo sous forme
d’un homodimere li¢ par des liaisons faibles (Knuesting et al., 2015). Nous pouvons donc imaginer
que ce dimere coordonne les cceurs Fe-S par des liaisons faibles via les cystéines des sites actifs. Au
vu des données chez ses orthologues, une fonction moléculaire de GRXS17 en relation avec ses coeurs
Fe-S et le complexe CIA a été longtemps suggérée. Récemment, il a ét€ montré par des approches
protéomiques que GRXS17 était associée avec la plupart des protéines du CIA (Iiigo et al., 2016). 11
s’agit de MET18, DRE2/CIAPIN, NARI, CIA1 et AE7/CIA2. L’interaction avec DRE2 a été validée
en systeme hétérologue et in planta, ce qui a amené les auteurs a proposer un modele ou GRXS17
associée a DRE2 transfeére ses cceurs a une apoenzyme d’une part et a DRE2 d’autre part. DRE2

donnerait ses cceurs [2Fe-2S] a NBP35, incorporés en [4Fe-4S], et elle-méme aux autres membres du
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complexe afin de permettre le transfert vers une autre apoenzyme. Cependant, il semblerait que
GRXS17 ait un effet mineur sur ce métabolisme des cceurs Fe-S puisque les activités des enzymes du
CIA ne sont pas considérablement altérées dans le mutant KO GRXS17 (Knuesting et al., 2015). Des
essais en systeme hétérologue mettent en évidence I’interaction de GRXS17 avec une autre protéine
contenant un coeur Fe-S, il s’agit de BolA2 (At5G09830) (Couturier et al., 2014). Fait intéressant, le
second domaine de GRXS17 seul est suffisant dans cette interaction. BolA2 est également localisée
dans le cytosol et le noyau ce qui renforce 1’idée d’une fonction commune comme ceci a été montré
chez la GRX3 humaine (Banci et al., 2015). BolA2 est une protéine trés exprimée dans les racines
comme GRXS17 et elle est un interactant de celle-ci dans le cytosol (Cheng et al., 2011a; Qin et al.,
2015). Les mutants bola2 présentent une croissance normale, ils sont plus résistants a 1’exces de fer
et au stress oxydatif induit par le méthyl viologéne (Qin et al., 2015). BolA2 pourrait jouer le role de
répresseur de GRXS17 en réponse a des stress abiotiques tels que les stress oxydatifs ou I’exces de

fer (Cheng et al., 2011a; Qin et al., 2015; Wu et al., 2012).

VIL.S Role de GRXS17 dans la croissance de la plante :

Les premieres études portant sur la caractérisation du mutant KO d’ADN-T grxs/7 dans Col-0 ont
montré I’importance de cette protéine dans la croissance de la plante (Cheng et al., 2011a). Des plantes
grxsl7 ayant poussé dans des conditions normales de culture a 22°C en jours longs (JL - 16h/8h)
présentent des racines primaires plus courtes que 1’écotype contrdle Col-0. En parallele, le mutant
présente également moins de feuilles que le sauvage, ce qui suggere que GRXS17 joue un role
important dans la croissance post-embryonnaire de la plante. Dans ces deux cas, le mutant présente
clairement un retard de croissance, c’est également le cas lors de la floraison qui est également
retardée (Cheng et al., 2011a; Knuesting et al., 2015). GRXS17 est aussi requis pour la division
cellulaire lors de jours longs (Knuesting et al., 2015). En effet, grxs/7 posséde un méristeme apical
avec une aire méristématique qui est plus petite que le sauvage en condition de jours longs, ce qui
peut expliquer le défaut de croissance au niveau des feuilles (Knuesting et al., 2015). Dans les couches
cellulaires L1, L2 et L3, le nombre de cellule est diminué mais leur taille est plus grande ce qui révele
une déficience dans la division des cellules souches compensée par une expansion cellulaire plus
importante. De maniere générale, les défauts de croissance observés chez le mutant sont moins
séveres en jours courts (JC — 8h/16h), le méristéme apical de grxs/7 n’est pas altéré, ce qui suggere
un lien entre GRXS17 et la photopériode (Knuesting et al., 2015). Enfin, GRXS17 interagit avec le
facteur nucléaire NF-YC11/NC2a qui est important dans la durée de la photopériode. Les auteurs

suggerent que le réle de GRXS17 dans la maintenance des méristémes est rempli par le relais d’un
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signal redox-dépendant de NF-YC11/NC2a (Knuesting et al., 2015).

VIIL.6 Role de GRXS17 dans la réponse aux stress environnementaux :

L’importance de GRXS17 dans la croissance racinaire et foliaire a également été démontrée a des
températures plus élevées (Cheng et al., 2011a; Knuesting et al., 2015). En effet, grxs/7 possede un
gros défaut de croissance des racines et des feuilles lorsque les plantes sont cultivées a 28°C. Au
niveau de I’expression des ARN, GRXS!7 est induit en réponse a une augmentation de la température
a 28°C au bout de 24h (Cheng et al., 2011a). Le mutant présente un défaut de transport basipete de
I’auxine a 22°C mais également a 28°C et il est insensible a une application exogene d’auxine. La
pointe racinaire est malformée et une forte diminution de la prolifération cellulaire a été observée, ce
qui suggere qu’une différenciation s’opére a la place d’une division cellulaire (Cheng et al., 2011a).
En paralléle, une accumulation plus importante d’H2O: dans les racines et dans les faisceaux
vasculaires a été détectée a 28°C dans le grxsl7 par rapport a Col-0 mais la signification de cette
accumulation est mal comprise (Cheng et al., 2011a). La réintroduction de la protéine GRXS17 dans
le fond mutant confirme 1’important rdle de GRXS17 dans la croissance a 28°C notamment dans la
maintenance du méristéme apical (Knuesting et al., 2015). En paralléle, des analyses biochimiques
montrent une fuite d’ions plus importante et une accumulation supérieure d’anthocyanes, signes que
la plante mutante est stressée et que la membrane lipidique est endommagée. Ces défauts séveres de
croissance qui sont observés au niveau des racines, des feuilles et de la production de boutons floraux
sont cependant stoppés lorsque la température de croissance est abaissée a 22°C (Cheng et al., 2011a).
GRXS17 joue un rdle important dans la coordination florale en réponse aux variations
environnementales telles que la température et la longueur du jour (Cheng et al., 2011a; Knuesting et
al., 2015). En effet, lorsque GRXS17 pousse en condition de jours longs et de fortes lumiéres, il y a
un délai et un défaut dans la floraison, ils forment des hampes secondaires seulement apres quelques
temps. En condition de jours courts, le développement floral est accéléré et la croissance de I’appareil
végétatif n’est pas affectée. Au niveau de la croissance foliaire, 1’ajout de forte lumiére en JL
I’aggrave, a noter que c’est peut-étre la température qui est responsable puisqu’elle est de 24°C au
lieu de 22°C dans cette derniere condition. Lors de la floraison a 28°C, le mutant présente un
phénotype PIN, la hampe primaire ne faisant pas de boutons floraux (Gélweiler et al., 1998; Cheng
et al., 2011a). Enfin, lorsque le mutant pousse a 15°C, il ne présente plus de défaut de croissance et
de floraison, son développement est proche du Col-0 (Knuesting et al., 2015). L’aggravation de la

croissance chez le mutant est donc dépendante de la longueur du jour et de I’augmentation de la
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température.

VIL.7 Les autres roles connus de GRXS17 :

Les GRX monothiols ont une fonction anti-oxydante qui protége les cellules des stress oxydatifs
(Cheng, 2008; Cheng et al., 2006; Herrero and De La Torre-Ruiz, 2007). Cette fonction n’a pas été
clairement démontrée pour GRXS17. Cependant, GRXS17 avec son systéeme de réduction
NADPH/GR/GSH est capable de réduire la protéine BolA2 oxydée in vitro (Couturier et al., 2014).
Une autre homologie de fonction que partage GRXS17 avec ses orthologues de levure est un role
dans I’homéostasie du fer notamment dans la protection des plantes contre une carence en fer et les
dommages oxydatifs induits (Yu et al., 2017). Ces auteurs montrent que GRXS17 est capable de
supprimer le phénotype d’accumulation de fer dans le double mutant de levure grx3grx4, ce qui
suggere que GRXS17 pourrait jouer un réle conservé dans la régulation du fer chez les plantes. Le
mutant grxs/7 est sensible au stress oxydatif et la production de ROS augmente dans celui-ci lors
d’une carence en fer ce qui suggére que GRXS17 jouerait un rdle dans le contrdle du stress oxydatif
induit lors de cette carence (Yu et al., 2017). GRXS17 serait également associée aux enzymes du
métabolisme de la purine pouvant contribuer a la voie de récupération de ces derniéres (Ifiigo et al.,
2016). Ces mémes auteurs ont aussi montré que GRXS17 interagissait avec la sous-unit¢ CTU mais
qu'elle n’était pas essentielle dans la fonction de celle-ci dans la thiolation de I’anticodon de 1’ ARNt.
Une autre étude a quant a elle, montré que GRXS17 était une cible des E3 ubiquitines ligases RGLG3
et RGLG4 (Nagels Durand et al., 2016). Ces protéines vont former un complexe hétérodimere et
interagir directement avec GRXS17 dans le cytoplasme et le noyau. UBC30, une protéine proche de
la HsUbcHS5b humaine importante dans la polyubiquitination, pourrait également €tre impliquée dans
cette voie ou GRXS17 est polyubiquitinée afin d’étre envoyée au protéasome 26S pour sa dégradation
(Nagels Durand et al., 2016). La GRX3 humaine présente aussi un site d’ubiquitination (Wagner et
al., 2011). Chez Arabidopsis thaliana, cette voie serait inhibée par GLB3 (Nagels Durand et al.,
2016).

Des études sur GRXS17 ont été menées sur des especes cultivées comme la tomate et le riz. La
surexpression d'AtGRXS17 dans les plants de tomates (Solanum lycopersicum) pourrait augmenter
l'activité de la catalase et I'expression des HSP et des HSF tel que LeMTHSP, LeERHSP21.5 et
LeHSP21 puis LeHSFAla et LeHSFA2 (Wu et al., 2012). L’activité¢ de la catalase va réduire
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I'accumulation d’H»O» et ainsi les dommages oxydatifs sous stress thermique et stress oxydatif. Enfin,
les auteurs montrent une relocalisation d’AtGRXS17-GFP dans le noyau lors d’un stress thermique,
ce qui suggere une fonction de thermotolérance associée a sa présence dans le noyau. La
surexpression d’AtGRXS17 renforce la tolérance des tomates face a un stress froid a 4°C pendant 3
semaines (Hu et al., 2015). Cette lignée accumule plus de sucres que le contréle et AtGRXS17 est
relocalisée dans le noyau comme lors d’un stress thermique (Hu et al., 2015; Wu et al., 2012). La
lignée présente des activités augmentées d’enzymes anti-oxydantes, telles que SOD, CAT et POD,
en condition normale et lors d’un stress froid. Elle réduit également I’accumulation d’H>O» et confére
une meilleure tolérance au stress oxydatif chez la tomate (Hu et al., 2015). Enfin, la surexpression
d’AtGRXS17 confére la tolérance au stress sécheresse (Wu et al., 2017). Cette tolérance pourrait
s’expliquer par un niveau d’expression plus élevé de SIAREBI1, un régulateur transcriptionnel de la
voie de signalisation de I’ABA, lors du stress. Une étude a également été menée sur ’homologue
fonctionnel OsGRXS17 chez le riz Oriza sativa (Hu et al., 2017). La mise sous silence d’OsGRXS17
confeére au riz une tolérance a la sécheresse car ces plantes accumulent plus d’eau grace a une plus
importante fermeture des stomates. Dans ses stomates, ’H2O2 s’accumule plus que chez le contrdle,

ce qui pourrait étre 1i¢ a ’importante fermeture des stomates dans cette lignée.
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VIIL.

L’objectif de la these :

Le projet de thése en 2015 visait a caractériser la (ou les) fonction(s) de la protéine GRXS17 dans la
croissance racinaire a des températures normales et plus élevées. Des résultats préliminaires en
collaboration avec Yee-Yung Charng (Taiwan) ont suggéré un rdle de GRXS17 dans la
thermotolérance. Cet aspect 1a a également été développé. Ce projet était la continuité des travaux sur
GRXS17 menées dans 1’équipe (avec quelques collaborations) par Christophe Riondet mon
codirecteur (Knuesting et al., 2015). L’¢étude de cette protéine présentait un grand intérét pour
plusieurs raisons qui ont déja été décrites dans la partie VII. Pour commencer, le mutant grxs/7
présente des défauts de croissance a 20°C et 28°C. De plus, la protéine GRXS17 est assez spécifique
par rapport aux autres GRX puisqu’elle posséde quatre domaines dont un domaine de type

thiorédoxine. Elle est également capable de lier des coeurs Fe-S.

L’objectif de cette these était donc de comprendre le role de GRXS17 dans la croissance de la plante
a 20°C et a 28°C et dans la thermotolérance. Pour cela, trois axes ont été élaborés. Le mutant grxs/7
a été caractérisé a plusieurs niveaux et dans différentes conditions de croissance (chapitre 1). Le lien
entre la structure et la fonction de la protéine GRXS17 a ensuite été étudié afin de comprendre le rle
de sa localisation, des cystéines des sites actifs et des différents domaines. Ensuite, des études in vitro
sur la protéine recombinante ont été¢ menées (chapitre 2). Le but était d’explorer le réle enzymatique
de la protéine GRXS17. Enfin, des analyses plus globales de séquencage de I’ARN et de
métabolomique ont ét€¢ mises en place afin de compléter nos analyses sur la (ou les) fonction(s) de

GRXS17 a 20°C et a 28°C (chapitre 3).

Avant propos liés aux chapitres :

Les trois chapitres sont composés tout d’abord d’une partie résultats qui regroupe une légere
introduction expliquant nos stratégies et les résultats a proprement parler. Ensuite, d’une partie
discussion qui reprend 1’ensemble des conclusions du chapitre et propose quelques perspectives. Les

trois chapitres étant fortement liés une discussion générale est proposée a la fin.
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CHAPITRE 1
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Figure 29 : Analyses des niveaux d’ARN et de protéines de GRXS17 a 20°C, a 28°C et en réponse a
I’augmentation de la température (28°C et 35°C).

Les plantules de Col-0 ont poussé 14 jours dans des conditions classiques de culture a 20°C (ou 28°C) et
ont subi différents stress thermiques a 28°C et a 35°C au cours du temps. A. Accumulations relatives des
transcrits de GRXS17 obtenus par RT-PCR quantitative a partir d’extraits totaux d’ARN de plantules
entieres de Col-0. Graphiques représentatifs de deux réplicas biologiques contenant chacun 3 réplicas
techniques. Les valeurs sont normalisées sur la condition 20°C qui a été ramenée a 1. Un t-test de Student
a été appliqué sur les données ; une p-value inférieure a 0,05 est représentée par * pour la comparaison
avec 20°C. B. Niveaux relatifs de protéines obtenus par Western Blot a partir d’extraits totaux de
protéines de plantules entiéres de Col-0. Pour chaque condition, 10ug de protéines ont migré et ont été
détectées avec I’anticorps anti-GRXS17. Les membranes ont été colorées au bleu de Coomassie (controle
de charge).



CHAPITRE 1 :

Caractérisation phénotypique du mutant grxs/7 et étude de la relation entre la

structure et la fonction de la protéine GRXS17 a 20°C, a 28°C et a 35°C

Ce premier chapitre est consacré a la caractérisation du mutant KO grxs/7 de 1’écotype Col-0 mais
aussi a I’étude des lignées complémentées par différentes versions de GRXS17 (et de GRXS14)
introgressées dans grxs/7. Pour les deux parties de ce chapitre, le but était de comprendre la (ou les)
fonction(s) de la protéine GRXS17 chez la plante. La croissance de la plante est au coeur de ce chapitre
puisque le mutant présente des défauts de croissance ce qui suggere une fonction dans cette dernicre
(Cheng et al., 2011a; Knuesting et al., 2015). Les études ont été réalisées a des températures normales
(20°C) et plus élevées (28°C ou 35°C). En effet, les défauts de croissance observés sont aggravés a
28°C. Cette observation suggere que GRXS17 pourrait également avoir un role dans la réponse a
I’augmentation de la température. C’est dans ce sens que des essais a 35°C ont également été
effectués. De maniére globale, la compréhension du role de GRXS17 a de plus hautes températures
est au ceeur des trois chapitres. Nous avons d’abord voulu savoir si GRXS!7 était induit en réponse a
I’augmentation de la température comme cela a déja été montré 24h a 28°C sur des plantules de 10
jours (Cheng et al., 2011a) mais aussi si la protéine était plus exprimée dans ces conditions. Pour cela,
les niveaux de transcrits et de protéines ont été suivis sur des plantes qui ont poussé 14 jours a 20°C
et 2 28°C et qui ont subi différents traitements thermiques a 28°C et a 35°C (Figure 29). Fait
surprenant, dans nos conditions, GRXS/7 n’est pas induit en réponse a un traitement thermique de
28°C et de 35°C dans nos plantules plus agées de 4 jours par rapport aux données publi¢es (Figure
29A). Les accumulations des transcrits de GRXS!7 lors des traitements thermiques sont globalement
identiques ou inférieures a I’accumulation des transcrits de GRXS17 a 20°C et le niveau de protéine
ne semblent pas également varier de fagon importante, seul le point 72 h a 35°C présente une
accumulation de protéine par rapport a 20°C (Figure 29B). Pour conclure, dans nos conditions
expérimentales, les transcrits GRXS17 ne sont pas sur-accumulés en réponse a 1’augmentation de la
température, ils semblent méme étre sous-accumulés et les niveaux relatifs de protéines GRXS17
semblent ne pas varier de facon importante, ce qui laisse supposer une absence de régulation

traductionnelle et/ou post-traductionnelle de GRXS17.
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Figure 30 : Présentation des mutants grxsI7 KO par insertion d’ADN-T dans les écotypes Ler et
Col-0.

A. Représentation de la séquence d’ATGRXS17 avec les sites d’insertion des deux mutants KO grxs/7 par
insertion d’ADN-T chez Ler d’une part et chez Col-0 d’autre part. Les rectangles représentent les exons,
les traits les introns et les chiffres représentent leur taille (en pb). B. Western Blot a partir d’extraits de
plantules enti¢res de Col-0 et de grxsi7 (Col-0) ayant poussé 12 jours dans des conditions classiques de
culture & 20°C. Pour chaque condition, 15ug de protéines ont migré sur un gel SDS-Page dans des
conditions classiques et ’anticorps anti-GRXS17 a été utilisé. En parall¢le, un second gel SDS-Page a été
fait dans les mémes conditions et coloré avec du bleu de Coomassie pour révéler la RubisCO (contrdle de
charge). C. Les plantules de Col-0, Ler et les deux mutants grxs/7 des deux écotypes ont poussé dans les
mémes conditions que précédemment a 20°C et a 28°C. Les racines primaires de ces plantules ont été
mesurées et les longueurs sont représentées sur le graphique. Un t-test de Student a été appliqué sur les
données ; une p-value inférieure a 0,001 est représentée par *** pour la comparaison avec le WT (Col-0
ou Ler).



I.

Caractérisation phénotypique du mutant grxsl7 :

Pour cette étude, le mutant grxs/7 de 1’écotype Col-0 a été utilisé, il est présenté dans la figure 30.
C’est le mutant d’insertion d’ADN-T SALKO021301 dans le deuxiéme exon du gene GRXS/7 de
I’écotype Col-0 (Figure 30A). L’absence de la protéine GRXS17 a été vérifiée par Western Blot
(Figure 30B). Pour valider le phénotype provoqué par la mutation de GRXS/7, le mutant grxs/7 d’un
autre écotype a également été étudié. Il s’agit du mutant d’insertion d’ADN-T CSHLGT22726 dans
le deuxiéme intron du géne GRXSI7 de 1’écotype Ler (Figure 30A). Les longueurs des racines
primaires de plantules de 12 jours de Col-0, Ler et des deux mutants de grxs/7 ayant poussé a 20°C
et a 28°C ont été¢ mesurées (Figure 30C). A 20°C, pour les deux écotypes, les longueurs moyennes
des racines primaires sont deux fois plus petites que les WT respectifs. A 28°C, la longueur moyenne
des racines primaires est 8 fois moins importante pour grxs/7 (Col-0) par rapport au WT. La
croissance racinaire du mutant grxs/7 de Ler est moins affectée puisque la longueur moyenne de ses
racines primaires est seulement 3 fois moins importante que le WT de Ler, mais la croissance de la
plantule reste affectée dans ce mutant a 28°C. Pour conclure, ces données montrent que les deux
mutants KO grxs/7 dans les deux fonds génétiques sont affectés au méme niveau pour la croissance
de la racine primaire a 20°C et a 28°C, ce qui confirme le role de la protéine GRXS17 dans la
croissance et le développement de la racine en conditions normales de croissance (20°C) et a plus
haute température (28°C). Par la suite, toutes les expériences ont ét€ menées sur un seul des écotypes

a savoir Col-0.

Un des objectifs de cette these était de comprendre la fonction, encore non ¢élucidée, de GRXS17 dans
la croissance de la plante dans ces deux conditions de températures. La premicre étape a donc été de
caractériser phénotypiquement le mutant sous différentes conditions. Les études qui ont été réalisées
sur le mutant grxs/7 de I’écotype Col-0, se sont essentiellement focalisées sur la croissance de la
racine primaire. La croissance foliaire, elle aussi affectée chez grxs/7, a également été analysée, mais

de facon moins poussée.
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Figure 31 : Analyses de la croissance racinaire du mutant grxsl7 a 20°C et a 28°C.

Photos de plantules Col-0 et grxs/7 ayant poussé 12 jours a 20°C (A) et a 28°C (B). Mesure des
longueurs moyennes et des vitesses d'élongation moyennes (en mm.jours™') des racines primaires de Col-0
et de grxs!7 de plantules agées de 15 jours a ces deux températures (C-F). Les photos A-B et les mesures
C-F ne sont pas issues de la méme expérience, il s’agit de deux expériences indépendantes. Les plantules
ont poussé dans les conditions classiques de culture. Un t-test de Student a été appliqué sur les données ;
une p-value inférieure a 0,001 est représentée par *** pour la comparaison avec Col-0.




I.1 Mesure de la croissance racinaire de grxs7 a 20° et a 28°C :

Dans un premier temps, une cinétique de croissance des racines primaires de grxs/7 a été réalisée a
20°C et a 28°C, et comparée a celle de Col-0. La longueur finale de leurs racines primaires et leurs
vitesses d’¢élongation ont été mesurées a 15 jours de croissance (Figure 31). A 20°C, les plantules de
grxsl7 possédent une longueur de la racine primaire deux fois plus petite que 1I’écotype contrdle Col-
0 (Figure 31C). Ceci est confirmé par une vitesse d’¢longation deux fois plus petite (Figure 31D).
Méme si aucune mesure n’a €té faite, il a été observé que la croissance des racines secondaires était
¢galement diminuée (voir les photos sur la Figure 31A). Plus généralement, c’est ’ensemble de
I’appareil racinaire de grxs/7 qui est deux fois moins développé que celui de Col-0 (Figure 31C et
D). A 28°C, les graines du mutant germent, mais les plantules ne se développent pas méme aprés 15
jours de croissance (Figure 31B). Globalement, seule la radicule, I’hypocotyle et les cotylédons
émergent, puis le développement s’arréte, les feuilles ne se forment. La croissance racinaire est arrétée
a cette température chez grxs/7 contrairement a Col-0 qui se développe normalement (Figure 31E).
La vitesse d’¢élongation moyenne de la racine primaire de grxs/7 est proche de zéro (Figure 31F). Il
est également intéressant de noter que la vitesse d’¢longation de Col-0 est en moyenne plus élevée a
28°C par rapport a 20°C (respectivement 7,1 mm.j! et 5,8 mm.j!) (Figure 31D et F). Pour conclure,
GRXS17 est donc impliquée dans la croissance de la racine primaire et plus généralement dans la
croissance de I’appareil racinaire mais également dans I’adaptation de la croissance de ce dernier a

des températures plus élevées.
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Figure 32 : Etude de la croissance des racines primaires de Col-0 et grxs17 via ’activité du méristéeme
apical racinaire (MAR).

A. A gauche, photos représentatives de la racine primaire de plantules de Col-0 et grxs/7 ayant poussé a 20°C.
Leurs racines ont été colorées a I’iodure de propidium afin de visualiser les cellules de la racine et de mesurer
les différentes zones. A droite, longueur moyenne (en pm) de la zone méristématique et de la zone d’élongation
et étude de I’activité mitotique de Col-0, de grxs!7 et de la lignée complémentée 35S:GRXS17 (17) par calcul
de I’index mitotique de ces deux derniers. Les racines sont cette fois-ci colorées avec une solution de DAPI et
de triton afin de colorer ’ADN et de visualiser les cellules en division. Les cellules en division sont comptées
dans chaque racine, et les valeurs moyennes calculées sur I’ensemble des racines sont représentées sur le
graphe. Un t-test de Student a été appliqué sur les données ; une p-value inférieure a 0,001 est représentée par
**% pour la comparaison avec Col-0. B. Photos représentatives de la racine primaire de plantules de Col-0 et
grxs17 ayant poussé a 28°C.



I.2 Observation du méristéme racinaire du mutant grxs17 :

La croissance racinaire est clairement impactée chez le mutant a des températures normales. Un des
¢léments essentiels a la croissance racinaire pouvant étre affecté dans grxs/7 et expliquer ce défaut
de croissance, est le méristéme apical racinaire (MAR) (se référer au 1.2.1 de I’introduction et aux
Figures 2 et 3). Nous avons donc entrepris d’étudier I’activité du MAR par ’observation de la
structure des racines primaires. Deux des trois zones de la racine primaire de Col-0 et grxs/7 ont été
¢tudiées, il s’agit de la zone méristématique et la zone d’¢élongation a 20°C (Figure 32A). Pour cela,
les racines primaires ont été colorées a 1’iodure de propidium : il permet de visualiser les différentes
couches cellulaires de la racine et colore les membranes. De plus, il permet de vérifier 1’état de
viabilité des cellules en pénétrant dans les cellules mortes qui ont perdu leur intégrité membranaire.
Les longueurs (en pm) de ces deux zones ont été mesurées et les valeurs moyennes sont représentées
dans la figure 32A. A 20°C, la zone méristématique est plus petite chez le mutant, elle est en moyenne
14% inférieure a celle de Col-0. Ceci suggere une défaillance au niveau de la zone méristématique.
A l’inverse, la zone d’¢élongation des racines primaires de grxs/7 est en moyenne 8% plus grande que
celle du contrdle. La zone méristématique (ZM) du mutant est probablement moins riche en cellules
que celle du Col-0. Cette zone regroupe la réserve de cellules souches et les cellules se divisant par
mitose (Figure 2). Afin de savoir si le mutant présente un défaut de division mitotique, 1’index
mitotique de cette zone a été¢ mesuré (Figure 32B). Le mutant présente en moyenne un index mitotique
deux fois moins ¢levé que le Col-0, ce qui suggere que le défaut de croissance de celui-ci provient
peut-étre d’une diminution de 1’activité mitotique de la zone méristématique. Pour conclure, la zone
méristématique du mutant est plus petite que celle du controle indiquant une défaillance dans le MAR
et ceci peut expliquer le retard de croissance chez le mutant. La zone d’élongation est, a I’inverse,
plus grande chez grxsl7, ceci pouvant étre un mécanisme de compensation pour pallier une zone

méristématique plus petite.
A 28°C, ces mesures n’ont pas encore ét€ prises mais des photos des observations réalisées sont

présentées (Figure 32B) et le méristéme des racines primaires de grxs/7 semble endommagé puisque

de la mort cellulaire est observé. Ceci peut expliquer le défaut sévere de croissance de grxs/7 a 28°C.
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Figure 33 : Etude de la croissance foliaire du mutant grxs17 a 22°C et a 28°C.

Les plantes de Col-0 et de grxsi7 dgées de 3 semaines ont germé et poussé pendant 2 semaines a 22°C
sous des conditions de jours longs avant que la moitié ne soit transférées a 28°C. (A) Photos
représentatives de Col-0 et de grxs!7 a 22°C (a) et a 28°C (b). (B) Poids moyen des rosettes en gramme
(g). Un t-test de Student a été appliqué sur les données ; des p-value inférieures a 0,01 et a 0,001 sont
représentées par ** et *** pour la comparaison avec Col-0. (C) Répétition de la méme expérience avec 12
plantes dans chaque condition. Photos représentatives de Col-0 et de grxsi7 a 22°C au bout de 3 semaines
de croissance.



[.3 Etude de la croissance foliaire et de 1a floraison de grxs17 2 22°C et a 28°C :

Enfin de compléter les analyses phénotypiques, la croissance foliaire et la floraison du mutant a 22°C
mais aussi a 28°C ont été étudiées. La croissance foliaire a déja été documentée en conditions
normales, a 28°C et en exces de lumiére (se référer au VIIL. de ’introduction) (Cheng et al., 2011a;
Knuesting et al., 2015). Les essais a 22°C et a 28°C ont été reproduits sur des plantes Col-0 et grxsl7
en terreau en conditions de jours longs pendant 10 semaines. Ces plantes ont toutes poussé 2 semaines
a 22°C avant que la moitié¢ ne soit transférée a 28°C. Il était nécessaire de procéder comme cela car
en terreau a 28°C les plantules grxs/7 sont tres affectées et meurent trés rapidement comme observé
in vitro. Au bout de ces 3 semaines de croissance, les différences sont bien notables, comme nous
pouvons I’observer sur les photos et pour la moitié des plantes en culture, les rosettes ont été récoltées
et pesées (Figure 33). La taille de la rosette est plus petite chez grxsi7 par rapport au Col-0 a 22°C
(Figure 33Aa). C’est aussi le cas a 28°C méme si I’écart de taille semble moins prononcé (Figure
33Ab). Les rosettes du grxs/7 ont une masse moyenne deux fois moins élevée que celle du controle
a 22°C (Figure 33B). A 28°C, cette différence est moins marquée, les rosettes du mutant ont une
masse moyenne au 2/3 de celle du Col-0. Ces données a trois semaines de croissance confirment le
défaut de croissance du mutant a 22°C et a 28°C. A 28°C, les résultats paraissent surprenants puisque
le mutant semble moins touché qu’a 22°C. Les feuilles du mutant a 22°C et a 28°C ont un aspect
différent de celles de Col-0 (Figure 33A et C). Il semblerait méme qu’il y ait un probléme de
phyllotaxie, les feuilles adoptant une disposition irrégulicre. Afin de confirmer nos différentes
observations, une répétition biologique a ét¢ faite sur d’autres lots de graines. Les données sont
présentées dans les Figures 33C et 34. Au bout de 3 semaines, les résultats sont identiques, le méme

retard est observé et perdure toute la durée de I’expérience.

La floraison est également affectée chez le mutant a ces deux températures (Figures 33 et 34). A
22°C, il n’y a pas de grande différence entre Col-0 et grxs/7 dans le temps d’apparition de la premicre
hampe florale. Cependant la croissance des hampes secondaires semble €tre ralentie chez le mutant
(données non montrées). La floraison apparait a un stade foliaire différent chez le mutant c'est-a-dire
a deux feuilles de moins que chez le Col-0 (données non montrées qui doivent étre confirmées).
grxsl7 va développer des hampes florales secondaires et des siliques contenant des graines (Figure
34Ca). A 28°C, a 4 semaines de croissance, les hampes florales primaires du Col-0 sont bien
développées et apparaissent une semaine plus tot que chez le mutant ou la floraison est tardive (Figure
34A et B). A 7 semaines et demie de croissance, les hampes florales secondaires de grxs/7 sont

défectueuses et la majorité des boutons floraux sont déformés en comparaison avec le contrdle
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Figure 34 : Etude de la floraison du mutant grxs17 a 22°C et a 28°C.

Répétition biologique de la croissance en terreau a 22°C et a 28°C avec 12 plantes dans chaque condition.
(A et B) Photos représentatives a 4 semaines de croissance des plantes Col-0 et grxs/7 qui ont poussé a
28°C. (C) Photos représentatives de Col-0 et de grxs!7 agées de 7 semaines et demie a 22°C (a) et a 28°C
(b). (D) Photos représentatives des hampes florales déformées de grxs/7 qui a poussé a 28°C (a) et d’une
inflorescence anormale apparaissant sur ces derniéres (ressemblant au phénotype observé chez les mutants
pin du transport de 1’auxine) (b).



(nombre et structure des pétales, sépales, étamines et carpelles ; se référer a la figure 1) (Figure 34Cb
et D). Dans quelques cas, de minuscules tiges apparaissent a la place des boutons floraux comme cela
a été observé pour certains mutants pin, protéines intervenant dans le transport de 1’auxine (Figure
34Db) (Gélweiler et al., 1998). Nous pouvons également observer une perte de la dominance apicale
de grxsi17 a 28°C puisqu’il produit beaucoup de hampes florales secondaires (Figure 34Cb et Da).
Au bout de 10 semaines, les graines de ces plantes sont récoltées ce qui permet de constater qu’a
28°C les siliques mal formées produites par le mutant ne contiennent aucune graine a 1’inverse de
Col-0 (données non montrées). Pour conclure, la floraison et la mise a fleurs de grxs/7 sont fortement
impactées a 28°C. Le mutant produit des hampes défectueuses contenant des boutons floraux

déformés et des siliques dépourvues de graines, il est donc stérile a cette température.
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Figure 35 : Essais de thermotolérance sur grxs17 : application des régimes SAT, LAT et TMHT.
Les plantules germent et poussent sur un milieu MS avec 0,1% de saccharose et selon les régimes LAT
(A), SAT (B) et TMHT (C). Les pourcentages moyens de survivants aprés ce régime ont été calculés ; les
survivants étant les plantes ayant retrouvé une croissance foliaire normale. Pour chacun des régimes, un
contrdle positif a été utilisé : il s’agit du mutant Asp/0I d’une part (A et B) et du quadruple mutant
hsfalqk de 4 HSFA1s (HSFAla, HSFA1b, HSFA1d et HSFAle) d’autre part (C). Ces expériences ont été
répétées biologiquement 3 fois avec une moyenne de 20 ou 40 plantules par boite et 2 boites par
répétitions ou plus pour la TMHT. Un t-test de Student a été appliqué sur les données ; une p-value
inférieure a 0,001 est représentée par *** pour la comparaison avec le Col-0.



1.4 Mesure de la thermotolérance de grxsl7 apres I’application des régimes
thermiques de type LAT, SAT et TMHT :

Les résultats précédents montrent I’importance de GRXS17 dans la croissance de la plante a des
températures ¢levées. En paralléle, nous avons voulu savoir si GRXS17 était également impliquée
dans la thermotolérance, c'est-a-dire dans la résistance de la plante face a des stress thermiques.
Comme cela a été évoqué dans I’introduction, il existe différents régimes thermiques pour étudier la
thermotolérance (se référer a la partie IIL.5. de I’introduction et a la figure 15). Afin de mesurer la
thermotolérance de grxs/7, les régimes thermiques de type SAT, LAT et TMHT ont été appliqués et
les pourcentages moyens de survivants ont été calculés (Figure 35). Une plante est considérée comme
survivante lorsqu’elle reprend sa croissance foliaire aprés I’application de ces régimes. Ce
pourcentage est calculé 8 jours apres I’application des 6 jours a 35°C. Les plantules ont souvent été
observées au-dela (jusqu’a 20 jours apres) pour valider qu’une plante considérée comme morte (pas
de reprise de croissance foliaire) est bien morte. Pour finir, la moyenne d’au moins deux répétitions
permet de calculer le pourcentage moyen de survivants. Certains des résultats des mesures de la
thermotolérance sont également présentés dans 1’article du chapitre 2, que nous avons soumis pour

publication.

L’emploi de lignées contrdles permet de valider les tests de thermotolérance, Hsp (01 connu pour étre
trés sensible a un stress de type SAT et LAT, et le mutant Asfalgk (KO pour 4 HSFA1 (a, b, d et e))
utilisé lors des tests de TMHT. Apres I’application de régimes thermiques courts de type SAT et LAT,
le mutant positif Aspl01 est bien sensible a ces régimes (Figure 35A et B). Ce n’est pas le cas de
grxsl7 qui présente des pourcentages moyens de survivants proches du controle Col-0. GRXS17 ne
semble donc pas impliquée dans la résistance a des stress courts de type LAT et SAT. Parmi les
régimes thermiques courts étudiés, le régime BT a également été testé. Malgreé différentes adaptations
de protocole, nous n’avons pas réussi a obtenir de résultats probants, le controle positif ~sp 101 n’étant
pas affecté par ce régime lors de nos essais. Pour des stress longs de type TMHT, les plantules du
controle positif hsfa/gk ne résistent pas (Figure 35C). Les plantules de grxs/7 sont €galement
sensibles a ce stress puisque leur pourcentage moyen de survivants est de 21% contre 90% pour Col-
0. GRXS17 semble donc spécifiquement impliquée dans le mécanisme de résistance de la plante a

des stress longs d’intensité faible, de type TMHT.
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Figure 36 : Etude des longueurs des racines primaires du mutant grxs/5%? et du double mutant
grxs15%Pgyxsl7.

Longueurs moyennes (en cm) des racines primaires des plantules ayant poussé 12 jours a 20°C et a 28°C.
Longueurs moyennes d’une (grxsl5%P et grxsl5XPgrxsl7) ou trois répétitions biologiques, chacune
contenant deux réplicats techniques. Un t-test de Student a été appliqué sur les données ; des p-value
inférieures a 0,05 et a 0,001 sont représentées par * et *** ou # et ### pour la comparaison avec Col-0 (*)
ou avec grxsi7 (#).



5KD

1.5 Caractérisation du mutant grxs15*” et du double mutant grxs15%Pgrxsl7 :

Nous avons également décidé de caractériser le mutant d’une autre GRX de classe I, il s’agit de la
protéine mitochondriale GRXS15. Pour cela, le mutant grxs 5% (knockdown) a été utilisé car le
mutant KO est embryon-létal (Moseler et al., 2015; Stroher et al., 2016). grxs155P présente également
un défaut de croissance de la racine primaire a 20°C et a 28°C mais moins prononcé que grxsl7

55D sont

(Figure 36). A ces deux températures, les longueurs moyennes des racines primaires de grxs/
intermédiaires a celles de Col-0 et de grxs/7. Nous nous sommes demandés si ces deux protéines
GRXS15 et GRXS17 étaient impliquées dans la méme voie (phénomeéne d’épistasie) puisqu’elles
présentent toutes les deux un défaut de croissance de la racine primaire. Pour répondre a cela, le
double mutant grxs1 5% grxs17 a été généré et les longueurs des racines primaires ont été mesurées a
20°C et a 28°C. Dans les deux cas, le double mutant a une longueur moyenne de racine primaire plus
petite que le simple mutant grxs/7. La double mutation semble aggraver le phénotype de croissance

de la racine primaire. Ces deux protéines n’agissent a priori pas dans la méme voie, il n’y a donc pas

d’épistasie.
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Figure 37 : Présentation des différentes lignées complémentées.

Pour générer des lignées complémentées, les geénes ont été clonés soit dans le vecteur pPCAMBIA1302
(GFP en C-terminal), soit dans un vecteur pPCAMBIA 1300 modifié¢ portant une séquence Flag-Flag-HA-
HA a l'extrémité C-terminale. Ces plasmides ont été transférés dans Arabidopsis thaliana dans grxsi7
(Col-0) via la souche GV3101 d'Agrobacterium tumefaciens.




II. Etude structure/fonction de la protéine GRXS17 par ’utilisation de
lignées complémentées :

L’objectif principal de cette theése était de rechercher le role de GRXS17 chez la plante lors de
températures normales, plus élevées et également en réponse a des stress thermiques. Une des
stratégies employées ¢était de comprendre la (les) fonction(s) de GRXS17 en s’appuyant sur sa
structure et sur sa localisation. En effet, la protéine GRXS17 présente plusieurs caractéristiques. Elle
posséde une taille assez importante par rapport aux autres glutarédoxines (= 12 KDa), son poids
moléculaire est de 53 kDa. C’est une protéine multidomaines avec un domaine de type thiorédoxine
et trois domaines de type glutaredoxine. C’est une glutarédoxine de type monothiol qui posséde des
sites actifs sur chacun de ces domaines de type CDAS sur le domaine TRX et CGFS sur les domaines
GRXs. Enfin, elle possede une double localisation au niveau du cytoplasme et du noyau. Lors de cette
approche, différentes constructions ont été faites, la plupart avant mon arrivée dans 1’équipe, comme
par exemple ’ajout d’un peptide NLS pour étudier son role dans le noyau, des délétions de différents
domaines et des mutations de cystéines pour étudier leurs rdles. J’ai pu, lors de ma these, établir 4 de
ces lignées présentées dans la figure 37, il s’agit des lignées 35S:GRXS17-C33S-GFP, 35S:GRXS17-
C309S-GFP, 35S:GRXS17-C33/179/309/416S-GFP et 35S:GRXS17-D2,3,4-GFP. Pour les autres
lignées déja disponibles, une partie d’entres elles étaient a I’état d’homozygote pour I’insertion et
I’autre partie hétérozygote. J’ai donc séléctionné différents transformants homozygotes pour ces
derniéres. Ces différentes constructions ont été pourvues d’un promoteur 35S et d’un tag GFP
permettant également d’observer la localisation de la protéine au microscope confocal (ou FlagHa
dans certains cas pour la recherche de cibles par immunoprécipitation, se référer au chapitre 2). Elles
ont été introgressées dans le fond mutant grxs/7 (Figure 37). Nous avons décidé d’utiliser le
promoteur constitutif 35S puisque nos lignées complémentées avec le promoteur natif n’ont pas
abouti (Figure 53A). En effet, nous avons réussi a obtenir différents transformants pour la lignée
GRXS17-GFP avec le promoteur natif de GRXS17. Seulement, nous ne détectons pas de protéines
en western blot, ni de signal au microscope a épifluorescence. De plus, ces lignées ne
complémentaient pas a 20°C ni a 28°C. De nouveaux essais sont en cours en augmentant la taille de
la zone clonée en aval de I’ATG. Pour I’ensemble de ces lignées, j’ai vérifié¢ leur expression en
western blot, leur localisation au microscope confocal, la longueur de leur racine primaire a 20°C et
a 28°C sur des plantules cultivées in vitro et j’ai effectué¢ des tests de TMHT. Les taux de
complémentation dans différentes conditions de croissance et de stress ont alors été étudiés et

I’ensemble de ces données sont présentées dans les figures 38 a 53.
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Figure 38 : Etude des lignées complémentées 35S:GRXS17-GFP (4) et 35S:GRXS17.

(A) Western blot a partir de 10ug d’extraits protéiques de Col-0, grxsl7 et de la lignée complémentée
35S:GRXS17-GFP (4) ayant poussé¢ a 20°C durant 14 jours. Les protéines ont été détectées avec
I’anticorps anti-GRXS17. La lignée 35S:GRXS17 (17) a déja été publiée, se référer a 1’article pour le
western (Knuesting et al., 2015). (B) Photos représentatives de 1’observation au microscope confocal de la
pointe des racines primaires (a-b) et de feuilles (¢) de plantules de 10 jours de grxs/7 et de 35S:GRXS17-
GFP (4) excitées avec un laser a 3%. (C) Longueurs moyennes (en cm) des racines primaires de Col-0, de
grxsl7, de 355:GRXS17-GFP (a) et 35S:GRXS17 (17) (b) ayant poussé 10 jours (pour la lignée 17) ou
12 jours a 20°C et a 28°C. Longueurs moyennes d’une (la lignée 17) a trois répétitions biologiques,
chacune contenant deux a trois réplicats techniques. Un t-test de Student a été appliqué sur les données ;
des p-value inférieures a 0.05, a 0,01 et a 0.001 sont représentées par *, ** et *** ou #, ## et ### pour la
comparaison avec Col-0 (*) ou avec grxsl7 (#).



II.1 Utilisation de lignées complémentées afin de déterminer le role de la
localisation de GRXS17 :

II.1.1 Etude de la lignée complémentée 35S:GRXS17-GFP :

Dans un premier temps, nous avons voulu confirmer que la mutation du géne GRXS17 était
responsable des défauts de croissance a 20°C et a 28°C. Pour cela, grxs/7 a été complémenté par la
séquence codante de GRXS17. Cette lignée complémentée est nommée 35S:GRXS17-GFP. Une
autre lignée sans le tag GFP a également été étudice, elle est nommeée 35S:GRXS17 (17). Cette lignée
a déja été caractérisée et publiée (Knuesting et al., 2015). Le taux d’expression de la protéine de la
lignée 35S:GRXS17-GFP (4) a été mesuré par western blot avec I’anticorps anti-GRXS17 et la
localisation de la protéine a été étudiée au microscope confocal (Figure 38A et B). La protéine de
cette lignée s’exprime bien, elle a une expression supérieure a la protéine GRXS17 de Col-0 (Figure
38A). La protéine est localisée dans le noyau et dans le cytoplasme (Figure 38Bb-¢). Les racines
primaires de 35S:GRXS17-GFP (4) et de 35S:GRXS17 (17) ont été mesurées sur des plantules de 12
et 10 jours respectivement qui ont poussé a 20°C et a 28°C. La lignée 35S:GRXS17-GFP (4)
complémente la croissance de la racine primaire a 20°C et a 28°C puisque ses longueurs moyennes
sont proches de Col-0 et sont trés significativement supérieures a grxs/7 (Figure 38Ca). C’est
également le cas pour la lignée 35S:GRXS17 (17) qui complémente la longueur des racines primaires

aux deux températures (Figure 38Cb).

Nous avons également voulu savoir si les phénotypes de croissance foliaire et de la floraison de
grxsl7 étaient complémentés dans la lignée 35S:GRXS17-GFP (4) dans les mémes conditions que
présentées dans les Figures 33 et 34 (Figure 39). A 22°C, cette lignée semble complémenter la
croissance de la rosette, ce qui se confirme avec un poids moyen des rosettes proche du Col-0 (Figure
39Aa et B). Elle complémente également la croissance florale qui est tres proche de celle de Col-0
(Figure 39Ca et ¢). A 28°C, la lignée 35S:GRXS17-GFP (4) ne complémente pas la croissance de la
rosette puisqu’elle est proche de celle de grxs/7, comme le poids moyen de ses rosettes (Figure 39Ab
et B). Au niveau de la croissance florale, la complémentation est intermédiaire puisque 1’apparition
de la premiére hampe florale est plus tardive que pour Col-0. Cependant, elle ne comporte pas (ou
trés rarement) des défauts comme cela est observé chez grxsl/7 (Figure 39Cb et données non
montrées). A 7 semaines et demie, 1’appareil floral de la lignée semble similaire a celui de Col-0
(Figure 39Cd). A 28°C, les graines ont été récoltées sur seulement 3 des 8 plantes, les siliques des

autres plantes étant vides. L’ensemble de ces données de croissance montrent donc que c’est bien
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Figure 39 : Etude de la croissance foliaire et de la floraison de la lignée complémentée
35S:GRXS17-GFP (4).

(A) Photos représentatives de la croissance foliaire a 3 semaines de Col-0, de grxs/7 et de 35S:GRXS17-
GFP a 22°C (a) et a 28°C (b) a 3 semaines de croissance. (B) Poids moyen des rosettes en gramme (g).
Un t-test de Student a été appliqué sur les données ; des p-value inférieures a 0,01 et a 0,001 sont
représentées par ** et *** ou ## et ### pour la comparaison avec Col-0 (*) ou la comparaison avec
grxs17 (#). (C) Etude de la floraison de la lignée 35S:GRXS17-GFP au bout de 4 semaines de croissance
a22°C (a) et a 28°C (b) puis a 7 semaines et demi (¢ et d). 1: Col-0, 2: grxs/7 et 3: 35S:GRXS17-GFP.



I’absence de GRXS17 qui impacte la croissance a 20°C ou 22°C. C’est également le cas pour la
croissance in vitro a 28°C et pour 1’appareil foliaire a plus de 7 semaines. Mais dans certains cas,
comme pour la taille de la rosette, I’apparition de la premiére hampe florale a 28°C et la production
de graines, la complémentation n’apparait pas comme totale, malgré un niveau de protéine supérieur

a celui du sauvage.
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Figure 40 : Etude de la lignée complémentée nucléaire 35S:NLS-GRXS17-GFP.

(A) Western blot & partir d’extraits protéiques (10ug) de Col-0, grxsi7 et des 2 transformants (1 et 2) de la
lignée complémentée 35S:NLS-GRXS17-GFP ayant poussé a 20°C durant 14 jours. Les protéines ont été
détectées avec I’anticorps anti-GRXS17. (B) Photos représentatives de [’observation au microscope
confocal de la pointe des racines primaires de plantules de 10 jours de grxsi7 et des 2 transformants
excités avec un laser a 2% (a-c). (C) Longueurs moyennes (en cm) des racines primaires de Col-0, de
grxsl7 et des 2 transformants ayant poussé 12 jours a 20°C et a 28°C. Longueur moyenne d’une (1) ou
trois (2) répétitions biologiques, chacune contenant un a deux réplicas techniques. Un t-test de Student a
été appliqué sur les données ; des p-value inférieures a 0,01 et a 0,001 sont représentées par ** et *** ou
## et ### pour la comparaison avec Col-0 (*) ou avec grxsl7 (#).



II.1.2 Analyse de la localisation nucléaire avec la lignée 35S:NLS-GRXS17 :

Afin d’étudier le role de la localisation nucléaire, une lignée adressée exclusivement au noyau a été
construite par 1’ajout du peptide d’adressage nucléaire (NLS) du SV40, en N-terminal de la protéine
de fusion GRXS17-GFP. Deux transformants indépendants ont été réalisés : 35S:NLS-GRXS17-GFP
(1) et 35S:NLS-GRXS17-GFP (2). Leur niveau d’expression a été vérifié par western blot et est
présenté dans la figure 40. Le niveau d’expression semble faible pour 35S:NLS-GRXS17-GFP (1)
par rapport au niveau d’expression de Col-0 ou de 35S:GRXS17-GFP (4) ou du transformant
35S:NLS-GRXS17-GFP (2) qui présente lui un niveau d’expression proche de ces deux derniers
(Figure 40A). Les observations au microscope confocal montrent que ces 2 transformant sont
localisés dans le noyau avec un signal fort (Figure 40B). Enfin, leurs racines primaires ont été
mesurées a 20°C et a 28°C (Figure 40C). Le transformant 1 ne complémente pas la croissance de la
racine primaire a 20°C et a 28°C puisque les longueurs moyennes de la racine primaire sont proches
de celles de grxs/7. A Dinverse, 35S:NLS-GRXS17-GFP (2) présente une complémentation
intermédiaire & ces deux températures. La lignée 35S:NLS-GRXS17-GFP (2) a un niveau
d’expression proche des controles. Nous avons donc retenu cette derniére pour la suite des analyses.
Pour conclure, les données sur 35S:NLS-GRXS17-GFP (2) suggérent que la localisation nucléaire
semble importante pour la croissance des racines primaires a 20°C et a 28°C, puisque la
complémentation est présente. Mais la localisation dans le cytoplasme semble jouer également un
role puisque que la complémentation n’est pas totale. On ne peut cependant pas €carter la possibilité
que le niveau d’expression soit trop faible pour une complémentation totale, ceci signifierait alors

que seule la localisation nucléaire est importante pour la croissance a 20° et 28°C.

En paralléle, nous avons mis en place une lignée complémentée contenant la protéine GRXS17 avec
un peptide d’exclusion du noyau appelé NES. Le clonage a été réalisé a partir de la s€quence NES de
RTL2 qui a été cloné en aval de la protéine GRXS17(Comella et al., 2008). Cette lignée 35S:NES-
GRXS17-GFP a pour but d’exclure la protéine du noyau et d’étudier son rdle dans le cytoplasme
(Figure 53C). Cependant, la construction n’est pas fonctionnelle et aboutie toujours une double
localisation. Nous n’avons donc pas pu exploiter cette lignée qui aurait di compléter nos analyses sur

le role de la localisation de GRXS17.
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Figure 41 : Etude de la croissance foliaire et de la floraison de la lignée complémentée 35S:NLS-
GRXS17-GFP (2).

(A) Photos représentatives de la croissance foliaire a 3 semaines de Col-0, de grxs/7 et de 35S:NLS-
GRXS17-GFP (2) a 22°C (a) et a 28°C (b). (B) Poids moyen des rosettes en gramme (g) a 3 semaines. Un
t-test de Student a été appliqué sur les données ; des p-value inférieures a 0,01 et a 0,001 sont représentées
par ** et *** ou ## et ### pour la comparaison avec Col-0 (*) ou la comparaison avec grxsi7 (#). (C)
Etude de la floraison de la lignée 35S:NLS-GRXS17-GFP (2) au bout de 4 semaines de croissance a 22°C
(a) et a 28°C (b). 1: Col-0, 2: grxsl7 et 3: 35S:NLS-GRXS17-GFP (2). Il n’y a pas de répétitions
biologiques pour cette lignée. Les résultats sont basés sur une seule expérience contenant 8 plantes pour
chaque condition.



I1.1.3 Etude du role de la localisation dans la croissance foliaire et la floraison a
22°Ceta 28°C:

Nous avons également étudié la croissance foliaire de la lignée 35S:NLS-GRXS17-GFP (2) dans les
mémes conditions que présentées précédemment (Figure 39). A 22°C, la croissance et les poids
moyens sont intermédiaires a ceux de Col-0 et de grxs/7 (Figure 41Aa et B). A I’inverse, la lignée
ne complémente pas la croissance de la rosette a 28°C (Figure 41 Ab et B). Les rosettes semblent étre
en moyenne plus petites que celles de grxs/7 comme le poids moyen des rosettes. Au niveau de la
floraison a 22°C, la plupart des plantes de cette lignée ont fleuri en méme temps que Col-0 mais
quelques unes ont fleuri plus tot comme cela est montré dans la figure 41Ca. A 28°C, la floraison est
affectée, elle est assez proche de celle de grxs/7. Les boutons floraux sont malformés (nombre et
structure des pétales, sépales, étamines et carpelles), les siliques sont plus petites et ne contiennent
pas de graines (Figure 41Cb et données non montrées). Ces données sur 35S:NLS-GRXS17-GFP (2)
montrent que la localisation nucléaire semble importante mais non essentielle a la croissance des
rosettes a 22°C. A 28°C, la localisation cytoplasmique parait essentielle a la croissance foliaire, dans

la floraison et la mise a fleurs.

105



Régime TMHT

g EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEEREN,y

o

ours a 35°C

EEmEEEmR®

. 35S:GRXS817 . 35S:NLS-
. JIN (2) . b 7 GRXS17 (1)
« 6jours a20°C (16/8h) |8 iours a20%C = i L § 3
: > : o B
"lllllllllllllllllllllllllllllll’. /! ’ 3 (A

rxs17 grg, G

g - g

e

100% - £

H#Hi# Hit HitH

80%

60%

40%

20%

0%

Pourcentages moyens de survivants (%)

4 . 358LS-
S % Y GRXS17 (2

-

35S5:GRXS17-GFP (4)

Figure 42 : Essais de thermotolérance sur les lignées 35S:GRXS17-GFP et 35S:NLS-GRXS17-GFP
avec I’application du régime TMHT.

Photos représentatives des différentes plantules des lignées 35S:GRXS17-GFP (2) et (4) et 35S:NLS-
GRXS17-GFP (1) et (2) (B) et le graphique des pourcentages moyens de survivants calculés apres
I’application du régime TMHT (C). Il s’agit de la moyenne de 1 a 3 répétitions biologiques en fonction
des lignées complémentées avec une moyenne totale de réplicats techniques allant de 2 triangles (pour
35S:NLS-GRXS17 (1)) a 22 triangles pour grxs!7. Un t-test de Student a été appliqué sur les données ;
des p-value inférieures a 0,01 et & 0,001 sont représentées par ** et *** ou ## et ### pour la comparaison
avec le Col-0 (*) ou grxsl7 (#).



I1.1.4 Ro6le de GRXS17 et de sa localisation dans la thermotolérance :

Afin de confirmer I’importance de GRXS17 et notamment de sa localisation dans la thermotolérance,
le régime TMHT a été appliqué sur les lignées 35S:GRXS17-GFP et 35S:NLS-GRXS17-GFP (Figure
42). Une autre lignée controle nommée 35S:GRXS17-GFP (2) a été ajoutée dans ces essais de
thermotolérance afin de consolider nos résultats. Les différents transformants de ces lignées affichent
tous des pourcentages moyens de survivants significativement plus forts que le mutant grxs/7 (Figure
42C). Les lignées 35S:GRXS17-GFP (2) et 35S:GRXS17-GFP (4) présentent respectivement un
pourcentage de survivants de 82% et 79%, ce qui est supérieur a celui de Col-0 (78%). Ceci confirme
que GRXS17 est important dans la résistance a des stress thermiques longs de type TMHT. Pour la
lignée 35S:NLS-GRXS17-GFP, le transformant 2 a 81% de survivants, ce qui est supérieur a celui
de Col-0. Pour conclure, les données des lignées 35S:GRXS17-GFP confirment que GRXS17 est
impliquée dans la thermotolérance et les résultats de 35S:NLS-GRXS17-GFP (2) suggerent que la

localisation nucléaire de GRXS17 joue un role majeur pour conférer la thermotolérance a la plante.
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Figure 43 : Etude de I’expression protéique des lignées 35S:GRXS17-C33S, 35S:GRXS17-C179S,
35S:GRXS17-C416S et 35S:GRXS17-C33/179/309/416S.

Western blot a partir d’extraits protéiques (10ng) des différentes plantules ayant poussé a 20°C durant 14
jours. Les protéines ont été détectées avec 1’anticorps anti-GRXS17.



1.2 Utilisation de lignées complémentées pour déterminer le role des
cystéines :

I1.2.1 Etude du role des cystéines dans la croissance racinaire :

Comme vu précédemment, GRXS17 est composée de 4 domaines contenant 4 sites actifs, un site actif
de type CDAS dans le premier domaine et des sites actifs de type CGFS dans les trois autres domaines
GRX. Les cystéines des sites actifs des TRX et des GRX sont primordiales dans 1’accomplissement
de leur fonction (se référer a I’introduction IV.2.). Pour déterminer le role de ces différentes cystéines
dans la croissance des racines et la thermotolérance, les mémes expériences présentées précédemment
ont été menées avec des lignées complémentées mutées sur les cystéines des différents sites actifs,
remplacées par une sérine (Figure 37). Les lignées 35S:GRXS17-C33S-GFP, 35S:GRXS17-C179S-
GFP, 35S:GRXS17-C416S-GFP et 35S:GRXS17-C33/179/309/416S-GFP ont respectivement,
une/des mutations sur la cystéine en position 33, 179, 416 et sur les quatre positions 33/179/309/416.
La lignée 35S:GRXS17-C309S est en cours d’obtention mais les plantes sont encore a 1’état

hétérozygote (se référer a la partie I1.4 de ce chapitre).

Pour chacune de ces lignées, 2 a 3 transformants ont été étudiés et leur niveau d’expression protéique
a été vérifieé par western blot (Figure 43). Ils présentent tous un bon niveau d’expression en
comparaison avec le niveau de GRXS17 dans Col-0. Ces lignées ont ensuite €ét¢ observées au
microscope confocal afin de vérifier leur niveau d’expression et de connaitre I’effet des mutations sur
la localisation (Figure 44). Les lignées 35S:GRXS17-C33S-GFP (2), (3) et (4) présentent une double
localisation nucléaire et cytosolique. Ces lignées sont observées a des niveaux un peu plus faibles que
les lignées controles et nucléaires (Figure 44b, ¢ et d). La mutation de la cystéine 33 n’affecte donc
pas la localisation de la protéine GRXS17. Les lignées 35S:GRXS17-C179S-GFP (1) et
35S:GRXS17-C416S-GFP (1) présentent également une double localisation avec un bon signal
(Figure 44e et f). La mutation de la cystéine 179 et de la cystéine 416 n’affectent donc pas la
localisation de la protéine. Enfin, pour les transformants comportant les 4 cystéines mutées, la
localisation semble principalement cytoplasmique (méme si le niveau de répartition
cytoplasme/noyau peut varier d’une cellule a 1’autre) et le signal est faible pour les 3 lignées
35S:GRXS17-C33/179/309/416S-GFP (1), (3) et (4) (Figure 44g, h et i). En effet, sur toutes les
observations faites (5 a 8 racines par transformant), la protéine semble treés peu localisée au noyau en
comparaison avec la lignée 35S:GRXS17-GFP. Il semblerait donc que la quadruple mutation impacte

fortement la localisation nucléaire, mais cette observation doit cependant étre confirmée car le niveau
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Figure 44 : Observation au microscope confocal des lignées 35S:GRXS17-C33S, 35S:GRXS17-
C179S, 35S:GRXS17-C416S et 35S:GRXS17-C33/179/309/416S.

Photos représentatives de 1’observation au microscope confocal de la pointe des racines primaires de
plantules de 10 jours de grxsi7 et des différentes lignées complémentées excitées avec un laser a 12% (a
et g), 7% (b), 4% (c), 4,5% (d), 3,5% (e, f), 5% (h) et 8% (i).



de fluorescence étant plus faible, il ne faudrait pas que nous soyons en présence d’un artefact
d’observation. Ces données, si elles se confirment, suggérent soit un role redondant des cystéines
(puisque les mutations simples des 3 cystéines 33/179/416 n’ont pas d’effet) dans la localisation
nucléaire de GRXS17, soit un role majeur de la troisiéme cystéine puisque nous n’avons pas pu tester

cette construction en complémentation.

Nous avons ensuite analysé la croissance de la racine primaire de ces différentes lignées
complémentées a 20°C et a 28°C pour savoir si ces cystéines €taient importantes dans la fonction de
la protéine (Figure 45). Les trois lignées contenant la simple mutation de la cystéine C33 ne
complémente pas la croissance de la racine primaire a 20°C et a 28°C, car les longueurs moyennes
sont treés proches de celles de grxs/7 (Figure 45A et B). C’est également le cas pour les lignées
contenant la quadruple mutation des cystéines. Les longueurs moyennes des racines primaires sont
proches ou méme inférieures a celles du mutant aux deux températures. Pour les lignées contenant la
simple mutation de la cystéine C179 et C416 c’est différent. Pour la lignée avec la mutation en C179,
a 20°C et a 28°C, la croissance de la racine primaire est complémentée de fagon partielle puisque les
longueurs moyennes sont significativement supérieures a celles de grxs/7. Pour la lignée avec la
mutation C416, a 20°C elle complémente presque totalement la croissance de la racine primaire car
sa longueur moyenne est trés significativement supérieure a celle du mutant et elle est proche de celle
de Col-0 (Figure 45A). A 28°C, la complémentation est intermédiaire mais elle se rapproche de celle
de Col-0 puisque a I’inverse du mutant les plantules démarrent et continuent une croissance racinaire
(Figure 45B). Pour conclure, la mutation de la cystéine C33 et les quadruples mutations affectent la
croissance de la racine primaire et plus généralement celle de la racine. La croissance ne démarre
jamais comme c¢’est le cas pour le mutant. Pour les autres lignées, les complémentations sont partielles
mais les racines s’engagent dans la croissance a I’inverse du mutant. Ces données suggerent que les
3 cystéines des 3 domaines GRX ne jouent pas ou de facon mineure un role dans la fonction de la
protéine et que la cystéine C33 du premier domaine y joue un réle primordial puisque la simple
mutation de celle-ci abolit completement la fonction de la protéine malgré un niveau de protéine €leve

dans les cellules.
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Figure 45 : Etude des longueurs des racines primaires des lignées 35S:GRXS17-C33S,
35S:GRXS17-C179S, 35S:GRXS17-C416S et 35S:GRXS17-C33/179/309/416S.

Longueurs moyennes (en cm) des racines primaires de Col-0, de grxs/7 et des lignées complémentées
ayant poussé 12 jours a 20°C et a 28°C. Longueurs moyennes provenant de deux répétitions biologiques,
chacune contenant un a deux réplicats techniques. Un t-test Student a été appliqué sur les données ; des p-
value inférieures a 0,05 et a 0,001 sont représentées par * et *** ou # et ### pour la comparaison avec
Col-0 (*) ou avec grxsi7 (#).
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Figure 46 : Essais de thermotolérance sur 35S:GRXS17-C338S, 35S:GRXS17-C179S, 35S:GRXS17-
C416S et 35S:GRXS17-C33/179/309/416S avec ’application du régime TMHT.

(A) Photos représentatives des différentes plantules ; les photos a droite ont été prises plus tard, a 17 et 15
jours aprés le traitement de 6 jours a 35°C. (B) Graphique des pourcentages moyens de survivants
calculés aprés 1’application du régime TMHT. Il s’agit de la moyenne de une a trois répétitions
biologiques en fonction des lignées complémentées avec une moyenne totale de réplicats techniques allant
de deux triangles (pour 35S:GRXS17-C179S (1) et 35S:GRXS17-C416S (1)) a huit triangles pour grxsi7.
Un t-test de Student a été appliqué sur les données ; des p-value inférieures a 0,05, 0,01 et 0,001 sont
représentées par *, ** et *** ou #, ##, et ### pour la comparaison avec le Col-0 (¥) et grxsi7 (#).



I1.2.2 Analyse du role des cystéines dans la thermotolérance :

Nous avons également fait pousser ces lignées sous un régime TMHT afin de comprendre le role des
cystéines dans la thermotolérance conférée a la plante par GRXS17 (Figure 46). Les pourcentages
moyens de survivants ont ét¢ calculés 8 jours apres le traitement (Figure 46B). Les mutations des
cystéines 179 et 416 n’impactent pas la thermotolérance puisque les pourcentages moyens de
survivants pour ces lignées sont trés proches de celui de Col-0. Elles ne semblent donc pas étre
importantes dans la fonction de thermotolérance de GRXS17. Pour la mutation de la cystéine 33 du
premier domaine, les incertitudes sont assez importantes pour les deux lignées, mais les tests
statistiques montrent que la différence n’est pas significative avec le sauvage, donc la cystéine 33 ne
joue pas de role. Enfin, la mutation des quatre cystéines des sites actifs fait perdre complétement la
thermolérance. Les pourcentages de survivants pour la lignée 3 ne sont significativement pas
différents de grxsl7. Ces données suggerent soit un role redondant des cystéines (puisque les
mutations simples des 3 cystéines 33/179/416 n’ont pas d’effet) dans la thermotolérance, soit un réle
majeur de la troisiéme cystéine puisque nous n’avons pas pu tester cette construction en

complémentation.
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Figure 47 : Etude de la vitesse d’élongation de la racine primaire de grxsl7, des lignées
35S:GRXS17-GFP et 35S:GRXS17-C33/179/309/416 (1) apres ’application d’un stress de 3 jours a
35°C.

Les plantules ont poussé sur du 2 MS pendant 20 jours selon un régime particulier : 7 jours a 20°C, 3
jours a 35°C et 10 jours a 20°C. Les racines primaires ont été mesurées au bout du 4™ jour tous les deux
jours afin de calculer la vitesse d’élongation de ces racines primaires au cours de I’application du régime.
En bleu, les données de vitesse d’élongation du Col-0 (26 plantules au total), en rouge bordeaux de grxs/7
(27 p.), en vert de hsfalgk (25 p.), en violet de 35S:GRXS17-GFP (17 p.) et en turquoise de
35S:GRXS17-C33/179/309/416 (1) (33 p.). Un t-test de Student a été appliqué sur les données ; des p-
value inférieures a 0.05, 0.01 et 0,001 sont représentées par *, ** et *** ou #, ##, et ### pour la
comparaison avec le Col-0 (*) et grxsi7 (#).



I1.2.3 Etude de la vitesse d’élongation de la racine primaire aprés 1’application
d’un stress thermique de 3 jours a 35°C :

Afin d’étudier la croissance de la plante notamment la croissance racinaire de grxs/7 lors de
I’application d’un régime thermique de type TMHT a 35°C, les vitesses moyennes d’élongation des
racines primaires de Col-0, du quadruple mutant Asfalgk, de grxsl7, des lignées complémentées
35S:GRXS17-GFP et 35S:GRXS17-C33/179/309/416S-GFP (1) ont été suivies lors d’un régime
thermique plus court de 3 jours a 35°C (Figure 47).

Les deux mutants présentent des vitesses d’¢longation plus faibles que la souche sauvage en
conditions normales de croissance (avant stress), et isfalgk est plus affecté que notre mutant. Dés
deux jours a de traitement a 35°C, les vitesses d’élongation de grxs/7 et de hsfalgk chutent a zéro.
La vitesse d’¢longation de Col-0 décroit également mais reste non nulle. Les deux mutants semblent
donc étre plus affectés par le stress thermique puisque leur vitesse d’élongation devient nulle dés deux
jours de traitement. En ce qui concerne la reprise de croissance apres stress, comme attendu, Asfalgk
est tres affecté par le traitement thermique et il n’y a pas de reprise de croissance, les plantules
blanchissent et meurent. Le mutant grxs /7 reprend sa croissance au bout de 12 jours (deux jours apres
le stress) et la vitesse d’élongation s’accroit jusqu’a 20 jours mais sa reprise de croissance est ralentie
si on compare avec celle de Col-0. A noter que ses vitesses d’élongation a 18 et 20 jours sont plus
importantes qu’a 6 jours de croissance, mais restent inférieures a celles du sauvage. En comparaison,
le contrdle Col-0 reprend sa croissance aprés le 12°™ jour de croissance avec une vitesse d’élongation
a 20 jours presque 3 fois plus élevée qu’a 6 jours de croissance. L’ensemble de ces données
confirment la différence de croissance de grxs/7 par rapport au contrdle, sa vitesse d’élongation avant
et apres le stress reste inférieure. Cependant, cet écart semble €tre diminué apres 1’application du
traitement thermique puisqu’a 6 jours, il est d’un facteur 'z et a 20 jours d’%. La croissance de la
racine primaire de grxs/7 reprend apres ce stress de 3 jours a 35°C a I'inverse de Asfalgk. GRXS17
est donc nécessaire a une croissance racinaire optimale et joue également un role dans la reprise de

la croissance apres ce stress de 3 jours a 35°C, puisque celle-ci est plus lente.

La vitesse d’¢élongation de la racine primaire de la lignée 35S:GRXS17-GFP apres 1’application d’un
stress de 3 jours a 35°C a également été suivie (Figure 47). Les vitesses moyennes d’élongation des
racines primaires de cette lignée sont semblables a celles de Col-0. La lignée complémentée se

comporte donc comme le sauvage. Ces données confirment que c’est bien la délétion de GRXS17 qui

117






impacte la croissance de la racine puisque les vitesses d’élongation durant les 20 jours sont identiques

a celles de Col-0.

Pour résumer, les résultats des paragraphes précédents nous montrent que la mutation des quatre
cystéines des sites actifs impacte la localisation subcellulaire, la croissance de la racine primaire a
20°C mais aussi a 28°C, et semble jouer un réle important dans la résistance a des régimes thermiques
longs de type TMHT. Pour compléter ces résultats, nous avons mesuré les vitesses moyennes
d’¢longation de la racine primaire de la lignée 35S:GRXS17-C33/179/309/416S (1) apreés un
traitement thermique de 3 jours a 35°C (Figure 47). Les vitesses moyennes d’¢longation de cette
lignée sont proches de celles du mutant grxs/7, a I’inverse de la lignée 35S:GRXS17-GFP (4) qui a
une croissance similaire au Col-0. A 10 jours de croissance, apres 3 jours de traitement a 35°C, la
croissance de la racine primaire est arrétée. Elle reprend a 12 jours pour atteindre une vitesse
d’élongation identique a celle du mutant a 20 jours. Cependant, a la différence de grxsi7, la reprise
de la croissance n’est pas ralentie. La pente de la vitesse d’élongation du 14°™ au 18°™ jour se
rapproche de celle de Col-0 et de 1a lignée 35S:GRXS17-GFP. L’ensemble de ces données confirment
que la protéine contenant les mutations des quatre cystéines ne complémente pas la croissance de la
racine primaire a 20°C mais également lors d’un traitement thermique de 3 jours a 35°C. La présence
de ces quatre cystéines est nécessaire a 1’accomplissement de la fonction de GRXS17 dans la
croissance des racines primaires a 20°C et lors de ’application d’un stress thermique de 3 jours a
35°C. Concernant chaque cystéine, il apparait que soit les 4 cystéines sont redondantes dans leur role,
soit la troisiéme cystéine joue un role majeur dans la localisation nucléaire et la résistance au stress
de type TMHT, mais nous ne pouvons pas ¢€carter ces deux hypotheéses car la construction
35S:GRXS17-C309S manquent pour cette analyse. En revanche, il est treés clair que la premicre
cystéine du domaine TRX joue un réle majeur dans la croissance a 20°C et 28°C sans mécanisme de

redondance avec les autres, puisque la lignée complémentée se comporte comme la lignée mutante.
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Figure 48 : Etude du role des domaines avec les lignées 35S:GRXS17-D1, 35S:GRXS17-D1,2,3 et
35S:GRXS14.

Western blot a partir d’extraits protéiques (10ng) des différentes plantules ayant poussé a 20°C durant 14
jours. Les protéines ont été¢ détectées avec 1’anticorps anti-GRXS17 ou I’anticorps monoclonal anti-GFP
pour détecter 35S:GRXS14-GFP.



I1.3 Utilisation de lignées complémentées pour déterminer le role des différents
domaines de GRXS17 :

I1.3.1 Etude du rbole des domaines de GRXS17 dans la croissance racinaire :

GRXS17 a la particularité de posséder 4 domaines, un domaine de type thiorédoxine et trois autres
domaines de type glutarédoxine. Sa taille est d’abord inhabituelle puisque les GRX de sa classe et
méme de sa famille sont plus petites et possedent un a deux domaines. Il est également rare de trouver
une GRX avec un domaine de type TRX. Nous pouvons donc supposer que cette particularité confére
a GRXS17 une fonction spécifique. Afin de répondre a cette hypothése, nous avons entrepris de
réaliser plusieurs versions de la protéine GRXS17 privée de certains de ces domaines et de les
introgresser dans grxs/7 (Figure 37). Nous avons pu étudier certaines d’entre elles comme cela est
présenté dans la figure 48. 1l s’agit de la lignée 35S:GRXS17-D1-GFP (1) contenant le domaine TRX
seul et les deux transformants (2) et (3) de la lignée 35S:GRXS17-D1,2,3-GFP contenant les trois
premiers domaines de GRXS17 (TRX et les deux domaines GRX). Afin de compléter nos analyses
notamment sur le réle du domaine GRX, nous avons introgressé¢ le domaine GRX de la protéine
GRXS14 appartenant a la méme classe que GRXS17 et ceci sans son peptide d’adressage au
chloroplaste pour que la protéine se localise dans le cytoplasme. GRXS14 a la particularité d’avoir

un domaine GRX tres proche du domaine 2 de GRXS17 (Figure 26).

Dans un premier temps, le niveau d’expression des protéines de ces lignées a été vérifié par western
blot et comparé au niveau d’expression de la protéine dans Col-0 et celui de la lignée controle
35S:GRXS17 (4) (Figure 48). Les lignées complémentées 35S :GRXS17-D1-GFP (1), 35S:GRXS17-
D1,2,3-GFP (3) et 35S:GRXS17-D1,2,3-GFP (4) présentent un niveau d’expression supérieur a Col-
0 et identique a la lignée controle. Les protéines des 4 transformants de la lignée 35S:GRXS14-
GFP (1, 2, 3 et 4) ont été détectées par western blot avec 1’anticorps monoclonal anti-GFP a la
différence des protéines des autres lignées complémentées ou nous avons utilisé¢ ’anticorps anti-
GRXS17. A noter que les autres lignées complémentées ont également été détectées avec I’anticorps
anti-GFP en parall¢le dans les mémes conditions et présentent des niveaux d’expression identiques
(données non montrées). Les lignées 35S:GRXS14-GFP (1), (2) et (3) présentent un niveau
d’expression légeérement inférieur a la lignée controle 35S:GRXS17-GFP (4). La lignée
35S:GRXS14-GFP (4) a un niveau d’expression faible. Nos données d’observation au confocal nous
permettent de voir que I’ensemble de ces lignées produisent une protéine localisée dans le noyau et

dans le cytoplasme (Figure 49). C’est notamment le cas pour les 2 transformants 35S:GRXS14-
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Figure 49 : Observation au microscope confocal des lignées 35S:GRXS17-D1, 35S:GRXS17-D1,2,3
et 35S:GRXS14.

Photos représentatives de 1’observation au microscope confocal de la pointe des racines primaires de
plantules de 10 jours de grxs/7 et des lignées excitées avec un laser a 7% (a et b) 4% (c et e), et 6% (d).



GFP (1) et (3) qui ont été observés avec un signal correct mais plus faible que celui de 35S:GRXS17-
GFP (4). Les lignées 35S:GRXS17-D1-GFP (1) et 35S:GRXS17-D1,2,3-GFP (3) ont été observées

avec un signal correct également.

Pour conclure, il semble que 1’absence du dernier domaine ne modifie pas la distribution subcellulaire
de la protéine (cytosol et noyau) et méme que ['unique premier domaine, c’est a dire le domaine TRX
suffise pour obtenir cette double localisation. Le résultat pour GRXS14 est plus surprenant, puisqu’un
unique domaine GRX (sans de son peptide d’adressage chloroplastique), se comporte ¢galement
comme la protéine entiére avec une double localisation. A ce niveau, nous pouvons émettre deux
hypothéses, soit les domaines simples fusionnées a la GFP, sont trop petit et diffusent librement au
travers des pores de la membrane nucléaire (taille = 50-60 Kda) mais nous sommes a la limite
communément reconnues, soit un seul domaine qu’il soit de type TRX ou GRX suffit pour permettre

I’importation de la protéine.

Nous avons ensuite mesuré les longueurs moyennes des racines primaires de ces lignées
complémentées sur des plantules qui ont poussé¢ a 20°C et a 28°C (Figure 50). La lignée
35S:GRXS17-D1-GFP (1) a une longueur moyenne de la racine primaire intermédiaire a celle de
Col-0 et de grxs17 a 20°C. A I’inverse, a 28°C elle est similaire a celle de grxs/7. Le domaine TRX
seul permet une complémentation partielle a 20°C mais est sans aucun effet a 28°C sur la croissance
de la racine primaire. Pour 35S:GRXS17-D1,2,3-GFP (2), la longueur moyenne est intermédiaire a
celle de Col-0 et grxsI7 a 20°C et a 28°C. Les 3 premiers domaines seuls permettent donc une
complémentation partielle de la fonction de GRXS17. La présence des 4 domaines semblent donc
nécessaires pour une croissance racinaire optimale a ces deux températures, mais un seul domaine
TRX permet un début de complémentation a 20°C et les 3 premiers domaines autorisent la aussi une
complémentation partielle a 20°C et 28°C. Enfin, deux transformants de la lignée 35S:GRXS14-GFP
ont été testés, il s’agit de 35S:GRXS14-GFP (1) et (3) et seul la lignée 1 complémente comme nous
pouvons le voir sur la Figure 50. Les plantules de la lignée 35S:GRXS14-GFP (1) ont des longueurs
moyennes proches de Col-0 a 20°C et intermédiaire a Col-0 et grxs/7 a 28°C. Un seul domaine GRX
de GRXS14 (proche en séquence du domaine 2 de GRXS17) suffirait donc a complémenter cette

fonction totalement au moins a 20°C et partiellement a 28°C.
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Figure 50 : Etude des longueurs de la racine primaire des lignées 35S:GRXS17-D1, 35S:GRXS17-
D1,2,3 et 35S:GRXS14.

Longueurs moyennes (en cm) de la racine primaire de Col-0, de grxs/7 et des lignées complémentées
ayant poussé 12 jours a 20°C et a 28°C. Longueurs moyennes d’une ou deux (pour 35S:GRXS17-D1 (1))
répétitions biologiques chacune contenant un a deux réplicats techniques. Un t-test de Student a été
appliqué sur les données ; des p-value inférieures a 0,05 et a 0,001 sont représentées par * et *** ou # et
### pour la comparaison avec Col-0 (*) ou avec grxsi7 (#).
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Figure 51 : Etude de la croissance foliaire et de la floraison de la lignée complémentée 35S:GRXS14
D).

(A) Photos représentatives de la croissance foliaire a 3 semaines de Col-0, de grxs/7 et de 35S:GRXS14
(1) a 22°C (a) et a 28°C (b). (B) Poids moyen des rosettes en gramme (g) a 3 semaines. Un t-test de
Student a été appliqué sur les données ; des p-value inférieures a 0,01 et a 0,001 sont représentées par **
et *** ou ## et ### pour la comparaison avec Col-0 (*) ou la comparaison avec grxsl7 (#). (C) Etude de
la floraison de la lignée 35S:GRXS14 (1) au bout de 4 semaines de croissance a 22°C (a) et a 28°C (b). 1:
Col-0, 2: grxsi7 et 3: 35S:GRXS14 (1). Il n’y a pas de répétitions biologiques pour cette lignée (comme
précédemment). Les résultats sont basés sur une seule expérience contenant 8 plantes pour chaque
condition.



I1.3.2 Analyse de la fonction de I'unique domaine GRX de GRXS14 dans la
croissance foliaire et la floraison a 22°C et a 28°C :

Nous avons décidé de compléter nos analyses de croissance de la lignée 35S:GRXS14-GFP (1) par
des analyses de la croissance foliaire (Figure 51). Pour cela, les plantes de cette lignée ont poussé
selon les mémes conditions que présentées précédemment. A 22°C, la taille des rosettes semble
supérieure a celle de Col-0. Les feuilles semblent globalement plus grandes que celles de ce dernier
(Figure 51Aa). Les données de poids moyen des rosettes a 20°C vont dans le méme sens puisque
35S:GRXS14-GFP (1) a un poids moyen des rosettes similaire a celui de Col-0 (Figure 51B). La
lignée 35S:GRXS14-GFP (1) complémente la fonction de GRXS17 dans la croissance foliaire a 22°C.
Un seul domaine GRX semble donc suffisant pour 1’accomplissement de cette fonction. A 28°C, la
taille de la rosette semble inférieure a celle du mutant (Figure 51Ab). Ceci est confirmé par le poids
de la rosette de 35S:GRXS14-GFP (1) qui est similaire a celui de grxs/7 (Figure 51B). Cette lignée
ne complémente pas la fonction de GRXS17 dans la croissance foliaire a 28°C. Au niveau de la
floraison, a 22°C, la lignée 35S:GRXS14-GFP (1) complémente puisque la floraison de cette derniére
démarre en méme temps que celle de Col-0 ou bien Iégérement en avance sur celui-ci (Figure 51Ca).
Les hampes primaires et secondaires se développent normalement comme Col-0 et des siliques
contenant des graines sont produites. A 28°C, c’est I’inverse, la floraison est tardive et la hampe
florale primaire est défectueuse comme le mutant (Figure 51Cb). C’est également le cas des hampes
secondaires, les fleurs sont tre¢s endommagées, des phénotypes PIN apparaissent, les siliques formées
sont petites, déformées et dépourvues de graines. Pour conclure, I’unique domaine de GRXS14
complémente la croissance de la rosette, la floraison et la mise a fleurs a 22°C mais ce n’est pas du
tout le cas a 28°C. Ces données suggérent qu'un seul domaine GRX semble suffisant pour
complémenter la fonction de GRXS17 dans la croissance foliaire, la floraison et la mise a fleurs a
22°C mais pas lors de températures plus ¢€levées ou la présence de la protéine GRXS17 semble

nécessaire.
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Figure 52 : Essais de thermotolérance sur 35S:GRXS17-D1, 35S:GRXS17-D1,2,3 et 35S:GRXS14 :
application du régime TMHT.

Photos représentatives des plantules (A) et graphe des pourcentages moyens de survivants calculés apres
I’application du régime TMHT (B). Moyenne de deux réplicats techniques allant de deux triangles pour
les lignées complémentées a dix triangles pour Col-0 et grxsl7. Un t-test de Student a été appliqué sur les
données ; des p-value inférieures a 0,05, 0,01 et a 0,001 sont représentées par *, ** et *** ou #, ## et ###
pour la comparaison avec le Col-0 (*) et le grxsi7 (#).



I1.3.3 Role des domaines de GRXS17 dans la thermotolérance :

Des essais de thermotolérance ont été réalisés sur ces lignées complémentées et sont présentés dans
la figure 52. Le pourcentage moyen de survivants pour la lignée 35S:GRXS17-D1-GFP (1) est
identique a celui de grxs/7 (Figure 52). Le domaine TRX seul ne complémente pas la fonction de
thermotolérance de GRXS17. Les pourcentages de survivants de 35S:GRXS17-D1,2,3-GFP (3) des
deux répétitions sont trés différents, ils sont de 78% et de 20%, en 1’état, il est donc tres difficile
d’interpréter les résultats. La lignée 35S:GRXS14-GFP (1) présente un pourcentage moyen de
survivants trés proche de celui de Col-0. Le seul domaine GRX de GRXS14 complémente donc la

fonction de thermotolérance GRXS17.

Pour conclure, sur le réle des différents domaines. Il apparait que le premier domaine (TRX) semble
suffisant pour une double localisation, partiellement efficace pour la croissance a 20°C, et inefficace
pour la croissance a 28°C et pour la résistance au stress thermique de type TMHT. Le quatri¢me
domaine ne semble pas important pour la double localisation, mais joue un rdle pour la croissance a
20° et 28°C. Enfin, plus surprenant, un seul domaine GRX, celui de GRXS14 permet une double
localisation, une bonne complémentation pour la TMHT et la croissance a 20°C, et seulement une

complémentation partielle pour la croissance a 20°C et 28°C.
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Figure 53 : Etude des autres lignées complémentées.

Les autres lignées complémentées étudiées qui n’ont pas €té utilisées pour différentes raisons.
(A) Pour des niveaux de protéines trés faibles ou inexistants. (B) La transformation n’a pas
abouti, un nouvel essai a ét¢ fait mais les nouveaux transformants sont encore hétérozygotes. (C)
Les protéines de cette lignée complémentée se localisent dans le cytoplasme et dans le noyau ;
(D) Elles n’ont pas encore été étudiées.




I1.4 Présentation des autres lignées complémentées utilisées :

Cette derniére partie regroupe les lignées complémentées qui n’ont pas été utilisées pour différentes
raisons (Figure 53). Certaines ont un niveau de protéines trés faible ou inexistant en western blot
(western non montrés) (Figure 53A). Les observations au confocal le confirment avec un signal faible
voir tres faible et les mesures de la racine primaire a 20°C et a 28°C sont proches de celles du mutant
grxs17 (données non montrées). Pour la lignée 35S:GRXS17-C309S-GFP, la transformation n’avait
pas aboutie puisque tous les transformant étaient sensibles a 1I’hygromycine (Figure 53B) (données
non montrées). La transformation a été faite a nouveau, les cinq transformants obtenus sont encore
tous hétérozygotes. Enfin, deux dernicres lignées complémentées n’ont pas pu €tre exploitées lors de
cette étude par manque de temps, il s’agit de pS17:GRXS17-Flag-HA et de 35S:GRXS17-
D1,2/G180P-GFP (Figure 53D).
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DISCUSSION

I. GRXS17 est importante dans la croissance a des températures
normales et plus élevées et confére la thermotolérance a la plante :

Les données de la caractérisation du mutant KO grxs/7 confirment qu’il est affecté au niveau de la
croissance de la racine primaire a 20°C et de manicre plus aggravée a 28°C (Figure 31). La croissance
foliaire a 22°C et a 28°C est également impactée chez grxsi7 (Figures 33 et 34). La floraison de ce
dernier est normale a 22°C mais elle est défaillante a 28°C ou certaines plantules présentent des
hampes florales primaires et secondaires de type PIN (Gélweiler et al., 1998). Enfin, la zone
méristématique du mutant est plus petite que celle du controle ce qui montre une défaillance dans le
MAR et peut expliquer le retard de croissance chez le mutant (Figure 32). La zone d’¢élongation est,
a Pinverse, plus grande chez le grxs/7, ceci pouvant étre une compensation pour pallier une zone
méristématique plus petite. grxs/7 présente un index mitotique moyen deux fois plus petit que le Col-
0 qui est restauré par I’ajout de GRXS17. Ceci suggere que le défaut de croissance de celui-ci provient
d’une diminution de I’activité mitotique de la zone méristématique. A 28°C, de la mort cellulaire au
niveau du MAR est observé, ce qui peut expliquer le sévére défaut de croissance de la racine primaire.
GRXS17 semble donc jouer un réle important au niveau du méristéme racinaire dans la division
cellulaire a 20°C et ’adaptation de ce groupe de cellule a des températures plus élevées (28°C). 1l

semble que ce soit également le cas dans le méristéme apical.

Les études sur GRXS17 ont été menées a plusieurs températures notamment a 28°C et 35°C. Dans
nos conditions de culture, GRXS17 n’est pas sur-accumulé en réponse a 1’augmentation de la
température dans des plantules de 14 jours (Figure 29) (Cheng et al., 2011a). Les niveaux relatifs de
la protéine GRXS17 semblent plus ou moins constants, ce qui montre une absence de régulation

traductionnelle et post-traductionnelle dans les conditions testées.

Le mutant grxs/7 est sensible a un stress long de 6 jours a 35°C (Figure 35). L’introgression de
GRXS17 dans le mutant restaure la survie des plantules, ce qui montre que GRXS17 est impliquée
lors de stress longs a température modérément élevée de type TMHT (Figure 42). GRXS17 confere
donc a la plante la thermotolérance dans ce type de stress. Les pourcentages de survie de grxs/7 lors
des régimes de thermotolérance acquise LAT et SAT sont proches de Col-0, ce qui montre que

GRXS17 est spécialement impliquée dans des stress longs a température modérément élevée (Figure
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35). Plusieurs acteurs sont liés a la réponse au stress thermique comme les vagues calciques, les
MAPK, HSF, les HSP, les ROS, les enzymes anti-oxydantes et les hormones (Mittler et al., 2012;
Jacob et al., 2017). Lors d’un régime de type TMHT, les HSF sont importantes. En effet, aucune
plantule du quadruple mutant Asfalgk ne survivent sous ce régime (Figure 35) (Liu and Charng,
2013). Ces auteurs ont montré qu’HSFA2 introgressée dans ce quadruple mutant était capable de
restaurer la survie de ce dernier. Les HSP protegent les protéines dépliées de 1’agrégation et les
enzymes anti-oxydantes controlent le niveau de ROS intracellulaire (Mittler et al., 2012; Jacob et al.,
2017). GRXS17 semble jouer un role important en plus de ces acteurs (discuté dans le chapitre 2 et

la discussion générale).

II. La localisation nucléaire semble nécessaire a la thermotolérance
conférée par GRXS17 :

La localisation seule de GRXS17 dans le noyau ne complémente pas totalement la croissance de la
plante, la floraison et la mise a fleurs a 20°C, 22°C et notamment a 28°C, ce qui montre que soit une
double localisation est nécessaire a I’accomplissement de sa fonction (Figures 40 et 41), soit le niveau
de protéine nucléaire dans les tissus spécifiques n’est pas atteint, d’ou une complémentation partielle.
Par contre, la localisation dans le noyau suffit & conférer la thermotolérance a la plante (Figure 42).
Cet élément est tres intéressant puisque le berceau de la réponse au stress thermique est nucléaire. La
relocalisation du cytoplasme vers le noyau des HSF lors du stress thermique leur permet d’induire
des genes de réponse au stress thermique (Barros et al., 1992; Jacob et al., 2017). La protéine
AtGRXS17 surexprimée dans la tomate est relocalisée dans le noyau lors d’un stress thermique et
d’un stress au froid (Wu et al., 2012; Hu et al., 2015). Ceci a pu étre testé avec la lignée complémentée
35S:GRXS17-GFP au microscope confocal lors d’une cinétique de stress thermique a 28°C et 35°C
(similaire a la cinétique de la figure 29), cependant aucune relocalisation claire n’a été observée
(données non montrées). L expression de GRXS17 sous promoteur 35S peut expliquer 1’absence de
relocalisation puisqu’elle est treés fortement exprimée dans les deux compartiments (Figure 38). 1l
serait donc intéressant de renouveler ces essais avec la lignée pS17:GRXS17-GFP lorsqu’elle sera
disponible et d’analyser a nouveau la localisation dans les deux compartiments. GRXS17 pourrait par
exemple participer a I’induction de genes importants pour la thermotolérance, agir sur/ou avec des
acteurs de la résistance au stress thermique telles que les HSF ou les HSP ou peut-étre méme dans la

voie de contrdle du stress oxydatif.
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III. Les cystéines des sites actifs sont importantes dans la croissance de
la plante et dans la thermotolérance :

La mutation de la cystéine C33 et la quadruple mutation affectent la croissance de la racine primaire
et plus généralement celle de la racine totale aux deux températures (Figure 45). A 28°C, la croissance
des deux lignées ne démarre jamais comme pour le mutant. Pour les autres lignées, les
complémentations sont partielles a 20°C et a 28°C mais a 28°C les racines s’engagent dans le
processus de croissance contrairement au mutant. La cystéine C179 a un faible impact puisque la
complémentation est partielle. Quant a la cystéine C416, son rdle est mineur dans cette fonction
puisque nous observons une complémentation aux deux températures. Ces données suggerent que la
cystéine 33 est primordiale pour la fonction de la protéine pour la croissance a 20°C et 28°C et que
celles des domaines GRX, le sont beaucoup moins. Par contre, la cystéine 33 du domaine TRX ne
semble pas étre essentielle dans la thermotolérance puisque les lignées contenant la mutation C33S
complémentent de fagon partielle avec une différence significative par rapport a grxsi7 (Figure 46).
La cystéine C33 aurait donc un rdle spécifique dans la protéine pour le développement racinaire et
certainement apical a 20°C et a 28°C, mais pas dans le processus de thermotolérance. Concernant les
3 autres cystéines la seconde et quatriéme ne semblent pas jouer un role important dans la croissance
racinaire, mais concernant la troisiéme 1’absence de la construction mutée sur cette derniére ne nous
permet pas de conclure. Pour la thermotolérance, les cystéines C33, C179 et C416 ne jouent
visiblement pas de role. Pour conclure sur la perte de la thermotolérance par la lignée contenant les
quatre mutations de cystéines, il nous manque les résultats sur le mutant sur la troisieme (C309). Soit
la cystéine C309 est a un réle majeur dans la fonction, soit les cystéines sont redondantes, c’est a dire

que la présence d’au moins une d’entre elles suffit a la fonction de la protéine.

Les cystéines sont connues comme ayant un role majeur dans la fonction des GRX en général (Meyer
et al, 2012). Les cystéines réduites peuvent subir plusieurs types d’oxydation comme la
glutathionylation ou la formation de ponts disulfures (Figure 16) (Martins et al., 2018). Les GRX sont
capables de réduire ces cystéines oxydées avec 1’aide de GSH. Nous pourrions donc penser que
GRXS17 pourrait agir en tant que réducteur des cystéines oxydées sur des protéines impliquées dans
la croissance des racines. La seule évidence a ce jour que GRXS17 possede une fonction de réduction
sont les travaux menés en 2014 qui montrent la réduction de BolA2 oxydée par GRXS17 dans un
systeme in vitro (Couturier et al., 2014). Des essais préliminaires ont été réalisés mais ils n’ont pas
pu mettre en évidence une activité efficace de réduction de ponts disulfures. En effet, la protéine

GRXS17 et son systéme ont été mis en contact avec la protéine BolA2 oxydée avec un ratio 1:2
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(GRXS17:BolA2) et la consommation de NADPH a été suivie au spectrophotometre a 340 nm.
Cependant la consommation de NADPH au cours du temps est trop faible ce qui montre que ’activité
de réduction de GRXS17 est treés faible. Ces essais devront étre poursuivie en modifiant les ratios

enzyme-subtrat ; la concentration du subtrat pourrait étre augmentée.

IV. Le seul domaine de GRXS14 complémente la fonction de GRXS17
dans la croissance a 20°C et a 22°C et dans la thermotolérance :

Le domaine seul de type TRX de GRXS17 complémente partiellement la croissance de la racine
primaire a 20°C. C’est également le cas pour la lignée contenant les trois premiers domaines qui
complémente également a 28°C. L unique domaine de GRXS14 complémente la croissance racinaire
a 20°C et partiellement a 28°C, la croissance de la rosette, la floraison et la mise a fleurs a 22°C mais
ce n’est pas le cas a 28°C. Ces données suggerent qu'un seul domaine GRX semble suffisant pour
complémenter la fonction de GRXS17 dans la croissance foliaire, la floraison et la mise a fleurs a
20/22°C mais pas lors de températures plus €levées ; la présence de la protéine GRXS17 avec ses
multidomaines semble nécessaire. De plus, le seul domaine GRX de GRXS14 suffit a conférer la
thermotolérance. GRXS14 fait partie des GRX de classe Il chez Arabidopsis thaliana comme
GRXS17 (Figures 21 et 26). C’est une protéine chloroplastique comme GRXS16 qui est tres
abondante dans les jeunes feuilles (Bandyopadhyay et al., 2008; Rey et al., 2017). Son expression est
régulée lors de stress abiotiques, elle augmente lors de faibles températures, de stress salin et de
sécheresse (Rey et al., 2017). Elle est capable de lier un cceur Fe-S et de complémenter partiellement
la fonction de la Grx5 de levure dans la synthése et I’assemblage des cceurs Fe-S puis elle permet au
mutant grx5 d’accumuler moins de fer et de mieux résister au stress oxydatif (Cheng et al., 2006;
Bandyopadhyay et al., 2008). Nous pouvons nous demander pourquoi un seul domaine GRX semble
mieux complémenter la fonction dans la croissance notamment a 20°C qu’une protéine GRXS7 sans
son dernier domaine (Figure 50). Il faudrait répéter ces mémes essais sur d’autres transformants de la
construction sans le dernier domaine pour confirmer cette observation. Si elle est confirmée, nous
pourrions imaginer qu’en absence de son dernier domaine GRXS17 ne se conforme pas correctement.
Des questions se posent sur le réle de ce dernier domaine qui est propre a certains Lycophytes et aux
plantes supérieures. Un domaine GRX seul suffit a complémenter la fonction de GRXS17 dans la
croissance a 20-22°C et partiellement la croissance des racines a 28°C (Figures 50 et 51). Le seul
domaine TRX complémente partiellement cette fonction mais pas a 28°C (Figure 50). Mais alors

quelle est la fonction de ces domaines a 20°C notamment du domaine TRX et pourquoi leur présence
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seule ne suffit pas a 28°C ? En effet, la prot¢ine GRXS17 avec ’ensemble de ces domaines est
nécessaire pour une croissance optimale. D’autres études seront nécessaires pour mieux comprendre
le role de chacun de ces domaines. Une protéine trés peu caractérisée avec un domaine TRX trés
proche de celui de GRXS17 (91% d’homologie de séquence avec SMARTBLAST de NCBI) est
présente chez Arabidopsis thaliana (AT4G32580). Elle s’aligne avec les TRX de type PICOT comme
GRXS17 ou la GRX3 de mammiferes (40-41%). Cette protéine de 160 acides aminés, a une
localisation prédite dans le cytoplasme et la mitochondrie et elle serait trés exprimée dans les graines
seches (données provenant de Tair10 et eFP Browser) (Klepikova et al., 2016). Etudier cette protéine
pourrait permettre de mieux comprendre le réle de ce domaine TRX présent chez GRXS17 et partagé

avec ses orthologues.

137






CHAPITRE 2






CHAPITRE 2 :

La glutarédoxine GRXS17 a cceurs Fe-S est une protéine chaperonne rédox-

dépendante

Les travaux présentés dans le chapitre 1 ont permis de valider la fonction de GRXS17 dans la
croissance de la plante. L’¢étude de différentes lignées complémentées a mis en évidence que la double
localisation, les quatre cystéines des sites actifs notamment la C33 et la présence des quatre domaines
de GRXS17 sont nécessaires pour une croissance optimale de la plante a 20°C et a 28°C. Pour son
role dans la thermotolérance, les quatre cystéines paraissent également jouer un rdle et la localisation
nucléaire semble suffisante a la fonction. Ce premier chapitre a donc permis de mettre en évidence
les déterminants nécessaires de GRXS17 dans la croissance de la plante et un nouveau réle de
GRXS17 dans la thermotolérance. Cependant, nous n’avons pas déterminé la fonction moléculaire

de GRXS17 dans ces voies.

Ce chapitre regroupe les résultats du second axe qui visait a explorer la fonction moléculaire de
GRXS17. Ces travaux que j’ai en grande partie menés font I’objet d’un article qui a été récemment
soumis pour publication et qui représente la principale partie de ce chapitre. Dans cet article, nous
avons réexaming la fonction cellulaire de GRXS17. Nous avons montré que, lorsqu'elle est produite
de maniére hétérologue dans des conditions aérobies, les cceurs Fe-S de GRXS17 sont rapidement
perdus. Dans cette condition, GRXS17 acquiert une activité¢ de chaperonne notamment une activité
holdase nécessitant les cystéines de ses sites actifs. De plus, GRXS17 présente une activité de foldase
indépendante des résidus Cys. L'activité holdase est associée a l'oligomérisation de GRXS17
impliquant a la fois la formation de ponts disulfures intermoléculaires et des interactions non
covalentes. Enfin, nous montrons que GRXS17 est associée a un ensemble de protéines partenaires
qui sont différentes apreés un stress thermique, ce qui suggere que le « switch » de fonction de
GRXS17 en réponse au stress peut directement affecter les voies en aval. Certaines données de TMHT
¢galement présentées dans le chapitre 1 ont été intégrées a cet article pour illustrer le role de

chaperonne de GRXS17 lors de stress thermique.
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Abstract

Iron-sulfur clusters (ISC) containing glutaredoxins (GRXs) are a subset of thiol reductases considered as
components of the iron-sulfur protein assembly machinery. The plant nucleo-cytosolic GRXS17 coordinates
up to three ISC, and as a holoenzyme, it is likely involved in the maturation of ISC target proteins. Here, we
show that, in addition to its role in cluster biogenesis, GRXS17 functions as a redox-dependent chaperone.
Oxidative stress together with heat stress induce loss of the ISC followed by sulfenylation of active site
cysteines and subsequent formation of disulfide bonds between monomers, a process that leads to activation
of its chaperone activity. Consistently, GRXS17 shifts from a low-MW form to high-MW complexes upon
oxidation. This redox switch depends on the presence of conserved cysteines involved in ISC coordination,
and in the N-terminal thioredoxin domain. Consistent with this chaperone function, we show that GRXS17 is
required to tolerate moderate heat stress in a Cys-dependent manner and rapidly shifts its set of substrates after
heat stress. All in all, we reveal the mechanism of an ISC dependent activity shift turning GRXS17 ISC-

dependent activity into a holdase protecting the plant from heat-stress damage.

Significance Statement

Living organisms use a large panel of mechanisms to protect themselves from environmental stress.
Particularly, heat stress induces misfolding and aggregation of proteins which are guarded by
chaperone systems. Here, we show that in plant cells the iron-sulfur cluster glutaredoxin (GRXS17)
is essential for thermotolerance to moderated heat stress (TMHT) through an inducible holdase

chaperone activity involving its active site cysteines residues.

Importantly, its protective role is triggered by the switch from holo- to apo-GRXS17 which is boosted
by high temperature and oxidation. This demonstrates how cells hijack an iron-sulfur cluster protein

for protection from heat stress.
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Introduction

Glutaredoxins are small ubiquitous thiol reductases belonging to the thioredoxin superfamily
(Rouhier et al, 2008; Meyer et al, 2009). Their thiol-disulfide exchange capacity is generally
dependent on glutathione as reductant and rely on an active site harboring at least one cysteine (Cys)
residue. In plants, glutaredoxins are organized in multigene families including five different
subgroups (Meyer et al, 2012). In Arabidopsis, members of the type-1 and -II subfamilies are
characterized by their capacity to bind a labile iron-sulfur cluster (ISC), by conserved amino acids in
their active site (CG/SF/YS/C) and a glutathione moiety, a feature largely conserved within
eukaryotic organisms (Lillig ez al, 2005; Wingert ef al, 2005; Rouhier ef a/, 2007; Bandyopadhyay et
al, 2008; Couturier et al, 2011; Riondet et al, 2012; Berndt & Lillig, 2017). Remarkably, all type-II
GRX possess a CGFS active site and are able to transfer their ISC to apo-enzymes in vitro, indicating
a role of these GRX as ISC donors for Fe-S-containing enzymes (Bandyopadhyay et al, 2008;
Moseler et al, 2015). Consistent with this activity, most type-II GRX are able to complement defects
of the yeast grx5 mutant deficient in mitochondrial ISC biogenesis (Bandyopadhyay et al, 2008;
Moseler et al, 2015; Knuesting et al, 2015). The labile character of the ISC in type-I and -II GRX
suggests that they may exhibit additional activities. In absence of their ISC, some type-1 GRX are
able to act as reductants of redox-labile disulfide bonds in proteins such as in methionine sulfoxide
reductase and peroxiredoxins or exhibit deglutathionylation activity towards glutathionylated forms
of the GAPDH (Zaffagnini et al, 2008; Couturier et al, 2011; Riondet et al, 2012). PICOT-like GRX
are multi-domain type-II GRX found in most eukaryotic organisms (Berndt & Lillig, 2017). While in
most organisms, PICOT proteins are composed of one or two adjacent GRX domains with CGFS
active site preceded by a TRX-like domain, the PICOT of higher plants, GRXS17, contains a third
CGFS-containing GRX domain (Couturier et al, 2009). In vitro, GRXS17 exists as a homodimer and

each GRX-CGFS domain coordinates an ISC in a glutathione dependent manner (Knuesting et al,
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2015). GRXS17 is able to complement the defect of the yeast grx5 deletion mutant in mediating
transfer of clusters to acceptor proteins (Bandyopadhyay et al/, 2008; Knuesting et al, 2015). Affinity
chromatography approaches using crude extracts have shown the association of GRXS17 with known
cytosolic Fe-S assembly (CIA) components like MET18, and with other cytosolic ISC-containing
proteins like xanthine dehydrogenase 1 (XDH1) and thiouridylase subunits 1 and 2 (Ifiigo et al, 2016).
Consistent with its nucleo-cytosolic localization, GRXS17 interacts with the BolA2 factor (Couturier
et al, 2014) and with NF-YCI11, a subunit of the NF-Y transcription factor complex (Knuesting et a/,
2015). However, for all these partners, the role of the ISC remained enigmatic. Genetic evidence
suggests a protective role of GRXS17 in thermal, genotoxic and drought stresses (Cheng et al, 2011;
Wu et al, 2012; Wu et al, 2017; Ihigo et al, 2016; Hu et al, 2017), in meristem development

(Knuesting ef al, 2015), and in hormonal responses (Cheng et a/, 2011).

Here, we reexamined the cellular function of GRXS17. We showed that when heterologously
expressed under aerobic conditions, the ISC of GRXS17 is rapidly lost, and GRXS17 acquires redox-
dependent holdase chaperone activity requiring its active-site cysteines. Moreover, GRXS17 exhibits
a foldase activity which is independent of Cys residues. The holdase activity is found to be associated
with oligomerization of GRXS17 involving, both intermolecular disulfide-bond formation and
noncovalent interactions. Confirming the importance of the chaperone activity of GRXS17, a grxsl17
knock-out mutant was found to be highly sensitive to heat stress. Mutant complementation
experiments with different cysteine variants of GRXS17 indicate the crucial role of the active site
cysteines in heat-stress response. Finally, we show that GRXS17 associates with a different set of
partner proteins after heat stress, suggesting that stress-responsive functional switch of GRXS17 may

directly affect downstream pathways.
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Figure 1: Fe-S cluster stability and oligomerization of reconstituted GrxS17. (4) Visible Circular Dichroism
(CD)-spectra of reconstituted holo-GRXS17 under reducing conditions (blue) and after oxygen treatment (3 h
brown; 12 h red) at room temperature. (B) Size-exclusion chromatography (Sephacryl S300 HR) under anaerobic
conditions with reconstituted GRXS17 and after the respective oxygen treatments. (C) Absorption spectra of
GRXS17 subjected to H,O, and heat treatments. UV-VIS absorption spectra were measured after in vitro
reconstitution in under anaerobic conditions and after 20 min at 20°C (blue), GSH (2.5 mM orange), H,0O,
treatment at 20°C (0.2 mM green; 1 mM red), heat treatment at 35°C in presence of 0.2 mM H,O, (black) or
without H,O, (light blue). (D) Relative absorption at 410 nm of GRXS17 subjected to the same treaments as in (C).
Each experiment is representative of three biological repetitions.



Results

Loss of ISC and oligomerization under oxidative-stress and heat-conditions

When purified under anaerobic conditions, GRXS17 adopts a dimeric form coordinating up to three
ISCs together with six molecules of GSH (Knuesting et al., 2015). As ISC are highly sensitive to
oxidizing conditions, we examined structural modifications of GRXS17 upon transfer to aerobic
conditions. As expected, anaerobically reconstituted GRXS17 ISC possessed a circular dichroism
(CD) spectrum typical for the presence of [2Fe-2S] clusters (Fig 1A). When exposed to oxygen, the
spectral footprint of the ISC was progressively destabilized and finally lost, confirming the sensitivity
of the bound ISC towards oxidation. In parallel to the loss of the ISC, size-exclusion chromatography
(SEC) revealed a progressive shift of GRXS17 yielding a high-MW form of >250 kDa after 3 h of air
exposure. After 12 h, a high-MW complex above the range of the maximum resolvable size of the
size exclusion column (>1500 kDa) was formed, suggesting an increasing degree of protein
oligomerization under oxidizing conditions (Fig 1B). However, the loss of the ISC had a mild effect

on the overall structure of the protein as determined by CD spectroscopy (Fig EV1).

We also examined the stability of ISC upon exposure to H>O; and high temperature. As previously
shown (Knuesting et al, 2015), the UV-VIS spectrum of the reconstituted GRXS17 exhibited
absorbance peaks at 320 and 420 nm, characteristic for [2Fe-2S] clusters. Upon H,O; treatment, the
ISC were lost in a dose-dependent manner without perturbing the general structure of the protein,
while high temperature (30-35°C) had little effect on the stability of the cluster (Figs 1C-D and EV2).
However, combining H>O> and high-temperature treatment dramatically accelerated the loss of the

ISC, demonstrating that high temperature potentiates the oxidative effect on ISC stability.
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Figure 2: GRXS17 forms high molecular weight complexes. (4) Migration of GRXS17 with or
without the cluster in native PAGE (B) Size-exclusion chromatography analysis (Superose 6) of
GRXS17 protein (740 ug) without the cluster. The protein were reduced with 10 mM DTT (red) or not
(blue) before loading on the column. Aliquots of each fraction (30 pL) were subjected to SDS-PAGE in
presence (+f-ME) or absence (-B-ME) of 10 mM B-mercaptoethanol. (C) Size-exclusion chromatography
analysis (Sephacryl S300 HR) of crude protein extracts from Arabidopsis seedlings cultivated 14 days at
20°C and further treated for 2 h at 35°C. The GRXS17 protein was detected after western bloting and
immunodecoration using an anti-GRXS17 serum. Numbered lines correspond to the protein fractions.
Protein size of the respective fractions was obtainted after calibrated using marker proteins. At 20°C,
GRXS17 was found in fractions 22-25 corresponding to the expected MW of a GRXS17 dimer (~110
kDa). A GRXS17 signal was also found in fractions 18-21, corresponding to GRXS17 HMW complexes
(~380 kDa). These HMW complexes are composed of GRXS17 oligomers (e.g. tetrameric/octameric
state and/or association with other protein partners). At 35°C, GRXS17 was also found in fractions
corresponding to GRXS17 dimer (~110 kDa) but a much more pronounced GRXS17 signal was found in
fractions 16-18, corresponding to GRXS17 HMW complexes than at 20°C (~520 kDa).



GRXS17 oligomerizes through intermolecular disulfide bonds and noncovalent interactions

To understand the molecular rearrangements occurring after ISC loss upon oxidative treatments, we
examined the oligomeric status of GRXS17 by native gel electrophoresis. As expected, holo-GRXS17
migrated as a single band likely corresponding to a dimeric form. However, after being stored under
aerobic conditions for more than 24 h, oligomers were formed, underscoring the high sensitivity of
holo-GRXS17 to aerobic conditions (Fig 2A). HMW complexes were also detected at ~900-1000
kDa after gel filtration (Fig 2B). When separating these fractions by non-reducing SDS-PAGE, a
laddering profile was observed, suggesting that the HMW-oligomeric structures are partially
destabilized by SDS and that the remaining GRXS17 oligomers are linked by disulfide bonds. Under
reducing conditions, a single ~50-kDa band was detected, corresponding to the apparent MW of the
GRXS17 monomer (Fig 2B). These data indicate that native GRXS17 forms oligomeric structures
coordinated both by disulfide bonds and non-covalent interactions. Consistently, incubation of the
native GRXS17 with DTT prior to SEC led to a decrease of the ~900-1000 kDa peak and a
concomitant increase of the 110 kDa peak, likely corresponding to homodimeric GRXS17 (Fig 2B).
Further SDS-PAGE analyses indicated that these peaks correspond to oligomeric and dimeric
GRXS17 coordinated by non-covalent interactions (Fig 2B). Moreover, H>O> treatment of reduced
GRXS17 triggered a massive oligomerization of the protein, indicating that oligomerization is further
favored by oxidizing conditions (Fig EV3). Consistently, upon H>O; treatment in the presence of a
carbon nucleophile, dimedone thioether bond formation was detected at Cys residues, indicating that

S-sulfenylation occurs prior to disulfide bond formation (Fig EV4).

In order to analyze the role of the active-site Cys residues in oligomerization, mutated forms of
GRXS17 were subjected to SEC analysis. Interestingly, the TRX-domain mutant C33S, behaved
similarly to the wild-type GRXS17 reduced by DTT (Fig EV5A), namely exhibiting comparable
peaks at ~900-1000 kDa and 110 kDa. Moreover, the distribution between these peaks was not

influenced by DTT treatment prior to SEC, indicating that Cys 33 plays a major role in the
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oligomerization, very likely by forming intermolecular disulfide bonds (Fig EV5A). In contrast,
mutation of the active site Cys residues of the three GRX domains (C179/309/416S) affected
oligomerization independently of redox treatment, shifting the HMW peak to the lower ~600 kDa
range, with DTT treatment further shifting a portion of the HMW oligomers to dimeric and
monomeric forms (Fig EV5B). Strikingly, mutation of all active site Cys residues completely
abolished oligomerization, GRXS17-C33/179/309/416S eluting most exclusively in its dimeric form

(Fig EV5C).

Collectively, the data show that recombinant GRXS17 is able to oligomerize by forming
intermolecular disulfide bonds in which, active site Cys 33 of the TRX-domain plays a major role.
Apart from being involved in ISC coordination, C179, C309 and C416 are also important for
maintaining non-covalent interactions between protomers. Finally, the active site residues C33, C179,

C309 and C416 do not appear to be required for maintaining a dimeric conformation.

GRXS17 structure is changed upon oxidation

The effect of reducing/oxidizing agents on the conformation of GRXS17 was determined by CD
spectroscopy. Treatment of either wild-type, or GRXS17-C33/179/309/416S, with 100-fold excess
of either Tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP) or H2O; resulted in a mild but significant change in
secondary structure composition of wild-type, but not GRXS17-C33/179/309/416S (Fig EV6A).
H>0»-treated GRXS17 was found to possess 5.6% less a-helix, and 3.7% more B-strand content
relative to TCEP-treated GRXS17 (Fig EV6B). Whereas the CD spectrum of TCEP-treated GRXS17
can be interpreted as a 3-layer(alpha-beta-alpha) sandwich fold, typical for GRX, the CD-spectrum
of H20,-treated GRXS17 was found to more closely resemble a 2-layer sandwich or o — B-complex
fold. The rate of change in secondary structure upon H>O, addition to GRXS17 was determined by

fitting of [0], 222 nm, as a function of time to a one-phase decay model (Fig EV6C-D). This analysis
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indicated a preliminary estimate of the rate of structural change of k~1.9x107 s!, and a half-life time

of 22 min.

The change in secondary structure content of GRXS17 upon oxidation can correspond either to a
localized or a global conformational change which is likely to involve the partial unfolding of a-
helices and formation of B-strands. As this conformational change does not occur in the quadruple
Cys mutant GRXS17-C33/179/309/416S, we can conclude that this structural change depends on the

oxidation of the catalytic cysteines and the formation of disulfide bonds in wild-type GRXS17.

GRXS17 forms oligomers in planta

In order to study GRXS17 interactions in vivo, total soluble protein extracts prepared from
Arabidopsis in vitro seedlings grown at standard temperature (20°C) and exposed to heat stress (35°C
for 2h) were fractionated by SEC (Fig 2C). Western blot analyses of eluted fractions revealed a peak
containing GRXS17 eluting at ~100—150 kDa (lanes 23-25), corresponding to a molecular weight
consistent with a dimeric form of GRXS17 (~110 kDa) (Knuesting et al, 2015). Moreover, a GRXS17
signal was also detected in fractions (lanes 18-21) corresponding to a HMW (~380 kDa), suggesting
that GRXS17 forms HMW complexes in vivo (Fig 2C). While these data are consistent with the in
vitro analyses (Fig 1B; Fig 2A, B), and suggest that GRXS17 forms oligomers in vivo, we cannot rule
out that GRXS17 dimers associate with other proteins. Interestingly, plants subjected to heat stress
accumulated higher levels of oligomeric forms eluting at a HMW range (lane 16-18, corresponding

to 520 kDa), indicating that heat stress is triggering GRXS17 protein/protein association (Fig 2C).
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measured by reactivation of the glucose 6-phosphate dehydrogenase (G6PDH). Holo-GRXS17 or apo-GRXS17 in
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Holo-apo redox switch of GRXS17 activates holdase activity upon oxidation

Molecular chaperone activities are often associated with oligomerization and thermotolerance
functions. Therefore, the potential role of GRXS17 as a molecular chaperone was analyzed using
different chaperone substrates. In order to monitor holdase activity, we used mitochondrial citrate
synthase (CS) as client protein (Fig 3). We analyzed the effect of GRXS17 on high-temperature-
induced aggregation of CS, a classical assay to monitor the activity of molecular chaperones in vitro
(Voth et al, 2014). Incubation of CS with apo-GRXS17 prevented thermal aggregation at 43°C (Fig
3A). Increasing the apo-GRXS17/CS ratios progressively blocked CS aggregation which was fully
prevented at a subunit molar ratio of 0.5:1 (Fig 3B), an effect stronger than that described for other
known holdase of different organisms (e.g. HSP33, Get3, CnoX, TDX,...) (Jakob et al., 1999; Lee et
al., 2009; Voth et al., 2014; Goemans et al., 2018). By contrast, in the absence of GRXS17 or in the
presence of an excess of ovalbumin, a protein devoid of chaperone activity, CS was significantly
aggregated after 15 min (Fig 3A). Interestingly, comparable holo-GRXS17/CS ratios did not prevent
CS aggregation, indicating that the holdase activity of GRXS17 is associated with the apo-GRXS17

form (Fig 3A).

We also monitored the foldase activity of GRXS17 by using glucose-6-phosphate dehydrogenase
(G6PDH) as a substrate. To distinguish between foldase and disulfide reductase activities, we used a
Cys-free G6PDH chemically denatured by urea-treatment. Increasing apo-GRXS17/G6PDH ratios
progressively restored the G6PDH activity (Fig 3C-D). This reactivation was significantly faster in
the presence of GRXS17, with nearly 36% recovery after 3 h at a 10:1 ratio of GRXS17:G6PDH).
Holo-GRXS17 similarly restored G6PDH activity, indicating that the foldase activity of GRXS17 is
independent of the presence or absence of the ISC (Fig 3C-D). We also established that these activities
are ATP-independent (Fig EV7). Collectively, our data show that GRXS17 can adopt both a holdase

and a foldase activity in vitro, and that the holdase activity is specific for the apo-form.
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Figure 4: GRXS17 is specifically involved in Thermotolerance to Moderated High Temperature. (4) Plants
were subjected to a heat-stress regime according to the Thermotolerance to Moderated High Temperature
(TMHT) experiment. Seeds were grown for seven days at 20°C before they were transfered to 35°C during for
six days. Temperature was decreased again to 20°C for eight more days before sample analysis. do: days old.
rec: recovery. (B) Following the TMHT, the growth condition of the now 21-day old plants were assessed. Wild-
type plants (Col-0), Heat-Shock Factor Al quadruple knock-out mutant (hsfalgk), grxsl7 knock-out mutant
(grxs17), grxsl7 mutant complemented with a Pr35S:GRXS17:GFP construct expressing the GRXS17:GFP
fusion protein (+GRXS17), the GRXS17-C33S:GFP protein (+GRXS17-C33S) or the GRXS17-
C33/179/309/416S:GFP (+GRXS17-C33/179/309/416S) protein. 21 days old plants were observed at the end of
the TMHT experience. (C) Viability of the plants after the TMHT experiment was assessed by recovery of the
shoot growth. Data are means of 4-10 biological repetitions +/- SE , n = 20-25. The letters a, b and ¢ indicate a
significance of p>0.1, p<0.001 and p<0.00001 respectively by the Student’s t-test.



Holdase activity of GrxS17 is associated with oligomerization

The capacity of apo-GRXS17 to oligomerize depends on both disulfide bonds involving active site
Cys residues and non-covalent electrostatic interactions (Figs 2, EV3 and EV5). In order to unveil
which forms are associated with chaperone activities, Cys/Ser-mutated variants of GRXS17 were
tested for chaperone activity using cytMDH1 as a substrate (Fig EV8A). The GRXS17 (C33S), in
which oligomerization mostly occurs through non-covalent interactions (Fig EV5C), exhibited
holdase activity (Fig EV8A) as did GRXS17-C179/309/416S) which also forms oligomers. However,
GRXS17-C33/179/309/416S for which oligomerization is abolished (Fig EV5C) did not display
holdase activity (Fig EV8A). This suggests that the holdase activity is dependent on GRXS17
oligomerization and is thus dependent on active-site Cys residues. To confirm this point, we subjected
apo-GRXS17 to the chaotropic agent guanidinium hydrochloride before testing holdase activity.
Denaturation abolished the holdase activity of reduced GRXS17, but not of oxidized GRXS17,
confirming the dependence of the holdase activity on the oligomeric state of GrxS17 (Fig EV9).
Finally, the foldase activity of GRXS17 was barely affected by Cys mutations of GRXS17, suggesting

that oligomerization is not required for foldase activity (Fig EV8B).

GRXS17 is involved in tolerance to moderate heat stress

GRXS17 has been suggested to be involved in plant thermotolerance (Cheng et al/, 2011; Knuesting
et al, 2015). In order to further explore this function, we subjected grxs/7 mutant plants to different
heat-stress regimes (Yeh et al, 2012). The viability of the grxs/7 mutant was similar to wild-type
plants for both Short-term Acquired Thermotolerance (SAT) and Long-term Acquired
Thermotolerance (LAT) regimes (Fig EV10). In contrast, a mutant lacking the heat-shock protein 101
(HSP101) chaperone is hypersensitive to all heat-stress regimes, indicating that GRXS17 does not

overlap with HSP101 functions in SAT and LAT. Nevertheless, compared to wild-type plants, grxs/7

155



was significantly more sensitive to a Tolerance to Moderate Heat Stress (TMHT) regime (Fig 4)
indicating that GRXS17 functions cannot be replaced by other heat-stress chaperones under TMHT
regime. The thermosensitive phenotype of grxs/7 was fully complemented by overexpressing the
full-length GRXS17:GFP fusion, indicating that the TMHT phenotype of grxs/7 is due to the loss of
GRXS17 function and that the GFP does not perturb the function of the protein (Figs 4C and EV11).
Importantly, while overexpression of the GRXS17-C33S:GFP fusion restores the wild-type
phenotype, the expression of GRXS17-C33/179/309/416S:GFP failed to complement the mutant
phenotype (Figs 4C, EV11 and EV12). This observation is consistent with a role of GRXS17 holdase

activity in the tolerance to moderate heat stress.

GRXS17 associates with proteins in HMW and LMW complexes

Next, we sought to identify GRXS17 partners by using co-immunoprecipitation (Co-IP) techniques.
To this end grxs/7 mutant plants were transformed with a Pr35S:GRXS17-FLAG-HA construct.
Expression of the construct was verified by immunoblot and its functionality was assessed by
complementation of the phenotype under TMHT (Fig EV13). Total protein extracts from
GRXS17:FLAG-HA expressing plants grown at 20°C or shifted for 2 h to 35°C were collected for
Co-IP and mass spectrometry analyses. Non-specific GRXS17 contaminants were analyzed within
the same experiments using grxs/7 mutant plants expressing a GRXS17 protein devoid of FLAG tag.
We employed a label-free quantitative proteomic approach to identify proteins significantly enriched
after Co-IP by comparison with the control samples. Five biological replicates were analyzed by mass
spectrometry after FLAG immunoprecipitation of total protein extracts from plants expressing
GRXS17:FLAG-HA or non-tagged GRXS17 (control) grown at 20°C or shifted for 2 h to 35°C.
GRXS17 was the only protein significantly enriched in the tagged samples after IP (P<0.05,
Bonferroni corrected Student T-test). In addition, we identified 23 proteins from plants grown at 20°C

and 12 proteins from plants shifted to 35°C that were present and quantified in at least 3 of the 5
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replicates from the tagged strain and not found in any of the 5 replicates from control non-tagged
plants. Several non-specific interactants such as chloroplastic proteins were recovered with this all or
nothing approach. More likely interactants like a protein disulfide isomerase (PDIL) and the
antioxidant enzyme monodehydroascorbate reductase (MDAR) were identified at 20°C. Remarkably,
after the 2h temperature shift to 35°C, a different set of interactions partners was identified, as only 4
proteins were found in both temperature. Among them, we systematically identified the nucleo-
cytoplasmic BolA2 (Table EV1). This interaction is consistent with previous studies that reported
interaction of GRXS17 with BolA2 (Couturier et al, 2014). Finally, to identify GRXS17 partners in
specifically in LMW and HMW complexes, total protein extracts from plants grown at 20°C or shifted
for 2 h to 35°C were first separated by SEC, and LMW and HMW fractions containing
GRXS17:FLAG-HA (Fig 2C) were collected for Co-IP and mass spectrometry analysis.
Unfortunately, a simple subtractive analysis between the samples could not identify most of the
interactants identified in the previous approach, (Table EV1). However, BolA2 was identified after
Co-IP on LMW and HMW fractions, suggesting that BolA2 may be a major interactant of GRXS17

dimers or oligomers and may be associated with the molecular chaperone activity of GRXS17.

Discussion

Apo-GRXS17 switches to holdase activity upon stress

During periods of heat stress, living organisms need to rapidly adapt to cope with the damaging effects
of temperature. The sessile nature of plants makes them particularly exposed to heat stress. As in
other organisms also in plants, a set of heat heat-shock proteins are acting as molecular chaperones
to prevent heat damage causing protein inactivation and aggregation. While most heat-shock protein

functions are heat inducible, the mechanism of their activation is not well known
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Figure 5: Model of the GRXS17 redox switch. Under reducing conditions, the holo-GRXS17 forms a dimer which
coordinates an iron-sulfur cluster (ISC). In this form, GRXS17 can transfer ISC to cytosolic and nuclear target proteins
(e.g. BolA). Under oxidative conditions (H,0,, O,, Heat Stress (HS)), ISC are unstable and GRXS17 switches to an
apo-dimeric form with a foldase activity. Dimers can spontaneously associate to oligomeric forms and further oxidation
induces oligomeric structure through formation of intermolecular disulfide bonds including active site Cys. In this
form, GRXS17 acquires holdase activities and thermotolerance. The oligomeric form can be reduced to recover the
apo-dimeric GRXS17 and the ISC might be reconstituted by the cytosolic Fe-S assembly (CIA) complex.



(Hartl et al, 2011). Here we demonstrate that the ISC-containing protein GRXS17 rapidly switches
to a holdase chaperone function upon heat stress. This switch occurs within minutes by a redox- and
temperature-dependent destabilization of the ISC and a concomitant disulfide bond formation (Fig
5). Redox switch functions of ISC-containing GRX were previously shown to occur under oxidizing
conditions. In these conditions, the apo-GRX acquires GRX-thiol reduction activities (Lillig et al,
2005; Berndt et al, 2007; Rouhier et al, 2007; Bandyopadhyay et al, 2008; Riondet et al, 2012). By
contrast, apo-GRXS17 is inactive as a thiol reductase as previously reported for other class II GRX
(Bandyopadhyay et al, 2008; Knuesting et al, 2015; Moseler et al, 2015). This property was proposed
to be linked to the specificity of their active site and their low reactivity with GSH (Moseler ef al,

2015; Begas et al, 2017).

Remarkably, the active site cysteines of GRXS17 are crucial for this functional redox switch as they
coordinate both the ISC and quickly respond to an oxidizing environment such as aerobic conditions,
H>O> exposure or heat stress. As such, GRXS17 may act as a sensor of cellular redox modifications.
In fact, high temperature by itself does not destabilize the ISC but potentiates the oxidation effect
possibly by changing the conformation of the protein. Apo-GRXS17 acquires the capacity to
oligomerize by formation of both non-covalent interactions and disulfide bonds (Fig 5). Site-directed
mutagenesis clearly demonstrated the key role of active site Cys residues (C33, C179, C309 and
C416) in a (non-)covalently mediated oligomerization (Figs EV5C and EV6). Under oxidizing
conditions, oligomerization is likely facilitated by rapid Cys sulfenylation (Fig EV4 and Waszczak et
al, 2014). Therefore, the thiol-reduction capacity of apo-GRXS17 may also be limited by rapid

oligomerization of the protein under oxidative conditions (Stroher ef al, 2016).

Proteins which combine a chaperone function with a redox activity have been described previously.
For example, plant thiols reductases proteins TRXh3, TDX and NTRC exhibit chaperone activities
triggered by oxidative stress and heat shock exposure, leading to shift of the protein structure from

low MW species to high MW complexes (Lee et al., 2009; Chae et al., 2013; Park et al., 2009b). In
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the 2-cys peroxiredoxin, overoxidation of the catalytic cysteine triggers oligomerization and
chaperone activity (Liebthal ez al, 2018). GRXS17 is different as it does not exhibit oxidoreductase
activity and show a much more efficient holdase activity as other thiol reductases (Fig 2).
Remarkably, the key step required to enable its holdase chaperone activity shift is triggered by redox-
dependent ISC destabilization. This is to our knowlegde the first example of an ISC protein turning
to a chaperone upon holo-apo switch. The most similar example is probably Hsp33 in E. coli which
coordinates zinc via conserved cysteines. Upon oxidation with H>O», zinc is released from the
cysteines and disulfide bonds are formed. Therefore, zinc coordination, oxidation state and activation
state of Hsp33 are directly linked to the redox state of the environment (Jakob et al., 1999, 2000;
Winter et al., 2008). In yeast, the cytosolic ATPase Get3 also turns into an effective ATP-independent
chaperone when oxidized (Voth et al, 2014). In E. coli, the holdase activity of the chaperedoxin CnoX
protein and its ability to protect substrates from irreversible oxidation is activated by chlorination
upon bleach treatment (Goemans et al, 2018). Whether GRXS17 acts to protect its substrates from

oxidation remains to be determined.

GRXS17 has a constitutive foldase activity

Unlike its holdase activity, the foldase activity of GRXS17 is not restricted to the apo-form and does
not require oligomerization (Figs 3 and EV7). Here, GRXS17 is likely acting as a housekeeping
chaperone, refolding cytosolic (or nuclear) nascent peptides or refolfing misfolded peptides.
Interestingly, it is also independent of ATP supply used by most prokaryotic (e.g. GroEL-GroES) and
eukaryotic foldases (e.g. HSP70, HSP90) to perform their foldase activity (Mayer, 2010) (Hartl et a/,
2011). In another hand, recent data established a potentially widespread mechanism whereby ATP-
independent chaperones (e.g. Spy) assist in protein refolding (Stull ez al, 2016). The foldase activity
of GRXS17 is also independent of its active-site Cys (Fig EVS8). Thus, GRXS17 functions

differentially than disulfide isomerase (PDI) or cyclophilin, which catalyze disulfide formation and
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isomerization and exhibit folding activities (Park ef a/, 2013; Ali Khan & Mutus, 2014). Since two
additional Cys are present in GRXS17, their involvement in the GRXS17 foldase-activity cannot be

ruled out.

GRXS17 protects plant from heat stress

The cytosolic compartment is known to be highly reduced in eukaryotic organisms grown under non-
stress conditions (Schwarzlénder et al, 2008). It is likely that the major GRXS17 form occurs as a
ISC-containing dimeric form under standard growth temperature. However, in heat-stressed plants, a
significant proportion of the protein switch to an oligomeric form, likely due to the accumulation of
ROS in these plants (Choudhury et al, 2017; Dickinson et al/, 2018). Consistently, we found HMW
complexes in protein extracts subjected to heat stress in SEC experiments (Fig 2C). This redox switch
appears to be necessary for plant survival under heat stress, because the grxs/7 mutant is highly
sensitive to TMHT and other moderate higher temperature (28°C) regimes (Cheng et al, 2011;
Knuesting et al, 2015). The lethality of the grxs/7 mutant clearly suggests that GRXS17 is able to
maintain plant viability under moderate heat stress conditions and to take over the function of other
heat stress proteins. It also demonstrates that it plays a unique role among redox-activated chaperone
like 2-cys PRX, TRXh3, TDX. This might rely on its cytosolic/nuclear subcellular localization (2-
cys PRX are chloroplastic), but also on the peculiar mechanism (i.e. ISC release under stress) of its
chaperone activation compared to other heat stress-related chaperones (Stull ef a/, 2016). The unique
function of GRXS17 might also rely on a specific set of its partner proteins. Remarkably, our attempt
to identify GRXS17 partner proteins under heat stress conditions, have highlighted the low overlap
between proteins immunoprecipitated at 20°C and after the higher temperature shift, suggesting that
the set of proteins interacting with GRXS17 rapidly changes upon heat stress. Whether this GRXS17

partner switch is associated with a shift of functions will have to be further explored.
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Homologues of GRXS17 occur in all plants as well as in most other organisms (Couturier et al, 2009).
Their functions in iron metabolism have been extensively documented (Encinar del Dedo et al, 2015;
Berndt & Lillig, 2017). It is likely that the switch to chaperone functional which is described here
might be conserved in other organisms. Thus, unlike other ISC-containing proteins in which cluster
release generally impairs protein function (Lill, 2009; Klinge et al, 2007; Berndt & Lillig, 2017),
GRXS17 uses this fast redox switch mechanism to activate a new function and protecting plants from
heat stress. The fact that this mechanism relies on existing GRXS17 protein allows a rapid response

to stress, much more rapidly than by a transcriptional regulation.

Materials and Methods

Plant materials and growth conditions

Wild type (WT) Arabidopsis thaliana ecotype Columbia-0 (Col-0), mutant grxs/7 (SALK 021301)
were already characterized (Knuesting et al, 2015) and various complemented lines were used in this

study.

Arabidopsis seeds were surface sterilized for 15 min with ethanol 70%, rinsed with ethanol 95% and
completely dried before used. Sterilized seeds were plated onto /2 MS agar medium (Murashige and
Skoog 2,2 g/L, MES 0,5 g/L, agar plant 1 % (w/v), adjusted to pH 5.8) and stratified 48hr at 4°C in
the dark. Seedlings were grown under 120 umol.m™.s™! photosynthetic flux at 22°C and 16h light / 8h

dark cycles. Those growth conditions were systematically used, unless otherwise indicated.
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Genes cloning, mutagenesis, plasmids construction.

For the construction of transgenic complemented line of grxs/7 mutant and production of
recombinant proteins, cDNA of GRXS17 (At4g04950) were inserted into the pGEM-T Easy plasmid
(Promega, Madison, WI, USA). Different point mutations of cysteines to serines in GRXS17 were
generated using QuikChange II Directed Mutagenesis Kit (Agilent) using primers detailed in Table
1: GRXS17-C33S (GRXS17-m1), GRXS17-C179S/C309S/C416S (GRXS17-m234) and GRXS17-

C33S/C179S/C309S/C416S (GRXS17-m1234).

To generate complemented lines, GRXS17, GRXS17-C33S and GRXS17-C33S/C179S5/C309S/C416S
genes were cloned in the pCAMBIA1302 (Pr35S:gene:GFP) vector. To perform
immunoprecipitation, GRXS/7 was cloned in a modified pCAMBIA 1300 vector harborring a Flag-

Flag-HA-HA sequence fused to the C-terminal end of the protein (Pr35S:gene:Flag/Flag/HA/HA)

For recombinant proteins production, GRXS17, GRXS17-C33S, GRXS17-C179/309/4168,
GRXS17-C33/179/309/4168 and the cytosolic malate dehydrogenasel (cytMDH1) from Arabidopsis
thaliana (At1g04410) were cloned in the pET16b vector (Novagen; Merck Biosciences) using

primers detailed in Table 1.

Plants transformation

Plasmids were transferred into Arabidopsis via Agrobacterium tumefaciens strain GV3101 using
methods described (Clough & Bent, 1998). Transformants were selected on 2 MS medium plates

containing 50 ug ml ~! hygromycin and checked by PCR using appropriate primers (Table EV2).
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Production and purification of recombinant proteins

All proteins were produced by induction in Escherichia coli BL21 (DE3). Cultures of 2 L of a
ampicillin-resistant (100 mg.mL™") colony were grown at 37 °C and induced by 100 uM isopropyl-
B-D-galactopyranoside (IPTG) in the exponential phase (DO=0.5). Bacteria were harvested by
centrifugation 3h after induction and stored at -80 °C before protein extraction. Pellets were
resuspended in buffer (Tris-HCI 50mM pH 7.0, NaCl 100 mM and 1 tablet anti-protease cocktail
(Roche) for 25 mL), extracted using a cell disrupter (Constant Systems Limited, Northants, UK) and

purified with a commercial kit according to manufacturer instructions (His-bind buffer kit, Millipore).

Holdase activity and foldase activity

The holdase chaperone was measured by using the cytosolic MDH1 (cytMDH1) from Arabidopsis
thaliana (Huang et al, 2018) or the citrate synthase (CS) from porcine hearth (Sigma-Aldrich) at
respectively 55° or 43°C according to (Lee et al, 2009). The foldase chaperone was examined by
using glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH) (Sigma-Aldrich) according to Lee et al., 2009.
Light scattering (holdase) or absorption (foldase) was monitored with a Shimadzu UV-1800

spectrophotometer at 340 nm (Shimadzu, Japan) equipped with a thermostatic cell holder.

Microscopy

Confocal microscopic observations were carried out using the Axio observer Z1 microscope with the

LSM 700 scanning module, the ZEN 2010 software (Zeiss) and the DAPI (BP 420-480) and

Alexa 488 (BP 490-555) filters.
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Size-exclusion chromatography

All experiments have been realized using an AKTA fast protein liquid chromatography (FPLC)
system (Amersham Biosciences, Sweden) at 10°C. The absorbance was monitored at 280 nm. The
column was calibrated using blue dextran (>2,000 kDa), thyroglobulin (669 kDa), ferritin (440 kDa),
aldolase (158 kDa), conalbumin (75 kDa) and ovalbumin (44 kDa). For recombinant protein of
GRXS17 (wild form and mutated forms), a Superose 6 column has been used, equilibrated with a 50
mM Tris-HCI (pH 7.5) buffer containing 150 mM NaCl and 5 mM MgCl; at a flow rate of 0.5 ml
min!. All recombinants proteins samples were dialysed before injection. For reductant conditions,
samples were reduced with 100mM of DTT before injection, dialyzed and analyzed with previously

defined buffer supplemented with SmM of DTT to maintain proteins under reduced state.

For total proteins extract from plant, a HiPrep column Sephacryl S-300 HR (GE Healthcare Life
Sciences) has been used, equilibrated with a 50 mM Tris-HCI (pH 7.5) buffer containing 150 mM
NaCl, 5 mM MgCls, 10% glycerol and 0.1% NP40 at a flow rate of 0.5 ml min"!. Samples were
extracted in the same buffer added to 10 uM of MG132 and anti-protease cocktail (Roche) at a
concentration of 1 tablet to 10 mL. Extraction is realized with a ratio of 1 g of plant powder in 2

volumes of buffer.

Protein gel and immunoblot

Precasted SDS-PAGE or native gels were used according to the manufacturer instructions (Biorad).
For immunoblot analysis, gels were transferred to nitrocellulose membranes. Rabbit polyclonal
antibodies against GRXS17 (1:25000) was used for protein gel blotting. Goat anti-rabbit antibodies
conjugated to horseradish peroxidase (1:10 000) was used as secondary antibodies and revealed with
enhanced chemiluminescence reagents (Immobilon Western Chemiluminescent HRP Sbstrate,

Millipore). GRXS17 sulfenylation was analyzed according to Huang et a/ (2018).
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Thermotolerance assays

For the thermotolerance assays, we applied three different protocols: LAT (Long-Term Acquired
Thermotolerance), SAT (Short-term Acquired Thermotolerance) and TMHT (Thermotolerance to
Moderately High Temperatures) as defined by (Yeh et a/, 2012). The seeds germinated and grown in
horizontal plates containing medium MS (Murashige and Skoog 4,4 g/L, sucrose 1% (w/v), regulated
at pH 5.8). The percentage of viability has been calculated from survivor after the recovery period,

survivor being the plants having recover leaf growth.

Immunoprecipitation

Proteins from plants expressing the Pr35S:GRXS17-Flag/HA or the Pr35S:GRXS17 constructs were
used for immunoprecipitation experiments. The seeds were germinated and grown in vertical plates
containing medium %2 MS during 14 days at 20°C and treated or not 2 h at 35°C. The proteins were
extracted and submitted to immunoprecipation. Agarose beads with covalently attached anti-Flag
antibody were used according to manufacturer instructions and eluted with a solution of glycine 0.1
M pH 2.5. In another set of experiments, proteins extracts were first submitted to size exclusion
chromatography as described previously. Fractions 18-21 corresponding to oligomers and 22-25 to
dimers for plants grown at 20°C and fractions 16-19 and 22-26 for plants treated 2 h at 35°C (see

Figure 2) were collected and submitted to immunoprecipation.

Chemicals and enzymes

Proteomics grade Trypsin and ProteaseMax surfactant were purchased from Promega
(Charbonnieres, France). Reversed phase C18 spin columns, precolumns and analytical columns were

all obtained from Thermo Scientific (Les Ulis, France). Solvents and ion-pairing agents were certified
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LC-MS grade and all other chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier,

France) with the highest purity available.

Sample preparation

Immunoprecipitated samples were reduced in the presence of 0.02% (v/v) ProteaseMax using 5 mM
dithiotreitol for 20 min at 40°C. Free cysteines were further carbamidomethylated by adding 11 mM
iodoacetamide for 30 min at room temperature in the dark. Proteins were digested overnight at 35°C
with modified porcine trypsin in a 1:50 (w/w) enzyme:substrate ratio. The digestion was stopped by
addition of 0.1% trifluoroacetic acid and peptide mixtures were centrifuged for 10 min at 21,500 x g,
4°C. Tryptic peptides present in supernatants were then subjected to desalting using reversed phase
C18 spin columns as recommended by the supplier. After elution, desalted peptides were concentrated
with a SpeedVac (Eppendorf) and prepared in 3% acetonitrile (CAN), 0.1% formic acid (FA) (solvent

A) at a final concentration of 0.27 png/uL based on the initial protein concentration.

Mass spectrometry

Peptide mixtures were analyzed on a Q-Exactive Plus (Thermo Fisher Scientific, San Jos¢, CA, USA)
coupled to a Proxeon Easy nLC 1000 reversed phase chromatography system (Thermo Fisher
Scientific, San Jos¢, CA, USA) using a binary solvent system consisting of solvent A and solvent B
(0.1% FA in ACN). 3 uL (800 ng) of tryptic digests were loaded on an Acclaim Pepmap C18
precolumn (2 cm x 75 pm i.d., 2 pm, 100 A) equilibrated in solvent A and peptides were separated
on an Acclaim Pepmap C18 analytical column (25 cm x 75 pm i.d., 2 um, 100 A) at a constant flow
rate of 250 nL/min by two successive linear gradients of solvent B from 0% to 25% in 100 min, from
25% to 40% in 20 min and then up to 85% in 2 min followed by an isocratic step at 85% for 7 min.

The instrument was operated in positive and data-dependent acquisition modes with survey scans
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acquired at a resolution of 70,000 (at m/z 200 Da) with a mass range of m/z 375-1,400. After each
full-scan MS, up to 10 of the most intense precursor ions (except +1, +5 to +8 and unassigned charge
state ions) were fragmented in the HCD cell (normalized collision energy fixed at 27) and then
dynamically excluded for 60 s. AGC target was fixed to 3x10° ions in MS and 10° ions in MS/MS
with a maximum ion accumulation time set to 100 ms for MS and MS/MS acquisitions. All other
parameters were set as follows: capillary temperature, 250°C; S-lens RF level, 60; isolation window,
2 Da. Acquisitions were performed with Excalibur software (Thermo Fisher Scientific, San Jos¢, CA,
USA) and to improve mass accuracy of full-scan MS spectra, a permanent recalibration of the
instrument was allowed using polycyclodimethylsiloxane ((C2H6S10)6, m/z 445.12003 Da) as lock

mass.

Proteomic data processing

MS raw data of HMW complexes were processed with ProteomeDiscoverer 2.2 (Thermo Fisher
Scientific, San José, CA, USA) and searched against the UniprotKB Arabidopsis thaliana database
(25/10/2015; 31480 entries) combined with a database of classical contaminants using an in-house
Mascot search server (Matrix Science, London, UK; version 2.4). Mass tolerance was set to 10 ppm
for the parent ion mass and 20 mmu for fragments and up to two missed cleavages per tryptic peptide
were allowed. Methionine oxidation, deamidation of asparagine and N-terminal acetylation were
taken into account as variable modifications and cysteine carbamidomethylation as fixed
modification. Peptide and protein False Discovery Rates (FDRs) were determined by searching
against a reversed decoy database. Peptide identifications were filtered at 1% FDR using the
Percolator node. Proteins were filtered at 1% FDR and reverse and contaminants proteins were

removed.
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MS raw data were processed with MaxQuant software (version 1.6.0.13) and with the associated
Andromeda search engine using the UniprotKB Arabidopsis thaliana database (25/10/2015; 31480
entries) combined with the Maxquant database of common contaminants. First and main searches
were performed with precursor mass tolerances of 20 and 4.5 ppm, respectively. The minimum
peptide length was set to seven amino acids and specificity for protein digestion was restricted to
trypsin/P cleavage with a maximum of two missed cleavages per peptides. Methionine oxidation and
N-terminal acetylation were specified as variable modifications, carbamidomethylation of cysteines
was specified as fixed modification. The peptide and protein false discovery rate (FDR) was set to
1%. To increase protein identification, a match between runs was systematically performed (Match
time window 0.7 min; alignment time window: 20 min) and for label-free quantification of immuno-
precipitated proteins, the LFQ algorithm and normalization were chosen and unique and razor

peptides were used.

MaxQuant output was further processed and analyzed using Perseus software (version 1.6.07).
Protein quantification was performed using the ProteinGroups.txt file after removing of reverse and
contaminant proteins and Log2 transformation of quantitative data. Proteins showing at least 2 unique
and razor peptides and having quantitative data in at least 3 biological replicates were considered for
statistical analysis of each temperature condition using a Benjamini-Hochberg-corrected Student T-
test. Proteins showing a FDR < 0.05 were considered significantly enriched. For both temperature
conditions, proteins having quantitative data in biological samples expressing the tagged GRXS17
but not in the five corresponding control samples were treated separately. In this case, only proteins
showing quantitative data in three out of the five biological replicates with at least 2 unique and razor

peptides from samples expressing tagged GRXS17 were considered as significant.
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Circular Dichroism

In preparation for CD analysis, samples of GrxS17 were buffer-exchanged into 20 mM sodium
phosphate, 100 mM NaF, pH 7.3, using Bio-Spin® 6 columns, adjusted to 4 uM, and treated with
400 uM of either TCEP or H>O; for 1 hr at 25°C. Samples were centrifuged and vacuum-degassed
for 10 min prior to analysis by CD. CD spectra were collected at 20°C using a J-715
spectropolarimeter (JASCO) with a 0.1 mm path-length cuvette, from a range of 250-185 nm in 1.0
nm sampling and spectrum averaged over 8 repeats. The spectra of the buffer alone with TCEP/H20»
was subtracted prior to conversion of data to units of mean residue ellipticity. Secondary structure
content was estimated using the online server, BeStSel (Micsonai et al, 2015). For monitoring change
in secondary structure over time, CD spectra of 250-190 nm were collected at 100 nm min!. The
secondary structure change of GrxS17 following addition of a 100-fold excess of H>O, was measured
as the change in [0] at 222 nm over a course of 65 mins, spectra collected every 41 s. In Prism
(GraphPad) a one phase decay model was fitted to this data, and a rate of conformational change

determined.
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SUPPORTING INFORMATIONS

Table EV2: Primers used in this study

Primer name

Primer sequence

Experiment purpose

S17-Ndel-5° GTCATATGAGCGGTACGGTGAAGGATATCG Cloning GRXS17 in Pet16b
S17-BamH1-3” CGGGATCCTCATTACTCGGATAGAGTTGCTTTGAG | Cloning GRXS17 in pET16b
mdh1-53 AGGATGTGATGTCCAAGAATG Cloning MDH in pEt16b
mdhl1-35 CTCTACAGTTCAACAACGTGG Cloning MDH in pET16b

S17-1234-Ncol-F | CGCCATGGTCGGTACGGTGAAGGATATCGTTTC Cloning GRXS17 in pCAMBIA 1302

S17-1234-spel-R | CGACTAGTCTCGGATAGAGTTGCTTTGAG Cloning GRXS17 in pCAMBIA 1302

S17-1CS-F TTCTGGGCTTCTTGGTCTGATGCTTCGAAGCAG Point mutagenesis of GRXS17-C33S
S17-1CS-R CTGCTTCGAAGCATCAGACCAAGAAGCCCAGAA Point mutagenesis of GRXS17-C33S
S17-2CS-F GAAGAGCCTAGGTCTGGGTTTAGCAGG Point mutagenesis of GRXS17-C179S
S17-2CS-R CCTGCTAAACCCAGACCTAGGCTCTTC Point mutagenesis of GRXS17-C179S
S17-3CS-F GAAGAACCAAAGTCTGGGTTCAGTGGG Point mutagenesis of GRXS17-C309S
S17-3CS-R CCCACTGAACCCAGACTTTGGTTCTTC Point mutagenesis of GRXS17-C309S
S17-4CS-F GATGAACCGAAATCCGGATTTAGCTCC Point mutagenesis of GRXS17-C416S
S17-4CS-R GGAGCTAAATCCGGATTTCGGTTCATC Point mutagenesis of GRXS17-C416S
NewGRXS17-5" |GGCGCACCAGTCGTGCTTCA Checking transformed plants
NewGRXS17-3'" | GCAGCAGGCTCCGCAGATGT Checking transformed plants
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Figure EV1: UV-CD spectra of holoGRXS17 (Control, blue) and after 12 h air treatment (12 h air,
red) GRXS17. Air treatment does not induce major changes in the CD-spectrum of GRXS17
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Figure EV2: Cluster stability at 30°C. Visible circular dichroism (CD) spectra of reconstituted
holo-GRXS17 at room temperature (blue) or subjected to 30°C for 40 min (green) or 180 min (red) .
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Figure EV3: Effect of H,0, on GRXS17 oligomerization. 5 pug recombinant holoGRXS17 were
oxidized in air or with a combinantion of heat (35°C) or/and H,O, treatments for the indicated times.
Samples were subjected to non-reducing SDS-PAGE and proteins revealed by Coomassie blue
staining.
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Figure EV4: GRXS17 is sulfenylated upon H O treatment. Reduced GRXS17 treated with H O
is sulfenylated in vitro and oligomerizes via infertholecular disulfide bonds. DTT-reduced GRX817
(GRXS17red, 8 uM) was incubated without or with 1 or 10 mM H O in the presence of 2 mM
dimedone. Samples were analyzed by SDS-PAGE. GRXS17-SOH? férmation was analyzed by
immunoblot with an anti-cysteine sulfenic acid antibody (A). The same samples were also analyzed by
SDS-PAGE followed by Coomassie blue staining (B).
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Figure EV5: Role of active-site cysteines on GRXS17 oligomerization. Oxidized GRXS17 forms an oligomer
via intermolecular disulfide bonds involving active site Cys residues. Recombinant GRXS17 mutated on active site
Cys were maintained in air and loaded on a gel filtration chromatography column (Superose 6) in presence (red) or
absence of 10 mM DTT (blue). (A) GRXS17-C33S. (B) GRXS17-C179/309/416S. (C) GRXSI17-
C33/179/309/4168.
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Figure EV6: CD study of redox-dependent structural changes in GrxS17. (A) H,0, treatment induces
a change in the CD-spectrum of wildtype (GRXS17), but not GRXS17-C33/179/309/416S relative to
TCEP-treated sample. (B) Estimation of secondary structure content from the obtained CD spectra was
performed in BeStSel (Micsonai et al., 2015), and the difference in structural content between the reduced
and oxidized forms of GrxS17 determined. Panel B plots the subtraction of the TCEP-treated GrxS17
secondary structure composition from that of the H,O,-treated sample, thereby indicating the relative
change in secondary structure content upon oxidation. Samples of GrxS17 were treated with TCEP or H,O,
at a molar ratio of 100:1 compound to protein. (C) Interval scans of CD-spectra of GRXS17 immediately
following addition of H,0, were recorded over time, revealing a time-dependent alteration in CD-spectra.
(D) The change in [0] at 222 nm from the spectra displayed in panel C was plotted in function of time, and
a rate of secondary structure change determined by fitting to a one phase decay equation.
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Figure EV7: GRXS17 foldase chaperone activity is independent of ATP. GRXS17 foldase
activity was measured by reactivation of the Glucose-6 phosphate dehydrogenase (G6PDH) at 5:1
ratios at 30°C. GRXS17 (yellow) but not ovalbumin (red) reactivates G6PDH (dark blue). Addition
of ATP (1 mM) to GRXS17 do not significantly modify the foldase activity. Data are representative
of three independent experiments.



A 0.08

0.07
—~ 0.06-]
2
< 0051
E’ —— Control
o 0.04- = QOvalbumin
£ GRXS17
S 003 —— GRXS17-C33S
b= —— GRXS17-C179/309/416S
@ 0024 GRXS17-C33/179/309/4165
-

—
0.014
0 : T T
0 500 1000 1500 2000
Time (sec)
B 45
=i Control
=4— Ovalbumin
GRXS17

—&— GRXS17-C33S
=»— GRXS17-C179/309/416S
GRXS17-C33/179/309/416S

G6PDH reactivation (%)

T T T T
0 50 100 150 200

Time (min)

Figure EVS8: Role of GRXS17 active site cysteines on holdase and foldase chaperone
activities. (4) GRXS17 holdase activity towards cytMDH1 was measured by light scattering at
0.5:1 ratios at 55°C. GRXS17 (yellow) but not ovalbumin (red) protects cytMDHI1 (dark blue)
from temperature precipitation. GRXS17 point mutations in C33S (green) or C179/309/416S
(dark red) do not alleviate holdase activity. However, C33/179/309/416S (light blue) mutations
inhibit holdase activity. (B) GRXS17 foldase activity was measured by reactivation of the
Glucose-6 phosphate dehydrogenase (G6PDH) at 5:1 ratios. GRXS17 (yellow) but not
ovalbumin (red) reactivates G6PDH (dark blue). GRXS17 point mutations in C33S (green),
C179/309/416S (dark red) and C33/179/309/416S (light blue) mutations do not alleviate foldase
activity. Data are representative of three independent experiments.
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Figure EV9: GRXS17 oligomerization is required for holdase activity. (4) GRXS17 holdase activity towards
cytMDHI1 (Control) was measured by light scattering at 50°C. Reduced GRXS17 (GRXS17red in green, 5 mM
DTT) and oxidized GRXS17 (GRXS170x in red, 1 mM H,0,) protects cytMDHI1 from temperature
precipitation. Incubation of the same proteins with the chaotropic reagent guanidinium hydrochloride (GdnHClI,
20 mM) inhibits holdase activity in GRXS17red (yellow) but not in GRXS170x (light blue). (B) Guanidinium
hydrochloride (GdnHCI1 20 mM) itself does not prevent cytMDHI1 precipitation. Data are representative of three
independent experiments.
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Figure EV10: GRXS17 involvement in heat stress regimes. grxs/7 mutant was subjected to different
temperature stress regimes. (4) LAT, Long-term Acquired Thermotolerance; (B) SAT, Short-term Acquired
Thermotolerance). Wild-type plants (Col-0), grxs/7 knock-out mutant (grxs/7), grxsl7 mutant complemented
with a Pr35S:GRXS17:GFP construct expressing the GRXS17:GFP fusion protein (+GRXS17), Heat-Shock
Protein 101 knock-out mutant (hspl01). do: days old. rec: recovery. Data are means of 4-10 biological

repetitions +/- SE , n = 20-25. The letters a and b indicate a significance of p>0.1 and p<0.00001 respectively by
the Student’s t-test.
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Figure EV11: GRXS17 protein accumulation in grxs!7 complemented lines. Total protein extracts were
prepared from 2 weeks old plantlets. Samples were prepared from wild-type (Col-0), grxs/7 homozygote
mutant, and grxs!/7 complemented with a Pr35S:GRXS17:GFP construct. Protein extracts were separated by
SDS-PAGE and probed with antibodies directed against GRXS17. In Col-0, the 50 kDa signal corresponds to
the native GRXS17 protein. In the complemented lines, the 80 kDa signal corresponds to the GRXS17:GFP
fusion protein.

(4) GRXS17-1 to 4, GRXS17-C33S-1 to 4 and (B) GRXS17-C33/179/309/416S-1 to 6 represent independent
grxsl7 mutant lines which were complemented with GRXS17:GFP, GRXS17-C33S:GFP and GRXS17-
C33/179/309/416S:GFP fusion proteins, respectively.



GRXS17:GFP

GRXS17-C33S:GFP

GRXS17-
C33/179/309/416S:GFP

Figure EV12: GRXS17:GFP protein accumulation in grxs!7 complemented lines.

GRXS17:GFP fluorescence was monitored by confocal microscopy in root tips from 2 weeks old plantlets.
GRXS17:GFP, GRXS17-C33S:GFP and GRXS17-C33/179/309/416S:GFP represent grxs!7 mutant lines which
were complemented with GRXS17:GFP, GRXS17-C33S:GFP and GRXS17-C33S/C179S/C309S/C416S:GFP
fusion proteins, respectively. Similar expression patterns were observed with other complemented lines.
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Figure EV13: GRXS17:FLAG-HA protein accumulation in grxs17 complemented lines. (4) Total protein
extracts were prepared from 2 weeks old plantlets. Samples were prepared from wild-type (Col-0), grxsi7
homozygotous mutant, and grxs/7 complemented with a Pr35S:GRXS17:FLAG-HA construct. Protein extracts
were separated by SDS-PAGE and probed with antibodies directed against HA or GRXS17 respectively. In Col-
0, the ~55 kDa signal corresponds to the native GRXS17 protein. In the complemented lines, the ~60 kDa signal
corresponds to the GRXS17:FLAG-HA fusion protein. (B) TMHT complementation of the grxs/7 mutant by the
GRXS17:FLAG-HA protein. Data are means of 4-10 biological repetitions +/- SE , n = 20-25. The letters a and
b indicate a significance of p>0.1 and p<0.00001 respectively by the Student’s t-test.
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Figure 54 : Recherche de cibles et/ou de partenaires de GRXS17 a 20°C et 2h a 35°C par
immunoprécipitation a partir de la lignée 35S:GRXS17-Flag/Ha.

Des plantes mutantes grxs/7 exprimant la protéine de fusion GRXS17:FLAG-HA ou GRXS17 sans tag
(A) ont été récoltées apreés 14 jours de croissance a 20°C ou apres un stress thermique de 24h a 28°C ou
de 2 heures a 35°C. B. Western blot, révélant la présence de BolA2, sur les élutions d’une IP préliminaire
d’optimisation faite sur des extraits de protéines de plantules traitées 24h a 28°C. C. Des
immunoprécipitations (5 répétitions par condition, 20 au total) avec des billes anti-Flag ont été réalisées.
Plan expérimental a gauche et diagramme de Venn illustrant les protéines identifiées au centre. A droite,
western blot des échantillons de la lignée étiquetée révélé avec 1’anticorps monoclonal anti-HA-HRP de
I’input, de deux étapes de I’IP (en controle négatif) et de I’élution finale d’une des cinq répétitions
(représentative des quatre autres). D. Les extraits protéiques de la lignée Flag-Ha ont été séparés par
chromatographie d’exclusion conformément a la figure 2C de ’article du chapitre 2 (Martins et al). Des
fractions HMW (400-600 kDa) et LMW (50-100kDa) ont été utilisées pour I'immunoprécipitation en
utilisant des billes anti-Flag. Les peptides collectés ont été identifiés et quantifiés par spectrométrie de
masse. Plan expérimental a gauche et diagramme de Venn illustrant les protéines identifiées a droite.



II. Description complémentaire de la recherche de cibles et/ou de
partenaires :

Dans I’article, des cibles et/ou des partenaires de GRXS17 ont été recherchés afin de valider sa
fonction de chaperonne et son role associé¢ dans la thermotolérance. Dans ce paragraphe, une
figure et deux tableaux complémentaires sont proposés afin d’illustrer les résultats présentés
dans D’article (Figure 54, Tableaux 1 et 2). Pour rappel, deux stratégies différentes ont été
employées. Premiérement, 5 immunoprécipitations indépendantes ont €té réalisées a partir de
protéines provenant de la lignée 35S:GRXS17-Flag/Ha et 5 autres a partir de la lignée contrdle
35S:GRXS17 sans tag (lignée donnée par Pascal Rey) (Figure 54C). Deux conditions ont été
utilisées : des plantules ayant poussé 14 jours a 20°C et ayant subi un traitement thermique de
2h a 35°C. Deuxieémement, de maniére préliminaire, une immunoprécipitation complémentaire
a partir de certaines fractions de FPLC a été réalisée (Figure 2 de I’article). Les fractions 18-21
correspondant aux complexes de haut poids moléculaires (HMW) et 22-25 aux faibles poids
moléculaires (LMW) pour les plantes cultivées a 20°C et les fractions 16-19 et 22-26 pour les
plantes traitées pendant 2h a 35°C (voir le western de la figure 2C) ont été collectées et soumises
a une immunoprécipation (Figure 54D). Les différents échantillons ont été envoyés a notre
collaborateur Christophe Marchand de I’IBPC a Paris pour effectuer la spectrométrie de masse
afin d’identifier les protéines. Les résultats de 1'analyse de la premiére stratégie sont présentés

dans les tableaux 1 et 2.

Pour cette premiére stratégie, une méthode d’analyse trés stringente (c’est pourquoi le nombre
de candidats est relativement faible) a été utilisée et au total 28 protéines (dont GRXS17) a
20°C et 15 protéines (dont GRXS17) apres 2h a 35°C ont été identifiées de maniére significative
(Figure 54C, Tableaux 1 et 2). Ces protéines sont présentes dans au moins 3 réplicats sur 5 et
ne se trouvent pas dans les 5 réplicats de la lignée contrdle (sans tag). Aprés 2h a 35°C, un
ensemble différent de protéines a été identifié, puisque 4 protéines seulement sont communes
aux deux températures. Parmi elles, nous avons systématiquement identifi¢ la protéine nucléo-
cytoplasmique BolA2 (Tableaux 1 et 2). Nous avons validé la présence de BolA2 lors des
expériences préliminaires visant a optimiser nos conditions. Ces expériences ont été menées sur
des plantules ayant poussé 14 jours a 20°C et traitées 24h a 28°C (Figure 54B). BolA2 a aussi

¢été retrouvée dans la liste d’interactants provenant d’une analyse MS/MS sur ces échantillons.
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Tableau 1 : Liste des protéines issues des IPs a 20°C.

Accession N;(Tngu Nom protéine Localisation prédite Score
F4lll4 MGP1 Probable ATP synthase 24 kDa subunit Chloroplaste, mﬁ’;‘g;i’l‘: mitochondrie, | 45 198
F4JX83 |At5g53490 Thylakoid lumenal 17.4 kDa protein Chloroplaste, région extracellulaire, | 4 g,
membrane
E4lll4 PDIL1-4 Protein disulfide |som_erase-I|ke 1-4;Protein disulfide- Chloroplaste, membn:ane, mitochondrie, 28.274
isomerase nucléole
023299 ECI2 Enoyl-CoA delta isomerase 2 Cytoplasme, peroxysome 37,001
080796 VIPP1 Membrane-associated protein VIPP1 Chloroplaste, membrane plasmique 40,06
080837 DBP Remorin Membrane plasmique 66,268
082326 |[At4g34290 SWIB/MDM2 domain superfamily protein Chloroplaste 18,51
P23586 STP1 Sugar transport protein 1 _ Cytoplasme, membrane 15,273
plasmique, noyau, plasmodesme, vacuole
P56804 RPS14 30S ribosomal protein S14 Chloroplaste 26,649
Q37165 ndhA NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit 1 Chloroplaste, membrane plasmique 13,438
Q39024 MPK4 Mitogen-activated protein kinase 4 Cytoplasme, noyau 35,632
Q39129 STR16 Thiosulfate sulfurtransferase 16 Chloroplaste 22,615
Q68211 BOLA1 Protein BOLA1 Chloroplaste 74,822
Q8GW78 Clp protease-related protein At4g12060 Chloroplaste 43,333
Chloroplaste, cytoplasme,
Q8LBI1 ATLS5 60S ribosomal protein L5-1 nucléole, noyau, membrane 119,2
plasmique, vacuole
Q8LE52 DHAR3 Glutathione S-transferase DHAR3 Chloroplaste 24,605
Q9I3WJ8 MDAR4 Probable monodehydroascorbate reductase Chloroplaste, cytoplasme 29,3
Q937Y3 STT3A Dollchyl-d|phosphoollgosacchallrlde--proteln Chlgroplaste, réticulum . 33,554
glycosyltransferase subunit STT3A endoplasmique, membrane plasmique
Q94Al6 SEC6 Exocyst complex component SEC6 Cytoplasme, membrane 11,926
plasmique, plasmodesme
Q96514 C?JPP;:BBZZ Cytochrome P450 71B7;Cytochrome P450 71B28 Chloroplaste, membrane plasmique 36,678
QIFIC3 BOLA2 Protein BOLA2 Cytoplasme, noyau 48,317
Q9M885 RPS7B 408 ribosomal protein S7-2 Chloroplaste, cytoplasme 34,688
Q9S9M7 |T24D18.18 Uncharacterized Nuclear protein - 20,631
023553 BAM3 Beta-amylase 3 Chloroplaste, région extracellulaire 194,07
082533 FTSZ2-1 Cell division protein FtsZ homolog 2-1 Chloroplaste, cytoplasme 323,31
P17745 | TUFA Elongation factor Tu Apoplaste, chloroplaste, membrane 323,31
plasmique, mitochondrie, nucléole, noyau
Q9M721 BCE2 Lipoamide acyltransfe_rase component of branched-chain Chloroplaste, cytoplasme, mitochondrie 2271
alpha-keto acid dehydrogenase complex
Q9ZPH2 | GRXS17 Monothiol glutaredoxin-S17 cytoplasme, noyau 323,31




La présence de BolA2 est cohérente avec les études antérieures qui ont décrit une interaction
de GRXS17 avec BolA2 (Couturier et al., 2014). Plusieurs protéines ayant une localisation
chloroplastique prédite telles que la glutathion S-transférase DHAR3, BolAl, la thiosulfate
sulfurtransférase STR16 et la protéine 30S ribosomale S14 RPS14 ont ét¢ identifiées dans cette
approche (Tableaux 1 et 2). Il semble donc peu probable que ces isoformes interagissent
directement avec GRXS17. Des interactants se situant dans le méme compartiment cellulaire,
telles qu'une protéine disulfure isomérase (PDIL) et I'enzyme antioxydante
monodéhydroascorbate réductase 4 (MDAR4) ont été identifiés a 20°C (Tableau 1). En effet,
des PDI et des MDAR ont déja ét¢ identifiées comme interactants de TRX ou de GRX
(ROUHIER et al., 2005; Hiagglund et al., 2008; Montrichard et al., 2009; Pérez-Pérez et al.,
2017). D’autres protéines a 20°C paraissent intéressantes comme un transporteur de sucres
STP1 puisque la croissance des plantes nécessite des sucres, ce qui pourrait étre en lien avec
les défauts de croissance du mutant (Cordoba et al., 2015). La protéine Map kinase MPK4
activée lors de signaux développementaux et lors de stress biotiques et abiotiques est un
candidat intéressant également (Lin and Chen, 2018). Apres le stress thermique de 2h a 35°C
les protéines identifiées sont assez différentes de celles identifiées a 20°C. Des protéines comme
les protéines kinases CPCK2 et MKK?2 (Tableau 2) pourraient étre des partenaires potentiels de

GRXS17 mais des investigations supplémentaires sont nécessaires pour valider leur interaction.

La seconde stratégie avait pour but d’identifier des cibles et/ou des partenaires qui €taient
spécifiquement localisés dans les complexes de HMW mais aussi au LMW aux deux
températures. Cet essai plus restrictif n’a pu étre réalis¢ qu’une seule fois pour chaque condition
(lignée étiquetée, lignée contrdle, a 20°C et a 2h a 35°C), I’analyse statistique qui en découle
est donc limitée. Cette approche est différente de la premiére puisqu’au lieu de directement
partir d’extraits totaux de plantes, une étape supplémentaire de séparation via une
chromatographie d’exclusion par la taille a été réalisée et seules les fractions ou GRXS17 a été
détectée ont été utilisées (se référer a la Figure 2C). Cette stratégie a permis d’identifier 185 et
122 protéines (dont GRXS17) a 20°C et apres un traitement thermique de 2h a 35°C (Figure
54D). Parmi ces protéines, 50 protéines sont communes aux deux conditions. Comme
précédemment, BolA2 a été identifiée dans les deux conditions. Cette information permet de
valider cette expérience préliminaire. Néanmoins, elle devra étre reproduite afin de consolider

les résultats trouvés.
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Tableau 2 : Liste des protéines issues des IPs a 2h a 35°C.

B9DFCO | ARGAH2 Arginase 2, mitochondrial Chloroplaste, mitochondrie 30,676
023157 MEE59 MEE59 maternal effect embryo arrest 59 Noyau 48,806
064816 CPCK2 Casein kinase Il subunit alpha, Chloroplaste, cytoplasme, noyau 59,927
P52032 GPX1 Phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase 1 Chloroplaste 32,08
P56804 RPS14 30S ribosomal protein S14 Chloroplaste 26,649
Qao0s4 | ONX1 molybenumiransiorase: Malyboplerin adenyylraneiorase Cytoplasme, noyau 50.718
Q5XF82-2 JAL11 Jacalin-related lectin 11 25,151
Q68211 BOLA1 Protein BOLA1 Chloroplaste 74,822
Q8L7WO0 SH3P3 SH3 domain-containing protein 3 40,715
Q9FIC3 BOLA2 Protein BOLA2 Cytoplasme, noyau 48,317
Q9MBA1 CAO Chlorophyllide a oxygenase Chloroplaste 42,82
QISXE9 | At1g62480 Vacuolar calcium-binding protein-related Noyau 24,395
Q9oM084 1BI1 Aspartate-tRNA ligase 2 Cytoplasme, réticulum endoplasmique 312,66
Q9S7U9 MKK2 Mitogen-activated protein kinase kinase 2 Cytoplasme 32,829
Q9ZPH2 GRXS17 Monothiol glutaredoxin-S17 Cytoplasme, noyau 323,31




DISCUSSION

Dans I’article, nous montrons qu’en plus de sa capacité a transférer des cceurs Fe-S a d’autres
protéines, GRXS17 fonctionne comme une protéine chaperonne dépendante de 1’oxydo-
réduction. Elle posséde une double activité foldase et holdase. Le stress oxydatif et le stress
thermique induisent une perte du cceur Fe-S suivie d'une sulfénylation des cystéines puis de la
formation de liaisons disulfure entre les monomeres, processus qui entraine 'activation de son
activité holdase. Lors de ce processus, GRXS17 passe d'une forme a faible poids moléculaire
environ 110 kDa (LMW) a un complexe a haut poids moléculaire >1500 kDa (HMW) (Figure
1 de I’article). Ce « switch » redox dépend de la présence de cystéines conservées impliquées
dans la coordination des cceurs Fe-S et de la cystéine du domaine thiorédoxine en N-terminal.
En relation avec cette fonction de chaperonne, nous montrons que GRXS17 confére une
thermotolérance de maniére dépendante de I’ensemble de ces quatre cystéines. En résumé, nous
révélons le mécanisme d’un changement d’activité dépendant de la perte des cceurs Fe-S de
GRXS17 pour fonctionner comme une holdase protégeant la plante des dommages causés par
le stress thermique. Nous avons donc mis en évidence une nouvelle fonction moléculaire de
GRXS17 chez la plante a des températures normales mais également lors de températures plus

élevées.

Des analyses d’immunoprécipitation ont été réalisées afin de rechercher des cibles et/ou des
partenaires de GRXS17 liés a sa fonction de chaperonne. Ces analyses suggerent que 1'identité
des interactants de GRXS17 est différente apres un stress thermique de 2h a 35°C. Par contre,
la protéine BolA2 est présente dans les analyses aux deux températures, ce qui valide notre
expérience puisque cette protéine a déja été¢ identifiée comme interactant de GRXS17
(Couturier et al., 2014). Mais quel est le lien entre GRXS17 et BolA2 notamment lors de
I’augmentation de la température ? Pour I’interaction a 20°C, nous pourrions imaginer un role
dans le transfert du coeur Fe-S a une apo-protéine comme cela a ét¢ montré chez I’humain. En
effet, la protéine BolA2 humaine a été identifiée comme interagissant avec 1’orthologue de
GRXS17, la GRX3 humaine (Li et al., 2012). Ces protéines forment un complexe, dans lequel
deux BolA2 interagissent avec GRXS3 via deux cceurs Fe-S et transmettent ces coeurs a I’apo-

anamorsine, donnant I’holo-anamorsine mature (Banci et al., 2015). La BolA2 humaine est un
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orthologue de la Fra2 de levure (protéine agissant avec Grx3/4) aussi (Li and Outten, 2012). Il
est donc possible d’imaginer un mécanisme conservé dans le transfert des cceurs Fe-S chez la
Grx3 humaine, le couple Grx3/4 de levure et GRXS17. BolA2 a également été retrouvée apres
un traitement de 2h a 35°C dans les deux IPs. Nous pourrions donc nous demander si GRXS17
pourrait s’associer a BolA2 afin de la protéger via son activité chaperonne. Elle pourrait
interagir avec GRXS17 a environ 110kDa (LMW) ou bien dans le complexe de HMW identifi¢
a 520 kDa (Figure 2 de I’article). Pour répondre a cette hypothése, 1’anticorps anti-BolA2

pourrait €tre utilisé lors d’un western blot a partir de ces fractions.

Un autre interactant probable est I'enzyme antioxydante monodéhydroascorbate réductase 4
(MDAR4) qui se lie a la membrane du peroxysome et ¢limine I’H>O» toxique dans le cycle
ascorbate-glutathion (Tableau 1) (Eastmond, 2007). Son mutant présente un phénotype létal
conditionnel car ses graines sont incapables de décomposer les lipides de stockage pour fournir
le carbone et 1’énergie nécessaires au développement précoce des plantules (Eastmond, 2006).
Dans un premier temps, pour mieux comprendre le lien entre MDAR4 et GRXS17, les activités
MDAR pourraient étre testées dans les mutants grxs/7. En effet, GRXS17 pourrait interagir
avec MDAR4 afin que cette derniére conserve son activité. MDAR4 n’est pas retrouvée dans
la liste de protéines apres 2h a 35°C. Plus globalement, les protéines oxydoréductrices n’ont été
identifiées qu’a 20°C ce qui suggere un « switch » de fonction entre une éventuelle fonction
redox de GRXS17 vers une activité chaperonne associée au stress. STP1, un transporteur de
sucres, a aussi €té identifié (Tableau 1) (Cordoba et al., 2015). Il est impliqué dans le transport
transmembranaire des monosaccharides (Szenthe et al., 2007; Cordoba et al., 2015; Yamada et
al., 2017). Un autre interactant potentiel de GRXS17, ASUSI1, une sucrose synthase qui
synthétise une molécule de saccharose a partir d’une molécule de glucose et d’une molécule de
fructose a ét¢ également identifiée parmi les partenaires de GRXS17 (Knuesting et al., 2015).
Le mutant grxs/7 présente des défauts de croissance a 20°C (chapitre 1) (Cheng et al., 2011a).
Le sucre est un élément important dans la croissance de la plante, nous pourrions donc imaginer

un lien entre le métabolisme du sucre et GRXS17 (voir le chapitre 3).

D'autre part, plusieurs protéines kinases ont été révelées par cette analyse, il s’agit de MPK4 a
20°C et CPCK2 et MKK?2 a 35°C (Tableaux 1 et 2). Les MAPK sont connues pour phosphoryler

des protéines (activation/inactivation) mais ¢galement pour agir dans les voies de transduction
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du signal comme lors de la perception d’un stress thermique (Mittler et al., 2012). La protéine
MKK?2 peut fortement activer la MPK4 par phosphorylation notamment lors de stress salin et
froid (Teige et al., 2004). Il est également connu que la cascade de phosphorylation MEKK1-
MKK1/MKK2-MPK4 est impliquée dans la signalisation ROS (Pitzschke et al., 2009). CPCK2
(également appelée CKA4) semble, quant a elle, impliquée dans la réponse a I’augmentation
de la température puisque son mutant est moins thermotolérant et 1’activation des genes de
réponses au stress thermique est réduite (Wang et al., 2014). Le nombre de protéines kinases
dans les listes d’interactants potentiels avec GRXS17 est assez conséquent. Il est alors possible
d’imaginer que GRXS17 soit phosphorylée par une protéine kinase et/ou a 1I’inverse, GRXS17
pourrait réguler ces protéines. Ces régulations pourraient intervenir dans le role de GRXS17
dans la croissance de la plante et/ou celui dans la thermotolérance. Pour répondre a ces
hypothéses, nous avons débuté une collaboration avec le groupe de Heribert Hirt. Dans un
premier temps, ces collaborateurs vont rechercher une éventuelle phosphorylation de la protéine
GRXS17. Dans un second temps, ils vont s’appuyer sur 1’étude du mutant grxs/7 dans le but

de détecter un éventuel impact de la mutation sur les activités des Map kinases.

Aucune protéine a ceeur Fe-S du complexe CIA n’a été retrouvée dans les IPs comme cela a été
précédemment montré (Ifiigo et al., 2016). La technique qu’ils ont employée n’est pas la méme
que la ndtre puisqu’a la place d’une immunoprécipitation avec des billes anti-flag, c’est une
purification sur colonne par affinité en tandem avec deux tag TAP (en N- et en C-terminal) a
partir d’extraits cellulaires provenant d’une suspension cellulaire d’Arabidopsis thaliana
transformée avec les deux constructions. Il se peut qu’avec la méthode d’extraction en aérobie
employée et les tissus utilisés, nous n’ayons pas pu recueillir des protéines a coeur Fe-S a cause

de leur instabilité.

La seconde stratégie employée est une méthode originale qui a permis d’isoler des interactants
a partir de fractions contenant GRXS17. Elle n’a pu étre réalisée qu’une seule fois mais des
essais complémentaires sont envisagés. Cette fois-ci, les fractions de HMW vont étre séparées
des LMW et des répétitions techniques seront ajoutées afin d’obtenir une analyse statistique
solide. Les essais sur les complexes de HMW seront trés intéressants puisqu’ils pourraient
permettre de mettre en évidence des interactants de GRXS17 probablement en lien avec sa

fonction de chaperonne. Les listes HMW et LMW pourront également étre comparées en plus
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de la comparaison des deux températures. D’autres essais toujours liés a la recherche
d’interactants peuvent étre entrepris sur les fractions de FPLC récupérées. Des western blot
pourront étre réalisés a partir de ces fractions dans les mémes conditions que la Figure 2C mais
avec cette fois-ci les anticorps d’interactants potentiels comme par exemple BolA2 et HSP70.
Ceci permettra de voir si ces protéines candidates co-localisent avec les complexes de HMW
identifiés, ce qui suggerera que ces protéines sont liées a ces complexes. GRXS17 étant une
protéine chaperonne, nous pouvons méme supposer que ces protéines seraient protégées par sa
fonction holdase. Pour finir, le type de liaison dans les fractions HMW et LMW notamment des
liaisons par des ponts disulfures entre le GRXS17 et ses interactants pourra étre défini. Pour
cela, des westerns avec deux types de gels peuvent étre faits : un gel SDS-page avec des
protéines traitées avec un réducteur et un autre identique mais sans réducteur pour visualiser les
éventuels ponts disulfures. Afin de visualiser les liaisons faibles, des gels natifs sans SDS
pourront étre utilisés. Cette expérience est encore en phase d’optimisation puisque la
concentration en protéine des fractions utilisées est trop faible pour détecter les liaisons. En
effet, dans la condition sans réducteur, le signal est trés peu détecté. De nouveaux essais avec

des fractions plus concentrées seront réalisés.

Enfin, les deux stratégies ne mettent pas en évidence les mémes interactants. Les conditions
d’analyse des listes de la premiére stratégie sont peut-étre un peu trop stringentes puisque peu
de protéines sont retenues par rapport au nombre total de protéines identifiées par 1’analyse
MS/MS (28 vs 1681 a 20°C et 15 vs 1670 protéines a 35°C). Un second type d’analyse plus
permissif pourrait étre envisagé. Par la suite, des investigations supplémentaires vont étre
nécessaires pour la validation de ces cibles comme des essais en double hybride en levure ou
de BiFC in planta. En complément, des mutants de ces protéines et des doubles mutants avec
grxs17 pourraient étre caractérisés. BolA2 a pu étre validée sur les ¢lutions d’IPs réalisées sur
des traitements thermiques a 28°C. De manicre treés préliminaire, HSP70 a été également
validée pour la premicre stratégie en western blot sur un mélange des 5 ¢lutions de la lignée
¢tiquetée (absence d’HSP70 dans le contrdle). L’anticorps utilis€ reconnait les HSP70
cytosoliques ce qui ne permet pas de discriminer 1’isoforme détectée dans les élutions de 20°C
et de 35°C (signal moins fort). Nous pourrions imaginer qu’HSP70 interagirait avec GRXS17
dans des conditions non stressantes dans le transfert de coeurs Fe-S comme cela a ét¢ montré

pour I’HSP70 mitochondriale de levure (Dutkiewicz and Nowak, 2018).
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Parmi I’ensemble des protéines identifiées, certaines d’entre elles pourraient interagir avec
GRXS17 via ses activités chaperonnes notamment apres un stress thermique/oxydatif pour les
protéger de 1’agrégation. Nous pouvons donc supposer qu’en absence de GRXS17, un plus
grand nombre de ces protéines pourraient étre agrégées lors d’un stress thermique/oxydatif.
Pour vérifier cela, le niveau d’agrégation des protéines entre des extraits protéiques provenant
de Col-0 et de grxs/7 a 20°C mais aussi a partir de plantes traitées 2h a 35°C ont été comparés.
Il semblerait y avoir plus d’agrégats dans grxs/7 par rapport a Col-0 notamment a 35°C
(données préliminaires non montrées). Par la suite, la présence des protéines candidates dans

les agrégats de protéines provenant de grxs/7 pourrait étre vérifice.

199






CHAPITRE 3



Accumulation relative des

A 28°C
20°C
Col-0 © o @
Génotypes{
grxs17 © o @
Oh 2h 24h
0 14 15 JAG
B HSP70-4 * HSP90-1 APX2
3 12 Col-0 $ ;O = Col-0 % ® .
o -
° grxs17 grxs17 0 " Col-0 T
.% 12 c b 50 grxs17 e
[ g 10 T 40 -T— 15 T c
s § 8 b
58 6 30 10 c
E 4 20 b
5 - 5
8 2 10 I * %
< 0 E ™ 0 = m 0 |
20°C 2h28°C 24h 28°C 20°C 2h 28°C 24h 28°C 20°C 2h 28°C 24h 28°C
c HTA9 E VSP1
5 1 colo *k D . i o 25 b
grxs17 '|' grxs17 vs Col-0 a TO grxs17 vs Col-0 aT2 % a Col-0
2 2 wmgrxst7
£3 ﬁ 215 T
Q \%/ c 9 *
(7] 7]
TIET (XN g2 i
1 i E o5
3
0 I grxs17 vs Col-0 a T24 < 0
20°C 2h 28°C 24h 28°C 20°C 2h 28°C 24h 28°C

Figure 55 : Analyse transcriptomique de Col-0 et grxs17 a 20°C et a 28°C par séquencage de ’ARN.
A. Plan de I’expérimentation. B. Accumulations relatives des transcrits de 3 génes induits en réponse a la
température : HSP70-4, HSP90-1 et APX2. Elles ont été obtenues par RT-PCR quantitative a partir des
mémes échantillons utilisés pour le séquencage de I’ARN (moyenne des 3 réplicats). C. Accumulation
relative des transcrits d’HTA9. D. Diagramme de Venn représentant les geénes différentiellement exprimés
dans grxsl7 par rapport a Col-0, avec un seuil de significativité de 5%. Les deux génes centraux sont
GRXS17 et VSPI. E. Accumulations relatives des transcrits de VSP/ dans les mémes conditions que
précédemment. Des t-test de Student ont été réalisés sur les données et des p-value inférieures a 0,05, 0,01
et 0,001 sont représentées par *, ** ou *** pour la comparaison grxs/7 vs Col-0. Ces mémes p-value sont
¢également représentées par a, b ou ¢ pour les comparaisons T2 et T24 vs TO chez Col-0 et d, e et f chez
grxsl7.



CHAPITRE 3 :

Recherche de(s) fonction(s) par des analyses globales : étude du transcriptome et

du métabolome de grxsi7

Les plantes, comme les autres organismes vivants répondent aux changements de température
en mettant en place de nombreux mécanismes d'adaptation. Ces changements majeurs
impliquent la reprogrammation de l'expression génique, la modification du protéome et du
métabolome (se référer a la Figure 7 de I’introduction ) (Mittler et al., 2012). Nous avons ¢étudié
ces modifications dans des plantes sauvages et dans des plantes mutantes grxs/7. Ce chapitre 3
regroupe une analyse transcriptomique par séquencage de I’ARN et une analyse métabolomique
réalisées sur grxs/7 et Col-0 (contrdle) en conditions normales (20°C) et lors de I’augmentation

de la température (28°C).

I. Analyse transcriptomique du mutant grxsI7 soumis a des
températures élevées :

I.1 Présentation de la stratégie et validation de I’expérience :

Pour essayer de préciser le role de GRXS17 dans la réponse a des températures modérément
¢levées, nous avons effectué une analyse de séquengage d'ARN (RNAseq). Nous avons décidé
d’étudier la réponse transcriptionnelle a une augmentation de température de 28°C. grxs/7 est
hypersensible a cette température contrairement a Col-0 dont la croissance, notamment sa
croissance racinaire, n’est pas affectée (Figure 31 du chapitre 1). Le but était donc a la fois
d’essayer de comprendre les défauts de croissance de grxs/7 par des comparaisons avec Col-0
mais également d’ouvrir de nouvelles pistes au travers de cette analyse globale. Pour cela, six
conditions ont été choisies et sont présentées dans la figure 55A. Les plantules de Col-0 et de
grxs17 ont poussé 14 jours a 20°C dans des conditions classiques de culture (jours longs et 120

pumol.m?2.s). Elles ont ensuite été soumises a un stress thermique de 2h a 28°C et de 24h a
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28°C. Pour chaque condition, les plantules entiéres provenant de trois réplicats techniques ont
été analysées. Afin de vérifier que le stress thermique a bien été percu par les plantes, trois
génes ont été testés au préalable par RT-PCR quantitative sur les échantillons d’ARN dans les
six conditions. Il s’agit d’HSP70-4, d’HSP90-1 et ’APX2, génes de la HSR induits en réponse
a un stress thermique (Jacob et al., 2017) (se référer au IIl. de I’introduction). Nos données
montrent que les transcrits de ces genes augmentent apres le stress de 2h et 24h a 28°C ce qui
permet de valider le traitement thermique de I’expérience (Figure 55B). On remarque qu’apres
24h a 28°C, les niveaux de transcrits d’HSP70 et d’APX2 sont significativement plus €levés
chez grxsl7 que chez Col-0. Par la suite, I’ensemble des ARN ont été s€quencés par RNAseq
et les données ont été analysées en collaboration avec 1’ingénieure bioinformaticienne de notre

plateforme, Marie-Christine Carpentier (se référer a la partie I1.7.1.4 du matériel et méthodes).

I.2 Analyse des données d’expression des transcrits de grxsI7 vs Col-0 a
20°C, 2h et 24h a 28°C :

La premiére question que nous nous sommes posés avant toute chose c’est de savoir comment
la plante réagissait face une augmentation de la température a 28°C. Les qPCR précédentes
montrent que trois génes de la HSR sont surexprimés dans ces conditions notamment I’ HSP70-
4 qui est connu pour étre induit lors d’un passage de 12°C a 27°C pendant 2h (Kumar and
Wigge, 2010). A cette température, les plantes Col-0 adaptent leur croissance pour survivre
comme nous 1I’avons vu dans le chapitre 1. Pour cela, elles sont capables de reprogrammer leur
transcriptome. Le transcriptome est notamment régulé face a une augmentation de la
température a 27°C par les nucléosomes qui contiennent un variant d’histone H2A.Z (Kumar
and Wigge, 2010). Ces nucléosomes enveloppent plus étroitement I’ADN ce qui influence la
capacité de ’ARN polymérase II (Pol II) a transcrire des geénes de réponse a la température
suggérant un mécanisme par lequel le transcriptome peut étre régulé thermiquement. Le géne
codant pour un variant d’histone H2A.Z a été testé en RT-qPCR sur les mémes échantillons que
le RNAseq (Figure 55C). Ses transcrits sont significativement plus accumulés a TO, T2 et
notamment a T24, il pourrait donc y avoir plus d’H2AZ dans grxs/7. Ces auteurs montrent
¢galement que 2454 geénes sont surexprimeés et 2880 genes sont sous-exprimés dans des plantes

de 12 jours ou la température de culture est passée de 12°C a 27°C (Kumar and Wigge, 2010).

204



Dans la stratégie que nous avons employée, les plantes ont poussé¢ a 20°C et ont subi un
traitement thermique de 28°C, I’écart de température est donc moins grand. Aprés séquengage,
nos données d’expression brutes ont été analysées selon le pipeline d’analyse présenté dans la
figure 66 de la partie « matériels et méthodes ». Au total, 14381 geénes sont pris en compte dans
cette analyse et cette liste de genes est appelée liste générale. Nous avons d’abord voulu savoir
combien de geénes <¢taient dérégulés (surexprimés et sous-exprimés) en réponse a
I’augmentation de la température. Il y a respectivement 931 et 490 génes surexprimés chez Col-
0a T2 et T24 et 623 et 366 génes qui sont sous-exprimés en réponse a I’augmentation de la
température chez Col-0. Le nombre de génes surexprimés et sous-exprimés est moins élevé que
dans I’étude précédente. Cela peut étre dii a un écart de température moins grand (12-27°C vs

20-28°C).

Les expressions de I’ensemble des génes de Col-0 ont été comparées a celles du mutant grxs/7
dans les trois conditions (comparaison deux a deux, grxs{7 vs Col-0). A 20°C (appelé T0), 138
génes sont différentiellement exprimés entre grxs/7 et Col-0, dont 85 génes spécifiquement
présents dans la condition TO (Figure 55D). A 2h a 28°C (appelé T2), 85 sont différentiellement
exprimés dont 59 spécifiques a T2. Enfin, a 24h a 28°C (appelé T24), il y a 307 genes
différentiellement exprimés dont 258 uniquement a T24. 14 génes sont communs a TO et T2,
10 genes a T2 et T24 et 37 geénes a TO et T24. Enfin, seuls deux génes sont communs aux 3
conditions : GRXS17 et VSPI (Vegetative Storage Protein 1). V'SP est un géne codant pour
une phosphatase homologue a une protéine de stockage végétatif chez le soja (Shi et al., 2010).
Nous avons confirmé I’accumulation différentielle de VSPI dans grxs/7 par RT-PCR
quantitative sur les mémes échantillons (Figure 55E). Chez Col-0, V'SP1 est induit aprés 2h ou
24h a 28°C ce qui n’est significativement pas le cas chez grxs/7. Les expressions des HSF de
classe A, B et C, protéines impliquées dans I’induction de la réponse au stress thermique,
n’apparaissent pas parmi les génes réunis dans le diagramme de Venn a I’exception d’HSFAS.
A T24, son expression dans grxs/7 est significativement 3 fois supérieure a Col-0. De maniére
¢tonnante, les génes connus pour répondre au stress thermique ne sont pas identifiés dans

I’analyse différentielle.
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Tableau 3 : Catégories fonctionnelles COG des protéines.

STOCKAGE ET TRAITEMENT DE L'INFORMATION

J Traduction, structure ribosomique et biogenése
A Traitement et modification de 'ARN

K Transcription

L Réplication, recombinaison et réparation

B Structure et dynamique de la chromatine

PROCESSUS CELLULAIRES ET SIGNALISATION

D Contréle du cycle cellulaire, division cellulaire, partition chromosomique

Y Structure nucléaire

\% Mécanismes de défense

T Mécanismes de transduction du signal

M Biogenése de paroi cellulaire / membrane / enveloppe

N Motilité cellulaire

VA Cytosquelette

w Structures extracellulaires

U Trafic intracellulaire, sécrétion et transport vésiculaire

O Modification post-traductionnelle, renouvellement des protéines, chaperonnes
METABOLISME

C Production et conversion d'énergie

G Transport et métabolisme des glucides

E Transport et métabolisme des acides aminés

F Transport et métabolisme nucléotidique

H Transport et métabolisme des coenzymes

| Transport et métabolisme lipidique

P Transport et métabolisme des ions inorganiques

Q Biosynthése, transport et catabolisme des métabolites secondaires

PEU CARACTERISEE

R Prédiction de la fonction générale uniquement

S Fonction inconnue




I.3 Classification des listes de génes en groupe de protéines orthologues
(COG) :

L’étude des genes différentiellement exprimés de manicre significative entre grxs/7 et Col-0
n’a pas permis de faire émerger des génes candidats clairs (hormis V'SPI). Une analyse plus
globale de la liste générale a donc été entreprise. Pour cela, I’outil COG, qui permet de classer
les protéines (issues des génes du transcriptome) en fonction de leur catégorie fonctionnelle, a
¢été utilisé (Tableau 3). Nous nous sommes focalisés sur les groupes de protéines des génes

induits ou réprimés a T2 et T24 chez grxsi7 vs Col-0.
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[.3.1 Etude des listes de génes induits chez Col-Oet grxsl7 par
I’augmentation de la température :

Dans un premier temps, nous avons repris la totalité des geénes induits a T2 et T24 et nous les
avons comparés a TO. Comme indiqué ci-dessus, 931 et 490 geénes sont respectivement
surexprimés chez Col-0 a T2 et T24 et 220 et 857 geénes chez grxsl7 (Figure 56C). Nous
pouvons constater qu’il y a une grande différence du nombre de génes surexprimés entre Col-
0 et grxs!7 c'est-a-dire 931 génes vs 220 a T2 et 490 vs 857 a T24. Les protéines codées par
I’ensemble de ces genes ont donc été comparées a la base de données COG. Elles ont été
classées en fonction de leur catégorie fonctionnelle sous forme de pourcentage, le total faisant

100% (Figure 56A et B).

Pour les protéines des geénes surexprimées a T2, 4 catégories présentent des pourcentages de
protéines significativement différents chez grxs/7 par rapport a Col-0 (Figure 56A). Il s agit
des catégories J, O, Q et S. Pour J et S, qui sont les catégories traduction//structure
ribosomique//biogénese et fonction inconnue, il y a un pourcentage de protéines inferieur chez
le mutant par rapport a Col-0. La traduction, la structure ribosomique et la biogénése sont
significativement en prourcentage inferieur chez grxs/7 en comparaison a Col-0. Les catégories
modification post-traductionnelle//renouvellement des protéines//chaperonnes (O) et
biosynthése/transport et catabolisme des métabolites secondaires (Q) ont un pourcentage de
protéines dans grxs/7 plus grand par rapport a Col-0. Les geénes codant pour des protéines
impliquées dans la biogénése de protéines sont moins représentés en termes de pourcentage
chez le mutant, contrairement a ceux codant pour des protéines du métabolisme secondaire et
des modifications post-traductionnelles dont les chaperonnes. Sachant que GRXS17 est une
protéine chaperonne de type foldase et holdase, cette information suggére qu’en absence de
GRXS17 apres 2h a 28°C, un plus grand nombre de génes codant des protéines impliquées dans
la modification post-traductionnelle, le renouvellement des protéines et avec une activité
chaperonne sont induits. Il pourrait y avoir une compensation de 1’absence de GRXS17 par
I’induction d’autres chaperonnes. Nous avons donc voulu connaitre quelles étaient les protéines
classées dans cette catégorie. Les protéines de la catégorie O de grxsl7 ont été représentées
dans le tableau A de la figure 57. Ces protéines ont également été classées par le systeme de

classification PANTHER (http://pantherdb.org/webservices/go/overrep.jsp) (Figure 57B). Les
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A

,Numer9 Nom Localisation prédite Fonction moléculaire
d’accession
AT1G02300 CATHBH1 Rex, LY Activité endopeptidase (Cys-T)
AT1G04980 PDI10 CH, RE, PC Activité disulfide isomérase
AT1G06460 ACD32.1 PE
AT1G07400 HSP20-like CY Chaperonne
AT1G18330 RVE7 NO Liaison a 'ADN (FT)
AT1G28210 DJB1, ATJ1 Ml Chaperonne
AT1G48700 CP5, CUPULIFORMIS5
AT1G49230 ATL78 ME Activité trapsfé_rase aux ions
métalliques
AT1G53950 ubiquitin-40S ribosomal S27a-like protein CY, MI, NO Ubiquitine ligase
AT1G56300 [Chaperone DnaJ-domain superfamily protein CY Chaperonne
AT1G59860 HSP20-like CY Chaperonne
AT1G74310 HSP101 CH, CY, NO Chaperonne
AT2G18650 MEE16 ME, NO AR AL
métalliques/ ubiquitine ligase
AT2G20560 DNAJ heat shock family protein CY Chaperonne
EC i Cyclophliin:like paptidyl-prolylicle-trans G, AP, CH, CY, ME, PL, VA Isomérase, chaperonne
isomerase
AT2G22980 SCPL13 Rex Activité carboxypgptidase
(de type Serine)
AT2G29500 HSP20-like CY Chaperonne
AT2G32120 HSP70T-2 CY Chaperonne
AT3G04960 trichohyalin, putative (DUF3444) G, CY,NO
AT3G08970 ERDJ3A CH, RE, PL Activité oxydo-réductase
AT3G12580 HSP70 G, AP, PC, CH, CY, MI, NO, ME, VA Chaperonne
AT3G46230 HSP17.4 CY Chaperonne
AT3G53800 FES1B CY, NO AEIEED CLEEIENED O
nucléotides adényliques
AT3G62600 ERDJ3B CY, RE, ME Chaperonne
AT4G10550 Subtilase family protein Rex Activité endopeptidase (Ser-T)
AT4G12400 HOP3 CY, NO Interactant ’HSP70 et 90
AT4G21320 HSA32 NO Activité catalytique
AT4G24190 HSP90.7 AP, CH, RE, ME, MI, NO, VA Chaperonne
AT4G25200 HSP23.6-MITO CH, MI Chaperonne
AT4G39090 RD19 Rex, LY, VA, NO Activité endopeptidase (Cys-T)
AT4G39250 ATRL1 / RAD-like 1 NO Liaison a 'ADN
AT5G06690 TRXL2.1 CH Activité oxydo-réductase
AT5G28540 BIP1 G, PC, CH, CY, RE, ME, NO, VA, PL Chaperonne
AT5G37670 HSP20-like CY, PE Chaperonne
AT5G48570 FKBP65 CY, NO, VA EEMEREE, GO (e T,
liaison calmoduline
AT5G51440 HSP20-like CH, Ml Chaperonne
AT5G52640 HSP90.1 PC, CY, ME Chaperonne

B Classification des protéines

10 -

Génes

H Protéine liant le calcium
E Chaperonnes
®Modulateur d'enzymes
®Hydrolase

¥ |somérase

= Lijaison a I'ADN

Facteur de transcription

Catégories

Figure 57 : Etude des protéines de la catégorie O

chez grxs17 a 2h a 28°C.

(A) Tableau des protéines de la catégories O
contenant le numéro d’accession, le nom de la
protéine, sa localisation et sa fonction moléculaire.
Au total, 38 protéines ont été classées dans cette
catégories. Les renseignements sur chaque gene
proviennent de la base de données TAIR (B)
Classification plus détaillée des protéines a 1’aide
du systéme de classification PANTHER. A partir
de leur base de données, 23 des 38 protéines ont été

classées par leur fonction.

Rex : région extracellulaire; LY : lysosome; CH :
chloroplaste; RE : réticulum endoplasmique; PC :

paroi cellulaire; PE :

peroxysome;

Ccy :

cytoplasme; MI : mitochondrie; ME : membrane;

G :

appareil de Golgi; AP :

apoplaste; PL :

plasmodesme; VA : vacuole; NO : noyau. FT :

Facteur de transcription




protéines chaperonnes sont tres présentes comme le montrent le tableau et le graphique et parmi
elles, des protéines disulfures isomérases (PDI). Ces protéines ont une structure proche des
TRX et sont présentes chez la plupart des eucaryotes (Edman et al., 1985; Houston et al., 2005).
Ce sont des chaperonnes moléculaires importantes dans de nombreuses fonctions telles que le
repliement des protéines ou I’isomérisation des ponts disulfures (Freedman et al., 1994;
Wilkinson and Gilbert, 2004). On remarque aussi la présence des HSP20, 70, 90, 101 et DNAJ
(Figure 57A). Elles sont, pour la majorité d’entre elles, localisées dans le cytoplasme et/ou le
noyau mais parfois dans d’autres compartiments. Les génes d’un certain nombre de protéines
chaperonnes sont donc induits en proportion plus grande chez grxs/7 a 2h a 28°C. Des protéines
aux fonctions de modification post-traductionnelle et de renouvellement de protéines comme
des peptidases, des isomérases, des transférases, des oxydoréductases ainsi que des protéines
se liant a ’ADN ont ¢ét¢ identifiées (Figure 57). Ces différents facteurs sont induits en

proportion plus grande chez grxs/7 que chez Col-0 a T2.

A T24, les pourcentages de protéines sont inversés chez grxsl7, ils augmentent dans les
catégories J et S et diminuent dans les catégories O et Q, a I’exception de la catégorie J de
grxsl7 qui est significativement différente de Col-0 (Figure 56B). Cette -catégorie
traduction//structure ribosomique//biogénese qui est plus faible a T2 chez grxsl7 est
significativement plus riche en pourcentage de protéines a T24 suggérant un délai dans

I’induction de cette voie.
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C Nombre | Annotées Figure 58 : Classification en groupe de protéines orthologues (COG) des protéines produites a
total dans COG partir des transcrits d’intérét sous-exprimés 2h et 24h a 28°C.
Sous-exprimés dans Col-0 623 451 Les protéines produites par les transcrits d’intéréts sous-exprimés 2h (A) et 24h a 28°C (B) chez Col-0 et
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[.3.2 Etude des listes de geénes réprimés chez Col-0et grxs/7 par
I’augmentation de la température :

Dans un second temps, nous nous sommes intéressé€s aux genes sous-exprimés a T2 et T24. Je
rappellerai qu’il y a 623 et 366 geénes respectivement a T2 et T24 chez Col-0 et 626 et 813 geénes
chez grxs17 (Figure 58C). Le nombre de geénes chez grxsi7 et Col-0 est ¢galement différent
pour les génes sous-exprimés a T24 avec pres de 3 fois plus de génes chez grxs!7 que chez Col-

0.

A T2, le nombre de génes est équivalent. Pour les protéines des génes sous-exprimées a T2, les
catégories B, C et E contiennent des pourcentages de protéines significativement différents chez
grxs17 par rapport a Col-0 (Figure 58A). Il y a significativement un pourcentage plus grand de
protéines dans la catégorie structure et dynamique de la chromatine (B) et plus faible de
protéines dans les catégories production et conversion d’énergie (C) et transport et métabolisme
des acides aminés (E). L’acces aux genes pour leur induction ou leur répression dépend de la
condensation de la chromatine. Lors de 1’augmentation de la température, il y a une
reprogrammation génétique et métabolomique mise en place afin de répondre au stress (Mittler
et al., 2012). Il pourrait donc y avoir une dérégulation dans cette voie qui pourrait expliquer, du
moins en partie, les différences transcriptionnelles entre grxs/7 et Col-0 dans la réponse a une

augmentation de température a 28°C.

A T24, deux catégories se distinguent en présentant des pourcentages significativement
différents chez grxs17, il s’agit de la J et de la K (Figure 58B). Elles appartiennent a la grande
catégorie fonctionnelle du stockage et du traitement de I’information. La catégorie J qui
regroupe la traduction, la structure ribosomique et la biogénése posséde une proportion de
protéines significativement plus grande que celle de Col-0. Pour la K qui regroupe les protéines
impliquées dans la transcription, la proportion de protéines est significativement plus faible

chez grxs17 que chez Col-0.

Pour conclure, ces analyses permettent de mettre en évidence que les génes des catégories
du stockage et traitement de I’information et du métabolisme ont une expression dérégulée chez

grxsl7 a T2 et T24 par rapport a Col-0.

213



786 génes surexprimés chez Col-0 en
réponse a 2h a 28°C

238 génes surexprimés chez
B Col-0 en réponse a 24h 4 28°C

Figure 59 : Heatmap des données d’expression des génes surexprimés chez Col-0 en réponse a 2h et
24h a 28°C : étude de I’expression de ces derniers chez grxsi7.

A. Carte thermique des données d’expression en log, des 786 geénes significativement surexprimés dans
Col-0 en réponse a T2 (comparaison entre TO et T2 des génes ayant un Fold Change supérieur ou égal a
2). Ces mémes genes chez grxsl7 sont également représentés sur la carte thermique pour la comparaison.
B. Carte thermique des 238 geénes significativement surexprimés dans Col-0 en réponse a T24. Les génes
ont été classés par une classification ascendante hiérarchique (dendogramme) via 1’outil Hclust. Plusieurs
clusters en découlent et sont numérotés 1 et 2 (A) puis 3, 4 et 5 (B).



1.4 Représentation des données d’expression par cartes thermiques
(heatmap) :

L’analyse précédente a permis de mettre en évidence des génes qui ne sont pas induits ou
réprimés chez grxsl7 par rapport a Col-0. Ces genes agissent dans les différentes voies décrites
plus haut. Un autre élément a également ét¢ observé chez le mutant : I’accumulation des mRNA
de nombreux genes induits suite a ’augmentation de la température, présente un retard par
rapport & Col-0. Afin de visualiser ce délai, nous avons considéré I’expression des génes de
Col-0 surexprimés et sous-exprimés dans les 2 conditions et nous 1’avons comparée a
I’expression de ces mémes genes chez grxs/7. Dans cette nouvelle analyse, nous avons décidé
d’apposer un filtre afin d’éliminer les génes peu induits ou réprimés en réponse au stress. Seuls
les génes surexprimés ayant un « fold change » supérieur a 2 et les génes sous-exprimés ayant
un « fold change » inférieur a 0,5 ont été conservés. A T2, 786 geénes sont surexprimés en
réponse a I’augmentation de température et 384 génes sont sous-exprimés et a T24, 238 genes
sont surexprimés et 134 génes sont sous-exprimés. Ces données sont présentées sous forme de
heatmap (Figures 59 et 60). Les heatmap ont été découpées en cluster numérotés de 1 a 5 pour

les génes surexprimés et de a a d pour les génes sous-exprimes.

[.4.1 Etude des listes de genes induits par I’augmentation de la température
chez Col-0 et comparaison avec grxsl7 :

Chez Col-0, 786 geénes sont surexprimés apres a 2h a 28°C (Figure 59A). Une grande partie de
ces geénes retrouve un niveau d'expression équivalent a celui du TO au bout de 24h puisque

seulement 238 genes sont surexprimés a T24.

Chez grxsi7, ’expression de ces mémes genes est différente. Les 577 geénes du cluster 1 ne
sont pas induits a T2 mais a T24 sauf certains qui ne sont pas induits du tout. Il y a donc un
délai dans I’induction de ces génes chez grxs/7. Dans le cluster 2, qui contient les autres génes,
le délai est moins marqué et les profils d’expression de ces différents génes sont hétérogenes.
Une partie d’entre eux présentent le méme profil que Col-0 et d’autres sont dé¢ja surexprimés a
TO. Le cluster 1 semble donc tres intéressant puisque les profils d’expression des genes different

de Col-0. Nous avons recherché les fonctions, les processus et les composants cellulaires
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Tableau 4 : Catégories significativement surreprésentées par les genes
du cluster 1 aprés I’usage des annotations GO.

Des annotations GO ont été effectuées sur la liste des 577 genes du cluster 1
(surexprimés a 2h a 28°C). Les fonctions moléculaires, les processus
biologiques, les composants cellulaires et les classes de protéines
significativement surreprésentés avec une p-value<0,05 sont présentés dans
le tableau ci-dessus. Un test de surreprésentation (overrepresentation test) ID
des génes vs le génome entier d’Arabidopsis thaliana a été effectué. Un test
exact de Fisher et une correction par calcul du faux taux de découverte ont
¢été appliqués.

FONCTIONS MOLECULAIRES

Constituant structural ribosomique

Les liaisons dépendantes de 'ATP

Protéines aux activités sérine/thréonine kinase

Activité peptidase
PROCESSUS BIOLOGIQUES

Traduction

Protéolyse

Processus métaboliques des glucides

Phosphorylation des protéines
COMPOSANTS CELLULAIRES

Complexe de la chaine respiratoire mitochondriale

Complexe d’oxydoréductase

Petite et grande sous-unité ribosomale cytosolique

Complexe protéique de la membrane mitochondriale interne

noyau
CLASSES DE PROTEINES

Protéases

Protéines ribosomales

Pas classées




significativement impactés par I'augmentation de température. Pour cela, nous avons effectué
des annotations GO sur les geénes du cluster 1 avec le systéme de classification Panther de
geneonthology (http://pantherdb.org/). Les résultats sont présentés dans le tableau 4. Des
fonctions moléculaires, des processus biologiques, des composants cellulaires et des classes de
protéines sont significativement surreprésentés pour les génes du cluster 1. C’est le cas par
exemple des geénes codant pour des protéines présentant une activité peptidase et des activités
sérine/thréonine kinase (phosphorylation des protéines). Ce dernier élément est connu pour agir
lors d’un stress thermique dans la transduction du signal (Mittler et al., 2012). La traduction est
¢galement surreprésentée avec des protéines ribosomales notamment la petite et grande sous-
unité ribosomale. Cette voie n’est donc pas induite correctement chez grxs/7 a T2. Enfin, il y
a le noyau, les processus métaboliques des glucides, des protéases puis des complexes
d’oxydoréductases et la chaine respiratoire mitochondriale. Ces derniers éléments montrent
donc que des voies métaboliques normalement induites lors d’un stress thermique (chez Col-0)
comme les sucres et des acides aminés impliqués dans le cycle TCA ne sont pas induites
correctement chez grxs/7 (Tableau 4) (Rizhsky et al., 2004). L’ensemble de ces ¢léments qui
sont induits chez Col-0 ne sembleraient donc pas mis en place correctement chez grxs/7 en

réponse a 2h a 28°C.

A T24, 238 genes sont surexprimés par rapport a TO chez Col-0 (Figure 59B). Parmi ces 238
genes, nous retrouvons VSP1. Si nous nous focalisons sur la carte thermique, la moitié¢ de ces
genes sont déja surexprimés a T2 (cluster 3 et la majorité du 4) mais ce n’est pas le cas pour
I’autre moitié (cluster 5). Les profils d’expression de ces geénes sont différents chez grxsi7.
Dans le cluster 3, la moitié d’entre eux ne sont pas exprimés a T2 comme chez Col-0 mais plutot
a T24, ils présentent donc un retard dans leur accumulation. De plus, /4 sont sous-exprimés a
T24 comme pour le cluster 4, alors que 4 des genes de ce cluster ont un profil d’expression
identique a celui de Col-0. Pour finir, le cluster 5 regroupe les génes qui sont surexprimés a T24
mais pour les % d’entre eux avec des profils d’expression différents de ceux de Col-0 a T2 (les
genes sont exprimés chez grxs17). Nous avons également effectué¢ des annotations GO sur les
clusters 3 et 4 qui regroupent des genes pour lesquels les expressions différent des génes de
Col-0. Cependant, I’annotation GO n’a pas mis en évidence de catégories significativement

surreprésentées.
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Figure 60 : Heatmap des données d’expression des génes sous-exprimés chez Col-0 en réponse a 2h
et 24h a 28°C : étude de I’expression de ces derniers chez grxsi7.

A. Carte thermique des données d’expression en log, des 384 génes significativement sous-exprimés dans
Col-0 en réponse a T2 (comparaison entre TO et T2 des génes ayant un Fold Change inférieur a 0,5). Ces
mémes genes chez grxs!7 sont également représentés sur la carte thermique pour la comparaison. B. Carte
thermique des 134 geénes significativement sous-exprimés dans Col-0 en réponse a T24. Les génes ont été
classés par une classification ascendante hiérarchique (dendogramme) via I’outil Hclust. Plusieurs grands
groupes (nommés clusters) en découlent : a et b (A) puis ¢ et d (B).



[.4.2 Etude des génes réprimés par I’augmentation de la température chez
Col-0 et comparaison avec grxsi7 :

Ensuite, nous nous sommes intéressés aux genes sous-exprimes en réponse a I’augmentation de
la température. A T2, 384 geénes sont sous-exprimés chez Col-0 (Figure 60A). Le retard mis en
¢vidence pour les génes surexprimés est également observé chez grxs/7 pour les génes sous-
exprimés a T2 méme s’il semble moins marqué que précédemment (Figure 5S9A). Les genes,
qui font partie du cluster a, sont globalement sous-exprimés a T24 alors que ce n’est plus le cas
chez Col-0 (Figure 60A). Pour le cluster b, la majorité des geénes se comportent comme ceux de
Col-0. grxs17 présente donc également un délai dans la répression des génes en réponse a 2h a
28°C. Nous avons réalis¢ de nouveau une annotation GO sur les geénes du cluster a (Tableau 5).
De nombreux processus biologiques sont détectés dans cette analyse notamment des éléments
du métabolisme comme la biosynthése des disaccharides et du glucane, le saccharose, les acides

a-amingés et aromatiques et les lipides.

A T24, 134 geénes sont sous-exprimés chez Col-0 (Figure 60B). Nous retrouvons la méme
tendance que chez Col-0 pour les geénes du cluster d chez grxs/7 mais ce n’est pas le cas pour
la majorité des génes du cluster ¢ qui sont surexprimés. A noter que les profils d’expression des
genes a T2 chez grxsi7 différent déja 1égérement de ceux de Col-0. Nous avons également
effectué¢ des annotations GO avec les génes du cluster ¢ mais celles-ci n’ont pas mis en évidence
de catégories significativement surreprésentées. Pour conclure, I’ensemble de ces données
montre que grxs/ 7 présente un retard dans 1’induction et la répression des geénes en réponse a

2h et 24h 4 28°C.
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Tableau 5 : Catégories significativement surreprésentées par les génes
du cluster a aprés I’usage des annotations GO.

Des annotations GO ont été effectuées sur la liste des 305 génes du cluster
a (surexprimés 24h a 28°C). La fonction moléculaire, les processus
biologiques et les composants cellulaires significativement surreprésentés
avec une p-value<0,05 sont présentés dans le tableau ci-dessus. Un test de
surreprésentation (overrepresentation test) ID des génes vs le génome entier
d’Arabidopsis thaliana a été effectué. Un test exact de Fisher et une
correction par calcul du faux taux de découverte ont été appliqués.

FONCTION MOLECULAIRE
Activité catalytique
PROCESSUS BIOLOGIQUES

Régulation négative de la voie de signalisation activée par les cytokinines

Processus catabolique de la famille des acides aminés aromatiques

Homéostasie des anions

Régulation du processus métabolique de la chlorophylle

Processus de biosynthése des disaccharides

Processus métabolique du saccharose

Processus catabolique des acides a-aminés

Processus de biosynthése du glucane

Réponse a 'acide jasmonique

Biosynthése d’acide carboxylique

Réponse aux substances inorganiques

Processus métaboliques des lipides

Processus d’oxydoréduction
COMPOSANTS CELLULAIRES

Stroma chloroplastique

Périphérie cellulaire

Membrane

Organites intracellulaires non liés a la membrane

Pas classés
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II.

Analyse métabolomique de grxsl7 a 20°C et a 28°C :

Au vu des résultats de transcriptomique mettant en évidence des voies métaboliques dérégulées,
une analyse métabolomique a été effectuée dans les mémes conditions expérimentales que
I’analyse transcriptomique a TO et a T24 chez grxsi7 et Col-0 (Figure 61A). Le métabolome
du stress thermique est assez peu étudié a 28°C mais certaines études réalisées lors de
températures plus élevées sont disponibles. Par exemple, aprés un stress thermique de 6h a
38°C, un grand nombre de métabolites sont en plus grande quantité¢ chez Col-0 par rapport a
des plantes non stressées (20°C) (Rizhsky et al., 2004). Parmi eux, on retrouve des acides
organiques (acide citrique, acide malique...), des acides aminés (B-alanine, cystéine, glycine,
lysine...) et des sucres (glucose fructose, maltose, tré¢halose...). L’analyse du métabolome a
28°C a été réalisée en collaboration avec Danilo Daloso et Alisdair R. Fernie du laboratoire
Max Plant Institute of Molecular Plant Physiology (Golm, Allemagne). Les résultats sont
représentés sous différentes formes dans les Figures 61, 62 et 63. La premicre « heatmap »
montre 1’évolution des quantités de métabolites pour Col-0 et grxs/7 aprés un traitement
thermique de 24h a 28°C par rapport a TO (Figure 61B). La seconde heatmap représente la
comparaison entre grxsl17 et Col-0 a TO et T24 (Figure 61B). Le graphe de la Figure 62 révele
le contenu en métabolites dans les plantules de Col-0 et grxs/7. Enfin, les données a T24 ont
été¢ ajoutées sur une figure représentant la syntheése de ces différents métabolites et leur
utilisation chez les plantes (Figure 63). L hydrolyse du saccharose va libérer du fructose et du
glucose, ce dernier étant important dans la glycolyse qui a pour produit le pyruvate utilisé dans
le cycle TCA qui est situé dans la mitochondrie (Figure 63). Ces deux grandes réactions vont
générer tout un ensemble de métabolites notamment les acides aminés. En réponse a
I’augmentation de la température, Col-0 augmente significativement les quantités de certains
métabolites sucrés comme le saccharose, le fructose, le glucose, le 2-amino-2-deoxyglucose, le
sorbose, le raffinose et I’érythritol a I’inverse du B-glucose (Figure 61B et 63). Les quantités de
certains acides aminés augmentent significativement comme la sérine, 1’asparagine et I’acide
glutamique et d’autres diminuent tels que I’arginine, 1’acide aspartique et la glutamine. Enfin,

le malate qui est un composé organique du cycle de Krebs augmente significativement a T24.
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Figure 62 : Représentation graphique du contenu en métabolites des plantes Col-0 et grxs17 a 20°C et aprés un traitement de 24h a 28°C.

Les résultats sont normalisés par rapport a 1’échantillon TO de Col-0. Des t-test de Student ont été réalisés sur les données et des p-value inférieures a 0,05
sont représentées par les symboles suivants: *, comparaison grxs/7 vs Col-0 a TO; #, comparaison grxsl7 vs Col-0 a T24; +, comparaison T24 vs TO dans
Col-0; -, comparaison T24 vs TO dans grxs/7.



Un certain nombre de métabolites sucrés sont significativement présents en plus forte quantité
a TO chez le mutant comme le saccharose, le fructose, le glucose, le glucosamine et le sorbose
(Figures 61C et 62). Cependant, a T24, ces mémes métabolites sont présents en plus petite
quantité que Col-0 et c’est aussi le cas pour le glucose-6-P et le tréhalose (Figure 61B et C, 62
et 63). Ensuite, le béta-glucane et I’érythritol sont en quantité plus faible a TO et a T24 (Figure
62). Si on se focalise sur les données, le saccharose, le fructose, le glucose, le glucosamine et
le sorbose sont présents en quantités sensiblement équivalentes chez grxs/7 a TO et a T24 alors
que chez Col-0 leur quantité augmente entre les deux conditions (Figure 62). Par exemple, a
TO, la quantité de glucose et de fructose chez grxsl7 est 2,3 fois plus grande que Col-0 et celle
du saccharose est, quant a elle, 1,4 fois plus élevée que Col-0. De plus, dans le trancriptome, le
processus métabolique des glucides qui est induit chez Col-0, est retardé chez grxsi7. Ces
données suggerent un défaut dans la gestion des métabolites sucrés chez grxsi7. En effet, les
quantités de certains d’entre eux sont supérieures a celles de Col-0 dans des conditions normales
et n’augmentent pas en réponse a 24h a 28°C. Ceci va impacter la glycolyse, le cycle TCA et

la production des acides aminés.

Plusieurs acides aminés sont significativement présents en quantité plus faible a 20°C chez le
mutant en comparaison avec Col-0 comme la lysine, la thréonine, la phénylalanine et I’ornithine
(Figure 61C). A 24h a 28°C, la thréonine, qui provient de 1’oxaloacétate (non mesuré) est
toujours en quantité significativement plus faible a I’inverse des trois autres (Figures 61B et C,
62 et 63). De plus, I’alanine, la B-alanine, la glycine et I’acide aspartique sont présents en
quantités significativement plus faibles chez grxs/7 par rapport a Col-0. A [Dinverse,
I’asparagine est en quantité plus grande chez grxs/7. Fait intéressant, la putrescine, métabolite
produit par la dégradation des acides aminés est présente en quantité plus importante chez
grxsl7 a TO et de manicre tres significative a T24 (Figures 62B et C, 63 et 64). J’aimerais
rappeler que les résultats d’annotation GO faites sur les 305 génes sous-exprimés du cluster a,
mettent en évidence des genes représentés significativement dans le métabolisme des acides
aminés (Tableau 5). Les acides aminés constituent la base des protéines et des quantités plus
faibles d’acides aminés chez grxs/7 suggerent une diminution de la production de protéines

notamment en réponse a la température.
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Figure 63 : Les contenus en métabolites de Col-0 et grxs17 24h a 28°C replacés dans les différents
processus métaboliques de la plante.

Les niveaux d’augmentation (rouge et rose) ou de diminution (bleu foncé et bleu clair) apres traitement de
24h a 28°C sont représentés par des carrés. Carré de gauche, plantes sauvage. Carré de droite, mutant
grxsl7. La fleche rouge représente la glycolyse. G6P, Gluctose-6-Phosphate. F6P, Fructose-6-Phosphate.
3-PGA, Glycéraldehyde-3-Phosphate. PEP, Phosphoénol-pyruvate. GABA, Acide y-aminobutyrique.



Enfin, les autres métabolites comme les acides organiques ont aussi une quantité diminuée chez
le mutant (Figures 61, 62 et 63). A TO et a T24, I’acide phosphorique est en quantité
significativement plus petite chez grxs!7 que chez Col-0 (Figure 61C). C’est aussi le cas pour
I’urée, I’acide cinnamique, le fumarate et le malate a T24, les deux derniers étant impliqués
dans le cycle TCA (Figures 61C, 62 et 63). Les quantités de citrate et de glycérate sont
significativement plus ¢élevées que Col-0 a respectivement TO et T24 (Figure 61C et 62). Enfin,
I’acide nicotinique, un précurseur du NAD" et NADP”, qui est nécessaire comme cofacteur
d’oxydoréduction au métabolisme des glucides, des lipides et des protéines est en quantité
significativement plus faible chez grxs/7 (Figure 62C et 63). Les moindres quantités de ces
métabolites qui sont notamment impliqués dans le cycle de TCA suggerent que le mutant est

impacté dans la production d’énergie.
Les résultats montrent des niveaux dérégulés en acides aminés, en putrescine, en composés

organiques et en métabolites sucrés dans grxs/7 en comparaison avec Col-0 notamment en

réponse au stress thermique ce qui concorde avec les observations précédentes.
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Figure 64 : Le transcriptome et le métabolome de grxs!7 sont dérégulés par rapport a Col-0 lors
d’un stress thermique a 28°C.

VSP1 est sous-exprimé dans grxsl7 a 20°C, 2h et 24h a 28°C. Trois génes de la HSR sont plus exprimés
dans le mutant 24h a 28°C, il s’agit d’HSP70, d’HSP90 et d’APX2. Deux génes répondant a 1’acide
jasmonique comme VSPI, PDF1.2 et PDF1.3, sont moins exprimés dans grxs/7 par rapport a Col-0 et
deux genes importants dans l’organisation de la chromatine HT7A9 et HTAI2 sont a ’inverse plus
exprimés. Face au stress thermique, grxs/7 présente un retard de réponse par rapport a Col-0. Plusieurs
¢léments de la cellule sont impactés comme les protéines liées a la chromatine, la machinerie
traductionnelle et post-traductionnelle (phosphorylation), le renouvellement protéique, les protéines les
chaperonnes, les réactions d’oxydoréduction, I’activité catalytique et les hormones. C’est également le cas
du métabolisme et des métabolites comme les nucléotides, les coenzymes, la conversion d’énergie, les
lipides, les acides aminés, la putrescine, les acides organiques, les métabolites sucrés, secondaires et les
substances inorganiques.



DISCUSSION

La réponse transcriptomique et métabolomique de grxs/7 sont dérégulées par rapport a Col-0
lors d’un stress thermique a 28°C (Figure 64). Face au stress thermique, la réponse
transcriptionnelle de grxs/7 est retardée par rapport a Col-0. De plus, VSPI est sous-exprimé
dans grxs!7 par rapport a Col-0 dans les trois conditions. Plusieurs éléments de la cellule sont
impactés comme les protéines liées a la chromatine, la machinerie traductionnelle et post-
traductionnelle, le renouvellement protéique, les protéines chaperonnes et la réponse hormonale
dépendant de 1’acide jasmonique et des cytokinines. C’est également le cas pour les métabolites
comme les nucléotides, les coenzymes, la conversion d’énergie, les lipides, les acides aminés,

la putrescine, les acides organiques, les métabolites sucrés et secondaires.

I. La réponse a augmentation a la température est dérégulée et
retardée chez grxsi7 :

VSP1 (Vegetative Storage Protein 1) fait partie des deux genes significativement communs aux
trois conditions (Figure 55D). VSP1, est un géne codant pour une phosphatase homologue a une
protéine de stockage végétatif chez le soja (Shi et al., 2010). Il a ét¢ suggéré que ce géne aurait
un role dans le stockage temporaire de réserves (fortes homologies avec les VSPs du soja) et
qu’il agirait dans le développement de la plante par son activité phosphatase. Il a ét¢ montré
que le complexe VSPI1-FLORI1 interagirait directement avec AGAMOUS dans le
développement du carpelle et des étamines lors de la floraison (Gamboa et al., 2001). GRXS17
est aussi trés exprimé dans la fleur notamment dans le carpelle (Figure 28). Il semblerait donc
que VSP1, par sa forte homologie avec les VSPs de soja, soit impliquée dans le développement
et la croissance de la plante. Dans le mutant grxs/7 on observe une diminution de 1’expression
de VSP1 en conditions normales de croissance ou lors d’un stress thermique court (2h ou 24h
a 28°C). L’interaction entre VSP1 et GRXS17 devra étre confirmée puisque nous n’avons pas
observé cela dans les IPs (chapitre 2). Pour éclaircir cette relation, plusieurs analyses
complémentaires seront nécessaires. Nous pourrions par exemple, étudier le mutant vspl, et

mettre en place un double mutant vsp/grxsl7 pour savoir s’ils agissent ou pas dans la méme
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voie (phénomene d’épistasie). Enfin, pour savoir si ces deux protéines interagissent, du BiFC

dans la plante ou des essais de double hybride en levure pourraient étre mis en place.

Le facteur du choc thermique HSFAS est retrouvé dans les geénes différentiellement exprimés a
T24 entre Col-0 et grxsl7 puisque son expression est significativement 3 fois supérieure dans
ce dernier. HSFAS8 subit une régulation redox dépendante des cystéines pour sa translocation
dans le noyau (Giesguth et al., 2015; Martins et al., 2018). Ceci va lui permettre d’agir en tant
que potentiel activateur de I’induction des facteurs de transcription ZAT10 et ZAT12. Ces deux
genes vont induire APX1 et 2 afin de détoxifier la cellule des exceés d’H»0,. Une accumulation
plus importante d’H20- dans les racines et dans les faisceaux vasculaires a été détectée a 28°C
dans le grxsl7 par rapport a Col-0 (Cheng et al., 2011a). Si tel est le cas lors d’un stress
thermique a 28°C, les expressions relatives plus ¢€levées d’HSFAS et d’APX2 dans grxsi7

pourraient en étre la conséquence afin de diminuer la quantité¢ d’H>O».

Un élément intéressant qui a été mis en évidence par les annotations COG est la proportion de
protéines chaperonnes qui sont plus grande chez grxs/7 a T2 (Figures 56 et 57). Nous avons
montré que GRXS17 était une protéine chaperonne redox-dépendante probablement en lien
avec la réponse au stress thermique et a la thermotolérance. Ces nouvelles données montrent
qu’en absence de GRXS17, il y a plus de protéines chaperonnes qui sont induites a T2 (Figures
56 et 57). Nous pouvons donc supposer que 1’absence de GRXS17 serait palliée par une
induction d’autres protéines chaperonnes. Ensuite, les processus d’oxydoréduction sous-
exprimés et les complexes d’oxydoréductases surexprimés chez Col-0 apparaissent dans ces
analyses comme retardés chez grxs!7 (Figures 59 et 60 et Tableaux 4 et 5). GRXS17 fait partie
des GRXs qui sont des enzymes présentant, pour la plupart, une activité de réduction de ponts
disulfures et de déglutathionylation (se référer a la partie V. de I’introduction). A ce jour, nous
n’avons démontré aucune activité efficace de réduction de ponts disulfures pour GRXS17 mais
des auteurs ont montré que GRXS17 était capable de réduire BolA2 in vitro (Couturier et al.,
2014). Une autre catégorie qui est mise en avant dans nos analyses est la réponse a ’acide
jasmonique (Tableau 5). VSPI répond a cette hormone et dans la littérature, ce lien entre
GRXS17 et I’acide jasmonique a déja été testé (Nagels et al., 2016). Les auteurs ont montré que

GRXS17 interagissait avec RGLG3 et RGLG4 qui sont des E3 ubiquitines ligases. Ces deux
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protéines sont suggérées agir comme modulateurs en amont de la signalisation de 1’acide
jasmonique en réponse a des stimulus variées (Zhang et al., 2012, 2015). Seulement, RGLG3,
RGLG4 et GRXS17 n’ont pas ét¢ montrées comme essentiels a la voie de signalisation de
I’acide jasmonique (Nagels Durand et al., 2016). L’acide jasmonique inhibe la croissance des
racines donc un exces de ce dernier dans grxs/7 pourrait expliquer les défauts de croissance.
Pourtant, ce n’est pas le cas car aucun des génes connus pour répondre au JA n’est régulé
positivement dans grxs/7, méme aprés une courte incubation au JA (Nagels Durand et al.,
2016). Le lien entre GRXS17 et I’acide jasmonique ne semble pas trés clair, des investigations
complémentaires seraient nécessaires. Enfin, d’autres geénes induits chez Col-0 mais avec du
retard chez grxs17 produisent des protéines impliquées dans la phosphorylation (Tableau 4).
Cette modification post-traductionnelle est trés importante puisqu’elle permet d’activer ou
d’inactiver certaines protéines comme des enzymes ou des récepteurs. Elle permet notamment
la transduction du signal par la voie des MAPK comme cela a ét¢ décrit dans la perception du
stress thermique dans la partie III de I’introduction. Des protéines kinases ont été retrouvées

dans les IPs a 20°C et a 35°C ce qui compléte ces observations (Tableaux 1 et 2).

II. La réponse métabolomique face a P’augmentation de la
température est dérégulée chez grxsl7 :

L’annotation GO sur les listes de génes des « heatmap », et le métabolome montrent une
dérégulation dans le métabolisme des sucres (Figures 61-63 et Tableaux 4 et 5). Les données
du métabolome montrent des quantités plus grandes de saccharose, de fructose et de glucose
chez le mutant a 20°C mais qui n’augmentent pas en réponse a la température (Figure 62). Nous
pouvons supposer que le mutant n’est plus capable d’induire correctement les geénes liés au
métabolisme des sucres notamment ceux en faveur de la croissance. Une cible/partenaire
potentiel(le) de GRXS17 dans le métabolisme du sucre pourrait étre ASUSI, une sucrose
synthase qui synthétise une molécule de saccharose a partir d’une molécule de glucose et d’une
molécule de fructose et qui a été identifiée parmi les partenaires hypothétiques de GRXS17
(Knuesting et al., 2015). Dans le transcriptome, les données d’expression de ce geéne sont plus
¢levées chez grxsl7 par rapport a Col-0 ce qui montre que 1’absence de GRXS17 impacte

I’expression de ce gene.
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Les résultats des annotations COG et GO et le métabolome mettent en évidence une
dérégulation au niveau du métabolisme des acides aminés (Figures 61-63, Tableaux 4 et 5). Les
quantités de la plupart des acides aminés sont moins ¢élevées chez grxsi7 par rapport a Col-0.
A D’inverse, la concentration de putrescine, métabolite produit par la dégradation des acides
aminés augmente. Ceci suggere que cette différence de quantité est peut-étre due a une
dégradation accrue des acides aminés chez le mutant. Les quantités plus petites des sucres
notamment de fructose et glucose pourraient expliquer ces quantités plus faibles d’acides
aminés (Figures 62 et 63). En effet, la glycolyse va permettre la production de certains acides
aminés et de pyruvate, ce dernier étant un précurseur du cycle TCA. La diminution du pyruvate
va impacter ce cycle et notamment la production d’acides aminés et d’énergie pour la cellule.
Les quantités de certains composés organiques de ce cycle ont été mesurées ce qui montre
qu’elles sont é¢galement diminuées chez grxs /7 face a I’augmentation de la température (Figures
61-63). Les autres métabolites précurseurs ou produits dans le cycle TCA comme le pyruvate

et le 2-oxoglutarate n’ont pas été mesurés.

Les métabolites ont €t¢ montrés pour influencer la réduction ou 1’oxydation de ces enzymes.
Par exemple, I’ADP-glucose pyrophosphorylase (AGPase), une enzyme clé¢ de la synthese
d’amidon est rapidement activée sous illumination via la réduction d’un pont disulfure
intramoléculaire par une TRX (Hendriks et al., 2003; Kolbe et al., 2005). L’activation est
¢galement favorisée par les sucres, qui agissent en addition de la lumiére. Plus récemment, une
¢tude a montré une relation entre des molécules anti-oxydantes, 1’ascorbate (AsA), le glutathion
(GSH) et la quantité d’acides aminés libres (Gulyas et al., 2017). La quantité de certains acides
aminés libres augmente dans les mutants déficients en AsA et GSH et apres un traitement H2O».
Ces données suggerent encore une fois une régulation redox des acides aminés. Enfin, 1’acide
nicotinique, un précurseur du NAD" et NADP" est en quantité significativement plus petite chez
grxsl7 ce qui va impacter les voies de réduction (Figures 62C et 63). Il y a donc plusieurs
¢vidences que les thiols et les métabolites sont liés. Différentes voies des métabolites
apparaissent comme dérégulées ou diminuées dans le mutant en réponse a la température. Nous
pouvons donc imaginer que certaines de ces enzymes ne sont pas activées et/ou inactivées
correctement chez grxs/7 en réponse a I’augmentation de la température. GRXS17 semble donc
liée a ces voies métaboliques et pourrait agir directement ou indirectement sur ces enzymes. Il

est évident que plusieurs études complémentaires sont nécessaires pour valider ce lien entre
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GRXS17 et les métabolites. En particulier, il sera intéressant de mesurer les flux métaboliques
par I’analyse de la redistribution du carbone marqué dans différents métabolites apres des
traitements des plantes par des métabolites radioactifs. Il pourrait aussi étre envisagé de mesurer
les activités d’enzymes métaboliques (e.g. des enzymes de la glycolyse et du cycle TCA) dans

le mutant grxs/7.
Pour conclure, le transcriptome et le métabolome de grxs/7 sont dérégulés, la réponse

transcriptomique est retardée et les métabolites sont globalement plus faibles que chez Col-0.

GRXS17 est-il un senseur du stress thermique ?
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Figure 65 : Modéle bilan.

La protéine chaperonne GRXS17 (sphére bleue) est sous la forme de dimeéres (avec ou sans cceurs Fe-S) et d’oligomeres (ponts disulfures et/ou liaisons
faibles) dans la cellule ou elle exerce une activité foldase. Son changement de forme (LMW vers HMW) est lié a la perte de ses cceurs Fe-S lors de
conditions oxydantes (éclair jaune) ce qui entraine un « switch » de fonction vers une activité holdase. Ces oligomeres pourraient étre des homodimeres
ou des hétérodimeres composés de cibles a protéger et/ou de partenaires liés a ses activités. Parmi les cibles et/ou partenaires candidats, nous retrouvons
BolA2 et HSP70 qui ont été identifiées dans nos approches d’IPs. Un réducteur inconnu (forme verte) réduirait la forme oligomérique composée de ponts
disulfures. Son role dans la thermotolérance pourrait étre li¢ a ses activités de chaperonne lors d’un stress thermique et pourrait étre accompagné d’une
fonction nucléaire et d’une potentielle relocalisation au noyau.



I.

DISCUSSION GENERALE

GRXS17 est un acteur de la croissance de la plante :

L’ensemble des résultats permet d’approfondir et de confirmer le réle de GRXS17 dans la
croissance de la plante a des températures normales et cela a plusieurs stades de développement
(Figure 65). Par exemple, nos analyses sur la racine montrent clairement un role de GRXS17
dans le MAR. La zone méristématique plus petite du mutant, avec moins de cellules en division
rappelle les observations faites précédemment dans les méristémes apicaux dans lesquels le
nombre de cellules souches est réduit par rapport aux plantes sauvages (Knuesting et al., 2015).
De maniére analogue aux méristemes apicaux, le MAR ne subit pas de perturbations profondes
de sa structure. Cela suggere que GRXS17 n’a pas un réle essentiel dans le fonctionnement
méristématique comme cela a été montré pour des facteurs de transcription tels que WUS et
WOXS ou dans le mutant de biosynthése de glutathion rmll (se référer a la partie 1.2 de
I’introduction) (Vernoux et al., 2000). Il est d’ailleurs intéressant de noter que le défaut de
croissance racinaire du mutant grxS/7 peut €tre partiellement réversé par un ajout exogene de
glutathion dans le milieu de culture, sans qu’une explication trés claire ne puisse étre donnée
pour Dl’instant (résultats non montrés). D’autre part, de nombreux facteurs peuvent étre
responsables des perturbations d’activité du MAR et cela nécessiterait d’autres expériences. On
peut imaginer que GRXS17 serait impliquée dans la régulation ou la protection d’une/de
protéine(s) importantes pour I’activité méristématique ou la division cellulaire. Les recherches
d’interactants de GRXS17 présentées au chapitre 2 ne permettent pas de dégager pour I’instant
un candidat potentiel dans les méristémes, parce que vraisemblablement les expériences ont été
effectuées sur des plantules enti¢res. Des immunoprécipitations effectuées sur des méristemes

seraient envisageables mais poseraient des problémes techniques de quantités de protéines.

Les phénotypes du mutant grxs/7 sont bien plus marqués a des températures de culture plus
¢levées. A 28°C, le MAR a une structure perturbée et présente des symptomes de mort
cellulaire, ce qui n’est pas le cas a température normale (20°C). On peut se demander si
I’augmentation de température exacerbe le phénotype du mutant, par exemple par le fait que la

température €¢levée provoque un stress oxydatif plus intense dans la plante. Le fait que le mutant
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grxsl7 ne soit pas hypersensible au stress oxydatif ne soutient pas cette hypothése (résultats
non montrés). Une autre hypothése serait que GRXS17 a une fonction différente a températures
¢levées. Plusieurs arguments tirés de mes résultats vont dans ce sens : (a) les perturbations
phénotypiques a différentes températures, en particulier la mise en place d’une mort cellulaire
dans les méristémes (b) la mise en place d’une activité holdase dépendante de 1’oxydation et de
la température (c) le jeu de partenaires différents a température normale et a température élevée
(d) la modification du transcriptome et du métabolome a 28°C. En effet, apres 24 h de traitement
a 28°C, j’ai observé des modifications importantes de 1’accumulation de métabolites dans les
plantes sauvages. En particulier, différents sucres, acides aminés et acides organiques liés au
cycle TCA s’accumulent apres le stress. Ces changements suggerent des modifications de flux
métaboliques et énergétiques en réponse au stress thermique. De manicre intéressante, ces
ajustements métaboliques n’interviennent pas dans le mutant grxs/7. Un déficit métabolique et
énergétique pourrait expliquer les phénotypes de croissance et I’activité méristématique ralentie
dans les mutants. Il sera intéressant de confirmer ces données en mesurant les flux métaboliques

de la glycolyse et du cycle TCA par incubation de plantes avec des métabolites marqués.

Mes expériences de complémentation du mutant grxs/7 par différentes versions de GRXS17
ont montré aussi des différences marquées a température normale et a températures élevées. Par
exemple, la lignée adressée au noyau par I’ajout d’un NLS complémente la thermotolérance
(TMHT) alors qu’elle est bien moins efficace dans le développement de la racine a température
normale. Le role de la premiere cystéine du domaine TRX a un role majeur sur la croissance a
20°C et a 28°C alors que sa mutation n’a aucun impact sur la thermotolérance (TMHT). Un
autre exemple est la complémentation par GRXS14 qui, lorsqu’elle est localisée dans le cytosol,
complémente la croissance a température normale et la TMHT. Ceci suggere qu’un seul
domaine GRX peut remplacer GRXS17 autant dans sa capacité a se localiser dans les deux
compartiments cellulaires (cytosol/noyau) et qu’interagir avec des partenaires de GRXS17.
L’absence de complémentation avec la construction ne comprenant que le premier domaine
TRX de GRXS17, confirme qu’un domaine GRX est nécessaire et/ou suffisant pour les
fonctions physiologiques de la protéine. Ces données soulignent I’importance de la localisation
ainsi que des résidus Cys et des domaines de GRXS17 dans la fonction de la protéine. Pour

¢élucider le lien structure-fonction de GRXS17, des essais de cristallisation ont été tentés en
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II.

collaboration avec le groupe de Joris Messens. Malgré 1’obtention de quasi-cristaux, ces essais

n’ont pour I’instant pas abouti.

GRXS17 est une protéine chaperonne redox-dépendante :

Lors de ces travaux de theése, nous avons identifi¢ une nouvelle fonction de la GRXS17, il s’agit
d’une fonction chaperonne (Chapitre 2). Des conditions oxydantes dans la cellule peuvent étre
causées par 1’augmentation de ROS intracellulaires notamment lors d’un stress thermique (se
référer a la partie IIlI. de I’introduction) (Mittler et al., 2012). Nous avons montré que GRXS17
possédait une activité foldase et une activité holdase et que cette derniére était acquise par la
perte des cceurs Fe-S en conditions oxydantes et de stress thermique (Figure 5 de I’article et
Figure 65). Ceci s’accompagne d’un passage d’un faible poids moléculaire (LMW) vers un plus
haut poids moléculaire (HMW _oligomérisation). Ce changement de taille est dépendant des
cystéines des sites actifs puisque lorsqu’elles sont mutées, GRXS17 perd sa capacité¢ a
s’oligomériser. L’activit¢ holdase est donc dépendante d’une oxydation et d’une
oligomérisation via ses cystéines. Ce « switch redox » dans ’activité chaperonne provoqué par
I’H20, a déja été montré pour certaines chaperonnes comme I’HSP33 et plus récemment pour
I’HSP70 (Jakob et al., 1999; Hanzén et al., 2016). La combinaison de ’H>O> et de la chaleur
vont permettre d’activer ’HSP33 (Jakob et al., 1999; Kumsta and Jakob, 2009). Chez la levure,
I’hyperoxydation de la peroxyrédoxine Tsal par I’H20; va étre nécessaire pour le recrutement
de ’HSP70 et d’HSP104 pour la désagrégation des protéines lors du vieillissement (Hanzén et
al., 2016). Mes résultats montrent, pour la premiere fois, qu’une protéine a cceur Fe-S acquiert
des capacités chaperonnes en conditions de stress. Ici, le cceur Fe-S est une structure régulatrice
de ces fonctions. De plus, les expériences avec des protéines mutées sur les cystéines
catalytiques suggerent qu’elles sont impliquées dans la coordination des clusters et dans les
activités chaperonnes. Lors de la perte du cluster, on peut se demander si des modifications
structurelles interviennent et si celles-ci induisent des changements de conformation ainsi que
des modifications de I’hydrophobicit¢ de la protéine. Les modifications des profils de
dichroisme circulaire que 1’on a observés pourraient étre un indicateur de ces modifications.
Une expérience complémentaire serait d’étudier I’hydrophobicité de la protéine aprés perte du

cluster. Ces modifications pourraient étre impliquées dans 1’établissement d’oligomeéres de
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GRXS17 via des interactions non-covalentes et/ou covalentes. Mais ces modifications
pourraient également étre responsables des interactions avec des partenaires. Mes résultats
d’immunoprécipitation avant et apres stress thermique montrent un changement important de
I’identité des interactants, pouvant étre li€¢ a cette modification structurale. Il est connu que, lors
d’un stress thermique, des modifications de conformation des protéines exposent des régions
hydrophobes (voir introduction). Il serait intéressant d’étudier si les partenaires identifiés de
GRXS17 subissent de telles modifications. Des résultats préliminaires suggerent que dans le
mutant grxs/7, une plus grande proportion de protéines est retrouvée sous forme d’agrégats
(résultats non montrés). Les protéines foldases sont impliquées dans le repliement de protéines
nouvellement synthétisées ou bien de celles qui sont partiellement dépliées a la suite d’un stress
(Hartl et al., 2011). GRXS17 pourrait donc étre impliquée dans ces deux mécanismes. En effet,
contrairement a 1’activité holdase, 1’activité foldase de GRXS17 est constitutive (avec ou sans
cluster). L association identifiée de GRXS17 avec des protéines ribosomales (ATLS et RPS7B)
par des IP a 20°C, pourrait suggérer un lien avec le repliement de protéines lors de leur

néosynthese.

Des rédoxines ayant un role de chaperonne ont été décrites, mais c’est la premicre fois qu’une
GRX de plante présente cette fonction (se référer a la partie I71.3.2.3.2 de I’introduction). Parmi
ces exemples, on retrouve la chaperédoxine CnoX d’E.Coli, les 2-Cys Per, la thiorédoxine
TRXh3, PAtNTRC et I’AtTDX (Goemans et al., 2018; Kumsta and Jakob, 2009; Park et al.,
2009a; Chae et al., 2013; Lee et al., 2009). Les protéines disulfides isomérases (PDI) ont aussi
un role de chaperonne en plus de leur fonction isomérase. Enfin, une peroxydase impliquée
dans I’¢limination de ’H20- a été identifiée comme étant une protéine chaperonne chez le riz
(Hong et al., 2018). Il s’agit d’OsAPX2 qui est capable de passer d’une activité¢ peroxydase a
une activité chaperonne par oligomérisation. Il semblerait donc que certaines protéines redox
puissent également adopter un réle de protéines chaperonnes lors d’un stress. Cette régulation
est souvent associée a des modifications de leurs cystéines par sulfénylation ou suroxydation
qui peuvent agir comme des senseurs de stress (Kumsta and Jakob, 2009; Conway and Lee,
2015). Pour GRXS17, la perte du cluster est suivie de la sulfénylation de ses cystéines
catalytiques et de la formation de ponts disulfures (Chapitre 2). Il serait également pertinent de
tester 1’activité chaperonne sur les orthologues de GRXS17 de la levure et de mammiferes et

dans les autres GRX a cceur Fe-S des plantes, pour savoir si ce role est conservé. En effet, nous
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I11.

avons observé que GRXS14 est capable de complémenter la fonction de GRXS17 dans la

thermotolérance et pourrait jouer un role de chaperonne.

GRXS17 dans des fonctions nucléaires :

En effet, la localisation nucléaire seule est suffisante pour conférer la thermotolérance a la
plante ce qui suggere que cette fonction de GRXS17 est probablement accomplie dans le noyau.
GRXS17 pourrait protéger des cibles nucléaires par son activité chaperonne lors d’un stress
thermique long de type TMHT. Trouver des cibles nucléaires que GRXS17 protegerait lors du
stress confirmerait cette derniere hypothése. Pour le moment, certains interactants nucléaires
ont été identifiés dans les IPs a 2h a 35°C comme MEES9, CNX1 et BolA2. BolA2 pourrait
étre protégée par GRXS17 lors du stress thermique. Une protéine nucléaire trés peu caractérisée
(AT1G62480) liant le calcium vacuolaire a également été identifiée dans les protéines
interactantes de GRXS17. Cependant aucune étude n’a encore montré un réle de cette protéine
dans le stress thermique. Nous avons aussi identifi¢ CPCK2 qui pourrait également étre
impliquée dans le stress thermique (Wang et al., 2014). Des essais d’IPs complémentaires pour
la seconde stratégie vont étre réalisés. L’ensemble des interactants qui ont été et qui seront
identifiés dans les futures analyses pourront éclaircir le role nucléaire de GRXS17 dans la

thermotolérance notamment la probable liaison avec son activité de protection (holdase).

Des interactants nucléaires de GRXS17 ont précédemment ¢té identifiés. Une sous-unité des
complexes NF-Y (NF-YCI11) qui lient les CCAAT box de promoteurs est un interactant de
GRXS17 (Laloum et al., 2013; Knuesting et al., 2015). Néanmoins, ce facteur n’a pas été
caractérisé plus précisément. Un autre candidat est BolA2 dont I’orthologue Fra2 chez la levure
fait partie du complexe Fral/2-GRX3/4, interagissant avec le facteur de transcription Aftl qui
régule I’homéostasie du fer (Kumanovics et al., 2008). Dans mes résultats d’IP, je n’ai pas
identifié¢ de facteurs de transcription interagissant avec GRXS17. Cela peut étre da a la faible
présence de ces facteurs dans les extraits de plantules utilisés. Mes résultats de RNAseq ont mis
en évidence une dérégulation de I’expression de cluster de geénes dans le mutant grxs/7. Ceci
pourrait suggérer qu'un ou plusieurs facteurs nucléaires pourraient étre régulés par GRXS17.

Une analyse plus ciblée des éléments régulateurs des promoteurs des génes dérégulés pourrait
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mettre en évidence des ¢léments communs. J’envisage d’effectuer cette analyse par le logiciel

MEME. D’autres candidats régulateurs pourraient étre les kinases identifiées dans les IP.

Nous avons montré que la protéine GRXS17 se trouvait sous forme d’oligomeéres lors d’un
stress. On peut se poser la question de la répartition des formes oligomériques dans le cytosol
et le noyau ? On pourrait approcher cette question en étudiant les formes dimériques et
oligomériques dans des fractions cytosoliques ou nucléaires purifiées. Ces questions ont déja
¢té décrites dans la littérature, par exemple pour NPR1, un master régulateur de 1’expression
des genes de défense chez la plante (Tada et al., 2008). Cette protéine se trouve sous forme
oligomérique dans le cytosol, formation qui est facilitée par la nitrosylation de la cystéine 156,
et en réponse a 1’attaque d’une bactérie pathogene, cette forme est réduite par la TRXhS par
coupure des ponts disulfures. La protéine est alors capable d’aller dans le noyau pour activer
les genes de défense. Nous pouvons donc supposer que, lorsque cela devient nécessaire,
I’oligomere serait réduit par un réducteur physiologique afin de permettre son changement de
compartiment. Pour valider cela, nous pourrions faire un gel natif sur nos extraits totaux et sur
des fractions cytoplasmiques et nucléaires de protéines avec un prétraitement par un réducteur
de ponts disulfures biologiques comme par exemple des GRX ou TRX cytosoliques (GRXCI1,
GRXC2, TRXh3) ou des TRX nucléaires comme NRXI1. Ces études complémentaires
pourraient également permettre de mettre en évidence le réducteur physiologique des
oligoméres de GRXS17 formés par I’activité holdase lors d’un stress (Figure 65). Pour finir,
des investigations supplémentaires sont nécessaires pour améliorer notre compréhension de ce
role de GRXS17 dans la thermotolérance et confirmer le lien entre la thermotolérance et la

fonction chaperonne.
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I.

MATERIEL ET METHODES

Matériel biologique :
I.1 Les souches bactériennes :

La souche bactérienne DHS5a d ’Escherichia Coli a été utilisée pour les clonages moléculaires
classiques. Toutes les protéines ont été produites par les souches bactériennes BL21 (DE3) ou
la soluBL21 d’Escherichia Coli pour les protéines GRXS17 contenant des mutations de
cystéines selon les recommandations du fabriquant (amsbio). Enfin, la génération de plantes
transgéniques a nécessité 1’utilisation de la souche bactérienne GV3101 d’Agrobacterium
tumefaciens. Elles ont respectivement ¢été cultivées a 37°C, a 20°C (pour la soluBL21) et 28°C
en milieu LB (Lysogeny Broth) solide (35g/L de LB agar) ou liquide (25g/L de LB). Pour la
culture d’Agrobacterium tumefaciens, du milieu YEP composé de 10g Yeast Extract, 10g de

bactopeptone et 4g de NaCl a été utilisé.

1.2 Le matériel végétal :

Les travaux présentés dans cette étude ont été réalisés sur la plante modele Arabidopsis
thaliana. Les écotypes sauvages Columbia (Col-0) et Landsberg erecta (Ler) et les mutants
knock-out (KO) grxsl7 dans ces deux écotypes (respectivement SALK 021301 et CSHL
GT22726) ont été utilisés dans cette étude. Le mutant grxs5% (knockdown) a également été
utilisé dans notre étude (Stroher et al., 2016). Les différentes lignées complémentées étudiées

ont été introgressées dans le mutant grxs/7 de I’écotype Col-0.
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Tableau 6 : Liste des amorces pour les différents clonages.

. " Vecteur de
Nom Séquences Role . ..
destination
Clonages de GRXS17
new-GRXS17-3' GCAGCAGGCTCCGCAGAAGT amorce forward pour génotyper les plantes transformées
new-GRXS17-5' GGCGCACCAGTCGTGCTTCA amorce reverse pour génotyper les plantes transformées
PromS17(2)-KPNI-53 [CTTGGTACCTTAAGTAAATGATGTATATATTGTTGATGC Amorce forward promoteur S17 -2500 avant ATG - KPNI pCAMBIA-1302
PromS17(2)-NCOI-35 | GACCATGGTCGAAGAGGGAGAAGGATCTCTTAAC Amorce reverse promoteur S17 -1 ATG — NCOI pCAMBIA-1302
s17-1-spei CGACTAGTAGTGAGCTTTTCCAAACGGCTCTTG amorce reverse 1er domaine S17 — Spel pCAMBIA-1302
s17-1-stop CGACTAGTTTAAGTGAGCTTTTCCAAACGGCTCTTG Amorce reverse - crée un STOP apres le 1¢r domaine de S17 — Spel pCAMBIA-1302
s17-3-Ncol CCATGGGGAGGAGGGGTTAGTTCA Amorce forward a partir du 3émedomaine de S17 — Ncol pCAMBIA-1302
s17-12-spei CGACTAGTAAGATCTTTGAAAGCATCTTTTAG Amorce reverse - fin du 2émedomaine de S17 — Spel pCAMBIA-1302
s17-12-stop CGACTAGTTTAAAGATCTTTGAAAGCATCTTTTAG Amorce reverse - crée un STOP aprés le 2émedomaine de S17 — Spel pCAMBIA-1302
s17-123-spei CGACTAGTTTTCTCGGTCAAGACCTTTTTC Amorce reverse - fin du 3émedomaine de S17 — Spel pCAMBIA-1302
s17-123-stop CGACTAGTTTATTTCTCGGTCAAGACCTTTTTC Amorce reverse - crée un STOP apres le 3émedomaine de S17 — Spel pCAMBIA-1302
S17-234-Ndel-F GTCATATGGCCGATGCTCTCAAGAGCCGTTTG amorce forward - a partir du 2émedomaine de S17 — Ndel pET16b
s17-1234-bamh1 GCGGATCCCTCGGATAGAGTTGCTTTGAG amorce reverse — fin du 4émedomaine de S17 — BamH1 pET16b
S17-1234-spel-R CGACTAGTCTCGGATAGAGTTGCTTTGAG amorce reverse — fin du 4émedomaine de S17 — Spel pCAMBIA-1302
§17-1234-stop CGACTAGTTTACTCGGATAGAGTTGCTTTGAG amorce reverse - crée un STOP a la fin de S17 — Spel
s17-kpn1-nco1 GCGGTACCATGGTCGGTACGGTGAAGGATATCGTTTC amorce forward — début S17 — NCOI+Kpnl PCAMBIA1302 / pFL635
s17-nco1-234 CGCCATGGCCGATGCTCTCAAGAGCCGTTTG amorce forward - a partir du 2émedomaine de S17 — NCOI pCAMBIA-1302
s17-ncoi CGCCATGGTCGGTACGGTGAAGGATATCGTTTC amorce forward — début S17 — NCOI pCAMBIA-1302
S17-Ndel-5' GTCATATGAGCGGTACGGTGAAGGATATCG amorce forward — début S17 — Ndel pET16b
s17-nls-kpn1+nco1 GCGGTACCég%i;%%%TchxggﬁﬁﬁﬁggAGGAAAGT amorce forward — ajoute un NLS devant S17 — NCOI+Kpnl PCAMBIA1302 / pFL635
Clonage de GRXS14
s14-ncoi CGCCATGGCTCTCCGATCTGTCAAAAC amorce forward S14 avec peptide d’adressage — NCOI pCAMBIA-1302
s14-ncoid64 CGCCATGGCTCTTACGCCGCAACTTAAAG amorce forward S14 sans peptide d’adressage — NCOI pCAMBIA-1302
S14-pep-Ncoi-35 CCATGGAGCATCGGAATTTAGTTGG amorce forward S14 sans peptide d’adressage — NCOI pCAMBIA-1302
s14-spei CGACTAGTAGAGCACATAGCTTTCTCCACC amorce reverse S14 — Spel pCAMBIA-1302
Clonage de cytMDH1
mdh1-nde-F GTCATATGGCGAAAGAACCAGTTC amorce forward — Start — Ndel pET16b
mdh1-bamH1-R GGATCCTTAAGAGAGGCATGAGTAC amorce reverse — Stop — Bamh1 pET16b




II.

Les Méthodes :

II.1 Les conditions classiques de cultures végétales :

II.1.1 La culture végétale sur milieu gélosé :

Les graines sont stérilisées pendant 15 minutes a I’éthanol 70% sous agitation et sont rincées a
I’éthanol 95% avant d’étre séchées sous la hotte. Ces graines sont semées sur du milieu /2 MS
(2,2 g/ de Murashige and Skoog, 0,5 g/ de MES et 1 % de plant agar (w/v), ajusté a un pH
5,8) et sont stratifiées 48h a 4°C dans le noir. Les plantules poussent sous une luminosité de
120 pmol.m™.s™" en cycle jours longs (16h de jour et 8h de nuit) a 20°C. Ces conditions ont été
systématiquement utilisées sauf indication contraire et sont nommées conditions classiques de
culture. Les semis ont été placés dans une armoire de culture en LED ou bien dans une enceinte
de culture Sanyo (MLR-351H) pour la croissance des plantes a différentes conditions de
températures (28°C et 35°C). Pour chacune des expériences, les réplicats techniques sont des
répétitions faites lors de la méme expérience. Les réplicats appelés biologiques sont les

répétitions faites lors d’expériences indépendantes sur un lot de graines différent.

I1.1.2 La culture végétale en terreau :

Dans des conditions classiques de culture, les graines sont semées sans stérilisation et
vernalisation préalable sur un mélange de quatre volumes de terreau pour 1 volume de
vermiculite. La croissance se fait dans une chambre de culture a une température constante de
20°C en condition de jours longs (16h/8h), d’une intensité lumineuse de 100 pE.m-2.s-1 avec
un pourcentage d’humidité variant de 60 a 75% Lors du cycle de reproduction, les hampes
florales sont attachées a des tuteurs puis ensachées lorsque les premiéres siliques commencent
a sécher. Les plantes sont ensuite placées en salle de séchage puis au bout de deux semaines,

les graines sont récoltées a 1’aide d’un tamis.
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Tableau 7 : Liste des amorces ayant servi a créer les mutations sur GRXS14/GRXS17 par mutagenése dirigée.

Nom

Séquences

Role

Vecteur de
destination

s14cs35

GTTGGAGAATCCAGACATCGGGAAGTC

remplace le C en S dans le site actif de S14 — amorce reverse

pCAMBIA-1302 / pET16b

s14cs53

GACTTCCCGATGTCTGGATTCTCCAAC

remplace le C en S dans le site actif de S14 — amorce forward

pCAMBIA-1302 / pET16b

s14gp35

CAGTGTTGGAGAATGGACACATCGGGAAGTC

remplace le G en P dans le site actif de S14 — amorce reverse

pCAMBIA-1302 / pET16b

s14gp53

GACTTCCCGATGTGTCCATTCTCCAACACTG

remplace le G en P dans le site actif de S14 — amorce forward

pCAMBIA-1302 / pET16b

S17-1cs-35

CTGCTTCGAAGCATCAGACCAAGAAGCCCAGAA

remplace le C en S dans le site actif du domaine 1 — amorce reverse

pCAMBIA-1302 / pET16b

S17-1cs-53

TTCTGGGCTTCTTGGTCTGATGCTTCGAAGCAG

remplace le C en S dans le site actif du domaine 1 — amorce forward

pCAMBIA-1302 / pET16b

s17-2¢cs35

CCTGCTAAACCCAGACCTAGGCTCTTC

remplace le C en S dans le site actif du domaine 2 — amorce reverse

pCAMBIA-1302 / pET16b

s17-2cs53

GAAGAGCCTAGGTCTGGGTTTAGCAGG

remplace le C en S dans le site actif du domaine 2 — amorce forward

pCAMBIA-1302 / pET16b

s17-2gp35

CTTTCCTGCTAAACGGACACCTAGGCTCTTC

remplace le G en P dans le site actif du domaine 2 — amorce reverse

pCAMBIA-1302 / pET16b

s17-2gp53

GAAGAGCCTAGGTGTCCGTTTAGCAGGAAAG

remplace le G en P dans le site actif du domaine 2 — amorce forward

pCAMBIA-1302 / pET16b

s17-3cs-35

CCCACTGAACCCAGACTTTGGTTCTTC

remplace le C en S dans le site actif du domaine 3 — amorce reverse

pCAMBIA-1302 / pET16b

s17-3cs-53

GAAGAACCAAAGTCTGGGTTCAGTGGG

remplace le C en S dans le site actif du domaine 3 — amorce forward

pCAMBIA-1302 / pET16b

s17-3gp-35

CACTTTCCCACTGAACGGACACTTTGGTTCTTC

remplace le G en P dans le site actif du domaine 3 — amorce reverse

pCAMBIA-1302 / pET16b

s17-3gp-53

GAAGAACCAAAGTGTCCGTTCAGTGGGAAAGTG

remplace le G en P dans le site actif du domaine 3 — amorce forward

pCAMBIA-1302 / pET16b

s17-4¢s-35

GGAGCTAAATCCGGATTTCGGTTCATC

remplace le C en S dans le site actif du domaine 4 — amorce reverse

pCAMBIA-1302 / pET16b

s17-4c¢s-53

GATGAACCGAAATCCGGATTTAGCTCC

remplace le C en S dans le site actif du domaine 4 — amorce forward

pCAMBIA-1302 / pET16b

s17-4gp-35

CAACTTTGGAGCTAAATGGGCATTTCGGTTCATC

remplace le G en P dans le site actif du domaine 4 — amorce reverse

pCAMBIA-1302 / pET16b

s17-4gp-53

GATGAACCGAAATGCCCATTTAGCTCCAAAGTTG

remplace le G en P dans le site actif du domaine 4 — amorce forward

pCAMBIA-1302 / pET16b




I1.2 La génération de lignées transgéniques stables :

[1.2.1 Le clonage du gene, la mutagénese et la construction des plasmides :

Les clonages ont été réalisés a I’aide des amorces présentées dans les Tableaux 6 et 7. Pour les
constructions des lignées complémentées transgéniques dans grxs/7, de I'ADNc de GRXS17
(At4g04950) a été inséré dans le plasmide Easy pGEM-T (Promega, Madison, WI, USA).
Différentes mutations ponctuelles de cystéines en sérines dans GRXS17 ont ét¢ générées a l'aide
du kit de mutagenese dirigée QuikChange II (Agilent) a 'aide d'amorces détaillées dans le
Tableau 7. Pour générer des lignées complémentées, les génes ont ensuite été clonés dans le
vecteur pPCAMBIA1302 (comme ceci : Pr35S:géne:GFP, GFP en C-terminal). Dans le but
d’effectuer des immunoprécipitations, GRXS17 a été cloné dans un vecteur pCAMBIA 1300
modifié¢ portant une séquence Flag-Flag-HA-HA fusionnée a l'extrémité C-terminale de la
protéine (comme ceci : Pr35S:géne:Flag/Flag/lHA/HA). La lignée adressée exclusivement au
noyau a €té construite par 1’ajout du peptide d’adressage nucléaire (NLS) du SV40, en N-
terminal de la protéine de fusion GRXS17-GFP. Le NES a ét¢ positionné en aval de la protéine

GRXS17 et provient de la séquence NES de RTL2 (Comella et al., 2008).

[1.2.2 La transformation des plantes par Agrobacterium tumefaciens :

Les plasmides ont été transtérés dans Arabidopsis thaliana dans grxsi7 (Col-0) via la souche
GV3101 d'Agrobacterium tumefaciens en utilisant les méthodes décrites (Clough and Bent,
1998). Les transformants ont été sélectionnés en culture in vitro dans des boites contenant du
milieu 2 MS avec 50 pg ml! d'hygromycine et controlés par PCR en utilisant les amorces
approprié¢es (Tableau 6). Les graines des transformants en F2 et les transformants des
générations suivantes sont a nouveau sé¢lectionnés sur antibiotique jusqu’a 1’obtention de

plantes homozygotes pour I’insertion.
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I1.3 L’étude de la croissance racinaire :

I1.3.1 Conditions de croissance :

Les plantules vont pousser sous des conditions de culture classique (décrites plus haut) a
différentes températures dans des boites carrées qui sont placées verticalement pour privilégier
la croissance des racines. Pour chacune des expériences et par condition, il y a un minimum de

deux réplicats techniques contenant environ 20 graines par boites.

I1.3.2 La mesure de la longueur moyenne de la racine primaire :

Pour la mesure de la longueur moyenne de la racine primaire, des photos sont prises a la fin de
chaque expérience. Ces photos sont converties en « 8-bit tiff » afin de permettre la mesure des
racines a I’aide du logiciel ImagelJ et I’extension Neuron]J. Une régle a été placée sur chaque

photo afin de pouvoir convertir la valeur mesurée en centimetres.

I1.3.3 La mesure de la vitesse d’¢longation moyenne de la racine primaire :

La croissance de la racine primaire a €té suivie tous les deux jours par un trait effectué au niveau
de la pointe de la racine. Pour la mesure de la vitesse d’élongation de Col-0 et grxs/7 a 20°C et
a 28°C, les mesures ont été prises a partir du 5™ jour aprés la mise en place dans I’enceinte de
culture Sanyo jusqu’au 15 jour. Pour Col-0 et grxsl7, 14 et 21 plantules ont respectivement
été suivies lors des 15 jours de croissance. Pour la mesure de la vitesse d’élongation lors de
I’application d’un stress thermique de 3 jours a 35°C, les croissances des racines primaires des
plantules de Col-0 (26 plantules au total), du mutant grxs/7 (27 plantules), du quadruple mutant
hsfalgk (25 plantules) et des lignées 35S:GRXS17 (4) (17 plantules) et 35S:GRXS17-
C33/179/309/416 (1) (33 plantules) ont été suivies pendant 20 jours. Les plantules ont poussé
sur du milieu classique de culture selon un régime particulier : 7 jours a 20°C, 3 jours a 35°C
et 10 jours a 20°C. Les racines primaires ont été mesurées au bout du 4°™ jour tous les deux

jours afin de calculer la vitesse d’élongation de ces racines primaires au cours de I’application

du régime.

252



I1.3.4 L’étude du méristéme apical racinaire :

Les mesures des zones méristématique et d’élongation ont été faites sur des racines de Col-0 et
grxsl7 agées de 10 jours ayant poussé verticalement in vitro dans des conditions classiques de
culture. Les racines primaires ont été colorées a I’iodure de propidium (1pg/ml, 15 minutes)
avant d’étre observées au microscope confocal. Cet agent intercalant fluorescent, excité a 535

nm, émet son max de fluorescence a 617nm.

I1.4 L’étude de la croissance aérienne :

Les graines des plantes Col-0, grxs/7, 35S:GRXS17-GFP (4), 35S:NLS-GRXS17-GFP (2) et
35S:GRXS14-GFP (1) ont été semées sur du terreau contenant de la vermiculite et ont été
stratifiées a 4°C durant 48h. Elles ont germé et poussé pendant deux semaines a 22°C en
conditions de jours longs, avec une intensité lumineuse de 180 pmol.m™2.s! et 55% d’humidité
le jour et 60% la nuit, avant que la moitié ne soit transférée a 28°C. Nous avons entrepris de
faire pousser les plantes 2 semaines a 22°C avant de les transférer puisque lors d’un premier
essai directement a 28°C, les plantules de grxs/7 ont été tres affectées et leur croissance s’est
arrétée. Pour la culture des plantes, nous avons utilisé des enceintes de culture Percival (Percival

scientifique).

Pour la premiére expérience avec Col-0, grxsl7, 35S:GRXS17-GFP (4), 35S:NLS-GRXS17-
GFP (2) et 35S:GRXS14-GFP (1), 16 plantes de chaque lignées ont été étudiées a 22°C et 16
plantes a 28°C (au total 32 plantes pour chaque). Des photos a ces deux températures ont été
prises au bout de 3 semaines de croissance et les rosettes de la moiti¢ des plantes (8 plantes par
condition) ont été récoltées et pesées. Nous avons décidé d’effectuer ceci a 3 semaines puisque
les plantes débutaient la floraison a 28°C (et certaines a 22°C), ce qui signifie que la croissance
des rosettes est terminée. Au bout de 7 semaines, les premieres plantes ont été ensachées jusqu’a
la fin de la 8°™ semaine. Elles sont restées deux semaines supplémentaires dans les enceintes
de culture Percival pour permettre la maturation des dernieres siliques. Les plantes ont ensuite
¢été séchées (arrét de I’arrosage et mis en place dans une salle de séchage) et les graines ont été
récoltées. Pour la seconde expérience, Col-0, grxs/7 et la lignée 35S:GRXS17-GFP (4) ont

poussé dans les mémes conditions. Pour chaque lignée, 12 plantes a 22°C et 12 plantes a 28°C
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ont été étudiées sur 10 semaines. Cette fois-ci, les rosettes n’ont €té ni récoltées ni pesées mais

comme précédemment, des photos ont été prises et un suivi a été fait trés régulierement.

I1.5 L’étude de la thermotolérance :

I1.5.1 Présentation de la méthode :

Les plantules ont poussé sur du milieu MS (sans MES) contenant 0,1% de saccharose, avec une
intensité lumineuse de 120 umol m? s™!' en condition de jours longs (16h de jour et 8h de nuit)
apres une stratification de 48h a I’obscurité a 4°C. Ces essais ont d’abord été effectués dans
I’équipe de Yee-Yung Charng en collaboration (Yeh et al., 2012) puis ont ét¢ adaptées et
répétées au laboratoire. Les plantes ont été semées dans une boite ronde qui a été divisée en
triangles. Ces triangles contiennent chacun 21 graines. Des réplicats techniques ont été réalisés
lors de la méme expérience. Les essais ont été répétés plusieurs fois sur différents lots de graines
frais (répétitions biologiques). Le pourcentage moyen de survivants est établi pour les plantules
ayant retrouvé une croissance foliaire apreés ces stress sont alors considérées comme
survivantes. Le nombre de survivants est divisé par le nombre total de plantules puis le résultat

est multiplié par 100 pour obtenir le pourcentage moyen de survivants.

[1.5.2 Utilisation des régimes SAT, LAT et BT :

Pour I’ensemble de ces 3 régimes, les plantules ont germé et poussé dans I’armoire de culture
a 20°C et les différents stress thermiques ont été appliqués dans un bain marie. Pour cela, les
boites ont été scellées avec du scotch d’¢€lectricien et elles ont été entourées de papier aluminium
afin de les mettre a I’obscurité lors de ce traitement thermique. Les boites ont été déposées au
fond du bain marie et la température a été minutieusement surveillée a I’aide d’un thermométre.
Ces deux derniers ¢léments permettent d’assurer un traitement thermique optimal. Pour le
régime SAT (thermotolérance acquise a court terme), les plantules ont poussé 5 jours a 20°C
avant de subir deux stress thermiques courts de 60min a 37°C et 150min a 44°C avec un
intervalle de 2h a 20°C. Le pourcentage de survivants a été calculé 9 jours apres 1’application

de ces stress thermiques. Pour la LAT (thermotolérance acquise a long terme), les plantules
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poussent 3 jours a 20°C avant de subir deux stress thermiques de 60min a 37°C et de 50min a
44°C avec un intervalle de 2 jours a 20°C. Le pourcentage de survivants a été calculé 12 jours
apres I’application de ces stress thermiques. Pour la BT (thermotolérance basale), un traitement
de 23min a 44°C au bout de 4 jours apres le début de 1’expérience a été effectu¢ sur Col-0,
grxsl7 et le mutant Aspl01. Cependant, le test n’a pas fonctionné puisque les plantules du
controle positif 4sp/01 ont eu 12 jours apres 1’application du stress thermique un pourcentage
de survivants proche de Col-0. De nouveaux essais avec un traitement plus long de 25, 28 et
30min ont été effectués mais ceci a donné le méme résultat. Les pourcentages de survivants ont
été calculés sur 2 réplicats biologiques (sauf pour BT) et avec a chaque fois deux réplicats

techniques contenant chacun deux triangles par boite.

I1.5.3 Utilisation du régime TMHT :

Les plantes ont germé et poussé dans I’enceinte de culture Sanyo ce qui permet d’appliquer le
stress thermique de 6 jours a 35°C. Le régime TMHT (thermotolérance a des températures
modérément élevées) consiste a laisser les plantes pousser 7 jours a 20°C puis a appliquer un
traitement thermique long de 6 jours a 35°C avant d’abaisser la température a nouveau a 20°C
durant 8 jours (ou plus). Le pourcentage de survivants a été calculé au bout de ces 8 jours mais
les plantes ont été laissées plus longtemps dans I’enceinte de culture afin de valider les
pourcentages de survivants. Ce régime a été testé sur la plupart des lignées complémentées lors
de 3 répétitions biologiques en prenant pour controle Col-0, grxs/7 et le quadruple mutant
hsfalgk. Chaque lignée a été testée sur 1 a 3 répétitions biologiques et avec au moins deux
triangles par répétition dans la méme boite ou une boite différente. Les lignées complémentées

choisies comme lignées de référence ont été testées sur 2 et 3 répétitions biologiques.

I1.6 L’observation des protéines taguées au microscope confocal :

Les lignées complémentées contenant le tag GFP ont été observées au microscope confocal
avec I’aide de Claire Picart de la plateforme imagerie du laboratoire. Sauf indication contraire,
I’observation s’est faite sur les racines primaires de plantules agées de 10 jours ayant poussé
sur milieu gélosé dans des conditions de culture classique. Pour chaque lignée complémentée,

au moins 5 racines ont été observées et systématiquement comparées aux racines de deux
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Tableau 8 : Liste des amorces ayant servi lors des PCR quantitatives.

Nom

AGI

Séquences

ACTIN7 AT5G09810 CCAGGAATTGCTGACCGTAT (F) / GATTGATCCTCCGATCCAGA (R)
RHIP1 AT4G26410 TGATGAAAAAGGAGAGCAGGA (F) / CATCAAATCAGCAGCTTCACA(R)
GRXS17 AT4G04950 TCCCTCGTGCTCACTTCTTT (F) / GCAGCAACAGAGTAAGCCTCA (R)
HSP70-4 AT3G12580 TCACTCGTGCTAGGTTCG (F) / TGCTGCACTTTGGGAAT (R)
HSP90-1 AT5G52640 GGAACTAAGATCACCCTCTTCCT (F) / CTCAGAGTGCTTCTTCACCAAG (R)
APX2 AT3G09640 GAGTAGTTGCTGTTGAGATCAC (F) / GTCTACCAGGATGAAATGGAAT (R)
HTA9 AT1G52740 ATGTCGGGGAAAGGTGCTAAAGG (F)/CTATTCCTTGGCGGATTTGTTG (R)
VSP1 AT5G24780 CCAAAGGACTTGCCCTAAAGAA (R) / AGAGAGGAGAGTGTCGTCTA (R)




controles : Col-0 et grxs/7 avec les mémes parameétres. Les observations au microscope
confocal ont été effectuées a I’aide du microscope Axio Observer Z1 avec le module confocal
LSM 700 et le logiciel ZEN 2010 (Zeiss). Le laser 405nm et le filtre BP 420-480 ont été utilisés
pour I’observation du DAPI, le laser 488nm et filtre BP 490-555 pour I’observation des lignées

¢tiquetées GFP et enfin, le laser 555nm pour I’iodure de propidium.

I1.7 Les analyses globales :

I1.7.1 Analyse du transcriptome par RNAsequencing :
[1.7.1.1 Plan de I’expérimentation :

Les plantules de Col-0 et de grxs/7 ont poussé 14 jours a 20°C dans des conditions classiques
de culture (il s’agit des deux premicres conditions). Elles ont ensuite été exposées a un stress

thermique de 2h a 28°C et de 24h a 28°C (les quatre autres conditions).

11.7.1.2 Extraction de ’ARN :

L’extraction d’ARN est réalisée a partir de poudre de plantes, préalablement conservée dans de
I’azote liquide, avec 1ml de Trizol/50-100mg de poudre de plantes. Apres une incubation de 5
min a température ambiante, du Chloroforme est ajouté a raison de 0,2 ml par ml de Trizol. Les
¢chantillons sont agités par retournement 15 secondes avant d’étre placés 2 a 3 minutes a
température ambiante. Les échantillons ont ensuite été centrifugés 15 minutes a 12 000g a 4°C
et le surnageant a été récupéré. L’ ARN est précipité avec de I’isopropanol a raison de 0,5ml par
ml de Trizol. Les échantillons sont ensuite incubés 10 min a température ambiante puis
centrifugés 15 minutes a 12 000g a 4°C. Le surnageant a été éliminé par retournement et les
culots d’ARN ont été lavés avec 1ml d’éthanol a 75% pour 1ml de Trizol. Les échantillons ont
ensuite €t¢ vortexés treés rapidement et a nouveau été centrifugés 5 min a 7 500g a 4°C. Le
surnageant a été jeté et les culots ont été séchés 10 min a I’air dans la glace. Ces derniers ont
ensuite été dissous dans 50ul d’eau distillée, stérile et RNase-free puis les concentrations
d’ARN ont été¢ mesurées par Nanodrop avant que les échantillons ne soient conservés a -20°C

(ou-80°C pour du long terme).
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Figure 66 : Le « pipeline » d’analyse du RNA-seq.
De 1 a 6, les différentes étapes d’analyse des données brutes du RNAseq. Les séquences de références
génomiques et le fichier d’annotation des génes sont issus de TAIR10.



I1.7.1.3 Validation par RT-qPCR :

11.7.1.3.1 Le traitement DNAse :

Le traitement DNAse a été fait sur 10ug d’ARN a partir du kit TURBO DNA-free™
(INVITROGEN) selon les recommandations du fabriquant.

11.7.1.3.2 La transcription inverse en ADNc :

La transcription inverse des ARN en ADNc apres un traitement DNAse a été réalisée a partir
du kit SuperScript™ IV Reverse Transcriptase (INVITROGEN) selon les recommandations du

fabriquant.

11.7.1.3.3 La PCR quantitative :

Les PCR quantitatives ont été réalisées avec 1’aide d’Edouard Jobet de la plateforme qPCR du
laboratoire sur les ADNc a partir du kit Takyon™ NoRox SYBR® MasterMix blue dTTP
(EUROGENTEC) selon les recommandations du fabriquant avec les amorces spécifiques
(Tableau 8). Les données des qPCR ont été analysées par la méthode d’analyse du ACt. Les
valeurs relatives des transcrits ont été normalisées sur [’expression des genes de 1’actine 7

(ACTIN7 AT5G09810) et de RHIP1 (AT4G26410).

I1.7.1.4 Séquencage et traitement des données :

Les données brutes obtenues aprés le séquencage de I’ARN (RNAseq) ont été analysées par
Marie-Christine Carpentier de la plateforme Bioinformatique du laboratoire selon le pipeline
décrit dans la Figure 66. La longueur des lectures est de 76pb. Le séquengage a été effectué en
« single-end » sur un HiSeq2500. Il y a eu 20 millions de lectures par réplicat (pour rappel il y
a eu 3 réplicats par conditions). La bonne qualit¢ des données brutes (trés bonne qualité car
supérieures a 30) a été vérifiée par Fastqc

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). On ¢élimine les lectures

correspondant aux ARNr et aux chloroplastes et mitochondries par alignement avec bowtie2
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contre ces séquences (issues de TAIR10). Seulement 3% des lectures ont été¢ ¢liminées par
réplicats. Ces données filtrées ont été alignées contre les cinq chromosomes de TAIR 10 avec
Tophat2 (Kim et al., 2013a) en utilisant les parameétres par défaut et un fichier d’annotation des
genes (un gtf) issu de TAIR10. La quantification des geénes et des éléments transposables a été
effectuée pour chaque librairie par Cufflinks (Trapnell et al., 2010). Le comptage est exprimeé
en rpkm (=lecture par kb par million de lectures alignées) ce qui a permet d’avoir une
normalisation par la profondeur de la librairie et par la longueur des geénes. Un dernier filtre a
été apposé, les genes dont la déviation standard est plus importante que la moyenne ont été
enlevés. Enfin, une analyse différentielle a été effectuée entre deux conditions (grxs/7 vs Col-
0) avec Cuffdiff (qui appartient a la suite Cufflinks) en prenant en compte le nombre de réplicats
pour chaque condition (estimation de la dispersion). Une valeur de FDR a 5% a été appliquée
pour I’analyse statistique. Pour une meilleure résolution, les génes qui sont peu exprimés (moins
d’1 rpkm dans toutes les librairies) sont enlevés. Au total, 14381 geénes sont ressortis de cette

analyse.

Les annotations fonctionnelles GO ont été réalisées a partir de FatiGO de Babelomics

(http://babelomics.bioinfo.cipf.es/) et a partir du systeéme de classification Panther d’AmiGO

(http://pantherdb.org/webservices/go/overrep.jsp). Pour détecter les catégories surreprésentées

significativement un test de Fisher a été appliqué (p-value<0,05).

Les clusters of orthologous groups (COG) sont issus de la base de données

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/ et ont été représentés sous forme de barplot sous R, pour

les génes d’intéréts.

Les heatmap ont été générées en utilisant la fonction heatmap2 du package R gplots
(https://cran.r-project.org/web/packages/gplots/index.html). Pour le clustering hiérarchique,

une distance de Pearson et une méthode de moyenne ont été utilisées.

I1.7.2 Etude du métabolome :

Les échantillons récoltés sont immédiatement congelés dans 1'azote liquide jusqu'a I'analyse par

GC-MS. 100 mg de tissus sont broyés dans 1'azote liquide a I'aide d'un cryobroyeur et remis en
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suspension dans 1,4 ml de méthanol. 60 pl d'un standard interne (0,2 mg/ml de ribitol) sont
ajoutés pour normaliser les analyses. L'extraction, la dérivatisation et l'injection des
¢chantillons ont été effectuées comme décrit par Lisec et al., (2006). Les métabolites sont
identifiés par comparaison avec des bases de données standards de métabolites (Kopka et al.,
2005; Schauer et al., 2005; Fernie et al., 2011). Les résultats obtenus sont normalisés en fonction
de la surface des pics des standards internes et mis en forme par le logiciel Xcalibur 2.1 (Thermo

Fisher Scientific).
I1.8 La génération de protéines recombinantes :

[1.8.1 Clonage du gene, mutagénese et insertion dans le plasmide
d’induction :

Pour les constructions des protéines recombinantes, 'ADNc de GRXS17 (At4g04950) a été
inséré¢ dans le plasmide Easy pGEM-T (Promega, Madison, WI, USA). Les différentes
mutations ponctuelles de cystéines en sérines dans GRXS17 ont été générées a l'aide du kit de
mutagenese dirigée QuikChange II (Agilent) a l'aide d'amorces détaillées dans le Tableau 7.
GRXS17, GRXS17-C33S, GRXS17-C179/309/416S, GRXS17-C33/179/306/416S (contenant
toutes une étiquette Histidine en N-terminal) et la malate déshydrogénasel cytosolique
(cytMDH1) d’Arabidopsis thaliana (At1g04410) ont été clonés dans le plasmide pET16b

(Novagen ; Merck Biosciences) en utilisant les amorces détaillées dans le Tableau 6.

I1.8.2 La production et la purification de protéines recombinantes :

Pour la production des protéines recombinantes, les protéines ont été produites dans les souches
bactériennes BL21 (DE3) et soluBL21 d’Escherichia coli. A partir d'une colonie résistante a
l'ampicilline (100 mg.mL™"), les bactéries ont été cultivées a 37°C et induites 3h par 100 uM
d'isopropyl-B-D-galactopyranoside (IPTG) en phase exponentielle (DO=0,5). Les bactéries ont
été centrifugées 20 min a 4500 rpm. Les culots sont conservé a -80°C avant I'extraction des
protéines. Ils ont été remis en suspension dans du tampon (Tris-HC1 50 mM pH 7,0, NaCl 100
mM et un comprimé anti-protéase (Roche) pour 25 ml). L’ extraction protéique a été réalisée a

l'aide d'un appareil de lyse cellulaire (Constant Systems Limited, Northants, Royaume-Uni).

261



Elles ont ensuite été purifiées par un kit conformément aux instructions du fabricant (kit His-

bind, Millipore).

I1.9 Etude des activités foldase et holdase :

L’activité foldase a été examinée a 1'aide de la glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PDH)
provenant de Leuconostoc mesenteroides sous sa forme lyophilisée (Sigma-Aldrich) selon Lee
etal., (2009). L’enzyme (12,9uM) est préalablement dénaturée dans une solution d’urée a 6,5M
pH 7,5 pendant 2h30 a température ambiante. Elle est ensuite renaturée en présence du composé
a tester : 3uL de la solution précédente est diluée dans 150puL de tampon phosphate (100mM)
pH 7,5 auquel on ajoute XpL du composé a tester et QSP 300uL avec de 1’eau distillée.
L’activité de la G6PDH est ensuite mesurée aux temps 0, 30, 60, 120 et 180min. Le mélange
réactionnel est composé de S0uL de I’échantillon, 350uL. de tampon Tris (100mM) pH 7,5,
20uL de NADP" (50mM), 10uL de G6P (200mM) et 370uL d’eau. La production de NADPH

est suivie a 340nm.

L’activité holdase a €té mesurée en utilisant le MDHI1 cytosolique (cytMDH1) d'dArabidopsis
thaliana (Huang et al., 2018) ou la citrate synthase (CS) de cceur de porc (Sigma-Aldrich) a
respectivement 55°C ou 43°C selon Lee et al., 2009. Le mélange réactionnel se compose de
tampon Tris pH 7,5 (50mM) QSP 800uL, de 0,5uM de cytMDH1 ou de CS et du composé a

tester. Le trouble est mesuré au spectrophotomeétre a 340nm.

I1.10 Méthodes liées aux protéines :

I1.10.1 Extraction des protéines :

Les protéines ont été extraites a partir de poudre de plantes broyées finement et d’un tampon

d’extraction.

[1.10.1.1 Extraits totaux de protéines :

Le tampon utilisé est composé de Tris pH 7,5 (50mM), NaCl (100mM) et 0,1% de SDS et
I’extraction est faite a partir de 100mg de poudre de plantes dans 500uL de tampon.
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[1.10.1.2 Extraits de protéines solubles pour les IP et la FPLC :

Le tampon utilisé est composé de Tris pH 7,5 (50mM), NaCl (150mM), 10% de glycérol,
MgCl12 (5mM), 0,1% de NP40, 1 tablette anti-protéases Roche/10mL et MG132 (10uM) et
I’extraction est faite a partir de 1g de poudre de plantes dans SmL de tampon. Pour faciliter
I’extraction, une rotation douce a 4°C a été faite pendant 2h. Les échantillons sont centrifugés

2 fois pendant 10min a 20 000g a 4°C pour sédimenter les débris.

[1.10.2 Analyse par western blot :

Deux types de gels de polyacrylamide ont été utilisés lors des analyses, des gels SDS-PAGE

préparés au laboratoire et des gels natifs préfabriqués par Biorad.

[1.10.2.1 L’utilisation des gels dénaturants SDS-Page :

Les gels dénaturants SDS-PAGE (composés de deux couches), ont été préparés en deux
¢paisseurs différentes de 0,75Smm ou 1,5mm en fonction des expériences (Acrylamide
Euromedex 30% ratio 29/1). La concentration de la couche de séparation varie de 10 a 15% en
fonction de la protéine étudiée et la couche de concentration est de 4%. Le tampon de charge
utilisé est composé de 62,5mM de Tris pH 6,8, de 10% de glycérol, 2% de SDS et de 0,1% de
bleu de Bromophénol, 5% de Pmercaptoéthanol (pour les conditions réductrices), QSP eau
distillée. Les protéines déposées dans le gel sont séparées sous un courant de 20mA par gel
(ampérage constant). La cuve contient du tampon de migration composé de 25mM de Tris-HCI,
de 250mM de Glycine et de 0,1% de SDS. Un marqueur de poids moléculaire coloré
PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus de Thermo Scientific™ est également déposé sur

les gels pour estimer le poids moléculaires des protéines.

Pour I'analyse par immunoblot, les protéines contenues dans les gels ont été transférées sur des
membranes de nitrocellulose BioRad 0,45um ou des membranes de polyfluorure de vinylidéne
(Immobilon PVDF 0,45 um, Merck Millipore™). Ces dernieres doivent étre activées avant le

transfert par une incubation de 15s dans 1’éthanol 95%. Préalablement au transfert, les gels sont
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rincés sous agitation avec du tampon de transfert pendant 10min a température ambiante. Le
tampon de transfert est composé¢ de 25mM de Tris-HCI, de 192mM de Glycine et de 20%
d’éthanol. Pour le transfert sur la membrane, nous utilisons un montage en milieu liquide. Le
transfert s’effectue a 4°C pendant 1h30 (ou 3h pour les gels de 1,5mm) a 160mA (ampérage

constant).

Une fois le transfert terminé, les membranes sont lavées sous agitation pendant 10 min a
température ambiante dans une solution de TBST. Elles sont saturées avec du lait pendant 1h30
sous agitation. Le tampon TBST est composé de S0mM de Tris-HCI pH 7,5, 150mM NacCl et
1% de Tween 20. Des anticorps polyclonaux de lapin dirigés contre GRXS17 (1: 25 000),
BolA2 (1: 5000), HSP70 (1 : 100 000) ont été utilisés. Des anticorps anti-lapin ou chévre
conjugués a la peroxydase de raifort (1:10 000) ont été utilisés comme anticorps secondaires.
Deux anticorps monoclonaux commerciaux contre la GFP et le Flag HA tous deux greffés a la
HRP ont également été utilisés. La révélation a été réalisée avec des réactifs de
chimiluminescence améliorés (Immobilon Western chimiluminescent HRP Sbstrate,

Millipore).

[1.10.2.2 L’utilisation des gels natifs :

Des gels natifs préfabriqués a gradient 4-16% ont également été utilisés conformément aux
instructions du fabricant Biorad. Les protéines sont extraites dans le un tampon natif : 50mM
de Tris-HCI pH 7, 150mM de NaCl, 10% de glycérol et une tablette anti-protéase/10ml de
tampon. Le tampon de charge utilisé¢ est composé de 62,5mM de Tris pH 6.8, de 25% de
glycérol et de 0,1% de bleu de Bromophénol, 5% de Pmercaptoéthanol (pour les conditions
réductrices), QSP eau milliQ. Le marqueur de poids moléculaire qui a été utilisé est un
marqueur natif incolore de la marque Novex. Un marqueur coloré classique est ¢galement
utilisé en parallele pour identifier la taille des protéines. Le tampon de migration est composé
de 25mM de Tris-HCI et de 192mM de Glycine pH 8,3 et la migration a lieu a 4°C a faible
ampérage (10mA). Le tampon de transfert est composé de 25mM de Tris, 192mM de glycine,
20% d’éthanol et 0,05% de SDS et le transfert est effectué 16h a 4°C a 40V. Le TBST est
compos¢ de 20mM de Tris-HCI pH 7,6, 137mM de NaCl et de 0.1% de Tween 20.
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II.11 Chromatographie d’exclusion par la taille :

Toutes les expériences ont été réalisées a partir d'un systéme de chromatographie en phase
liquide sur protéine AKTA (FPLC) (Amersham Biosciences, Suéde) a 10°C. L'absorbance a été
controlée a 280 nm. La colonne a été étalonnée avec du bleu de dextran (> 2 000 kDa), de la
thyroglobuline (669 kDa), de la ferritine (440 kDa), de I'aldolase (158 kDa), de la conalbumine
(75 kDa) et de 1'ovalbumine (44 kDa). Ces expériences ont été réalisées avec I’aide d’Anne

Debures et Julio Saez-Vaquez du laboratoire.

II.11.1 Avec la colonne superose 6 :

Pour les protéines recombinantes GRXS17 (forme sauvage et formes mutées), une colonne
Superose 6 a été utilisée, €quilibrée avec un tampon contenant 150 mM de NaCl, 50 mM Tris-
HCI (pH 7,5) et 5 mM de MgCI2 a un débit de 0,5 ml.min"'. Tous les échantillons contenant les
protéines recombinantes ont été dialysés avant I’injection. Pour les conditions réductrices, les
échantillons ont été réduits avec 100 mM de DTT avant I’injection. Ils ont été dialysés et
analysés avec le tampon contenant SmM de DTT afin de maintenir les protéines a I'état réduit.

Des fractions de 2ml ont été collectées.

I1.11.2 Avec la colonne sephacryl S300 HR :

Pour les extraits totaux de protéines de plantes, une colonne HiPrep Sephacryl S-300 HR (GE
Healthcare Life Sciences) a été utilisée. Elle a été équilibrée avec un tampon contenant 150mM
de NaCl, 50mM de Tris-HCI (pH 7,5) et 5SmM MgCI2, 10% de glycérol et 0,1% de NP40 a un
débit de 0,5 ml.min!. Les échantillons ont été extraits dans le méme tampondans lequel ont été
ajoutés 10 uM de MG132 et un cocktail anti-protéases (Roche) a une concentration de 1
comprimé/10mL. L'extraction est réalisée a partir d’1g de poudre de plantes dans 2 volumes de
tampon. Pour chaque condition, deux répétitions ont été effectué¢es. Ces deux répétitions ont été

mélangées et des westerns blot ont été réalisés a partir des différentes fractions obtenues.
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I1.12 Recherche de cible et/ou de partenaires par immunoprécipitation :

[1.12.1 Plan de I’expérimentation :

Des plantes de 14 jours ont poussé selon des conditions classiques de culture a 20°C et ont été
traitées thermiquement 24h a 28°C ou 2h a 35°C. Elles ont été récoltées et congelées
directement dans 1’azote liquide avant d’étre placées a -80°C. Les protéines ont été extraites
selon la méthode d’extraction décrite plus haut. Les immunoprécipitations ont ét¢ menées
directement sur ces extraits de protéines d’une part. D’autre part, sur un mélange des fractions
obtenues aprés FLPC allant des fractions 18-21 et 22-25 pour la condition 20°C et 16-19 et 22-
26 pour la condition 2h a 35°C (voir Figure 2C de ’article). Des protéines provenant de plantes
35S:GRXS17-Flag/HA ou 35S:GRXS17 (en contrdle) ont été utilisées pour des expériences

d'immunoprécipitation.

[1.12.2 Immunoprécipitation :

Des billes d'agarose M2 avec un anticorps anti-flag lié¢ de maniére covalente ont été préparées
selon les instructions du fabricant Sigma. Les protéines ont été¢ extraites par la méthode
d’extraction décrites précédemment a partir d’1g de poudre (I1.10.1.2). A la fin de I’extraction,
20uL d’input est récupéré (contrdle). L’extrait a été incubé avec les billes (200uL de billes/g
de matériel) pendant 1 a 2h a 4°C en rotation douce. L’échantillon a ensuite été centrifugé 1min
a 1000g a 4°C et le culot contenant les billes a été récupéré (un aliquot de surnageant est
conservé en contrdle). Quatre lavages avec ImL de tampon d’extraction sont effectués avec a
chaque fois une incubation de 15min a 4°C sous rotation et une centrifugation de Imin a 1000g
a 4°C (un aliquot du surnageant est récupéré a la fin des lavages en controle). Enfin, les
protéines ont été éluées dans une solution de glycine 0,1 M pH 2,5 (400uL pour 200uL de
billes). Le surnageant a été récupéré apres une agitation de Smin et une centrifugation de Imin

a 1000g a 4°C et a ét¢ conservé a -20°C pour la spectrométrie de masse (décrite dans 1’article).
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Résumé

L'adaptation des plantes face au stress thermique est cruciale pour leur survie et implique des
réponses spécifiques telles que I’induction de protéines chaperonnes et la production d'especes
réactives de 1'oxygéne (ROS). Les glutaredoxines (GRX), une famille de protéines thiol anti-
oxydantes, jouent un réle important dans la régulation redox et la réponse au stress oxydatif.
Mes études se concentrent sur GRXS17, une protéine multi-domaine a coeur fer-soufre. Malgré
un phénotype de développement séveére du mutant grxs/7 a des températures normales et plus
¢levées, peu est connu sur les fonctions biochimiques et les roles intracellulaires précis de
GRXS17. J’ai montré au cours de ma thése que GRXS17 fonctionne comme une chaperonne
dépendante de 1I’oxydation de la cellule. Elle présente a la fois une activité de type foldase mais
¢galement holdase. L'exposition aux stress oxydatif et thermique provoque le passage d'une
forme dimérique a des complexes a poids moléculaires élevés ce qui est consistant avec une
activité holdase. J’ai également montré que GRXS17 est requis pour la tolérance a des hausses
de température de maniére dépendante de ses cystéines catalytiques. Des approches de
transcriptomique, métabolomique et protéomique montrent une réponse au stress thermique
retardée dans le mutant grxs/7, des défauts dans I’accumulation de certains métabolites clés, et
ont permis d'identifier de potentiels nouveaux interactants de GRXS17 dans des conditions de
stress thermique. Ces ¢éléments soutiennent la fonction chaperonne de GRXS17 dans des
conditions normales et de stress thermiques.

Mots clés : Glutarédoxine, croissance racinaire, stress thermique, thermotolérance, activité
chaperonne, Arabidopsis thaliana

Abstract

Adaption of plants to heat stress is crucial for their survival and involves dedicated response
such as chaperones proteins induction and production of reactive oxygen species (ROS).
Glutaredoxins (GRX), a family of thiol redox proteins, play an important role in redox
regulation and response to oxidative stress. The focus of our studies is on GRXS17 which is a
multi-subunit iron-sulfur glutaredoxin. Despite the severe developmental phenotype of the
grxsl7 mutant at normal and elevated temperatures, relatively little is known about the
biochemical functions and precise intracellular roles of GRXS17. I show during my thesis that
GRXS17 function as a foldase and holdase redox-dependent chaperone. Oxidative and heat
stress exposure cause a shift from a dimeric form to high MW complexes which is concordant
with a holdase activity. I show that GRXS17 is required for the tolerance to moderated heat
stress in a Cys-dependent manner. Transcriptomic, metabolomic and proteomic approaches
show heat stress response delayed in grxs/7, key-metabolites defects and allowed to identify
new potential GRXS17-interactor under heat stress conditions, supporting a potential protecting
function of GRXS17 against stress damage.

Keywords: glutaredoxin, root development, heat stress, thermotolerance, chaperone activity,
Arabidopsis thaliana



