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Abréviations 
 

Abréviations 
 

ABA: acide abscissique 

ACP : analyse en composantes principales 

A. h.: Arabidopsis halleri 

A. l : Arabidopsis lyrata 

A. th.: Arabidopsis thaliana 

Ca : Calcium 

CaM : calmoduline 

Cd : Cadmium 

CM : Control medium - Milieu contrôle 

DEG : differentially expressed gene – gène exprimé différentiellement 

ETR : electron transfer rate – taux de transfert des électrons dans la chaine photosynthétique 

Fe : Fer 

ICP-MS : spectrométrie de masse couplée à un plasma inductif 

KDM : protéine lysine déméthylase 

KMe3 : Lysine triméthylée 

LP : Low Phosphate – milieu avec une faible concentration de phosphate 

NP : No Phosphate – milieu ne contenant pas de phosphate 

RNS : Reactive Nitrogen Species – espèces réactives de l’azote 

NO : Nitric Oxide – oxyde nitrique 

MAPK : Mitogen Activated Protein Kinase 

MS: milieu de culture Murashige et Skoog 

MS/MS : spectrométrie de masse en tandem 

Pi : Phosphate inorganiquek 

PKMT : Protéine lysine méthyltransférase 

PRMT : Protéine arginine méthyltransférase 

PTM : Post translationnal modification – modification post-traductionnelle 

ROS : Reactive Oxygen Species – espèces réactives de l’oxygène 

SBS : Seven Beta Strands 

SDG : SET domain containing 

SDS-PAGE: gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes 

U : Uranium 

Zn : Zinc
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A. Nutrition minérale des végétaux 

 

1. Les éléments minéraux essentiels 
 

Le transfert d’éléments chimiques du sol aux plantes est un processus fondamental qui 

permet la vie sur Terre (Verbruggen and Hermans 2013). Les plantes absorbent une partie 

des éléments présents dans le sol qui les entoure. Sur les 118 éléments du tableau périodique 

seuls 14 sont indispensables pour la croissance des végétaux et sont appelés nutriments 

essentiels. Pour être considéré comme tel, un élément doit remplir les critères suivants (Kirkby 

2012): 1/ la plante ne doit pas être à même de compléter son cycle de vie si l’élément n’est 

pas présent, 2/ la fonction de l’élément ne doit pas être remplaçable par un autre élément, 3/ 

l’élément doit être directement impliqué dans le métabolisme.  

Parmi les nutriments essentiels on distingue les macroéléments et les microéléments. Les 

macroéléments sont retrouvés dans la plante dans des concentrations de l’ordre du mM tandis 

que les microéléments sont retrouvés dans des concentrations de l’ordre du µM (Tableau 1). 

 

Tableau 1. Liste et classification des nutriments essentiels chez les végétaux. Les 14 nutriments essentiels 
sont divisés entre les macroéléments et les micronutriments. Données pour l’espèce A. thaliana extraites de 
Maathuis and Diatloff (2013) et Jones (2013). 
 

 

  

En fonction de leur concentration, ces minéraux peuvent être en excès ou en carence dans 

le sol et la plante. C’est particulièrement le cas en ce qui concerne les microéléments qui 

doivent être maintenus à des concentrations de l’ordre du µM dans la plante (Baxter et al. 

2012). L’excès de ces éléments peut rapidement provoquer des perturbations du métabolisme 

et des effets négatifs sur le développement de la plante (da Silva Lobato et al. 2016). C’est 

pourquoi les plantes ont développé des transporteurs sélectifs de certains ions qui sont 

associés à des boucles de régulation négative en cas d’excès de nutriments (Haydon, Bell, 

and Webb 2011). Lorsque ces mécanismes ne suffisent plus à contenir un excès ou une 

carence en minéraux, la plante subit un stress (voir partie B).  

  

Microélément Concentration 
Chlore (Cl) 

Bore (B) 
Fer (Fe) 

Manganèse (Mn) 
Zinc (Zn) 

Cuivre (Cu) 
Molybdène (Mo) 

Nickel (Ni) 

190 µM 
120 µM 
120 µM 
60 µM 
20 µM 
6 µM 
70 nM 
6 nM 

Macroélément Concentration 
Azote (N) 

Potassium (K) 
Calcium (Ca) 

Magnésium (Mg) 
Phosphore (P) 

Soufre (S) 

70 mM 
17 mM 
8 mM 
5 mM 
4 mM 
2 mM 
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2. Rôle du phosphore, du fer et du zinc 
 

Le phosphore (P) n’existe pas sous sa forme élémentaire dans la nature mais 

majoritairement sous des formes de phosphates (Pi). Les Pi sont des formes de P combinées 

à de l’oxygène, telles que PO4
3- ou encore H2PO4

2-, qui est une des formes absorbables par 

les plantes (Maathuis and Diatloff 2013). Cet élément a un rôle fondamental chez la plante et 

dans le vivant car il entre dans la composition des nucléotides, dont l’adénosine triphosphate 

(ATP), la monnaie énergétique du vivant (Jones 2013). Il entre également dans la composition 

de la tête hydrophile des phospholipides qui constituent les bicouches lipidiques des 

membranes plasmiques (Nakamura 2013). D’autre part, les Pi sont à la fois substrat et 

régulateur de la photosynthèse et la respiration (Maathuis and Diatloff 2013). Pour finir, les Pi 

jouent un rôle essentiel dans les cascades de signalisation chez les végétaux au travers des 

événements post-traductionnelles de phosphorylation et déphosphorylation des protéines (voir 

partie C.1 ; D.3 et chapitre II C.). 

Le fer (Fe) est principalement retrouvé sous la forme insoluble Fe3+ dans le sol. Les plantes 

ont donc développé des mécanismes d’absorption du Fe requérant la chélation ou la 

solubilisation du Fe par réduction du Fe3+ en Fe2+ (Maathuis and Diatloff 2013). Le Fe est un 

élément limitant la croissance des plantes car il est essentiel au transport des électrons dans 

la chaîne photosynthétique (Ravet et al. 2009). La majorité du Fe absorbé par les plantes est 

retrouvé au niveau des feuilles qui contiennent les chloroplastes (80 % du Fe dans la plante), 

le siège de la photosynthèse. L’homéostasie de cet élément est régulée de façon très précise 

grâce à des protéines complexant le métal, telle que la ferritine (Ravet et al. 2009 ; Briat et al. 

2010 ; Reyt et al. 2015). Cette complexation est essentielle car le Fe peut participer à la 

production de ROS via le cycle de Fenton (voir partie B. 2). 

Au contraire du Fe, le zinc (Zn) n’est pas sujet à des changements d’état oxydatif et est 

retrouvé sous forme Zn2+ dans la plante (Maathuis and Diatloff 2013). Ce métal n’a pas activité 

oxydo-réductrice, ce qui le rend propre à interagir avec des macromolécules sensibles comme 

les protéines ou l’ADN (Sinclair and Krämer 2012). C’est pour cette raison qu’il est essentiel 

comme cofacteur structural ou catalytique de facteurs de transcription et autres enzymes 

impliquées dans le métabolisme de l’ADN. Par exemple, les facteurs de transcription à doigt 

de Zn contiennent un ion Zn2+ et sont capables de reconnaître spécifiquement une séquence 

d’ADN afin de contrôler l’expression des gènes (Takatsuji 1998). 
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3. Eléments non essentiels et toxiques 
 

Certains éléments présents dans le sol ne sont pas essentiels au développement de la 

plante. C’est le cas de certains éléments traces métalliques (ETM) tels que l’uranium (U) ou le 

cadmium (Cd) qui sont naturellement présents en faibles quantités dans la croute terrestre.  

Les causes majeures de pollution par le Cd sont le résultat d’activités anthropiques, telles 

que l’extraction de Zn du sol et l’amendement d’intrants dans l’agriculture. Ces observations 

soulèvent l’opinion publique car une concentration de 10 mg de Cd par kg de sol constitue 

déjà une menace pour les écosystèmes (Tóth et al. 2016). Le fait que cette pollution soit 

répandue à travers le globe et le risque de contamination de la chaîne alimentaire associé 

positionne le Cd à la 7ème place sur la liste des substances à risque établie par l’Agence des 

substances toxiques et des maladies (ATSDR 2017). De plus, le Cd n’a pas de rôle connue 

dans le monde du vivant excepté chez la diatomée marine où le métal peut, dans certaines 

conditions, participer à l’acquisition du carbone (Lane and Morel 2000). Chez l’Homme, 

l’exposition chronique au Cd peut mener au développement de maladies graves associées 

aux reins, au système respiratoire, au système reproducteur ou encore à la structure des os 

(pour revue, voir Godt et al. 2006). 

L’U est un ETM non essentiel mais également un radionucléide. Les activités 

anthropogéniques ont participé à l’augmentation des concentrations d’U dans les sols (Bigalke 

et al. 2018) et les eaux (Coyte et al. 2018). Ces activité sont principalement représentées par 

l’extraction d’U, l’exploitation du Pi et la fertilisation des terres arables avec du Pi (Schnug and 

Lottermoser 2013). En effet, les engrais phosphatés peuvent contenir de grandes quantités 

d’U à cause de la forte affinité du radionucléide pour le Pi. L’accumulation de l’U dans le sol et 

l’eau augmente le risque d’accumulation dans les tissus végétaux et par conséquent le risque 

de contamination de la chaîne alimentaire (pour revue, voir Anke et al. 2009). En effet, l’U 

ingéré par les humains provient à 33% des végétaux, ce qui constitue la deuxième source d’U 

après l’eau potable (Anke et al. 2009). L’exposition chronique peut mener à de nombreuses 

pathologies chez l’Homme allant de maladies des reins (pour revue, voir Vicente-Vicente et al. 

2010), des os (Vidaud et al. 2012), à des effets sur le cerveaux (Tournier et al. 2009) en 

passant par des effets génotoxiques (Thiebault et al. 2007). 
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4. Notions de spéciation, biodisponibilité et réactivité chimique  
 

La spéciation d’un métal représente l’ensemble des formes chimiques et physiques de 

l’élément dans un environnement donné. Les formes chimiques comprennent l’état 

d’oxydation, la charge, la proportion et nature des formes complexées. Les formes physiques 

sont déterminées par la répartition dans les différentes phases du sol (solubles/solides ; 

Menager, 2009). La spéciation d’un métal dans un milieu donné influence sa solubilité, son 

taux de précipitation, son équilibre acido-basique, les possibles réactions de transfert 

d’électrons, sa diffusion et sa réactivité. La spéciation dépend, de façon non exhaustive, de 

paramètres tels que la nature géologique du sol, la température, la pression ou encore le pH 

(Gupta et al. 2013). 

Tous ces éléments sont des facteurs clés qui définissent la biodisponibilité d’un métal pour 

les organismes mais surtout son activité biologique une fois dans l’organisme (Ãlvarez-

Fernandez et al. 2014). Un élément, qu’il soit toxique ou essentiel, est dit biodisponible lorsqu’il 

est présent dans la zone d’absorption des racines sous une forme directement absorbable. 

Les métaux sous leurs formes ioniques sont considérés comme des acides de Lewis. En 1963, 

Ralph G. Pearson (Pearson 1963) expose sa théorie « Hard and soft acids and basis » qui 

reprend la classification de Lewis. Cette théorie classe les ions métalliques en 3 catégories de 

réactivité chimique : acides ou bases durs, mous et intermédiaires (Tableau 2). 

). Les acides durs s’associent préférentiellement avec des bases dures par des interactions 

ioniques. Par exemple, l’ion uranyle UO2
2+ est capable de former des complexes avec les ions 

orthophosphates PO4
-. Les acides mous interagissent préférentiellement avec des bases 

molles par des interactions covalentes. Par exemple, le Cd2+ est capable de former des liaisons 

covalentes avec des molécules contenant des fonctions thiols. Les acides intermédiaires 

peuvent à la fois réagir avec des bases dures ou molles (Menager et al. 2009). À noter que 

certains métaux sont classés dans différentes catégories selon leur degré d’oxydation, 

reflétant l’importance de la spéciation dans leur réactivité chimique. 

 

Tableau 2. Classification des acides et bases de Lewis selon Pearson. *R représente une molécule organique. 

Données adaptées de Pearson (1969). 

 

 Durs Intermédiaires Mous 
 
 
Acides 

H+, Li+, Na+, K+, Be2+, 
Mg2+, Ca2+, Sr2+, Al3+, 
Sc3+, Ga3+, La3+, Cr3+, 
Co3+, Fe3+, As3+, Ir3+, 
Si4+, Ti4+, Zr4+, Th4+, 

Pu4+, UO2
2+ 

Fe2+, Co2+, Ni2+, Cu2+, Zn2+, 
Pb2+ 

Cu+, Ag+, Au+, Tl+, Hg+, 
Cs+, Pd2+, Cd2+, Pt2+, 

Hg2+ 

 
Bases 

H2O, OH-, *RCO2
-, PO4

-, 
SO4, CO3

2-, *ROH, NH3, 
*RNH2 

Cl-, imidazole *R2S, *RSH, *RS-, I- 
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Spéciation, biodisponibilité et réactivité sont donc étroitement liées et définissent 

l’activité biologique et la toxicité éventuelle d’un métal (Figure 1). C’est particulièrement le cas 

pour l’U, dont la spéciation est fortement influencée par le pH et la présence de ligands, tels 

que le Pi, le carbonate ou le citrate (Figure 2A, Laurette et al. 2012a). En effet, les 

modélisations de spéciation chimique effectuées dans cette étude ont montré que l’U n’est 

présent sous forme libre qu’en très faibles proportions et seulement à pH acide (< 5). De plus, 

les modélisations avec ajout de carbonate, Pi ou citrate illustrent la nature de l’U comme métal 

dur. Lorsque qu’un de ces ligands est ajouté au milieu, l’U est principalement retrouvé sous 

forme complexée avec le ligand en question. Dans cette étude des dosages par spectrométrie 

de masse couplée à un plasma inductif (ICP-MS) ont permis de montrer que la spéciation 

influence l’absorption de l’U (Figure 2B, Laurette et al. 2012a). Dans un milieu de culture de 

référence, à pH 4 ou 7, ou en présence de carbonate, à pH 4, l’U est principalement retrouvé 

dans les tissus racinaires et est très peu transloqué vers les feuilles. Lorsque le pH est 

augmenté à 7 en présence de carbonate ou, quel que soit le pH, en présence de citrate, le 

scenario est inversé avec une forte translocation du métal des racines vers les feuilles. 

Finalement, lorsqu’une forte concentration de phosphate est présente dans le milieu, l’U est 

principalement adsorbé au niveau de la surface des racines. 

 

 
Figure 1. Liens entre spéciation, biodisponibilité et activité biologique d’un élément trace métallique. 
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Figure 2. Spéciation de l’U et bioaccumulation. Figure issue de Laurette et al. (2012). (A) Spéciation de l’U en 
fonction du pH et de l’ajout de phosphate, carbonate ou citrate. (B) Modèles d’absorption de l’U.BM : Basic Medium, 
milieu de référence utilisé dans cette étude. Carb : carbonate. Cit : citrate. Phos : phosphate 
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5. Absorption et transport des minéraux du sol vers la plante 
 

L’absorption des minéraux se fait principalement au niveau des poils absorbants et de 

l’épiderme racinaire (Figure 3A). Les solutés de petit poids moléculaire, tels que les ions, sont 

capables de diffuser passivement à travers la paroi cellulaire qui constitue la première barrière 

face aux éléments non essentiels au développement de la plante. En effet, les parois 

cellulaires sont constituées d’un enchevêtrement de polymères complexes, telles que la lignine 

et la pectine, qui permettent de fixer certains ions et molécules. Certains ETM toxiques, comme 

le Cd (Figure 3B ; Krzesłowska 2011) ou l’U, sont retrouvés dans les parois des cellules 

racinaires où ils peuvent former des précipités (Figure 3C ; Laurette et al. 2012a). 

 

 
Figure 3. Absorption des nutriments et paroi cellulaire. (A) Racine primaire d’Arabidopsis thaliana observée en 
microscopie optique. Barre : 100 µm. (B) Fixation de Cd dans la paroi cellulaire. Figure adaptée de Parrota (2015). 
(C) Observation en microscopie électronique de racines de tournesol exposées à l’U pendant 72 heures. Figure 
adaptée de Laurette et al. (2012a). 

 

Néanmoins, certains ions présents en grande quantités ou n’étant pas bien fixés par 

les composants des parois sont capables de diffuser dans les premières couches cellulaires 

des racines. Ces ions peuvent diffuser librement dans les parois des cellules de l’épiderme et 

du cortex. Cette voie de transfert radial des éléments est appelée la voie apoplastique (Figure 

4). La troisième file cellulaire dans la racine d’A. thaliana, l’endoderme, constitue une deuxième 

barrière aux solutés non désirés car dans les parois des cellules de ce tissu on retrouve une 

accumulation de suber et de lignine, des polymères très imperméables qui constituent les 

bandes de Caspari (Andersen et al. 2015). Il est important de noter que l’imperméabilité 

apoplastique de l’endoderme n’est pas équivalente tout le long de l’axe racinaire (White 2012) 

et ce, plus particulièrement au niveau de l’apex racinaire où les bandes de Caspari ne sont 

pas encore formées (Andersen et al. 2015). Ce phénomène rend l’apex racinaire 
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particulièrement sensible aux éléments toxiques du sol et explique pourquoi c’est une des 

premières zones touchées par les éléments non essentiels toxiques (Dinneny et al. 2008). 

L’autre voie de transfert radial des éléments est appelée voie symplasmique, elle 

permet de faire passer les ions des parois aux cytoplasmes. Afin d’atteindre le cytoplasme, les 

ions doivent être pris en charge par des transporteurs sélectifs qui leur permettent de traverser 

la membrane plasmique. Ces derniers constituent la barrière la plus sélective aux éléments 

toxiques. Cette voie permet aux ions sélectionnés de passer de cellule en cellule par les 

connections symplasmiques appelées plasmodesmes et ce jusqu’aux bandes de Caspari des 

cellules de l’endoderme et d’atteindre les vaisseaux du xylème (Figure 4). Les ions peuvent 

emprunter la voie symplasmique au niveau des poils absorbants et de l’épiderme, du cortex 

ou de l’endoderme. 

Après avoir été transporté de façon radiale dans les tissus racinaires, les ions sont 

chargés dans le xylème. Cette étape constitue la dernière barrière aux ions non désirés et 

requiert également des transporteurs sélectifs. Certains ions peuvent être complexés à des 

molécules afin qu’ils ne soient pas toxiques lors du transport. Par exemple, le Fe est complexé 

aux acides organiques nicotianamine ou citrate pour maintenir sa solubilité et éviter qu’il 

n’entre dans la formation de ROS par réaction de Fenton (Kim and Guerinot 2007). Une fois 

dans le xylème les ions peuvent être distribués au reste de la plante (Figure 4). 

 

 
Figure 4. Transport des éléments dans les racines et vers les feuilles. Les voies symplasmique et apoplastique 

assurant le transfert radial des éléments dans le cylindre racinaire sont présentées en rouge et violet, 

respectivement. 
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Les transporteurs de nutriments essentiels ont une sélectivité imparfaite et un élément non 

essentiel peut partager certaines propriétés chimiques et/ou physiques avec un élément 

essentiel. Pour ces deux raisons il peut exister une compétition entre un élément essentiel et 

un non essentiel pour un même transporteur (Clemens and Ma 2016). Le transport de l’U au 

sein de la plante implique des mécanismes qui sont encore inconnus. L’U perturbe 

l’homéostasie et l’expression des gènes liés à l’absorption du Fe, tel que le transporteur IRT1 

(Doustaly et al. 2014). Néanmoins, Berthet et al. (2018) ont montré que l’U n’emprunte pas le 

transporteur de haute affinité pour le Fe IRT1 pour entrer dans les tissus racinaires. Le 

transporteur IRT1 est situé au niveau de la membrane plasmique des cellules et permet 

principalement l’absorption de Fe mais aussi d’élément comme le manganèse, le Zn ou le Cd 

(Korshunova et al. 1999). Ce transporteur fait partie de la famille de transporteurs ZIP qui 

assure le transport d’ions métalliques divalents (Barberon et al. 2014). Le Cd peut également 

être transporté par des transporteurs de Zn et de calcium (Ca) (Mendoza-Cózatl et al. 2011; 

Baliardini et al. 2015). Au niveau du chargement du xylème, le principal transporteur de Cd est 

HMA4, un transporteur de Zn. C’est d’ailleurs ce transporteur qui explique, en partie, les 

propriétés d’hyperaccumulation de Cd et de Zn chez l’espèce Arabidopsis halleri. En effet, 

chez cette dernière, 3 copies du gène HMA4 sont retrouvées dans le génome (Hanikenne et 

al. 2008).  

Une fois dans la plante, les éléments toxiques perturbent l’homéostasie des minéraux 

essentiels en rentrant en compétition avec d’autres transporteurs ou avec des molécules 

chélatrices organiques ou des métalloprotéines. Par exemple, l’U perturbe à la fois 

l’homéostasie du Fe et celle du Pi. En effet, l’U provoque une relocalisation du Fe, 

certainement des parois et des vacuoles vers le cytoplasme, et engendre une déplétion du 

pool des composés phosphorylés dans les cellules (Berthet et al. 2018). Le Cd peut, quant à 

lui, directement se lier de façon covalente aux fonctions thiols des protéines, entraînant, entre 

autres, des perturbations dans les chaînes de transfert d’électrons de la photosynthèse et de 

la respiration. 
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6. Hyperaccumulation et phytoremédiation d’éléments toxiques 
 

a) Les plantes hyperaccumulatrices du genre Arabidopsis 

 

Une forte proportion de plantes tolérantes et hyperaccumulatrices d’ETM est retrouvée 

dans la famille des Brassicacées. En effet, sur environ 400 espèces connues, 87 sont 

considérées comme hyperaccumulatrices (Brooks et al. 1998). La famille des Brassicacées 

est la famille d’A. thaliana, la plante modèle en biologie végétale. A. thaliana a été désignée 

plante modèle car elle possède un cycle de vie court (environ 3 mois de la graine à la graine) 

et pratique l’auto-fertilisation (possibilité d’avoir des plantes homozygotes). De plus, elle 

possède un petit génome diploïde facilement manipulable (transformation par Agrobacterium 

tumefasciens Meinke 1998, Crispr-CAS9 Bortesi and Fischer 2015). Le génome a été 

séquencé en 2001 (The Arabidopsis Genome Initiative 2000) et, depuis, un grand nombre 

d’informations ont été accumulées au niveau génomique, transcriptomique et protéomique, y 

compris des données en lien avec la réponse à certains ETM, tels que le Cd (Villiers et al. 

2011; Herbette et al. 2006) et l’U (Doustaly et al. 2014). 

Parmi la vingtaine d’espèces du genre Arabidopsis, on retrouve A. halleri, une espèce 

hyperaccumulatrice et tolérante au Zn et au Cd (Verbruggen et al. 2009). En effet, A. halleri 

possède des mécanismes qui lui permettent de tolérer et transloquer une grande quantité de 

ces 2 métaux de ses racines vers ses feuilles. Récemment, des données de transcriptomiques 

de plantes d’A. halleri exposées à un stress induit par le Cd (Corso et al. 2018) et par le Zn 

(Schvartzman et al. 2018) ont été publiées. Ces données ont mis en évidence que la synthèse 

des flavonoïdes était essentielle à l’hyperaccumulation et la tolérance au Cd (Corso et al. 

2018). D’un autre côté, l’hyperaccumulation de Zn entraine une réponse de type carence en 

Fe (Schvartzman et al. 2018). 

Plusieurs populations d’A. halleri Figure issues de sols contaminés par des ETM sont 

actuellement étudiées dans différents laboratoires. Ces populations de différentes origines 

géographiques ont évolué de façon distincte et ont acquis des propriétés particulières de 

tolérance et d’accumulation du Cd et du Zn. Cela est illustré sur la Figure 5 où la tolérance au 

Cd des 3 populations d’A. halleri utilisées au cours de ce travail est comparée (Meyer et al. 

2015). Ces populations ont pour origine les sites d’Auby (France), du Val del Rizo en Italie 

(population I16), et de Bukowno en Pologne (population PL22). De fortes différences de 

tolérance au Cd sont observables entre ces populations d’A. halleri, elles-mêmes 4 à 6 fois 

plus tolérantes au Cd qu’A. thaliana et A. lyrata. A. lyrata est la plus proche parente d’A. halleri 

au niveau génomique mais elle ne possède pas les capacités de tolérance et d’accumulation 

de Zn ou de Cd. Son génome est séquencé depuis 2011 (Hu et al. 2011). 
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Figure 5. Tolérance au cadmium de différentes espèces du genre Arabidopsis. Données adaptées de Meyer 
et al. 2015. A. th : Arabidopsis thaliana écotype Col0. A. l: Arabidopsis lyrata. A. h: Arabidopsis halleri (populations 
Auby, I16, PL22). 

 

b) La phytoextraction 

 

Les techniques conventionnelles de remédiation des sols pollués par des ETM 

toxiques, du type excavation des sols et lavages chimiques, sont peu efficaces, chères et 

lourdes à mettre en œuvre. C’est pourquoi depuis les années 1980, la remédiation des sols 

par les plantes gagne en intérêt. Cette méthode appelée phytoremédiation, et principalement 

une des variantes de cette technique, la phytoextraction, détourne les propriétés d’absorption 

et d’accumulation des plantes à notre intérêt. La phytoextraction ou phytoaccumulation est 

l’utilisation de plantes pour l’extraction d’éléments traces du sol. Des plantes produisant une 

forte biomasse ou dites hyperaccumulatrices peuvent accumuler des quantités non 

négligeables de métaux dans leurs tissus aériens. Une plante est considérée comme 

hyperaccumulatrice lorsqu’elle accumule un certain pourcentage de métaux (voir exemples 

Tableau 3).  
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Tableau 3. Exemple d’espèces hyperaccumulatrices de métaux. 
 

Métal % masse sèche Exemple d’hyperaccumulatrice 
cadmium 

 
 
 

plomb 
 
 

nickel 
 
 

cobalt 
 

 
zinc 

0,01 % 
 
 
 

0,1 % 
 
 

0,1 % 
 
 

0,1 % 
 

 
1 % 

Arabidopsis halleri 
Thlaspi caerulescens  

(Cunningham et al. 1997; Cosio 2004) 
 

Brassica juncea  
(Epstein et al. 1999) 

 
Berkheya coddii  

(Keeling et al. 2003) 
 

Haumaniastrum robertii  
(Brooks et al. 1998) 

 
Arabidopsis halleri 

Thlaspi caerulescens  
(Cunningham et al. 1997; Cosio 2004) 

 

Les fonds nécessaires à l’établissement d’une couverture végétale sont minimes et 

permettent de garder la structure du sol et sa composition biologique en microorganismes, 

micro et macro invertébrés et végétaux. Les déchets liés à la phytoremédiation peuvent être 

incinérés, ce qui prend une place infime comparé à des tonnes de sols excavés et stockés. 

De plus, ces déchets peuvent être valorisés dans certaines filières non-alimentaires (Agence 

de l’environnement et de la maîtrise de l’énergie 2015).  

Néanmoins, avec la phytoextraction, la dépollution est limitée à l’ampleur du système 

racinaire (Kruger et al. 1997). La durée du traitement est dépendante de la croissance des 

plantes et du climat. De plus, si la concentration en ETM est trop forte, le sol peut ne pas être 

propice à la culture. Enfin, la phytoextraction sur un site contaminé par plusieurs ETM est 

encore mal étudiée. 

 Le tabac (Nicotiana tabacum) n’est pas considéré comme une plante 

hyperaccumulatrice d’ETM mais c’est une espèce produisant une forte biomasse. Sur des sols 

faiblement pollués en Cd (< 1 mg/ kg de sol), le tabac est capable de pousser et d’extraire 

jusqu’à 10% du Cd présent dans le sol (Yang et al. 2017). 

 Plusieurs études sur des sols contaminés par de l’U ont été menées in situ (Saritz 2005; 

Willscher et al. 2013; Knox et al. 2008). Ces dernières montrent que les facteurs de transfert 

du sol à la plante sont particulièrement faibles. Des études sont encore nécessaires pour 

évaluer l’amélioration possible de l’extraction mais son application actuelle ne parait pas 

envisageable. En condition de laboratoire et principalement en culture hydroponique, 2 

espèces se distinguent des autres par leur faculté d’absorption de l’U, la moutarde indienne et 

le tournesol. Le tournesol, par exemple est capable d’absorber jusqu’à 15 g d’U/kg de matière 

sèche (Dushenkov et al. 1997).  
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B. Réponse aux stress et plasticité des végétaux 

 

1. Les plantes face à l’environnement : organismes sessiles, stress et adaptation 
 

Les végétaux sont des organismes sessiles et cette condition les contraint à être flexibles 

pour s’adapter à leur environnement, survivre et se reproduire. Les plantes ont développé des 

mécanismes de réponse et d’adaptation sophistiqués leur permettant d’examiner les 

conditions environnantes et internes (nutriments, pathogènes, éléments toxiques, compétition 

inter-individus…). Cet examen minutieux permet le déclenchement de mécanismes adaptés à 

la réconciliation de leur équilibre interne avec les conditions extérieures. Les plantes peuvent 

être confrontées à des stress de nature biotique ou abiotique. Les stress biotiques sont 

représentés par des stress induits par la présence de microorganismes pathogènes (virus, 

bactéries, champignons). Les stress abiotiques sont liés à des contraintes physico-chimiques 

telles que l’excès de lumière, la carence ou le surplus d’un nutriment, l’excès ou le manque 

d’eau, la température, les éléments et molécules toxiques… Cette étude est focalisée sur les 

stress induits par des ETM. La notion de stress est importée de la physique où elle est 

déterminée par la quantité d’une force appliquée par unité de surface (Kranner et al. 2010). 

Chez les plantes, elle est définie par la réponse de la plante à une contrainte 

environnementale, c’est-à-dire la réponse à un élément non favorable à une croissance 

optimale. Cette contrainte est présente à un temps et à une force donnée. Chaque plante 

possède son propre standard de croissance qui n’est pas fixe. Lorsque cette dernière subit et 

sent un stress c’est la phase d’alarme qui mène à la mise en place de mécanismes de 

résistance (phase de résistance). Si ces mécanismes ne sont pas suffisants ou non mis en 

place pour rétablir le standard de croissance, la plante subit des dommages voire la mort 

(phase d’épuisement). Au contraire, s’ils sont suffisants, la plante entre dans une phase de 

régénération, le stress est aboli ou la plante s’y adapte, entraînant un nouveau standard de 

croissance (Lichtenthaler 1998, Figure 6).  

 
Figure 6. Réponse séquentielle des plantes au stress. Figure adaptée de Lichtenthaler (1998). 
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2. Production et accumulation d’espèces réactives de l’oxygène et de l’azote 
 

Lors de la plupart des stress, qu’ils soient biotiques ou abiotiques, une production et 

accumulation d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) et de l’azote (RNS) sont rapidement 

détectables (del Río 2015). La nature, la production, la détoxication et certains rôles 

physiologiques de ces 2 familles de molécules sont présentés ci-dessous. 

 

a) Espèces réactives de l’oxygène (ROS) 

 

Les ROS sont des formes partiellement réduites ou excitées de l’oxygène atmosphérique. 

Les principales formes sont O2
.-, H2O2, OH. et 1O2 (Halliwell and Gutteridge 2015) et sont 

principalement des sous-produits du métabolisme. Chez les végétaux, les chaines de transfert 

d’électrons de la respiration et de la photosynthèse sont les plus gros producteurs de ROS 

(Foyer and Noctor 2013 ; Mittler 2017). L’absorption de lumière et l’intensité lumineuse suivent 

une courbe linéaire. Néanmoins, si l’intensité lumineuse devient trop forte, la chaine de 

transfert d’électrons de la photosynthèse est saturée, surexcitant le système par surplus 

d’électrons. Ce sont ces derniers qui finissent par engendrer la production d’1O2 (Tripathy and 

Oelmüller 2012). D’autre part, la production d’O2
.- et d’H2O2 est une conséquence inévitable 

du métabolisme aérobie. En effet, ces 2 molécules sont des sous-produits de la production 

d’ATP à partir d’oxygène lors de la respiration cellulaire (pour revue, voir Møller 2001). 

Le Fe sous sa forme ionique participe également à la formation de ROS. D’un côté, le 

pouvoir réducteur du Fe3+ permet de transformer l’ion superoxyde en oxygène. De l’autre côté 

par réaction de Fenton et d’Haber-Weiss, le Fe2+ résultant de la première réaction rentre dans 

la formation de OH., une molécule très réactive (Figure 7 ; Gill and Tuteja 2010). C’est pour 

cette raison que le Fe ionique doit être chélaté par des acides organiques ou des protéines (S. 

A. Kim and Guerinot 2007). 

 

 

 

Figure 7. Implication du fer ionique dans la production d’espèces réactives de l’oxygène. Figure issue de 

Singh et al. (2014). 
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Jusqu’à il y a une dizaine d’années les ROS n’étaient considérés que comme des 

éléments toxiques pour les cellules car ils sont très réactifs et ont la capacité d’oxyder l’ADN, 

l’ARN, les protéines ainsi que les lipides des membranes (Mittler et al. 2004). Effectivement, 

les ROS en excès produisent un stress oxydatif important qui peut conduire à la mort cellulaire 

(Petrov et al. 2015). Néanmoins, en 2005, Foyer et Noctor introduisent le concept de 

signalisation redox. Depuis, les ROS sont plutôt considérés comme des régulateurs de la 

croissance, du développement et des réponses aux stress en général (Baxter et al. 2014 ; 

Mittler 2017).  

La majorité des stress perturbent l’activité métabolique et induisent la production de 

ROS. La force et la nature de l’élément stressant déterminent la force du stress oxydatif et sa 

cytotoxicité. Selon l’état oxydatif basal de la plante et la capacité antioxydante des cellules à 

un temps donné, les réponses aux ROS peuvent aller de l’adaptation aux stress jusqu’à la 

mort cellulaire programmée, voire la nécrose de l’organe (Figure 8A). La mort cellulaire 

programmée est dans certains cas indispensable à l’évitement et/ou la tolérance du stress 

(Petrov et al. 2015). La réponse aux stress oxydatifs dépend donc principalement de la balance 

entre la concentration, la nature des ROS et la capacité antioxydante de la cellule (Figure 8B). 

 

 
Figure 8. Schéma du stress oxydatif et de ses conséquences chez les végétaux. (A) La réponse cellulaire aux 
ROS est dose dépendante. (B) Lien entre stress, ROS et mécanismes antioxydants. Figure adaptée de Petrov et 
al. (2015). 
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Chez les plantes on retrouve des mécanismes antioxydants de nature enzymatique et 

non enzymatique. La détoxication des ROS se fait principalement par un enchevêtrement 

d’enzymes et de molécules qui permettent la transformation de l’ion superoxyde en peroxyde 

d’hydrogène puis en eau en consommant du pouvoir réducteur sous forme de NADPH (Figure 

9 ; del Río 2015 ; Bailly 2004) 

 

 
Figure 9. Les principaux systèmes enzymatiques de détoxication des ROS chez les végétaux. Figure extraite 
de Gill and Tuteja 2010. CAT : catalase ; SOD : superoxide dismutase ; APX : ascorbate peroxidase ; MDHAR : 
monodehydroascorbate reductase ; DHAR : dehydroascorbate reductase ; GR : glutathione reductase ; ASA : 
ascorbate ; MDHA : monodehydroascorbate ; DHA : dehydroascorbate ; GSSG : glutathion oxydé ; GSH :  
glutathion réduit. 

En dehors du cycle présenté Figure 9, on retrouve d’autres molécules antioxydantes 

telles que l’acide aminé proline, les tocophérols, les caroténoïdes ou encore les flavonoïdes 

(Gill and Tuteja 2010). La proline est un fort piégeur d’OH. (Alia and Saradhi 1991). Les 

tocophérols ou vitamine E sont des molécules qui servent d’antioxydants des lipides, ils 

permettent la stabilité des lipides de la membrane plasmique par exemple en piégeant le 1O2  

(Gill and Tuteja 2010). Les caroténoïdes permettent de se débarrasser de l’énergie lumineuse 

qui sature la machinerie photosynthétique, ils peuvent tout comme les tocophérols, piéger le 
1O2. Finalement, les flavonoïdes sont particulièrement présents dans l’appareil foliaire. Cette 

famille de molécules inclut, entre autres, les anthocyanes, des pigments protecteurs allant de 

la couleur rouge à violette. Ces molécules sont très actives biologiquement et permettent de 

limiter l’accumulation de ROS (Akula and Ravishankar 2011). 

Ces différentes enzymes et molécules permettent le maintien d’un faible niveau de 

ROS non toxique. La moindre déviation de ce niveau déclenche des évènements de 

signalisation afin de rétablir le niveau basal (Mittler et al. 2004). De plus, ce signal est capable 
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de s’auto propager de cellule en cellule créant une vague de ROS, que ce soit au niveau d’un 

groupe de cellules, d’un organe ou de la plante entière (Miller et al. 2009).  

Le fort lien des ROS avec le métabolisme, leur forte réactivité avec les molécules du 

vivant ainsi que la capacité de créer un signal qui se déplace de cellule en cellule font des 

ROS de parfaites molécules signal qui permettent de déclencher rapidement des mécanismes 

pour répondre à une perturbation (Mittler et al. 2011). 

Le Cd est un métal mou extrêmement réactif. Cet ETM est capable d’interagir avec les 

protéines contenant des fonctions thiols et il peut donc empêcher la formation de pont 

disulfure. Cette habilité à perturber la formation de ponts disulfures entraîne un déséquilibre 

des fonction protéiques incluant les enzymes antioxydantes et d’autres protéines (Rodriguez-

Serrano et al. 2009). C’est par exemple le cas pour les thiorédoxines, des protéines qui 

contiennent des fonctions thiols et sont essentielles au maintien du statut redox, 

particulièrement au niveau des chaînes de transferts d’électrons de la photosynthèse et de la 

respiration (Heyno et al. 2008 ; Prinz et al. 1997). De plus, le Cd provoque la déplétion des 

stocks de glutathion indispensables à la régulation du statut redox des cellules (Figure 9). En 

effet, la détoxification du Cd repose en grande partie sur la synthèse de phytochélatines à 

partir de glutathion. Une fois complexé aux phytochélatines, le Cd perd sa réactivité et est 

principalement stocké dans la vacuole (pour revue, voir Villiers et al. 2011). Le Cd est donc un 

oxydant fort et direct qui perturbe fortement les voies métaboliques des végétaux. 

 
Figure 10. Perturbation du pool de glutathion et de détoxification des ROS par le Cd. Cys : Cystéine. EC : Ȗ-
glutamylcysteine. GSH : Glutathion. PC: Phytochélatines. M : Métal. Figure issue de (Hernández et al. 2015). 
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L’U quant à lui n’est pas complexé par les phytochélatines, mais le glutathion reste un 

métabolite très important dans la réponse des plantes à ce radionucléide. En effet, ce 

métabolite ainsi que le tocophérol permet aux plantes de limiter l’effet de l’U sur la 

photosynthèse (Aranjuelo et al. 2014). Les effets de l’U sur la photosynthèse sont 

principalement dus à une perturbation de la chaîne de transfert des électrons (Vanhoudt et al. 

2014) qui entraîne une forte production de ROS et la surexpression des enzymes 

antioxydantes (Vanhoudt et al. 2011a). 

 

b) Espèces réactives de l’azote (RNS) 

 

Plusieurs espèces réactives de l’azote existent dans le monde vivant. Une des principales 

formes retrouvée chez les végétaux est l’oxyde nitrique (NO ; del Río 2015). Au contraire des 

animaux, le NO n’est pas principalement produit par la Nitric Oxyde Synthase qui ne semble 

pas être présente chez les végétaux (del Río 2011). La source de NO est encore peu comprise 

chez les plantes. Elle serait principalement métabolique, comme pour les ROS, à partir de 

nitrite par la nitrate réductase ou encore dans les racines à partir de nitrite par la nitrite:NO 

réductase. De fortes pistes ont été avancées en ce qui concerne la synthèse de NO à partir 

de L-Arginine par une enzyme inconnue qui n’est pas une Nitric Oxyde Synthase. De façon 

similaire aux ROS, les chloroplastes et les mitochondries sont les plus gros producteurs de 

NO (Wilson, Neill, and Hancock 2008). 

Un grand nombre d’effets sont attribués à une augmentation du niveau de NO dans les 

tissus (del Río 2011). Plusieurs études rapportent des effets sur l’élongation racinaire (Sanz 

et al. 2014; P. Sun et al. 2010) et le cycle cellulaire (del Pozo et al. 2005) ou encore des effets 

hormonaux (Fernandez-Marcos et al. 2011). Le NO est une composante essentielle de la 

signalisation des stress abiotiques (revue par Simontacchi et al. 2015). De plus le NO et les 

ROS sont connus pour s’influencer mutuellement et participer à la réponse aux stress (pour 

revue, voir Hancock and Whiteman 2016). C’est le cas dans la réponse du système racinaire 

d’A. thaliana lors d’un stress induit par l’U. En effet, l’étude menée par Tewari et al. (2015) a 

montré que les accumulations de ROS et de NO sont intimement liées à la toxicité du métal. 

 

3. Notion de dose et d’hormèse 
 

Dès le XVIème siècle, le philosophe Paracelse déclarait "Tout est poison, rien n'est poison 

: c'est la dose qui fait le poison". Ce principe s’applique également aux végétaux. La 

concentration de l’agent stressant doit dépasser un certain seuil pour devenir toxique. C’est 

selon ce principe que pour certains éléments toxiques il est possible de voir un effet bénéfique 

d’un élément toxique, dans des conditions de croissance particulières, pour une espèce 



Chapitre I : Synthèse bibliographique 

19 

 

donnée et pour une concentration précise. C’est le cas, par exemple, pour le chrome chez A. 

thaliana. Dans les conditions d’étude de Castro et al. (2007), 200 µM de dichromate inhibent 

la croissance tandis que 100 µM induisent une stimulation. Cet effet est appelé hormèse, un 

effet souvent observé mais peu étudié. Pour les chercheurs qui se sont intéressés au 

phénomène, la production de ROS et la réponse à cette production est partie intégrante de 

l’hormèse (pour revues, voir Poschenrieder et al. 2013 ; Calabrese and Blain 2009). La balance 

entre l’absence d’effet, un effet stimulant et un effet inhibiteur se tiendrait principalement dans 

la compensation du stress oxydatif. Une dose dite hormétique engendrerait la mise en place 

des mécanismes de détoxication des ROS mais de façon disproportionnée au stress oxydatif 

réel (Calabrese and Blain 2009). La dose de l’élément stressant est donc suffisante pour 

passer le seuil de détection et déclencher la cascade de signalisation associée mais n’est pas 

suffisante pour être toxique. 

 

 
Figure 11. Croissance, ions métalliques et hormèse. Figure adaptée de Poschenrieder et al. (2013). 

 

C. Mécanismes de signalisation et de réponse aux stress 

 

Lorsque les plantes sentent un changement dans leur environnement, elles doivent 

détecter celui-ci et mettre en place des réponses spécifiques. Ces réponses ont pour finalité, 

de mettre en place le réseau d’acteurs nécessaires à l’adaptation à ce nouvel environnement. 

Les mécanismes de signalisation et de réponse aux stress constituent un réseau complexe de 

mécanismes cellulaires et moléculaires. Chaque niveau de régulation communique avec les 

autres, de la structure de la chromatine et l’expression des gènes aux modifications post-

traductionnelles des protéines. Cet enchevêtrement permet de réguler finement et de façon 



Chapitre I : Synthèse bibliographique 

20 

 

spécifique les réponses aux conditions environnementales. Chacun de ces niveaux de 

régulation est présenté ci-dessous. 

 

1.  Signalisation du stress 
 

La phase de signalisation précède la phase de résistance au stress (Figure 6) et est 

constituée de l’activation d’une ou plusieurs cascades de signalisation (Sofia et al. 2013). Ces 

cascades sont un enchainement d’évènements métaboliques et cellulaires menant à la mise 

en place d’une réaction adaptée au stress ressenti (Figure 12). 

La plupart des stress induisent l’accumulation de molécules appelées messagers 

secondaires. Ces derniers vont transmettre l’information du détecteur aux acteurs qui vont 

mettre en place les réponses aux stress. Trois messagers secondaires sont bien caractérisés 

chez les végétaux, les ROS, le NO et le Ca. Ces derniers sont capables de transmettre 

rapidement l’information et sont mobiles de cellule en cellule voire d’organe à organe (Mittler 

et al. 2011 ; Choi et al. 2014 ; Domingos et al. 2015). 

 

 
Figure 12. Différents acteurs de la réponse aux stress abiotiques. Figure issue de Cabello et al. 2014. TFs : 
Facteurs de transcription. 

Les acteurs en aval peuvent être de nature hormonale, protéique ou métabolique. Les 

voies de signalisation des stress les plus étudiées sont constituées de cascades de protéines 

kinases appelées Mitogen Activated Protein Kinases (MAPK ; Figure 13 ; Smékalová et al. 

2014, voir partie D. 3). Ces MAPK agissent en cascades de phosphorylations les unes sur les 

autres jusqu’à ce que le substrat final soit phosphorylé et puisse agir sur les voies associées 

à cette protéine. Par exemple, le Cd induit la synthèse de NO qui, à son tour, induit la mort 

cellulaire programmée par le biais de l’activation de la MAPK MPK6 et d’une protéase (Ye et 

al. 2013 ; voir 'heavy metal stress' sur la Figure 13). La/les MPKKK et MPKK impliquées dans 

cette cascade de phosphorylation sont encore inconnues. Finalement, ces mécanismes de 
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signalisation conduisent à des évènements de régulation épigénétique, transcriptionnelle, 

post-transcriptionnelle, traductionnelle et enfin post-traductionnelle (Figure 12). 

 

 
Figure 13. Exemple de cascade de signalisation impliquant les Mitogen Activated Protein Kinases. Figure 

issue de Smékalová et al. (2014). 

 

2. Régulation épigénétique de la réponse aux stress et modulation de la structure de la 
chromatine 

 

Les mécanismes de régulation épigénétique sont particulièrement développés chez les 

végétaux, un constat qui reflète leur mode de développement sessile (Pikaard and Mittelsten 

Scheid 2014). La méthylation de l’ADN et les modifications post-traductionnelles des histones 

sont les 2 principaux mécanismes de régulation épigénétique. La méthylation de l’ADN sera 

traitée dans cette partie tandis que les modifications post-traductionnelles des histones seront 

abordées partie D. 5). Chez les eucaryotes, l’ADN génomique est compacté en une structure 

complexe appelée chromatine. Les mécanismes épigénétiques ont pour effet de moduler la 

structure de cette chromatine en hétérochromatine (chromatine compactée) et euchromatine 

(chromatine déroulée) ; la conformation de la chromatine dirigeant l’expression des gènes. 

Seuls les gènes présents dans l’euchromatine peuvent être transcrits. 

 La méthylation des bases cytosines de l’ADN (5-Methylcytosine ; 5mC) est une marque 

de l’hétérochromatine et donc une marque répressive de l’expression génique. Cette marque 

apparaît la plupart du temps dans des régions riches en bases G C, CxG ou Cxx (Pikaard and 

Mittelsten Scheid 2014). Chez les végétaux, elle est retrouvée au niveau des éléments 

transposables, des centromères des chromosomes mais également au niveau de certains 

promoteurs et dans les régions codantes de gènes fortement exprimés (Zilberman et al. 2007). 
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Le rôle de la méthylation dans les régions codantes de certains gènes est encore mal connu 

mais l’hypothèse proposée est que cela influencerait l’épissage alternatif. 

 Les ADN méthyltransférases sont des enzymes catalysant le transfert d’un groupement 

méthyle sur une cytosine, que ce soit de novo ou pour entretenir la méthylation après 

réplication de l’ADN lorsque seul un des 2 brins est alors méthylé. Ces méthyltransférases 

sont très bien conservées dans le monde vivant et on retrouve les homologues des 

mammifères chez les plantes, DNMT1, 2 et 3. Chez les végétaux l’homologue de DNMT1 est 

MET1 ; cette enzyme est la méthyltransférase majeure des zones riches en GC et peut 

également méthyler les cytosines de novo. Il existe plusieurs homologues de DNMT2 mais 

elles n’ont pas d’activité méthyltransférase chez les végétaux. Plusieurs protéines homologues 

de DNMT3 sont également présentes, ces dernières sont principalement des 

méthyltransférases de novo. Les végétaux possèdent également des méthyltransférases de 

l’ADN uniques dans le monde vivant. La Chromométhylase 3 (CMT3) est l’enzyme principale 

qui entretient les méthylations de l’ADN dans les zones CxG. L’enzyme CMT2 entretient, quant 

à elle, la méthylation de l’ADN au niveau des zone Cxx (Pikaard and Mittelsten Scheid 2014). 

 La déméthylation des cytosines peut être passive, lorsque l’entretien de la méthylation 

après réplication n’est pas effectué, ou alors active (enzymatique). Chez A. thaliana 4 enzymes 

sont retrouvées : Repressor Of Silencing 1 (ROS1), Demeter (DME) et Demeter-Like (DML2 

et 3) (Pikaard and Mittelsten Scheid 2014). Ces enzymes contiennent des domaines 

glycosylase à ADN qui leur permettent de remplacer les cytosines méthylées par des cytosines 

non méthylées en exploitant la machinerie de réparation de l’ADN (Agius et al. 2006).  

 La méthylation de l’ADN est essentielle dans la réponse des plantes aux stress 

abiotiques. Par exemple, un stress salin induit l’expression de l’enzyme MET1 produisant des 

changements dans les profils de méthylation de l’ADN. Ces changement influent alors sur la 

morphologie de la plante (Arıkan et al. 2018). Le Cd influence également les profils de 

méthylation de l’ADN (Z. Li et al. 2015) mais, à notre connaissance, aucune étude n’a montré 

l’effet du Cd sur les enzymes qui méthylent l’ADN.  
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3. Régulation transcriptionnelle de la réponse aux stress 
 

La transcription différentielle des gènes entre condition de croissance optimale et condition 

stressante est un niveau très important de la régulation de la réponse au stress. En effet, 

lorsque les végétaux ressentent un stress, de nombreux gènes voient leur expression 

réprimée ou induite. Certains gènes sont spécifiques de la réponse à un stress tandis que 

d’autres sont communs aux stress de façon générale. De plus, les produits de ces gènes 

peuvent impacter la tolérance au stress mais aussi la réponse au stress (Sofia et al. 2013). 

Les expériences de Doustaly et al. (2014) ont montré qu’un stress induit par l’U perturbait 

fortement l’expression des gènes, comme par exemple la répression des gènes liés à 

l’homéostasie du Fe, dont le transporteur IRT1 (Figure 14). Le Cd perturbe également 

l’expression des gènes avec, par exemple, l’induction des gènes liés à l’assimilation du soufre. 

Cette induction permet d’augmenter la synthèse de glutathion puis de phytochélatines afin de 

détoxifier le Cd (Herbette et al. 2006 ; Figure 10).  

 

 
Figure 14. Expression du gène IRT1 au cours du temps lors d’un stress induit par l’U. Expression mesurée 
par RT-QPCR. Figure adaptée de Doustaly et al. (2014). 

 

La régulation transcriptionnelle consiste en l’interaction de 2 éléments : les éléments ci-

régulateurs (amplificateur ou promoteur) et les éléments trans-régulateurs qui sont 

principalement représentés par les facteurs de transcription. Les promoteurs sont les régions 

d’ADN localisées en amont des gènes ; ils sont impliqués dans l’interaction avec les facteurs 

de transcription (Juven-Gershon et al. 2008). Les facteurs de transcription sont des acteurs de 

nature protéique qui facilitent l’attachement de l’ARN polymérase II au promoteur pour débuter 

la transcription (Figure 15). La nature des facteurs de transcription est très diversifiée (pour 

revues, voir Bakshi and Oelmüller 2014 ; Alves et al. 2013 ; Nakashima et al. 2012 ; Roy 2016). 

Une des familles de facteurs de transcription la mieux caractérisée chez les végétaux est la 

famille WRKY qui comprend plus d’une centaine de représentants (Eulgem et al. 2000). ces 
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facteurs peuvent agir à la fois en tant qu’activateur ou répresseur de l’expression d’un gène 

(Bakshi and Oelmüller 2014). Ces protéines font environ 60 acides aminés avec un 

heptapeptide conservé au niveau N-terminal et une structure ressemblant à des doigts de Zn 

en C-terminal. Ces 2 structures sont essentielles pour l’affinité aux éléments cis-régulateurs 

possédant la séquence TTGACT/C (W box). Par exemple, la protéine WRKY6 est impliquée 

dans la réponse à un stress induit par une carence en Pi par la régulation de la transcription 

de PHO1 (Chen et al. 2009). Ce dernier joue un rôle dans la translocation du Pi des racines 

vers les feuilles (Hamburger et al. 2002). La carence en Pi réduit l’affinité de WRKY6 pour le 

promoteur du gène PHO1 et permet de limiter la production de la protéine PHO1 et donc la 

translocation de Pi des racines vers les feuilles (Y.-F. Chen et al. 2009). 

Les séquences d’ADN situées en amont des gènes, appelées amplificateurs, agissent de 

concert avec des protéines activatrices et médiatrices (facteurs de transcription ou autre). Ce 

phénomène permet dans certains cas de stabiliser la fixation de l’ARN polymérase II sur le 

promoteur (Figure 15).  

 

 
Figure 15. Schéma simplifié illustrant la régulation transcriptionnelle de l’expression des gènes. Figure issue 

de Nature Education (2010). 
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4. Régulation post-transcriptionnelle de la réponse aux stress 
 

Une fois que la transcription d’un gène est initiée et que l’ARN pré-messager est transcrit, 

plusieurs types de régulations post-transcriptionnelles peuvent être mis en place.  

Le premier niveau majeur de régulation est l’épissage alternatif de cet ARN pré-messager. 

Cette étape, conduite par un complexe protéique appelé spliceosome, permet à partir d’un 

gène de créer plusieurs ARN en excisant de façon spécifique les séquences dites non 

codantes, les introns, des séquences codantes, les exons (Floris et al. 2009). L’épissage 

alternatif est impliqué dans de nombreux processus physiologiques incluant la réponse aux 

stress biotiques et abiotiques (Barbazuk et al. 2008). Chez les végétaux ils existent 5 grands 

types d’épissage alternatif : l’épissage complet, le saut d’exon, l’alternative 5’ ou l’alternative 

3’ et la rétention d’intron (Figure 16 ; Reddy 2007).  

L’épissage complet permet la traduction de tous les exons et donc de la protéine dite 

complète. Un saut d’exon est comme son nom l’indique la traduction d’une protéine en sautant 

un exon. L’alternative 5’ ou 3’ produisent des ARN messager (ARNm) dont l’extrémité 5’ ou 3’ 

a été tronquée. La rétention d’intron produit un ARNm avec un intron retenu entre 2 exons. Ce 

dernier type d’épissage entraine, la plupart du temps, la traduction d’une protéine tronquée car 

le cadre de lecture est décalé. Cette protéine est destinée soit à être dégradée afin de réguler 

la quantité d’ARNm lié à ce gène, soit traduite pour donner une forme tronquée de la protéine 

qui peut avoir un rôle fonctionnel. 

 

 
Figure 16. Illustration des différents types d’épissage alternatif. Figure issue de Guerra et al. (2015). 

 

Ces différents épissages alternatifs permettent, dans certains cas, d’avoir un pool 

d’ARN pré-messager prêt à être traduit rapidement en cas de stress sans avoir à passer par 
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les étapes de transcription et accumulation de l’ARN pré-messager. En effet, le changement 

d’épissage peut être rapidement mis en place par l’activation de régulateurs de l’épissage que 

sont, par exemple, les modifications post-traductionnelles (Barbazuk et al. 2008). Cette 

dernière observation met en avant que les différents niveaux de régulation ne sont pas 

simplement linéaires mais qu’ils peuvent agir les uns sur les autres. 

D’autre part, l’épissage alternatif permet la production de protéines différentes n’ayant pas 

nécessairement la même fonction (Mastrangelo et al. 2012). Ce mécanisme peut également 

contrôler l’affinité d’une protéine pour une autre. Par exemple, les facteurs de transcription de 

type MYB sont constitués de domaines répétés. L’épissage alternatif permet de contrôler le 

nombre de ces domaines qui joue sur l’affinité du facteur de transcription pour une séquence 

d’ADN (Barbazuk et al. 2008). Finalement, un épissage alternatif peut influencer la localisation 

subcellulaire de la future protéine en fonction de l’épissage ou non de l’étiquette d’adressage 

à un compartiment subcellulaire (Syed et al. 2012). Les différentes fonctions de l’épissage 

alternatif sont résumées sur la Figure 17. 

La plupart des gènes subissant un épissage alternatif dans la réponse aux stress sont 

des gènes codant pour des protéines régulatrices de l’expression génique. Par exemple, une 

des formes tronquées de la protéine MKP13 agit avec d’autres acteurs protéiques pour 

l’activation de la transcription de la forme complète de MKP13. Cette dernière joue un rôle 

dans les cascades de protéine kinases (Lin et al. 2010) et pourrait donc entrer dans la 

signalisation de certains stress. Une étude de l’épissage alternatif chez le riz en réponse au 

Cd a mis en évidence que 476 gènes étaient épissés de façon alternative ; ces épissages 

produisant 542 protéines aberrantes. C’est par exemple le cas de plusieurs facteurs de 

transcription de type WRKY (He et al. 2015). 

 

 
Figure 17. Produits et rôle de l’épissage alternatif chez les végétaux. Figure issue de Mastrangelo et al. (2012) 

 



Chapitre I : Synthèse bibliographique 

27 

 

Un deuxième exemple de mécanismes de régulation post-transcriptionnelle est le 

contrôle de la stabilité des ARNm. Un de ces mécanismes est la production d’ARN non codant, 

biologiquement fonctionnels en tant qu’ARN. Ces ARN participent à un mécanisme appelé 

interférence ARN qui agit principalement au niveau post-transcriptionnel en entraînant la 

dégradation d’ARNm. Néanmoins, l’interférence ARN agit également au niveau 

transcriptionnel en agissant directement sur la structure de la chromatine ou sur l’expression 

des facteurs de transcription (Tyczewska et al. 2016 ; Floris et al. 2009). Ces ARN entrent en 

jeu dans la plupart des réponses aux stress, y compris ceux d’origine métallique (Guleria et al. 

2011).  

La classe d’ARN non codant la mieux caractérisée chez les végétaux est représentée 

par les ARN non codant de petite taille. Cette famille est composée des micro ARN (ARNmi) 

et des small interference ARN (ARNsi). Les ARNmi font pour la plupart 21 nucléotides et leur 

extrémité 3’ est méthylée afin d’éviter leur dégradation. Ces ARN sont exportés du noyau vers 

le cytoplasme où, avec l’action d’un complexe protéique appelé RISC (RNA-induced silencing 

complex), ils permettent de guider le clivage d’ARNm spécifiques (Lv et al. 2010). De 

nombreux ARNmi ont été identifiés comme ayant des cibles impliquées dans la réponse aux 

stress, particulièrement des facteurs de transcription (Guleria et al. 2011). Récemment, une 

étude a montré que chez le tournesol, 13 ARNmi étaient différentiellement exprimés en 

réponse au Cd (Jian et al. 2018). Ces ARNmi ont des rôles allant du contrôle de la morphologie 

de la plante à la signalisation hormonales en réponse aux ETM (Mendoza-Soto et al. 2012). 

D’autres mécanismes, comme l’accumulation de ROS, peuvent également provoquer la 

dégradation des ARNm. En effet, l’oxydation des nucléotides composant un transcrit peut 

directement provoquer l’oxydation des ARN messagers qui finiront pas être dégradés 

(Carvalho et al. 2013). 

 

5. Régulation traductionnelle de la réponse aux stress 
 

La traduction différentielle des ARNm est mise en place lors de la réponse à de 

nombreux stress et un des mécanismes majeurs est l’accumulation des protéines qui 

constituent les polyribosomes, complexes responsables de la biosynthèse des protéines. Ce 

mécanisme permettrait de limiter la consommation d’ATP afin de produire seulement les 

protéines dont l’expression est induite en réponse aux stress (Floris et al. 2009). Cette 

régulation peut s’effectuer par la régulation de l’activité du facteur d’élongation de type 

eucaryote. Par exemple, lors de la réponse d’A. thaliana au Cd, le facteur d’élongation eIF2α 

est phosphorylé, ce qui le rend inactif (Sesma et al. 2017 ; Sormani et al. 2011). Cet exemple 

illustre le lien étroit qui existe entre régulations traductionnelle et post-traductionnelle en 

réponse à un stress (Van Ruyskensvelde et al. 2018). 
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Un autre mécanisme de la régulation de la production des protéines se fait en jouant 

sur la phosphorylation des facteurs d’initiation de la traduction. Cette voie, appelée TOR (target 

of rapamycin), est un réseau de kinases modulé en fonction de l’état nutritif et énergétique des 

cellules (Xiong and Sheen 2015). Par exemple, la voie TOR permet de ré-initier la traduction 

d’ARNm de réponse à l’hormone végétale auxine afin d’augmenter l’efficacité de la traduction 

(Schepetilnikov et al. 2013). 

 

6. Régulation post-traductionnelle de la réponse aux stress 
 

La synthèse d’une chaîne polypeptidique au niveau des ribosomes ne donne que très 

rarement lieu à une protéine complètement fonctionnelle. Afin d’acquérir sa forme mature la 

protéine néoformée est soumise à une myriade de modifications covalentes, transitoires ou 

permanentes, qui constituent les modifications post-traductionnelles (PTM). Ces modifications 

peuvent être catalysées par des enzymes ou résulter de réactions chimiques spontanées et 

concernent les protéines de type histones et ‘non histones’. Les histones gouvernent le 

repliement de la chromatine et sont des acteurs clés des processus de régulation 

épigénétique. Depuis une quinzaine d’années, l’étude des PTM des protéines non-histones 

est un domaine en plein essor. Le rôle majeur des PTM dans la régulation des processus 

cellulaires, développementaux et de réponse aux stress (Cabello et al. 2014) se reflète sur le 

nombre de protéines modifiées rapportées dans la littérature (Kosová et al. 2011; X. Wu et al. 

2016). C’est un domaine d’étude récent qui ouvre des perspectives pour identifier de nouveaux 

acteurs dans la réponse des plantes aux stress et qui nécessite donc d’être approfondi (Villiers 

et al. 2011). Par exemple, des protéines phosphorylées ou méthylées ont été identifiées dans 

tous les processus cellulaires essentiels aux plantes pour répondre à un stress d’origine 

métallique mais le rôle de ces modifications reste très peu compris. 

 Dans cette étude nous nous sommes intéressés à la phosphorylation des protéines 

car, comme nous l’avons vu plus haut, cette PTM joue un rôle majeur dans la réponse aux 

stress. De plus, c’est la PTM la plus abondante dans le monde vivant (Ross et al. 2017) et, à 

notre connaissance, aucun phosphoprotéome de plante exposée à un stress induit par le Cd 

ou l’U n’a été publié. La méthylation des protéines est un phénomène très bien étudié en ce 

qui concerne les protéines de types histones à travers les phénomènes épigénétiques. Au 

contraire, en ce qui concerne les protéines de type non-histones, malgré l’identification d’un 

grand nombre de protéines méthylées à travers le monde vivant, le rôle de cette modification 

reste globalement très peu compris (pour revue, voir Serre et al. 2018) 
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D. Les modifications post-traductionnelles 

 
1. Nature enzymatique ou non enzymatique des modifications post-traductionnelles 
 

Ils existent 2 grands types de PTM, les PTM enzymatiques et non enzymatiques. En ce qui 

concerne les PTM enzymatiques, 2 catégories peuvent être distinguées. La première catégorie 

de modifications concerne l’addition de petits groupements chimiques (acétylation, 

phosphorylation, méthylation…) ou de grandes chaînes peptidiques (ubiquitination, 

sumoylation…) sur la chaîne latérale ou au niveau des extrémités amino- et carboxy-

terminales des acides aminés. La dérivatisation de la chaîne latérale peut intervenir sur tous 

les acides aminés protéinogènes, à l’exception de l’alanine. Les extrémités N- et C-terminales 

de tous les acides aminés peuvent être modifiées s’ils se trouvent exposés aux extrémités de 

la protéine. La cystéine, la sérine et la lysine sont les acides aminés pour lesquels le plus 

grand nombre de PTM a été répertorié (Černý et al. 2013). On peut également inclure à cette 

première catégorie l’addition de cofacteurs liés de façon covalente au site actif de certaines 

enzymes. C’est le cas, par exemple, de la biotine ou du lipoate qui sont des cofacteurs 

indispensables au fonctionnement d’un petit nombre d’enzymes clés du métabolisme (Alban 

et al. 2000 ; Rébeillé et al. 2007). 

La seconde catégorie correspond au clivage du squelette polypeptidique via l’action de 

protéases ou, plus rarement, par clivage autocatalytique. Le clivage de la méthionine initiatrice 

des polypeptides néosynthétisés est une des PTM les plus communes. Cette réaction est 

catalysée par une méthionine aminopeptidase, enzyme ubiquitaire retrouvée dans les règnes 

végétaux, animaux et procaryotes (Bradshaw et al. 1998 ; Falb et al. 2006 ; Frottin et al. 2006). 

Le clivage du squelette carboné peut également permettre la conversion d’un précurseur 

inactif (proenzyme) en une chaîne plus courte correspondant à la protéine active. Chez les 

animaux, ce processus est ainsi impliqué dans la maturation d’enzymes digestives (trypsine, 

chymotrypsine), de certaines protéines sanguines (protéines du complément, facteurs de 

coagulation), ou en encore dans l’activation d’hormones. Chez les plantes, la plupart des 

protéines mitochondriales et chloroplastiques codées par le génome nucléaire possèdent à 

leur extrémité N-terminale un peptide de transit qui permet leur adressage aux organites. Ce 

peptide est généralement clivé consécutivement à l’étape d’import par des endopeptidases 

présentes à l’intérieur des organites (Millar et al. 2006). D’autres exemples de maturation 

d’enzymes par clivage protéolytique spécifique existent chez les plantes. Par exemple, il a été 

montré que le domaine régulateur N-terminal de la cystathionine γ-synthase, première enzyme 

spécifique pour la synthèse de méthionine, est clivé en réponse à une carence en folates chez 

A. thaliana (Loizeau et al. 2007). Ce processus permet de maintenir les pools intracellulaires 

de méthionine et S-adénosylméthionine, donneur universel de groupements méthyles dont 
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l’homéostasie doit être parfaitement contrôlée. Il a également été montré qu’en réponse à une 

attaque par des insectes phytophages les cellules de tomate induisent la production 

jasmonate-dépendante de protéases afin de cliver spécifiquement des enzymes impliquées 

dans le catabolisme des acides aminés (H. Chen et al. 2005). Ces clivages entraînent la perte 

des domaines régulateurs de ces enzymes qui dégradent alors les acides aminés dans 

l’intestin de l’insecte, provoquant ainsi une carence néfaste à sa prolifération. 

Les PTM non enzymatiques résultent de réactions chimiques spontanées. Elles 

altèrent les propriétés structurales et biologiques des protéines et sont caractéristiques de leur 

"vieillissement moléculaire". Dans le but d’éviter l’accumulation des protéines endommagées 

la plupart des cellules utilisent des mécanismes de protection pour détecter et dégrader 

rapidement ces protéines. Néanmoins, chez l’Homme, certaines pathologies métaboliques 

et/ou liées au vieillissement (athérosclérose, diabète, maladies neurodégénératives) sont 

caractérisées par l’accumulation de ‘molecular-aged proteins’ résultant de PTM non 

enzymatiques. Cette catégorie de modifications réfère à une large gamme de réactions 

chimiques incluant la glycoxydation (ou glycation), l’oxydation, la carbamylation et la 

carbonylation (Soskić et al. ; Jaisson and Gillery 2010). 

 

2. Les PTM participent à la sophistication des protéomes 
 

Plus de 300 acides aminés ont été identifiés à partir des 20 correspondant aux 64 codons 

présents dans le code génétique. La présence de PTM, après les phénomènes d’épissage 

alternatif, participe donc à expliquer que les protéomes puissent être beaucoup plus 

complexes que ce que les données génomiques prédisent (Figure 18 ; Walsh et al. 2005). 

Environ 5% des génomes des eucaryotes supérieurs peuvent être dédiés à des enzymes 

catalysant les PTM. La diversification des protéomes par des modifications covalentes se 

produit également chez les procaryotes mais ces modifications sont beaucoup moins 

fréquentes et diversifiées que dans les cellules nucléées (Walsh et al. 2005). 
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Figure 18. Du génome aux modifications post-traductionnelles. Figure issue de Protein Biology Learning 

Center ThermoFischer Scientific. 

 Les PTM enzymatiques participent à la sophistication des protéomes via leur diversité 

(phosphorylation, acétylation, ubiquitination, glycosylation, méthylation…) ainsi que par la 

multiplicité des effets moléculaires et cellulaires qu’elles peuvent engendrer sur leurs cibles. 

En effet, elles participent à la régulation d’une large gamme de processus biologiques. De 

manière très générale elles peuvent affecter (i) la conformation tridimensionnelle, (ii) la 

stabilité, (iii) l’activité enzymatique, (iv) l’interaction avec des protéines partenaires ou avec les 

acides nucléiques, (v) ou encore la localisation cellulaire (Figure 19 ; Ryšlavá et al. 2013). 

 Par leur diversité et leur nature parfois dynamique (réversibilité) les PTM incrémentent 

de façon exponentielle la complexité des protéomes cellulaires. L’étude de ces PTM est une 

thématique en plein essor et constitue un véritable défi de l’ère post-génomique. Au cours des 

15 dernières années les avancées technologiques conséquentes dans le domaine de la 

protéomique ont permis l’identification de centaines de PTM (Ryšlavá et al. 2013).  

Chez les plantes, l’amélioration des techniques de spectrométrie de masse combinée 

au perfectionnement constant de l’annotation des génomes ont révolutionné le domaine de la 

protéomique végétale. Chaque année un nombre croissant d’études à grande échelle sont 

ainsi publiées et les inventaires de sous-protéomes modifiés (phosphoprotéome, acétylome, 

glycoprotéome, carbonylprotéome…) ont fait leur apparition dans la littérature. La 

compréhension des liens de causalité entre les PTM et les changements fonctionnels qu’elles 

entraînent constitue un projet très ambitieux nommé ‘post-translatomics’. Ce domaine de 

recherche émergent laisse entrevoir de fructueuses perspectives quant à l’amélioration des 

connaissances de la physiologie cellulaire végétale.  
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Figure 19. Illustration de la diversité des PTM et de leurs effets sur les protéines cibles. La liste des PTM 

représentées n’est pas exhaustive mais illustre les plus communes d’entre elles. Le complexe protéique représenté 

au centre de la figure est un octamère d’histone. Figure adaptée de Liu et al. (2011). 

Les PTM possèdent des fréquences d’apparition variables. Le site IPTMnet (Huang et al. 2018) 

rapporte qu’à travers le monde vivant, la phosphorylation des protéines est la modification la 

plus abondante. En deuxième place on retrouve l’acétylation, puis l’ubiquitinylation, et enfin la 

méthylation. A contrario certaines PTM sont très rares mais essentielles. On peut mentionner 

par exemple le cas de la biotinylation, modification qui consiste à ajouter une biotine (vitamine 

B8) sur le résidu lysine du site catalytique d’un nombre très limité d’enzymes (carboxylases, 

décarboxylases, transcarboxylases) et de protéines (histones, protéine SBP65 de la graine ; 

Alban et al. 2000).  
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3. La phosphorylation des protéines, une modification post-traductionnelle majeure 
 

a) La diversité des réactions de phosphorylation des protéines 

 

La phosphorylation correspond au transfert d’un groupe phosphoryle sur le groupement 

hydroxyle de différents acides aminés (Figure 20). Cette réaction est catalysée par des 

protéines kinases qui utilisent le Ȗ-phosphate de l’ATP comme donneur universel de 

groupements phosphoryles. Le domaine catalysant la réaction de phosphorylation est un 

domaine très bien conservé de 250 à 300 acides aminés. Ce domaine est retrouvé dans plus 

de 25 familles de protéines kinases possédant des fonctions bien distinctes (Lehti-Shiu and 

Shiu 2012). Les familles les plus représentées chez les végétaux sont introduites ci-dessous 

et leurs rôles dans la réponse aux stress abiotiques sont discutés. 

 

 
Figure 20. Structure des acides aminés phosphorylés sur leurs chaînes latérales. Figure issue de Walsh et 

al. (2005). 

 

Chez les eucaryotes, la phosphorylation des protéines intervient majoritairement sur 

les résidus sérine et thréonine, et de façon moins abondante sur les résidus tyrosine (Walsh 

et al. 2005). L’abondance relative des résidus protéiques phosphorylés chez les plantes et les 

animaux est ainsi estimée à 85% de phosphosérine, 10% de phosphothréonine et 5% de 

phosphotyrosine (Sugiyama et al. 2008). La nature des protéines kinases impliquées dans ces 

réactions de phosphorylation varie en fonction du résidu modifié. Les enzymes 

sérine/thréonine kinases et tyrosine kinases sont regroupées dans une superfamille, appelée 

‘kinome’, qui comprend plus de 1100 membres chez A. thaliana, soit 2 fois plus que dans le 

génome humain (Ytterberg and Jensen 2010). Chez les bactéries, les champignons et les 

plantes il existe également des histidine kinases.  

Les réactions de phosphorylation sont réversibles via l’activité de phosphatases qui sont 

également spécifiques des résidus sur lesquels elles agissent. Néanmoins, les protéines 

phosphatases sont moins spécifiques en termes de reconnaissance de peptide, excepté 

lorsqu’elles sont en complexe avec un partenaire protéique (Glen Uhrig et al. 2013). Ce constat 

peut expliquer pourquoi il n’existe que 100 à 200 gènes codant pour des protéines 
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phosphatases chez A. thaliana, la diversité se faisant dans les partenaires protéiques 

(Ytterberg and Jensen 2010). 

 

b) Les sérine/thréonine protéines kinases et phosphatases 

 

(1) Les sérine/thréonine protéines kinases 

 

Les Calcium-Dependent protéines kinases – CDPK 

Le Ca est un ion jouant le rôle de messager de façon ubiquitaire dans le monde vivant. 

La plupart de ses effets sont initiés par sa liaison à la protéine calmoduline qui va agir sur des 

Calmodulin Binding Proteins (Virdi et al. 2015). Chez les végétaux, le Ca permet aussi 

l’activation des protéines kinases de type CDPK (Hardie 1999). Le Ca se lie à un domaine en 

C-terminal de la protéine appelée EF hand composée de 2 hélices alpha et qui ressemble à la 

calmoduline. Cette liaison entraine alors la rotation de la partie C-terminale qui cachait le site 

actif de la protéine et permet ainsi la fonction de phosphorylation (Figure 21). 

 

 
Figure 21. Structure et activation des CDPK. Figure issue de Schulz  et al. (2013). 

 

Chez A. thaliana, il existe 34 gènes codant pour des CDPK (Hrabak 2003). Ces 

enzymes ont principalement été caractérisées dans la réponse à l’hormone acide abscissique 

(ABA). L’ABA est une hormone impliquée dans la signalisation des stress et plus 

particulièrement des stress osmotiques. En effet, CDPK4, CDPK7, CDPK10 et CDPK30 ont 

été montrées comme phosphorylant deux ABA Response Factor ABF1 et ABF2 impliqués 

dans la mise en place des réponses à l’ABA. La phosphorylation de ces 2 facteurs de 

transcription entraine la stimulation de la transcription des gènes de réponse à l’ABA (pour 

revue, voir Schulz et al. 2013). 
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Les Sucrose Non Fermenting-Related protéines kinases – SnRK 

Chez A. thaliana, on trouve 38 représentants de la famille des SnRK. Ces 38 enzymes 

sont subdivisées en 3 groupes basés sur leur similarité de séquence, SnRK1, SnRK2 et 

SnRK3. Les groupes 2 et 3 sont uniques aux plantes (Hrabak 2003) et sont introduits ci-

dessous.  

Les SnRK2 sont impliquées dans la réponse aux stress abiotiques et aux réponses à 

l’ABA. Ces enzymes ont une structure monomérique avec un domaine sérine/thréonine kinase 

conservé et 2 domaines spécifiques aux SnRK2 (Figure 22). Le premier domaine est essentiel 

dans la réponse au stress osmotique tandis que le deuxième est requis pour la signalisation 

de l’ABA (Kulik et al. 2011). La kinase la plus étudiée de cette sous-famille est SnRK2.6, une 

kinase activée par la présence d’ABA et permettant de réguler la fermeture des stomates en 

conditions de sécheresse (Mustilli 2002). SnRK2.6 est capable de phosphoryler in vitro 54 

protéines impliquées dans la réponse à l’ABA. Néanmoins, seule la protéine BTRL1 qui joue 

un rôle dans l’épissage alternatif des gènes est un substrat qui a été confirmé in vivo (Wang 

et al. 2013). 

 

 
Figure 22. Structure des protéines kinases SnRK2. Figure issue de Anna Kulik et al. (2011). 

 

Les SnRK3, ou CIPK ou encore SOS-like, sont des protéines kinases qui sont activées 

par le Ca intracellulaire. Cette sous-famille est particulièrement importante dans la réponse au 

stress salin avec la voie SOS (Salt Over Sensitive) qui contient deux SnRK3, SOS2 et SOS3. 

Ces 2 enzymes sont essentielles dans la régulation de l’homéostasie du potassium et du 

sodium intracellulaire et plus particulièrement lors d’un excès ou d’une carence. En effet, ces 

enzymes contrôlent, en autre, la protéine SOS1, un antiport sodium/proton. La protéine SOS3 

est activée par l’excès de Ca intracellulaire provoqué par l’accumulation de sodium. SOS3 

active ensuite la protéine SOS2 par phosphorylation. La phosphorylation de SOS1 par SOS2 

permet alors l’export de sodium du cytoplasme vers l’apoplasme (Figure 23 ; Ji et al. 2013). 
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Figure 23. La voie Salt Over Sensitive dans la réponse à un stress induit par le sodium. Figure issue de Ji et 
al. (2013). 

Les Receptor-Like protéines kinases - RLK 

Les RLK sont caractérisées par la présence d’un peptide signal hydrophobe en N-

terminal et un domaine transmembranaire. Le domaine sérine/thréonine kinase est situé en C-

terminal (Hardie 1999). L’analyse du génome d’A. thaliana prédit que la famille des RLK 

contient au moins 610 membres (Shiu and Bleecker 2001). Deux grandes familles ont été 

caractérisées chez les végétaux : la famille Erecta et les Wall Associated protéines kinases 

(WAK et WAK-like ; Chevalier and Walker 2005).  

Les WAK et WAKL sont liées à la fois à la paroi cellulaire et au cytoplasme des cellules 

et permettent de faire le lien entre ces 2 compartiments (Kohorn and Kohorn 2012). Le 

domaine protéine kinase est situé du côté cytoplasmique tandis que le côté récepteur est 

extracellulaire. Il existe de fortes redondances fonctionnelles entre les différentes protéines 

(Chevalier and Walker 2005). L’hypothèse est que ces enzymes seraient des récepteurs de 

fragments de pectine, un constituant des parois cellulaires. Ces enzymes sont essentielles à 

l’expansion des parois et donc l’expansion cellulaire. Lorsque des fragments de pectine sont 

formés, par exemple lors d’une attaque de pathogène, ceux-ci peuvent être reconnus par une 

WAK. Cette reconnaissance entraîne alors l’activation de la protéine kinase et l’activation ou 

l’inhibition par phosphorylation d’autres protéines kinases. Par exemple, MKP3 et MKP6, sont 

des Mitogen Activated Kinases impliquées dans les cascades de signalisation des stress 

(Kohorn and Kohorn 2012). 
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Figure 24. Modèle de la fonction des kinases de type WAK dans la détection de la dégradation de la pectine. 
Figure issue de Kohorn and Kohorn (2012). 

 

Les Mitogen Activated protéines kinases - MAPK, MAPKK, MAPKKK 

Les MAPK constituent des acteurs très importants de la signalisation des stress chez 

les végétaux sous la forme de cascades de phosphorylations où au minimum 3 kinases 

interagissent. Chaque kinase est activée par la kinase en amont par phosphorylation. Une 

MAPKKK phosphoryle une MAPKK qui, à son tour, phosphoryle une MAPK. Ces évènements 

mènent à la phosphorylation d’un substrat spécifique de la cascade en question. Le génome 

d’A. thaliana contient 20 MAPK, 10 MAPKK et 60 MAPKKK. Une de ces kinases peut 

phosphoryler plusieurs autres kinases et complexifie donc énormément le nombre de 

cascades possibles (Chevalier and Walker 2005). Plusieurs cascades sont aujourd’hui 

connues (Figure 13). Par exemple, lorsque la plante subit un stress induit par du Cd, MPK6 et 

MPK3 sont activées (X.-M. Liu et al. 2010). Ces deux MAPK sont activées par MPKK3/MPKK5, 

qui sont-elles même phosphorylées par la MPKKK ANP1, cette dernière étant active lorsque 

les cellules subissent un stress oxydatif (Colcombet and Hirt 2008). MPK3 et MPK6 possèdent 

plusieurs substrats et sont essentielles à la réponse à de nombreux stress. Ces gènes sont 

par exemple impliqués dans la phosphorylation de facteurs de transcriptions liés à l’éthylène 

lors de l’attaque d’un pathogène (Xu et al. 2016) 
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Les Cyclin-Dependent protéine kinases - CDK 

Les CDK sont les enzymes qui permettent le bon déroulement du cycle cellulaire. 

Pratiquement la totalité des CDK nécessite d’être liée à une protéine cycline pour devenir 

fonctionnelle. Les cyclines sont des protéines qui activent de façon spécifique les différentes 

étapes du cycle cellulaire et sont accumulées de façon cyclique. Sept classes de CDK ont été 

décrites chez A. thaliana, de CDKA à CDKF. Ces dernières sont classées en fonction de leur 

affinité pour les différentes cyclines (Figure 25 ; Kitsios and Doonan 2011). L’activité des CDK 

et finalement le cycle cellulaire sont régulés par des inhibiteurs tel que ICK1 dont l’expression 

est induite en condition de stress par l’ABA (H. Wang et al. 1998). 

 

 
Figure 25. Régulation du cycle cellulaire. Figure issue de Mironov (1999). 
 

Les Glycogen Synthase Kinase/Shaggy- like protéines kinases - GSK3 

Les protéines GSK3 sont des kinases clés dans les voies de signalisation du 

développement et de l’organisation du cytosquelette. Chez A. thaliana, 11 membres sont 

connus. Il est important de noter que les GSK3 ont besoin d’être d’abord phosphorylées par 

une autre kinase pour pouvoir être actives (priming phosphorylation ; Doble 2003). Le membre 

le mieux caractérisé dans le monde végétal est la protéine kinase BIN2 inhibitrice de la voie 

de signalisation des hormones stéroïdes, les brassinostéroïdes. En absence de 

brassinostéroïdes, BIN2 régule de façon négative les facteurs de transcription de réponse aux 

brassinostéroïdes, tels que BZR1 ou BES, ceci en phosphorylant de nombreux résidus sérine 

et thréonine. Ce phénomène entraine leur dégradation par le protéasome 26S. Lorsque les 

brassinostéroïdes se fixent sur leur récepteur BRI1 (voir paragraphe suivant), une protéine de 

réponse aux brassinostéroïdes BSK est phosphorylée, permettant le recrutement de la 

phosphatase BSU1. Cette dernière déphosphoryle BIN2 ce qui entraine sa dégradation par le 
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protéasome 26S et l’activation des facteurs de transcription de réponse aux brassinostéroïdes 

(Figure 22).  

Plusieurs membres de cette famille de kinases voient leur expression modulée en 

réponse aux stress abiotiques. Par exemple, les gènes SK13, SK31 et SK42 sont surexprimés 

en réponse à un stress salin. Leur substrat est encore inconnu mais les produits de ces gènes 

sont essentiels à la voie de signalisation du stress salin (Charrier 2002). 

 

 
Figure 26. Rôle de BIN2 dans la signalisation des brassinostéroïdes. Figure issue de Saidi et al. (2012) 
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(2) Les sérine/thréonine protéines phosphatases 

 

La majeure partie des sérine/thréonine phosphatases appartient à la famille des 

Phosphoprotéines Phosphatases (PPP). Cette famille est subdivisée, chez les plantes, en PP1 

(TOPP), PP2 (PP2A), PP4, PP5, PP6 et PP7 ainsi que PPKL et SLP qui sont absentes chez 

les mammifères (Figure 27). La spécificité des PPP se fait grâce à la formation de complexes 

avec des partenaires protéiques qui permettent de considérablement élargir leur éventail de 

substrats. Ces partenaires sont appelés sous-unités, plusieurs centaines sont connues chez 

l’Homme (Glen Uhrig et al. 2013) et quelques-unes chez les végétaux (Ogawa et al. 2011 ; 

Takemiya et al. 2005, 2013 ; Templeton et al. 2011). 

 

 
Figure 27. Structures et domaines des Phosphoprotéines Phosphatases. Figure issue de R. Glen Uhrig et al. 

(2013). 

 

Les protéines phosphatases PP1 

La sous-famille des PP1 ou TOPP compte 9 représentants chez A. thaliana (Kerk et al. 

2007). Les partenaires des PP1 se fixent sur un motif conservé RVxF (Uhrig et al. 2013). La 

fixation d’un partenaire protéique permet d’activer la phosphatase ou au contraire de l’inactiver 

mais aussi de recruter d’autres partenaires (Peti et al. 2013). L’exemple le mieux caractérisé 

est l’interaction de la protéine phosphatase PP1 avec son partenaire protéique PRSL1 (PP1 

Regulatory Subunit Like 1) dans la détection de la lumière bleue et l’ouverture des stomates. 

Lorsque la lumière bleue est détectée par les phototropines (PHOT), celle-ci 
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s’autophosphorylent et phosphorylent BLUS1 (Blue Light Signaling 1), une autre protéine 

kinase nécessaire à l’interaction entre PP1 et PRSL1. L’interaction de ces 2 protéines est 

nécessaire à l’ouverture des stomates en activant les pompes à protons mais le mécanisme 

sous-jacent est encore inconnu (Figure 28 ; Inoue et Kinoshita 2017).  

 

 
Figure 28. Activation des pompes à protons et ouverture des stomates. Figure adaptée de Inoue et Kinoshita 
(2017). 
 

Les protéines phosphatases PP2A, PP4 et PP6 

Les protéines phosphatases PP2A, PP4 et PP6 sont structurellement très similaires 

(Figure 27). A notre connaissance, aucun rôle des PP4 n’a été identifié chez les végétaux. Les 

PP6 ont quant à elles un rôle dans la phosphorylation des transporteurs d’efflux de l’hormone 

auxine, les PIN-FORMED (PIN ; voir partie E.2 ; Dai et al. 2012). Elles participent également 

à la signalisation de l’ABA à travers la déphosphorylation entrainant l’inactivation d’un facteur 

de transcription à l’ABA, ABI5 (Dai et al. 2013). 

Les protéines phosphatases PP2A sont des holoenzymes constituées d’une sous-unité 

catalytique, d’une sous-unité qui régule la conformation de l’enzyme et d’une sous-unité 

régulatrice. Chez A. thaliana, il existe 5 sous-unités catalytiques, 3 sous-unités 

conformationnelles et 17 sous-unités régulatrices. Ces sous-unités peuvent toutes interagir 

entre elles, fournissant des fonctions et des substrats variés (Jonassen et al. 2011). Plusieurs 

holoenzymes ont été décrites comme étant essentielles à la réponse au stress, la signalisation 

de la lumière, le contrôle de la fonction des microtubules ou encore le contrôle de la croissance 

racinaire (Uhrig et al. 2013). 

Par exemple, la phosphatase PP2A-C4 et la protéine kinase PINOID (PID) régulent la 

polarité cellulaire (basale ou apicale) du transporteur PIN1, un transporteur d’efflux de l’auxine. 

Lorsque PIN1 est phosphorylé sa position est apicale et lorsqu’il est déphosphorylé, sa position 

est basale (Figure 29). Ce mécanisme permet de rapidement moduler les efflux d’auxine et 

l’architecture racinaire (Michniewicz et al. 2007)  
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Figure 29. Régulation de la polarité du transporteur d’auxine PIN1 par phosphorylation. Figure adaptée de 
Glen Uhrig et al. (2013). 
 

Les protéines phosphatases PP5 

Il existe 2 protéines PP5 qui correspondent à 2 transcrits alternatifs du même gène 

chez A. thaliana. Cet épissage alternatif contrôle la localisation subcellulaire de la protéine. En 

effet, la forme la plus courte est retrouvée dans le cytoplasme et le noyau tandis que la forme 

la plus longue est retrouvée dans le réticulum endoplasmique (de la Fuente van Bentem 2003). 

La protéine phosphatase PP5 est impliquée dans de nombreux processus biologiques incluant 

la résistance aux stress biotiques, la tolérance aux températures extrêmes et la détection de 

la lumière (Uhrig et al. 2013). 

 

Les protéines phosphatases PP7 

Les PP7 possèdent un domaine conservé de fixation de la calmoduline. Ces enzymes 

montrent également une séquence d’adressage au noyau en C-terminal (Nuclear Localization 

Signal, NLS ; Figure 27). Les PP7, comme les PP1, sont impliquées dans la régulation de 

l’ouverture des stomates de façon lumière dépendante. L’hypothèse est qu’à l’obscurité, la 

protéine Hypersensitive to Red and Blue 1 (HRB1) est maintenue déphosphorylée par PP7, 

l’empêchant de former un complexe permettant l’activation des pompes à protons et 

l’ouverture des stomates (Sun et al. 2012).  

 

Les protéines phosphatases PPKL et SLP 

Les PPKL possèdent des répétitions en tandem d’un domaine appelé Kelch en N-

terminal. Ce domaine est connu pour faciliter les interactions protéine-protéine (Kerk et al. 

2007). Chez A. thaliana, il existe 4 PPKL : BSU1, BSL1, BSL2 et BSL3. Seul BSU1 a un rôle 

bien caractérisé (Uhrig et al. 2013). Son rôle dans la signalisation des brassinostéroïdes a été 

décrit ci-dessus (GSK3 kinases). 

La sous famille des SLP possède 2 représentantes, SLP1 et SLP2 chez A. thaliana. La 

phosphatase SLP1 est spécifiquement exprimée dans l’appareil foliaire tandis que SLP2 est 

spécifiquement exprimée dans les racines. Ces 2 enzymes sont insensibles aux inhibiteurs 

classiques des sérine/thréonine phosphatases. Leur rôle est encore inconnu (Uhrig and 

Moorhead 2011). 
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Les protéines métallophosphatases PP2C, une classe à part  

Les protéines phosphatases PP2C forment une classe à part entière des 

sérine/thréonine phosphatases car ce sont des métallophosphatases, leur activité est 

dépendante des ions Mg2+ et/ou Mn2+. Chez A. thaliana, 80 membres ont été identifiés, dont 

la majorité est impliquée dans la réponse des plantes aux stress (Schweighofer et al. 2004). 

Cette sous famille est encore divisée en 6 classes, nommées clades A à F (Fuchs et al. 2013). 

Les clades les mieux décrits dans la littérature sont abordés ci-dessous. 

Le clade des PP2C A contient, en autre, 2 protéines dont la fonction est redondante et liée à 

la régulation négative de l’hormone ABA par feedback négatif (Figure 30 ; Merlot et al. 2001). 

Les détails de cette régulation sont encore mal connus mais ces enzymes participent à 

révoquer l’effet de l’ABA sur l’inhibition de la germination, de la croissance racinaire ou encore 

sur la fermeture des stomates (Fuchs et al. 2013). 

 
Figure 30. Rôle d’ABI1 et ABI2 dans la signalisation de l’acide abscissique. Figure issue de Merlot et al. 
(2001). 
 

Les PP2C du clade B sont impliquées dans la régulation des cascades de 

phosphorylation des MAP kinases. Ce clade contient 6 membres chez A. thaliana, regroupés 

sous le terme APC2 (Arabidopsis phosphatase 2C). Ces phosphatases possèdent un domaine 

de reconnaissance des MAPK en N-terminal leur permettant de reconnaitre et de 

déphosphoryler ces kinases. Par exemple, 4 de ces 6 enzymes sont capables de 

déphosphoryler et d’inactiver MKP6, vue à plusieurs reprises dans cette partie (Fuchs et al. 

2013). 

Les PP2C du clade C contiennent 2 protéines phosphatases avec des fonctions 

redondantes, POLTERGEIST (POL) et POLTERGEIST-LIKE (PLL) (Song and Clark 2005). 

Ces 2 enzymes contrôlent l’activité et le maintien des méristème foliaires et racinaires à travers 

la régulation de l’expression de facteurs de transcription, tels que WUSHEL et CLAVATA 

(Fuchs et al. 2013). 
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c) Les tyrosines protéines kinases et phosphatases 

 

Comme nous l’avons vu, les Receptor Like Kinases (RLK) sont historiquement et 

principalement représentées par des sérine/thréonine kinases. Néanmoins, depuis 2009, 

plusieurs RLK de type tyrosine kinase ont été identifiées, en commençant par un récepteur 

des brassinostéroïdes (Oh et al. 2009). Les brassinostéroïdes sont essentiels au 

développement et à la mise en place de l’architecture des organes végétaux et jouent un rôle 

dans la réponse aux stress abiotiques. Leur rôle repose principalement sur l’interaction de ce 

groupe d’hormones avec d’autres hormones, telle que l’auxine (Ahammed et al. 2015). 

En l’absence de brassinostéroïdes, les protéines BKI1 et BIK1 régulent de façon négative 

l’activation de la protéine BRI1. La perception de l’hormone entraine la phosphorylation de 

BKI1 et BIK1 et lève ainsi l’inhibition de la tyrosine protéine kinase BRI1. Cette levée 

d’inhibition permet l’interaction physique entre les domaines kinases de BRI1 et BAK1 qui 

contrôlent la signalisation des brassinostéroïdes (Figure 31 ; Macho et al. 2015). 

 
Figure 31. Système de réception des brassinostéroïdes. Figure issue de Macho et al. (2015). 
 

Les phosphotyrosine phosphatases sont représentées par 2 groupes distincts, les PTP 

(PhosphoTyrosine Phosphatase) et les DsPTP (Dual specificity PhosphoTyrosine 

Phosphatase). Les premières ne réalisent que la réaction de déphosphorylation d’un résidu 

tyrosine tandis que les deuxièmes peuvent également déphosphoryler les résidus sérine et 

thréonine (Luan 2003). Peu d’informations sont disponibles concernant les substrats ou les 

fonctions de la vingtaine de PTP d’A. thaliana (Luan 2003). Les DsPTP sont quant à elles 

mieux caractérisées, elles interagissent avec les cascades de phosphorylation liées au MAP 

kinases. Par exemple la MAP kinase Phosphatase 1 (MKP1) déphosphoryle MKP6 en réponse 

à une forte concentration de L-glutamate afin de réguler la division cellulaire et l’élongation 

racinaire (J. S. López-Bucio et al. 2018). 
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d) Les histidines protéines kinases 

 

Chez A. thaliana, cette famille de 11 membres est associée à des mécanismes de 

transduction de signal de type "systèmes à 2 composantes" et englobe par exemple les 

récepteurs à l’éthylène et aux cytokinines (Figure 32 ; Nongpiur et al. 2012). Les histidines 

kinases catalysent leur autophosphorylation sur un résidu histidine puis le transfert d’un 

groupe phosphate sur un résidu aspartate du domaine receveur, le groupement aspartyl-

phosphate étant l’élément déclencheur de la signalisation (Lieser et al. 2005). Certaines 

enzymes peuvent également jouer le rôle de phosphatase, c’est le cas pour la protéine AHK4 

(Mähönen et al. 2006).Pour illustrer la fonction des histidines kinases, la signalisation du 

groupe d’hormones des cytokinines est brièvement expliquée ci-dessous. 

Les cytokinines entrent dans les cellules par le transporteur PUP14 (Kang et al. 2017). 

Une fois dans le cytoplasme, les récepteurs histidine kinases de l’hormone se trouvent au 

niveau du réticulum endoplasmique. Lorsque les cytokinines se fixent sur leurs récepteurs 

(AHK2, AHK3 et AHK4), ceux-ci s’autophosphorylent sur un résidu histidine conservé. Ensuite, 

le groupement phosphoryle est transféré des AHK vers les facteurs de transcription liés à la 

signalisation des cytokinines. Ces facteurs de transcription sont soit inhibiteur (type A), soit 

activateur (type B), de la transcription des gènes de réponse à l’hormone (Nongpiur et al. 

2012). 

 
Figure 32. Modèle de la signalisation des cytokinines. Figure issue de Nongpiur et al. (2012). 
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4. La méthylation des protéines, une modification post-traductionnelle essentielle 
 

a) Diversité des réactions de méthylation des protéines 

 

 La méthylation des protéines est réalisée par des protéines méthyltransférases qui 

catalysent le transfert de groupements méthyles depuis un donneur universel, la S-

adénosylméthionine (AdoMet ou SAM), sur une protéine (Figure 33). Les produits de la 

réaction sont la protéine méthylée et la S-adénosylhomocystéine (AdoHcy ou SAH). Cette 

dernière est connue pour inhiber l’activité des méthyltransférases AdoMet-dépendantes, 

enzymes indispensables à de nombreuses fonctions cellulaires. Afin de maintenir la 

fonctionnalité du système, l’AdoHcy doit donc être dégradée par l’action d’AdoHcy hydrolases 

puis recyclée en AdoMet dans le "cycle des méthyles" (Ravanel et al. 1998). 

 

 
Figure 33. Représentation schématique de la méthylation d’une protéine cible par une protéine 
méthyltransférase (PMT). Ces enzymes catalysent le transfert d’un groupement méthyle de l’AdoMet sur une 
protéine pour former une protéine méthylée et de l’AdoHcy. 
 

Quatre types d’atomes peuvent être méthylés par les protéines méthyltransférases. 

Les réactions les plus communes interviennent sur des atomes d’azote (N-méthylation) et 

d’oxygène (O-méthylation). De manière moins fréquente, elles peuvent également se produire 

sur des atomes de carbone (C-méthylation) et de soufre (S-méthylation). La N-méthylation 

peut intervenir sur (i) l’atome d’azote de la chaîne latérale des acides aminés lysine, arginine, 

glutamine, asparagine et histidine, et (ii) sur l’atome d’azote N-α des acides aminés présents 

à l’extrémité N-terminale des protéines. La O-méthylation est retrouvée sur les résidus 

glutamate et aspartate et sur l’acide aminé présent au niveau de l’extrémité C-terminale des 

protéines. La C-méthylation prend place sur les résidus arginine et glutamine. Enfin, la S-

méthylation est spécifique de la fonction thiol des résidus cystéine (Figure 34). 
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Figure 34. Représentation des 4 classes de réactions de méthylation (N-, O-, C- et S-méthylation) intervenant sur différents acides aminés. Ces schémas réactionnels 
sont issus de Walsh (2006). 
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Environ 1 à 2% des gènes des organismes procaryotes et eucaryotes codent pour des 

méthyltransférases AdoMet-dépendantes (Katz et al. 2003; Petrossian and Clarke 2011 ; 

Wlodarski et al. 2011). Ces enzymes possèdent diverses spécificités de substrat et peuvent 

méthyler des métabolites, des lipides, des protéines ou des acides nucléiques. Les 

méthyltransférases AdoMet-dépendantes peuvent être identifiées au sein d’un génome grâce 

à la reconnaissance de leur domaine de fixation de l’AdoMet et éventuellement à leur 

repliement tridimensionnel. Ces enzymes ont été classées en cinq familles structurales (Figure 

35 ; Schubert et al. 2003). Les enzymes de la classe I sont caractérisées par un repliement 

structural caractéristique de type ‘seven beta-strand’. Cette classe renferme des 

méthyltransférases ayant pour substrats des métabolites, de l’ADN ou des protéines. Ces 

dernières enzymes modifient une grande diversité de résidus : L-isoaspartyl, glutamine, 

arginine ou lysine. La classe II comprend uniquement le domaine de réactivation de la 

méthionine synthase cobalamine-dépendante (MetH), enzyme qui catalyse la synthèse de 

méthionine par méthylation du groupement thiol de l’homocystéine (Ravanel et al., 1998). La 

classe III est composée de la precorrin-4 C11-méthyltransférase qui intervient dans la 

biosynthèse de cobalamine (Schubert et al., 2003). La classe IV contient les enzymes spoU 

et trmD qui forment la superfamille des ARN méthyltransférases SPOUT. Les ARN 

méthyltransférases de la famille spoU sont impliquées dans la méthylation du ribose de l’ARN. 

Quant aux ARN méthyltransférases trmD, elles catalysent le transfert d’un groupement 

méthyle de l’AdoMet sur l’atome N1 de la guanine 37 des ARN de transfert (Toyooka and Hori 

2007). Il a été montré que la protéine YOR021C de Saccharomyces cerevisiae est une enzyme 

de la famille SPOUT impliquée dans la méthylation d’une arginine sur la protéine ribosomale 

Rps3 (Young et al. 2012). Enfin, la classe V est celle ayant été décrite le plus récemment. A 

ce jour, elle contient exclusivement des protéines méthyltransférases impliquées dans la 

modification de résidus lysine. Ces enzymes partagent un repliement structural particulier 

caractérisé par un domaine catalytique nommé SET (Qian and Zhou 2006). On distingue 2 

types d’enzymes à domaine SET, celles ayant un domaine continu et celles, moins 

nombreuses, pour lesquelles le domaine SET est interrompu sur la séquence primaire mais 

reconstitué dans la structure tridimensionnelle. 
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Figure 35. Classification des méthyltransférases AdoMet dépendantes en 5 classes structurales. Pour 
chaque classe la structure tertiaire est représentée à gauche et un diagramme topologique est présenté à droite. 
La liste des enzymes appartenant à chaque classe est restreinte aux différents types de substrats manipulés. Les 
protéines méthyltransférases sont indiquées en gras. Figure adaptée de Schubert et al. (2003).  
 

Pour résumer, les protéines méthyltransférases se retrouvent dans 3 familles 

structurales. Une seconde classification de ces enzymes peut ensuite être réalisée en fonction 

de la nature de l’atome et du résidu qui sont modifiés. Cette classification permet alors de 

distinguer quatre grandes familles : (i) les protéines L-isoaspartyl méthyltransférases (PIMT) 

qui catalysent la O-méthylation de l’isoaspartate ; (ii) les isoprénylcystéine méthyltransférases 

(ICMT) qui catalysent la O-méthylation d’une cystéine isoprénylée ; (iii) les protéines arginine 

méthyltransférases (PRMT) qui catalysent la mono- et diméthylation des résidus arginines ; et 

(iv) les protéines lysine méthyltransférases (PKMT) qui catalysent la mono-, di- et 

triméthylation des résidus lysines (Figure 36). Outre ces familles, la caractérisation 

fonctionnelle récente de nouvelles méthyltransférases a conduit à l’identification d’enzymes 

impliquées dans les réactions de S-méthylation de résidus cystéine, de N-méthylation de 

résidus His, de O-méthylation de résidus glutamine, et de N- et C-méthylation de résidus 

glutamine (Figure 36). Dans cette étude, seule la N-méthylation des résidus lysine et arginine 

sera abordée. 
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Figure 36. Illustration de la diversité des réactions de méthylation des protéines et de leur implication dans 
divers processus cellulaires. 
 

b) La méthylation/déméthylation des arginines 

 

(1) Les protéines arginine méthyltransférases (PRMT) 

 

Les PRMT appartiennent à la superfamille de méthyltransférases de type seven ȕ-

strand (Figure 35). Les membres de la famille PRMT diffèrent au niveau de leurs séquences 

primaires, de leurs spécificités de substrat et de leurs localisations subcellulaires (Herrmann 

et al. 2009). Chez S. cerevisiae le génome code pour 3 PRMT (HMT1, Hsl7 et Rmt2). Le 

nombre d’enzymes passe à 9 chez l’homme (hPRMT1-9), la drosophile (DART1-9), et 11 chez 

les plantes (AtPRMT1a, At2g19670 ; AtPRMT1b, At4g29510 ; AtPRMT3, At3g12270 ; 

AtPRMT4a, At5g49020 ; AtPRMT4b, At3g06930 ; AtPRMT5, At4g31120 ; AtPRMT6, 

At3g20020 ; AtPRMT7, At4g16570 et AtPRMT10, At1g04870) (Ahmad et al. 2011). Les 

enzymes les plus conservées dans l’évolution des eucaryotes sont PRMT1-3-5, ce qui suggère 

une implication de ces méthyltransférases dans la machinerie cellulaire basale (Bachand 

2007). Aucune PRMT n’a été détectée chez les procaryotes. 
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Classification des PRMT 

Les résidus arginine contiennent 2 atomes d’azote ω situés en position terminale et un 

atome d’azote į situé à l’intérieur de la chaîne latérale. Ces 3 atomes d’azote sont liés à des 

atomes d’hydrogène qui peuvent être remplacés par des groupements méthyles pour former 

différents isomères de méthyl-arginine (Figure 37). En fonction du type de résidu méthyl-

arginine formé, les PRMT peuvent être classées en 4 groupes (Ahmad and Cao 2012). Les 

PRMT de type I catalysent la formation de ω-N-monométhyl-arginine (MMA) et de ω-N-

diméthyl-arginine asymétrique (aDMA). Cette classe inclut les enzymes PRMT1-2-3-4-6 et 8. 

Les PRMT de type II catalysent la synthèse de MMA et de ω-N-diméthyl-Arg symétrique 

(sDMA). Cette classe renferme les enzymes PRMT5 et Hsl7. Les PRMT de type III catalysent 

uniquement la formation de MMA et seule PRMT7 possède cette activité catalytique. Les 

PRMT de type IV catalysent la formation de į-monométhyl-arginine. Jusqu’à présent une seule 

PRMT catalysant cette réaction a été identifiée : il s’agit de l’arginine méthyltransférase de 

levure (RMT2) (Figure 37 ; Ahmad and Cao 2012). 

 

 

 

Figure 37. Formation de différents résidus arginines méthylés par les PRMT. Les PRMT de type I catalysent 
la formation de ω-N-mono-méthyl-arginine (MMA) et de ω-N-diméthyl- arginine asymétrique (aDMA). Les PRMT 
de type II catalysent la formation de MMA et de ω-N-diméthyl- arginine symétrique (sDMA). La PRMT de type III 
(PRMT7) catalyse la formation de MMA. Chez la levure, une PRMT de type IV catalyse la méthylation de į- 
monométhyl- arginine. Figure issue de Ahmad & Cao (2012). 
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Effets induits par la méthylation des arginines  

L’addition d’un ou de plusieurs groupements méthyles ne modifie pas la charge des 

arginines. Néanmoins elle augmente l’hydrophobicité et l’encombrement stérique et empêche 

la formation de liaison hydrogène, pouvant ainsi affecter la fonction des protéines (Pahlich et 

al. 2006). La méthylation des arginines des protéines cibles influence les interactions protéine-

protéine, les interactions protéine-ADN, les interactions protéine-ARN, la stabilité des 

protéines, la localisation subcellulaire des protéines et leur activité enzymatique (Ahmad and 

Cao 2012). 

 

Les substrats des PRMT 

Le dogme concernant les substrats des PRMT a longtemps été que ces enzymes 

méthylent des protéines qui arborent des motifs nommés GAR car riches en résidus glycines 

et arginines. Chez les mammifères, qui ne possèdent que 2 classes de PRMT, il a été montré 

que les enzymes de classe I reconnaissent généralement les substrats contenant des motifs 

GAR et les enzymes de classe II peuvent méthyler des résidus arginines isolés ou présents 

au sein de motifs GAR (Bedford and Richard, 2005). De plus, il s’avère que les PRMT 

possèdent une certaine flexibilité de substrat et peuvent méthyler des protéines histones et 

non-histones (Ahmad & Cao, 2012). 

 

Processus cellulaires régulés par la méthylation des arginines 

Les protéines méthylées sur des arginines sont impliquées dans un grand nombre de 

processus cellulaires incluant le processing et le transport des ARN, la régulation de la 

transcription, la transduction du signal, la réparation de l’ADN, la traduction, l’apoptose etc. 

Les substrats méthylés par les PRMT d’A. thaliana ainsi que les processus cellulaires affectés 

sont présentés dans le Tableau 4. Chez A. thaliana PRMT1a et PRMT1b diméthylent 

asymétriquement les histones H2A et H4 et la fibrillarine (protéine de liaison à l’ARN) in vitro. 

La méthylation de ces substrats implique probablement cette PTM dans la transcription et le 

processing des ARN (Tableau 4) (Yan et al., 2007). Chez la levure et chez l’Homme PRMT3 

co-sédimente avec la sous-unité ribosomale 40S et méthyle la protéine ribosomale RPS2 

(Swiercz et al., 2005). Des cellules de levure déficientes en PRMT3 présentent un déséquilibre 

dans le ratio des sous-unités 40S et 60S disponibles (Bachand and Silver 2004). Cette enzyme 

régule la synthèse des ARN pré-ribosomaux, affectant ainsi le développement de la plante 

(Hang et al. 2014). Chez A. thaliana les 2 protéines PRMT4a/b méthylent H3R17 de manière 

redondante. En outre PRMT4a et PRMT4b régulent le moment de la floraison via le gène FLC 

(Flowering locus C) qui code pour un facteur de transcription régulant négativement la 

transition du stade végétatif au stade reproductif. En effet, aucun des simples mutants prmt4a 

et prmt4b ne présente de défaut développemental mais le double mutant prmt4a prmt4b 
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présente un retard de floraison (Tableau 4) (L. Niu et al. 2008). Chez A. thaliana PRMT5 

catalyse la méthylation de H4R3, marque répressive dans le promoteur de FLC. La mutation 

prmt5 engendre donc une floraison retardée ainsi qu’un retard de croissance et des feuilles 

recourbées de couleur vert sombre (Pei et al. 2007). Par ailleurs, PRMT5 jouerait un rôle dans 

la régulation du cycle circadien via l’épissage d’ARN messagers de certains gènes (Sanchez 

et al. 2010), dans la réponse des plantes au stress salin via la méthylation de H4R3 (Z. Zhang 

et al. 2011) ainsi que dans la maintenance des cellules souches de l’apex racinaire en réponse 

à un stress génotoxique (Q. Li et al. 2016). Chez l’Homme PRMT6 est impliquée dans la 

régulation de la transcription, la réparation de l’ADN et l’immunité contre l’infection du VIH. 

Chez les plantes la fonction jouée par PRMT6 est inconnue. Etant donné le rôle de PRMT6 

chez l’Homme, l’homologue végétal de PRMT6 pourrait jouer un rôle dans la réponse de la 

plante à un pathogène (Ahmad and Cao 2012). Chez l’Homme PRMT7 a été impliquée dans 

des rôles de régulation de la transcription, la réparation des dommages de l'ADN, l’épissage 

des ARN, la différenciation cellulaire et le développement de métastases (Y. Feng et al. 2013). 

Cette enzyme est active sur toutes les histones recombinantes humaines mais H2B est un 

substrat préférentiel. L’identification d’un motif de reconnaissance du substrat de type arginine-

X-arginine devrait aider à l’identification d’autres substrats de PRMT7 et à l’étude détaillée de 

ses fonctions biologiques (Y. Feng et al. 2013). Aucune donnée n’est disponible à ce jour 

concernant PRMT7 chez les plantes. Chez Arabidopsis PRMT10 méthyle H4R3 et le mutant 

prmt10 présente un phénotype similaire à celui de prmt5 (Tableau 4). Néanmoins des données 

indiquent que PRMT5 et PRMT10 régulent le moment de la floraison par des voies différentes 

(Niu et al. 2007). Finalement, PRMT11 méthyle la protéine MBD7, une protéine qui se lie à 

l’ADN méthylé (Scebba et al. 2007). Dans cette étude les auteurs posent l’hypothèse que cette 

interaction pourrait être la preuve de l’existence d’un lien entre la méthylation des protéines et 

celle de l’ADN. 
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Tableau 4. Méthylation des arginines chez A. thaliana : enzymes, substrats et processus cellulaires 
impactés. 

PRMT Substrats Processus cellulaires impactés par la méthylation des Arg 

PRMT1a H2A Transcription, processing des ARN 

PRMT1b 
H4  

Fibrillarine  

PRMT3 ? Stabilité des ARN pré-ribosomaux 

PRMT4a H3R17 Régulation de la floraison 

PRMT4a/PRMT4b FLC  

PRMT5 H4R3 
Floraison, horloge circadienne, réponse au stress salin, stress 
génotoxique (cellules souches racinaires) 

PRMT6 ?  

PRMT7 ?  

PRMT10 H4R3 Régulation de la floraison 

PRMT11 MBD7 Lien entre méthylation ADN/protéine ? 

 

Régulation de l’activité des PRMT  

L’activité méthyltransférase des PRMT est influencée par la liaison de partenaires 

protéiques qui peuvent inhiber, activer ou altérer la spécificité de substrat des enzymes 

(Bedford and Clarke 2009). Par exemple, l’interaction entre les enzymes PRMT1 et PRMT2 

humaines augmente l’activité catalytique de PRMT1 (Pak et al. 2011). L’activité des PRMT 

peut également être influencée par des PTM. Par exemple, la phosphorylation de PRMT3 

humaine sur sa tyrosyne 87 augmente son interaction avec son substrat RPS2 ainsi que son 

activité catalytique (Handrkova et al. 2011). 

 

(2) Déméthylation des résidus arginine 

 

La méthylation des histones sur les résidus lysine et arginine a longtemps été 

considérée comme une marque irréversible, notamment en raison de la robustesse de la 

liaison covalente carbone-azote. Néanmoins, il est apparu que cette modification peut être 

régulée de manière dynamique par des ‘writers’, les méthyltransférases, et des ‘erasers’, les 

déméthylases. Ce caractère dynamique de la N-méthylation s’applique également aux 

substrats non-histones qui peuvent être pris en charge par des déméthylases (Lanouette et al. 

2014). 

La recherche de déméthylases spécifiques des résidus arginine est restée vaine 

jusqu’en 2007. Chang et al. (2007) ont alors identifié l’enzyme à domaine Jumonji JMJD6 

comme étant capable de déméthyler H3R2 et H4R3 in vitro et in vivo selon le schéma 

réactionnel présenté Figure 38. Les rôles de ces déméthylations sont encore hypothétiques. 
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Par ailleurs les données de Chang et al. (2007) font l’objet de controverses puisque JMJD6 

reste la seule arginine déméthylase connue à l’heure actuelle (Poulard et al. 2016). 

 

 
Figure 38. Déméthylation des résidus Arg diméthylés par JMJD6. Figure issue de Litt et al. (2009). 
 

Un mécanisme alternatif permettant la déméthylation des résidus arginine est possible. 

Il s’agit de la déimination. Cette réaction convertit les résidus arginine non modifiés et les 

arginines mono-méthylées en citrulline (Figure 39). Ces réactions sont catalysées par la 

‘peptidyl arginine deiminase 4’ (PADI4 ; Bannister and Kouzarides 2005). Très peu de données 

sont disponibles sur cette enzyme et sur ses rôles putatifs. Encore une fois ces résultats font 

l’objet de controverses. 

Il est donc difficile de conclure à l’heure actuelle sur la réversibilité de la méthylation des 

résidus arginine des protéines qui semble être une modification très stable (Ahmad and Cao 

2012). 

 
Figure 39. Déimination des résidus Arg non méthylés (A) et monométhylés (B) par PADI4. Les 2 réactions 
conduisent à la formation de citrulline. 

 

A BA
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c) La méthylation/déméthylation des lysines sur les protéines non-histones 

 

Cette partie a donné lieu à la publication d’une revue dans Journal of Experimental Botany 

(Serre et al. 2018). La version non éditée de la revue est présentée ici. 

 

An outlook on lysine methylation of non-histone proteins in plants 
 
Nelson B.C. Serre, Claude Alban, Jacques Bourguignon, Stéphane Ravanel 
Univ. Grenoble Alpes, INRA, CEA, CNRS, BIG, PCV, F-38000 Grenoble, France 
 
Abstract 
Protein methylation is a very diverse, widespread and important post-translational modification affecting 
all aspects of cellular biology in eukaryotes. Methylation on the side chain of lysine residues in histones 
has received considerable attention due to its major role in chromatin structure and the epigenetic 
regulation of gene expression. Since the turn of the 21st century, lysine methylation of non-histone 
proteins emerged as a very common modification contributing to the fine-tuned regulation of protein 
function. In plants, our knowledge in this field is much more fragmentary than in yeast and animal cells. 
In this review, we describe the plant enzymes involved in the methylation of non-histone substrates. 
Also, we review historical and recent advances in the identification of non-histone lysine-methylated 
proteins in photosynthetic organisms. Last, we discuss the current knowledge and future challenges 
about the role of protein lysine methylation in regulating molecular and cellular functions in plants. 
 
Running title: Lysine methylation of non-histone proteins in plants 
 
Keywords: lysine, metabolism, methylation, methyltransferase, non-histone protein, post-translational 
modification, regulation, translation, signalling 
 
Abbreviations: AdoMet, S-adenosyl-L-methionine; CaM, calmodulin; eEF1A, eukaryotic elongation 
factor 1 alpha; KDM, protein lysine demethylase; KMT, protein lysine methyltransferase; LSMT, large 
subunit Rubisco methyltransferase; RPL11, ribosomal protein L11; SBS, seven-beta-strand; SILAC, 
stable isotope labelling with amino acids in cell cultures. 
 
Introduction 
Protein methylation was first described more than fifty years ago but is a relatively nascent area of 
research. Indeed, the initial reports of methylated lysine residues in flagellar proteins from Salmonella 
(in 1959) and in mammalian histones (in 1964) were followed by decades of rather limited interest until 
the physiological role for protein methylation was documented in the late 1990s (Murn and Shi 2017). 
Since then our knowledge about protein methylation increased exponentially due to extensive research 
in the attractive field of histone modifications and epigenetics together with technical advances, mainly 
in protein mass spectrometry. Currently, methylation is on the fourth position within post-translational 
modifications in terms of abundance with more than 18,000 methylation sites described in ~7,400 
proteins (statistics from iPTMnet v4.1, August 2017; (Ross et al. 2017). This modification is also very 
diverse since methylation can occur on nitrogen, carbon or sulfur atoms of protein residues. Thus, the 
side chains of eight residues (lysine, arginine, histidine, glutamate, aspartate, glutamine, asparagine, 

and cysteine), together with the terminal -amino and -carboxyl groups can be methylated by specific 
enzymes. Also, methylation of iso-aspartate residues that spontaneously occur at aspartyl and 
asparaginyl sites in proteins is a crucial step in the repair of damaged proteins (Oge et al. 2008). Overall, 
protein methylation is now established as a widespread and versatile modification that is an integral part 
of cellular biology. 
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The N-methylation of histone and non-histone proteins occurs primarily on lysine and arginine residues. 
Protein lysine methylation is evolutionary conserved, although it is far less abundant in bacteria than in 

eukaryotes. The -amino group of lysine can be methylated up to three times, resulting in mono-, di-, 
and trimethyl-lysine (Figure 1A). Within the early stages of protein lysine methylation research, the 
dogma was that the modification was stable and irreversible, unlike other modifications such as 
phosphorylation. The identification of protein lysine demethylases indicated that this modification can 
be reversible (M. Shi, Li, and Sui 2004). Thus, protein lysine methylation can be either dynamic to serve 
regulatory purposes or can be static to expand the repertoire of functions of the modified target. 
Mono-, di-, or trimethylation of lysine in a target protein gives rise to distinctive biological readouts. 
Indeed, although the methyl group is one of the smallest post-translational modification, each 

methylation event removes a proton from the -amino group and thereby decreases the hydrogen 
bonding potential of lysine. Also, methylation increases moderately the hydrophobicity and bulkiness of 
the lysine side chain and, unlike other modifications such as acetylation, does not affect the overall 
charge of the residue (Figure 1A). Thus, changes of the physicochemical properties of lysine residues 
by methylation are rather subtle, which explains the difficulty to understand the biological outputs of the 
modification in non-histone proteins. However, evidence of lysine methylation-driven regulation has 
been obtained for a number of non-histone proteins since the turn of the 21st century (for reviews, see 
Lanouette et al. 2014; Falnes et al. 2016). This modification has been shown to regulate protein-protein 
and protein-nucleic acid interactions, protein stability, subcellular localization or enzyme activity in 
essential cellular processes including transcription, protein synthesis, signal transduction and 
metabolism (Lanouette et al. 2014; Falnes et al. 2016). 
During the last 15 years, lysine methylation of non-histone proteins emerged as an important 
modification and has been extensively characterized in yeast and animal cells. In plants, our knowledge 
in this field is much more fragmentary. This review will cover historical and recent advances in the 
identification of lysine methylproteins in photosynthetic organisms together with the characterization of 
the enzymes involved in the deposition of methyl marks. Also, we will discuss the current knowledge 
and future challenges to decipher the role of protein lysine methylation in the biology of plants. 

 
Figure 1. The biochemical mechanisms of protein lysine methylation and demethylation. A/ Lysine can 
accept up to three methyl groups on its terminal side-chain -amine, resulting in three methylation states (Kme1, 
Kme2, Kme3). Methylation does not modify the charge of lysine but decreases its capacity to make hydrogen bounds 
and induces a little increase in its hydrophobicity and steric hindrance. B/ Protein lysine methyltransferases (KMTs) 
catalyse the mono-, di- and/or trimethylation of lysine residues in an S-adenosyl-L-methionine (AdoMet) dependent 
process, releasing S-adenosyl-L-homocysteine (AdoHcy). C/ Protein lysine demethylases (KDMs) from the LSD1 
and JmjC families catalyse the demethylation of lysine residues using different reaction mechanisms. JmjC 
enzymes demethylate all three lysine methylation states whereas LSD1 enzymes act only on mono- and di-
methylated lysine residues. The hydroxymethyl intermediate that is formed during the reactions is subsequently 
hydrolysed to produce formaldehyde. 
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Enzymatic regulation of protein lysine methylation 
The enzymes involved in methylation reactions are classified into five families according to distinct 
structural arrangements that bind the methyl-group donor S-adenosyl-L-methionine (AdoMet). Due to 
the diversity and importance of methylation in cellular biology there are hundreds of genes coding 
methyltransferases in eukaryotic genomes (Petrossian and Clarke 2011) and AdoMet is the second 
most widely used enzyme substrate after ATP (Schubert, Blumenthal, and Cheng 2003). Protein lysine 
methyltransferases (KMTs) belong to two families, the seven-beta-strand (SBS) superfamily and the 
SET domain family, also referred to as class I and class V methyltransferases, respectively. Both SBS 
and SET domain-containing enzymes catalyse an overall similar reaction with a methyl transfer from 

AdoMet to the -amino group of a specific lysine residue of the target protein, leaving the by-product S-
adenosyl-L-homocysteine (Figure 1B). So far, SET domain-containing enzymes have been shown to 
catalyse only lysine methylation on histones and non-histone substrates. In contrast, the enzymes of 
the SBS superfamily methylate a wide array of substrates, including metabolites, DNA, RNA or proteins 

at lysine, arginine, histidine, glutamine or the -amino group of the N-terminal residues (Petrossian and 
Clarke 2011; Falnes et al. 2016). 
Most research on KMTs has focused on the SET domain family due to its essential role in histone 
methylation and epigenetic regulation. SET domain proteins, named after the three first Drosophila 
proteins containing this domain (Suppressor of variegation 3-9, Enhancer of zeste, and Trithorax), have 
been found in all eukaryotic genomes and in numbers of bacterial genomes (Alvarez-Venegas 2014). 
The SET domain is about 130 residues and comprises non-contiguous conserved regions, known as 
nSET and cSET, separated by a variable iSET region that is thought to influence substrate specificity 
and catalytic activity (reviewed in Le and Fujimori 2012). These regions fold into a knot-like structure 
that forms the active site of the enzyme, organising AdoMet and the lysine binding sites at opposite ends 
of a methyl-transfer channel that accommodates the substrate side chain. As a result of this organisation 
many SET domain-containing KMTs are processive enzymes, meaning that the lysine residue can 
undergo multiple rounds of methylation without dissociation of the enzyme-substrate complex (Le and 
Fujimori 2012). 
In land plants, about 50 genes coding SET domain-containing proteins have been identified (e.g. Ng et 

al. 2007; Aquea et al. 2011; Zhang and Ma 2012). Based on phylogenetic analyses and the organization 
of domains, SET domain proteins have been categorized into seven classes that are proposed to reflect 
their substrate specificity. Some enzymes from classes I to V are known to methylate histone substrates 
at different lysine residues (e.g. Lys27 and Lys36 in histone H3 for class I and II enzymes, respectively) 
(Ng et al. 2007; L. Zhang and Ma 2012). Proteins belonging to classes VI and VII are characterized by 
an insertion of 100 to 300 residues in the middle of the SET domain and are known or predicted to 
methylate non-histone substrates. In Arabidopsis thaliana, there are 15 genes coding SET domain 
proteins from classes VI and VII (Ng et al. 2007; L. Zhang and Ma 2012) (see Supplementary Table S1). 
Since the KMT-substrate relationship is still poorly described in plants (see below) this classification 
should be viewed with caution. Indeed, one has to keep in mind that some SET domain-containing 
enzymes involved in histone methylation (classes I to V) are also able to methylate non-histone 
substrates. Three examples of this type have been yet described in Arabidopsis (Supplementary Table 
S1). First, the ATXR5 enzyme (class IV) has a dual localization in the nucleus, where it methylates 
Lys27 in histone H3, and in plastids, with as yet unknown targets (Raynaud et al. 2006; Jacob et al. 
2009). Second, the SDG7 enzyme (class II) has been shown to localize to the endoplasmic reticulum 
and to methylate a lysine residues in the N-terminal tail of the aquaporin PIP2;1, at least in vitro (Sahr 
et al. 2010). Last, a cytosolic isoform of ATX1 containing only the SET domain has been shown to 
methylate Lys396 in the elongation factor 1A whereas the full length ATX1 enzyme (class III) specifically 
modifies Lys4 in histone H3 (Ndamukong et al. 2011). 
The SBS superfamily extends throughout eukaryotes, prokaryotes and archaea. SBS proteins have a 

typical Rossmann-like structural fold, which consists in a seven-stranded -sheet adjoined by -helices, 
together with additional structural elements that reflect the broad substrate diversity of these enzymes.  
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The first SBS protein with a KMT activity was characterized in bacteria, where the enzyme PrmA has 
been shown to methylate the ribosomal protein L11 (Vanet et al. 1994). In 2011, a comprehensive 
analysis based on sequence and structural similarity has categorized human and yeast SBS 
methyltransferases into different groups (Petrossian and Clarke 2011). In the last few years, many 
enzymes belonging to the same group have been shown to methylate proteins at lysine residues. All 
but one of these enzymes have been shown to methylate non-histone substrates, including calmodulin 
(Roberta Magnani et al. 2010), translation factors (e.g. Lipson, Webb, and Clarke 2010; Couttas et al. 
2012; Davydova et al. 2014; M. E. Jakobsson et al. 2015; Hamey et al. 2016; Malecki et al. 2017; 
Magnus E. Jakobsson et al. 2017) and ribosomal proteins (Kristofor J. Webb et al. 2011), molecular 
chaperones (Kernstock et al. 2012; Cloutier et al. 2013; M. E. Jakobsson et al. 2013), or the 
mitochondrial electron transfer flavoprotein (Rhein et al. 2014; Malecki et al. 2015) and citrate synthase 
(Malecki, Jakobsson, et al. 2017; Rhein et al. 2017). Dot1 in Saccharomyces cerevisiae and its 
mammalian homologues DOT1-like are the only SBS enzymes with activity on a histone substrate 
(methylation of Lys79 in the globular portion of histone H3) (Nguyen and Zhang 2011). In contrast to 
SET domain-containing enzymes, KMTs of the SBS family studied so far catalyse non-processive 
reactions (reviewed in Falnes et al. 2016). The distributive mode of action implies that the enzyme 
dissociates from the substrate at each round of methylation to allow an exchange between AdoMet and 
S-adenosyl-L-homocysteine. 
To identify putative KMTs belonging to the SBS superfamily in Arabidopsis we searched for orthologues 
of bacterial, yeast and human enzymes methylating non-histone protein substrates. We could identify 
14 Arabidopsis proteins with significant sequence homology to the query sequences (see 
Supplementary Table S1). The robust phylogenetic relationship between some plant proteins and their 
orthologues in bacterial, yeast or human cells suggests that they can methylate similar substrates 
(Figure 2). The evolutionary conserved function of two of these enzymes, namely the calmodulin KMT 
(Banerjee et al. 2013) and the ribosomal protein L11 KMT (Mazzoleni et al. 2015), has been yet 
demonstrated and will be discussed later in the review. 
Overall, there are more than 30 KMTs from the SBS and SET domain families that are possibly involved 
in the methylation of non-histones substrates in plants (Supplementary Table S1). These proteins have 
been shown or predicted to be targeted to different subcellular compartments of the plant cells (Figure 
3). The cytosol, the nucleus and the plastids contain more than seven predicted KMTs and are 
anticipated to be hot spots for protein lysine methylation. 
Protein lysine methylation can be controlled dynamically by the active removal of methyl groups by 
protein lysine demethylases (KDMs). Two types of KDMs have been characterized so far in eukaryotes. 
The first family includes orthologues of the human lysine-specific demethylase 1 (LSD1), which was the 
first enzyme reported to demethylate mono- and dimethylated Lys4 in histone H3 (Y. Shi et al. 2004). 
LSD1 demethylases are flavin adenine dinucleotide (FAD)-dependent amino oxidases that catalyse the 
removal of mono- and dimethyl groups from lysine residues in histone and non-histone substrates 
(Figure 1C). The family is evolutionary conserved from fission yeast to higher eukaryotes. There are 
four homologues of LSD1 in plants that have been shown to act on histones (reviewed in Xiao, Lee, and 
Wagner 2016). The second family of KDMs consists of Jumonji C (JmjC) domain-containing proteins. 
JmjC domain enzymes remove mono-, di- and trimethyl groups of lysine residues in an iron(II)-

dependent reaction with -ketoglutarate and molecular oxygen as cosubstrates (Figure 1C). Thus, JmjC 
domain demethylases are more versatile than LSD1 enzymes since they can regulate all degrees of 
protein lysine methylation. JmjC domain proteins are evolutionary conserved in the green lineage and 
could be divided into seven groups (Huang et al. 2016). Five groups have been reported to demethylate 
lysine, and potentially arginine, residues in histones and two groups were involved in the hydroxylation 
and demethylation of unknown substrate sites. In contrast with animals, the involvement of LSD1-like or 
JmjC domain enzymes in the dynamic demethylation of non-histone substrates has not been yet 
demonstrated in plants. 
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Figure 2. Phylogenetic analysis of protein lysine methyltransferases from the SBS superfamily. The analysis 
included 36 amino acid sequences from Homo sapiens (Hs), Saccharomyces cerevisiae (Sc), Escherichia coli (Ec), 
Agrobacterium tumefaciens (Atu), and A. thaliana (At). The A. thaliana sequences were identified by BlastP search 
using SBS sequences from other species as queries. Sequences were aligned using Muscle and the phylogenic 
tree was inferred by using the Maximum Likelihood method based on the Le-Gascuel model (Le and Gascuel, 
2008). The consensus bootstrap tree is shown and branch support values (in % for 1,000 replicates) are indicated. 
Analyses were done with the Mega 6.06 software (Tamura et al., 2013). UniProt accession numbers of query 
sequences: AtuMETTL20, A9CHJ5; EcPrmA, P0A8T1; HsCaMKMT, Q7Z624; HsCSKMT, A8MUP2; 
HsEEF1AKMT1, Q8WVE0; HsEEF1AKMT2, Q5JPI9; HsEEF1AKMT3, Q96AZ1; HsEEF1AKMT4, P0DPD7; 
HsEEF2KMT, Q96G04; HsETFBKMT, Q8IXQ9; HsHSP70KMT, Q8WXB1; HsKINKMT, Q9BUU2; HsMETTL21C, 
Q5VZV1; HsMETTL23, Q86XA0; HsVCPKMT, Q9H867; ScDot1, Q04089; ScEfm2, P38347; ScEfm4, P40516; 
ScEfm5, P53200; ScEfm6, P53970; ScEfm7, Q05874; ScRkm5, Q12367. 
 
The infancy of lysine methylproteomes in plants 
The identification of lysine-methylated proteins at the proteome scale has emerged only recently as 
compared to phospho- or glycoproteins. This delay is essentially due to technical bottlenecks to enrich 
methylpeptides and to identify methylation sites with confidence (reviewed in Moore and Gozani 2014; 
Q. Wang, Wang, and Ye 2017). These limitations are strengthened by the low abundance of some 
methylproteins and/or the sub-stoichiometric methylation of some lysine residues, making the 
identification of methyl sites difficult to achieve by shotgun proteomics. The first technical issue is the 
lack of reliable methods to enrich methylproteins or methylpeptides. Indeed, it has proven difficult to 
develop highly sensitive methyl-lysine-specific antibodies and the efficiency of protein domains 
recognizing methyl-lysine for affinity capture suffers a strong dependency on the residues flanking the 
methyl-lysine (Qi Wang, Wang, and Ye 2017). Also, the moderate alteration of the physicochemical 
properties of peptides by lysine methylation (lack of a charge difference, little change in hydrophobicity, 
see Figure 1A) is a limitation for the development of highly resolutive liquid chromatography approaches 
(Qi Wang, Wang, and Ye 2017). The second issue is that a high false discovery rate is associated with 
the identification of methylation events by tandem mass spectrometry (Hart-Smith et al. 2016). This is 
largely due to the fact that the mass shifts associated with mono-, di- or trimethylation (14.016, 28.031, 
or 42.047 Da, respectively) are isobaric to mass differences between numerous amino acids (e.g. 
14.016 Da between aspartate and glutamate or serine and threonine, 28.031 Da between alanine and 
valine, 42.047 Da between glycine and valine) (Ong, Mittler, and Mann 2004). Thus, the standard target-
decoy approach used to control the confidence of peptide identification in proteomic analyses produces 
unreliable estimates of methylpeptides discovery as a stand-alone technique (Hart-Smith et al. 2016). 
The current recommendation to obtain reliable and sensitive identification of methylation sites at the 
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proteome level is to use heavy methyl stable isotope labelling with amino acids in cell cultures (heavy 
methyl SILAC) (Ong, Mittler, and Mann 2004). In this approach methionine in the culture medium is 
substituted with 13CD3-methionine, which is metabolically converted to 13CD3-AdoMet in the cell, leading 
to methylation events with heavy methyl groups that can be identified with high confidence by mass 
spectrometry. 
In recent years, a growing number of proteomic analyses have indicated that lysine methylation is 
widespread among non-histone proteins in animal and yeast cells. By using either the usual target-
decoy approach for reliability estimation (e.g. Cao, Arnaudo, and Garcia 2013; Guo et al. 2014) or 
methylpeptide validation by heavy methyl SILAC or similar approaches (e.g. Bremang et al. 2013; Wu 
et al. 2015; M. Zhang et al. 2018), hundreds of lysine methylated proteins have been reported, some at 
multiple sites and to different degrees of methylation. Gene ontology annotation indicated that lysine 
methylated proteins are frequently involved in transcription, RNA processing, ribosome biogenesis and 
translation, and, with a lower frequency, in diverse processes including protein folding (chaperones), 
cell signalling or metabolism (for reviews see Lanouette et al. 2014; Falnes et al. 2016). Methylproteins 
are predominantly found in the nucleus and the cytoplasm but are also present in other subcellular 
structures, including mitochondria (Rhein et al. 2014; Malecki et al. 2015; Caslavka Zempel et al. 2016; 
Malecki, Aileni, et al. 2017; Rhein et al. 2017). 
As compared with other eukaryotes, our knowledge about plant methylproteomes is at its infancy. 
Indeed, the combination of targeted and proteome-wide analyses performed so far identified 48 lysine 
methyl-sites in 32 different non-histone protein targets (Table 1). The first lysine-methylated proteins 
have been identified by targeted approaches employing amino acid analysis of protein hydrolysates and 
Edman sequencing of proteins and peptides. These proteins include cytochrome c from wheat and 
cauliflower (DeLange, Glazer, and Smith 1969), calmodulin from spinach and tobacco (Watterson, 

Iverson, and Van Eldik 1980; Lukas et al. 1984), -amylase from wheat (Motojima and Sakaguchi 1982), 
and the large subunit of ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase (Rubisco) from different 
plants including tobacco, pea or tomato (Houtz et al. 1989, 1992). Several methylated lysine residues 
were then identified by mass spectrometry in the eukaryotic elongation factor 1-alpha (Lopez-
Valenzuela et al. 2003; Claude Alban et al. 2014; Ndamukong et al. 2011), in ribosomal proteins from 
cytoplasmic, plastidial and mitochondrial ribosomes (Yamaguchi and Subramanian 2000; Carroll et al. 
2008; Claude Alban et al. 2014; Mazzoleni et al. 2015), and in plasma membrane aquaporins (Santoni 
et al. 2006; Casado-Vela et al. 2010). So far a unique proteome-wide identification of lysine-methylated 
proteins has been done in land plants (Alban et al., 2014). In this study, proteomic data previously used 
for a thorough characterization of the Arabidopsis chloroplast proteome (Ferro et al. 2010) have been 
searched to identify lysine- and arginine-methylated peptides using a stringent filtering workflow, 
including manual data curation and the search of neutral loss events of trimethylamine (59 Da) to 
unequivocally identify lysine trimethylation (Claude Alban et al. 2014). This approach identified 30 lysine 
methylation sites in 19 chloroplastic proteins involved in metabolism, including photosynthesis, and 
organelle biogenesis and maintenance (translation, protein import, division) (Table 1) (Claude Alban et 

al. 2014). 
Recently, 42 lysine methylation sites have been identified in 23 distinct proteins from a fraction 
containing intact eyespots of the flagellar green alga Chlamydomonas reinhardtii (Eitzinger et al. 2015). 
Some methylproteins are specific to the eyespot apparatus, which is important for phototaxis in motile 
unicellular photosynthetic organisms, and are therefore not anticipated to be present in sessile plants. 
However, other methylation events could have been conserved during the evolution of Viridiplantae. 
The evolutionary conservation of methylated lysine residues, and beyond their biological outcomes, 
should be assessed on a case-by-case basis as some events have been observed in both C. reinhardtii 
and A. thaliana (e.g. methylation of chloroplastic fructose 1,6-bisphosphate aldolases) (Ma et al. 2011) 
whereas others seem to be specific to a phylogenetic clade (e.g. methylation of lysine residues in 
ferredoxin-NADP reductase from C. reinhardtii but not from A. thaliana) (Decottignies et al. 1995; 
Eitzinger et al. 2015; Lehtimaki et al. 2014). 
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Overall, non-histone methylproteins identified so far in plants are involved in essential cellular processes 
including metabolism, translation, signalling, metabolite and protein trafficking, and transcription (Table 
1). These proteins are present in each subcellular compartment where KMTs have been detected or 
predicted (Figure 3, Supplementary Table S1), with a significant bias towards plastids due to limited 
investigations in other subcellular structures. It is clear that our current knowledge of non-histone lysine 
methylproteins in land plants is far from being comprehensive. Indeed, since animals and plants have a 
comparable number of KMTs, one can expect lysine methylproteomes of similar size in both kingdoms. 
Further studies employing state-of the-art proteomic strategies will be necessary to fil the gap and to 
appreciate the extent of the lysine methylproteome in plants. This is an exciting challenge since the 
heavy methyl SILAC approach or its offshoots, which are undoubtedly the best way for global and 
reliable analysis of lysine-methylated proteins, will be difficult to develop in plants. Indeed, in methionine 
autotrophs like plants, an efficient incorporation of heavy methyl groups from 13CD3-AdoMet is possible 
only in mutants deficient in methionine synthesis (M. Zhang et al. 2018). Such mutations are lethal and 
are much more difficult to manage in plants than in unicellular organisms. 
 

 
 

Figure 3. The protein lysine methylation map in plant cells. The subcellular distribution of SET domain-
containing and SBS protein lysine methyltransferases (KMTs) is supported by experimental evidences or 
predictions (see Supplementary Table S1). Some KMTs are targeted to several compartments, e.g. the ribosomal 
protein L11 methyltransferase PrmA that is located in plastids and mitochondria (Mazzoleni et al. 2015). The full list 
of lysine methylated (Kme) proteins from plants is shown in Table 1. 
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Table 1: Lysine methylated non-histone proteins in land plants. 
 

Protein name Species Methylated lysine (state) Functional category Localization References 

Ribosomal protein L11, plastid 
Spinacia oleracea, 
Arabidopsis thaliana 

K75 (me3), K111/109 (me3) Protein synthesis Plastid 
Yamagushi 2000; Alban 
2014; Mazzoleni 2015 

Ribosomal protein L11, 
mitochondrion 

Arabidopsis thaliana K48 (me3) Protein synthesis Mitochondrion Mazzoleni 2015 

Elongation factor 1-alpha 

Zea mays 
K36 (me3); K79 (me3); K187 
(me3); K227 (me3); K306 
(me3); K396 (me1) 

Protein synthesis Cytosol 

Lopez-Valenzuela 2003 

Arabidopsis thaliana 

K44 (me1/2); K55 (me2); 
K79 (me3); K187 (me3); 
K261 (me1); K306 (me3); 
K396 (me3) 

Ndamukong 2011; Alban 
2014 

60S ribosomal protein L10a Arabidopsis thaliana K90 (me3) Protein synthesis Cytosol Carroll 2007 

60S ribosomal protein L12 Arabidopsis thaliana K3 (me3) Protein synthesis Cytosol Carroll 2007 

60S ribosomal protein L36 Arabidopsis thaliana K55 (me1) Protein synthesis Cytosol Carroll 2007 
Phosphoglycerate kinase family 
protein 

Arabidopsis thaliana K329 (me2) Photosynthesis Plastid Alban 2014 

Rubisco large subunit 

Pisum sativum, Nicotiana 
tabacum, Solanum 
lycopersicum, etc 

K14 (me3) 

Photosynthesis Plastid 

Houtz 1989; Houtz 1992 

Arabidopsis thaliana 
K32 (me2/3); K201 
(me1/2/3); K236 (me1/3); 
K356 (me2) 

Alban 2014 

Rubisco small subunit 1A Arabidopsis thaliana 
K66 (me1/2); K140 or K147 
(me2); K146 (me1/2) 

Photosynthesis Plastid Alban 2014 

Fructose bisphosphate 
aldolases, plastid 

Arabidopsis thaliana K395/394/387 (me3) Photosynthesis; glycolysis Plastid Mininno 2012; Alban 2014 

Rubisco activase Arabidopsis thaliana K204 (me1/3) Photosynthesis Plastid Alban 2014 

Ribose 5-phosphate isomerase Arabidopsis thaliana K200 (me1) Photosynthesis Plastid Alban 2014 

Phosphoglycerate kinase 1 Arabidopsis thaliana K424 (me1) Photosynthesis Plastid Alban 2014 

Photosystem I subunit E-2 Arabidopsis thaliana K145 (me1) Photosynthesis Plastid Alban 2014 

Photosystem II subunit O-2 Arabidopsis thaliana K292 (me1) Photosynthesis Plastid Alban 2014 
Chlorophyll A-B binding family 
protein 

Arabidopsis thaliana K101 (me1) Photosynthesis Plastid Alban 2014 

ATP synthase beta chain Arabidopsis thaliana K129 (me1/3) Photosynthesis Plastid Alban 2014 
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ATP synthase subunit beta Arabidopsis thaliana K447 (me1/2) Photosynthesis Plastid Alban 2014 

Alpha-amylase Triticum aestivum unknown (me3) 
Metabolism 
(carbohydrates) 

Plastid Motojima 1982 

Pyrophosphate phospho-
hydrolase 1 

Arabidopsis thaliana K118 (me1) Metabolism (nucleotides)  Plastid Alban 2014 

Protochlorophyllide reductase C Arabidopsis thaliana K87 (me2) 
Metabolism (tetrapyrrole 
synthesis) 

Plastid Alban 2014 

Saccharopine dehydrogenase Arabidopsis thaliana K6 (me3) 
Metabolism (lysine 
catabolism) 

Mitochondrion Alban 2014 

Cytochrome c 
Triticum aestivum, 
Brassica oleracea, 
Fagopyrum esculentum 

K80 (me3); K94 (me3) Respiration Mitochondrion 
DeLange 1969; Thompson 
1971 

2-Cys peroxiredoxin Arabidopsis thaliana K202 (me1/2/3) Redox Plastid Alban 2014 

Aquaporin (plasma membrane 
intrinsic protein) 

Arabidopsis thaliana K3 (me2) 
Transport Plasma membrane 

Santoni 2006; Sahr 2010 

Brassica napus K155 (me1) Casado-Vela 2010 
Triose phosphate/phosphate 
translocator 

Arabidopsis thaliana K96 (me1) Transport Plastid Alban 2014 

Translocon at the inner 
envelope membrane of 
chloroplasts 110 

Arabidopsis thaliana K946 (me2) 
Transport (protein 
targeting) 

Plastid Alban 2014 

Translocon at the inner 
envelope membrane of 
chloroplasts 62 

Arabidopsis thaliana K79 (me3) 
Transport (protein 
targeting) 

Plastid Alban 2014 

Mediator of RNA polymerase II 
transcription subunit 15a 

Arabidopsis thaliana K85 (me1) Transcription Nucleus Alban 2014 

Transcription elongation factor 
(TFIIS) family protein 

Arabidopsis thaliana K79 (me3) Transcription Nucleus Alban 2014 

Pentatricopeptide repeat-
containing protein 

Arabidopsis thaliana K394 (me1) RNA processing Plastid Alban 2014 

Calmodulin 
Spinacia oleracea, 
Nicotiana tabacum 

K115 (me3) Signalling Cytosol Watterson 1980; Lukas 1984 
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From methylproteins to phenotype, a winding path to the function of lysine methylation 
Proteome-wide approaches have identified hundreds of lysine methylated proteins and many more 
methylation events will likely be discovered in the near future. The identification of which 
methyltransferase and, possibly, demethylase enzymes regulate each lysine methylation event is a 
critical step towards understanding the biological functions of these modifications. Indeed, inactivating 
the genes coding KMTs and KDMs is the best way to analyse the functional outcomes of methylation in 

vivo. This approach is not straightforward since, in many cases, mutants affected in lysine methylation 
of non-histone proteins displayed no or limited phenotype (e.g. Cameron et al. 2004; Webb et al. 2011; 
Rhein et al. 2017). However, the role of methylation has been clearly established for many proteins 
involved in different cellular pathways. The most documented role of lysine methylation is to modulate 
protein-protein interactions, either positively or negatively (for a review, see Erce et al. 2012). Lysine 
methylation has also been shown to affect protein binding to nucleic acids, modifying for example the 
affinity of transcription factors for their promoters. Beyond methylation, lysine residues are subjected to 

a variety of modifications on their -amino groups, including acetylation, ubiquitination or sumoylation. 
Several reports indicated that methylation can compete with ubiquitination for a common lysine residue, 
thus modifying the stability of the protein, or can interfere with the phosphorylation or acetylation events 
of neighbouring residues in the target (Erce et al. 2012; K. K. Biggar and Li 2015). Beyond the crosstalk 
between post-translational modifications, methylation of lysine residues has been shown to regulate a 
wide range of mechanisms, including the subcellular localization of targets or the activity of enzymes 
(Cho et al. 2012; Malecki, Jakobsson, et al. 2017). 
By using a combination of genetic, biochemical and cellular approaches together with mass 
spectrometry, the methyltransferase-substrate networks are emerging and start to reveal their 
complexity (reviewed in Lanouette et al. 2014; Kyle K. Biggar and Li 2014; Falnes et al. 2016). Although 
the current maps in yeast and mammalian cells are fragmentary, they illustrate that some KMTs appear 
quite specific, with one reported substrate, while others are able to modify several targets in vivo, 
including histones and non-histone proteins. Also, the observation that multiple KMTs can modify a 
given substrate at different lysine residues adds another level of complexity to these networks. In such 
cases, deciphering the role of lysine methylation is even more complex than for a single methylation 
event catalysed by a specific KMT. 
The current protein lysine methylation network in plants is in a rather embryonic state with only six KMTs 
with identified substrates (Table 2). For two SET domain-containing KMTs from Arabidopsis the enzyme-
substrate relationship has been shown only in vitro. The activity of the four remaining plant KMTs has 
been established in vitro and in vivo, enabling phenotypic and molecular analyses to understand the 
biological outcomes of their methylation events. Besides these examples that will be detailed in the next 
sections the phylogenetic analysis of KMTs from the SBS superfamily (Figure 2) suggests the existence 
of three enzyme-substrate pairs that have been conserved during the evolution. The first two 
Arabidopsis enzymes are orthologues of the EEF1AKMT1/Efm5 and EEF1AKMT2/Efm4 
methyltransferases from animal and yeast that methylate the evolutionary conserved Lys79 and 
Lys316/318, respectively,  in the eukaryotic translation elongation factor 1A (Lipson, Webb, and Clarke 
2010; Joshua J. Hamey et al. 2016; M. E. Jakobsson et al. 2017). The third plant enzyme with a 
predictable substrate is an orthologue of the DNA/RNA binding protein KIN/Kin17 methyltransferase 
described in human (Cloutier et al. 2013). This prediction is supported by the conservation of the 
trimethylated Lys135 in the closest orthologue of KIN/Kin17 in Arabidopsis (Cloutier et al. 2013). Further 
studies will be necessary to confirm the relationship between these KMTs and their putative substrates. 
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Table 2. The emerging protein lysine methyltransferase-substrate network in plants 

PKMT Substrate (residue) Species Role Reference 

PPKMT2 ATP synthase -subunit, plastid (K447) Arabidopsis Unknown Alban et al., 2014 

SDG7 PIP2;1 aquaporin (K3) Arabidopsis Unknown Sahr et al., 2010 

soloSET eEF1A (K396) Arabidopsis Actin bundling Ndamukong et al., 2011 

PrmA RPL11, plastid (K109) 

RPL11, mitochondrion (K48) 

Arabidopsis 

Arabidopsis 

Unknown 

Unknown 

Mazzoleni et al., 2015 

Mazzoleni et al., 2015 

CaMKMT Calmodulin (K115) Arabidopsis Interaction with 
partners 

Banerjee et al., 2013 

LSMT RBCL (K14) Pea Unknown Dirk et al., 2006 

 Fructose bisphosphate aldolase (K395) Arabidopsis Unknown Mininno et al., 2012 

SEE1-like Unknown Arabidopsis Viral replication Li et al., 2014 

PAP7 Unknown Arabidopsis Transcription in 
plastids 

Gao et al., 2011; Grübler 
et al., 2017 

CIA6 Unknown Chlamydomonas Pyrenoid 
formation 

Ma et al., 2011 

 

Methylation of the -subunit of chloroplastic ATP synthase  
The Arabidopsis enzyme designated PPKMT2 has been shown to dimethylate the chloroplastic ATP 

synthase -subunit at a unique lysine residue exposed at the surface of the protein (Claude Alban et al. 
2014). The function of this enzyme, which is predicted to be mitochondrial and chloroplastic, has not 
been reported in vivo. Several subunits of mitochondrial and plastidial ATP synthase have been shown 
to contain methylated lysine residues in both human (Kane and Van Eyk 2009), plants and green algae 
(Claude Alban et al. 2014; Eitzinger et al. 2015), but the role of these methylation events is not yet 
understood. 
 
Methylation of plasma membrane aquaporin 
The enzyme SDG7 has been shown to localize to the endoplasmic reticulum and to methylate Lys3 in 
a synthetic peptide derived from the N-terminal tail of the Arabidopsis aquaporin PIP2;1 (Sahr et al. 
2010). However, the aquaporin methylation profile was not affected in an Arabidopsis sdg7 null-mutant, 
suggesting either functional redundancy among SET domain-containing enzymes in vivo or 
physiological substrate(s) other than PIP2;1 for SDG7. Despite this conflict between in vitro and in vivo 
experiments the role of aquaporin methylation has been investigated using plasma membrane vesicles 
containing the wild-type protein or a non methylable PIP2;1 mutant (Lys3 substituted by an alanine). 
Methylation at Lys3 did not interfere with the intrinsic water permeability of aquaporin PIP2;1, suggesting 
a function of this modification in either the subcellular localization or stability of the protein (Santoni et 

al. 2006).  
 
Methylation of translation elongation factor 1A by soloSET 

The eukaryotic translation elongation factor 1A (eEF1A) is an evolutionary conserved protein that 
contains several lysine methylated residues in animal, yeast, and plant cells (recently reviewed in J. J. 
Hamey and Wilkins 2018). With as many as nine methylation events described (Table 1), eEF1A is 
currently the most heavily lysine methylated protein in plants (Lopez-Valenzuela et al. 2003; Claude 
Alban et al. 2014; Ndamukong et al. 2011). The primary role of eEF1A is to deliver the aminoacyl-tRNAs 
to the ribosome during peptide chain elongation but non-canonical functions have also been described 
for the factor, including organization of the cytoskeleton and replication of many RNA viruses. In yeast, 
five elongation factor methyltransferases (Efm) have been implicated in the methylation of five lysine 
residues in eEF1A (e.g. (Lipson, Webb, and Clarke 2010; M. E. Jakobsson et al. 2015; Joshua J. Hamey 
et al. 2016).  
Only the Efm1 enzyme is a SET domain-containing protein, the four other belonging to the SBS 
superfamily. In human, four SBS methyltransferases have been yet implicated in eEF1A methylation, 
two are homologues of the yeast enzymes and two modify lysine residues that are methylated only in 
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the human factor (e.g. (Joshua J. Hamey et al. 2016; M. E. Jakobsson et al. 2017, 2017). In Arabidopsis, 
a cytosolic isoform of the SET domain-containing protein ATX1, named soloSET, is generated from an 
internal promoter and has been shown to methylate Lys396 in eEF1A in vivo (Ndamukong et al. 2011). 
Arabidopsis plants with an abolished expression of the ATX1 transcripts displayed strong phenotypes, 
including asymmetric rosettes, chlorosis, and aberrant flowers. Since the ATX1 locus produces two 
methyltransferases with different substrates, histone H3 for the full-length ATX1 protein and eEF1A for 
soloSET, these phenotypes could not be attributed to one or other of the functions with confidence. 
However, a cytoskeletal phenotype with reduced actin bundles was specifically associated with a default 
in the soloSET activity, indicating that methylation of eEF1A at Lys396 in plants has a role in the 
organization of the cytoskeleton, notably actin bundling, rather than in protein synthesis (Ndamukong et 

al. 2011). Surprisingly, this conserved methylation event is introduced by evolutionary divergent 
enzymes, namely a SET domain protein in Arabidopsis (Ndamukong et al. 2011) and a SBS 
methyltransferase in yeast (M. E. Jakobsson et al. 2015). 
 
Methylation of ribosomal protein L11 by PrmA 

Besides translation factors, ribosomal proteins are known to be frequently methylated on lysine residues. 
Among these events, the methylation of ribosomal protein L11 (RPL11) has been described in 
ribosomes from bacteria, and chloroplasts and mitochondria from plants (Dognin and Wittmann-Liebold 
1980, 1980; Cameron et al. 2004; Yamaguchi and Subramanian 2000; Mazzoleni et al. 2015; Claude 
Alban et al. 2014). Bacterial RPL11 is multiply methylated by a unique methyltransferase of the SBS 
family, named PrmA, which is able to catalyze the N-İ-trimethylation of two lysine residues as well as 
the N-α-trimethylation of the N-terminal alanine residue of RPL11 (Dognin and Wittmann-Liebold 1980). 
Orthologues of PrmA have been found in all bacterial phyla and photosynthetic eukaryotes (land plants, 

green algae, glaucophytes, rhodophytes, and chromists) but not in other eukaryotes (Mazzoleni et al. 
2015). In Arabidopsis, the homologue of PrmA is dual-targeted to both plastids and mitochondria and is 
capable of methylating plastidial and mitochondrial RPL11 in vivo (Mazzoleni et al. 2015). Despite their 
evolutionary relationship, bacterial and plant PrmA display some differences in their substrate site 
specificity in vivo. Thus, plastidial and mitochondrial RPL11 in Arabidopsis are trimethylated at internal 
lysine residues but not at the N-terminus (Mazzoleni et al. 2015). So far, the role of RPL11 methylation 
is not known since null mutants of PrmA in bacteria and Arabidopsis are viable and show no obvious 
phenotype in standard environmental conditions (Vanet et al. 1994; Mazzoleni et al. 2015; Cameron et 

al. 2004). In prokaryotic-type ribosomes RPL11 contributes to the recruitment of initiation, elongation, 
and release factors and deletion of the protein has important consequences on ribosomal activity in 
bacteria and plant organelles. Since the conserved methylated lysine residues are exposed at the 
surface of the ribosome it has been proposed that methylation could modulate protein-protein 
interactions and influence binding of translation factors. Also, it has been suggested that a cross-talk 
between methylation and other post-translational modifications reported in RPL11 (phosphorylation, 
acetylation) could optimize ribosome biogenesis and function (Mazzoleni et al. 2015). 
 
Methylation of calmodulin by CaMKMT 
Calmodulin (CaM) is an essential and highly-conserved calcium sensor that regulates the function of 
numerous enzymes. The conserved Lys115 in CaM has been found trimethylated in animals and plants 
(Watterson et al., 1980). Three decades after the discovery of this methylation event the CaM 
methyltransferase has been identified in mammalian cells and designated CaMKMT (Roberta Magnani 
et al. 2010). The CaMKMT enzyme belongs to the SBS superfamily and homologous proteins have 
been found in higher eukaryotes, including plants (Banerjee et al. 2013). At the molecular level 
trimethylation of Lys115 has been shown to affect the conformational dynamics of CaM upon binding of 
calcium and the thermal stability of the apoprotein (R. Magnani et al. 2012). Also, trimethylation was 
associated with a significant reduction in the level of NAD kinase activation by CaM, suggesting a role 
of the modification in the interaction between the two proteins (Roberts et al. 1986).  
The identification of Arabidopsis proteins with differential binding properties to methylated and 
unmethylated forms of CaM reinforced the idea that methylation could modulate the interaction of CaM 
with partners (Banerjee et al. 2013). In vivo, it has been shown that the level of CaM methylation varied 
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in a developmental state and tissue-specific manner in pea plants (S. H. Oh and Roberts 1990). This 
was confirmed in Arabidopsis where the CaMKMT gene expression pattern was found to correlate with 
tissues where auxin signalling is active, with high expression levels in germinating seeds, root and shoot 
meristematic regions or flower buds (Banerjee et al. 2013). Furthermore, the analysis of null mutants 
and CaMKMT overexpressing lines in Arabidopsis indicated that CaM methylation has a role in the fine-
tuning regulation of root development, auxin and abscisic acid signalling, and response to various 
environmental stresses (Banerjee et al. 2013). 
 
Methylation of Rubisco and fructose bisphosphate aldolases by LSMT 
Numerous co- and post-translational modifications have been described in the small and large subunits 
of Rubisco, the key enzyme for CO2 fixation during photosynthesis (reviewed in Houtz et al. 2008). 
Trimethylation of Lys14 in the large subunit of Rubisco (RBCL) has been reported in various species 
from the Fabaceae, Solanaceae, and Cucurbitaceae families whereas Lys14 was found unmodified in 
spinach, wheat or A. thaliana (Houtz et al. 1989; Houtz et al. 1992; Mininno et al. 2012). The SET 
domain-containing enzyme involved in RBCL methylation at Lys14 has been cloned and characterized 
in pea (Klein and Houtz 1995; P. Wang, Royer, and Houtz 1995). Homologues of the large subunit 
Rubisco methyltransferase (LSMT) gene from pea are present in all plant genomes, suggesting a 
species-dependent substrate specificity for the methyltransferase and raising the question of the nature 
of the target(s) of the enzyme in plants with unmethylated RBCL. The biochemical characterization of 
LSMT from Arabidopsis identified the chloroplastic isoforms of fructose 1,6-bisphosphate aldolase as 
the physiological substrates of the enzyme (Mininno et al. 2012). Chloroplastic aldolases catalyse the 
reversible hydrolysis of fructose 1,6-bisphosphate into trioses phosphate and contribute to CO2 
assimilation in the Calvin cycle and to glycolysis. LSMT enzymes from pea and Arabidopsis have been 
shown to methylate aldolases with similar kinetic parameters and product specificity in vitro 
(trimethylation at a conserved lysine residue close to the C-terminus) (Mininno et al. 2012). Also, 
trimethylated chloroplastic aldolases have been detected in all plant species studied, including C. 

reinhardtii, suggesting that they are universal substrates of LSMT in Viridiplantae (Ma et al. 2016). By 
using site-directed mutagenesis, Ma et al. (2016) could decipher the molecular evolution of the substrate 
specificity of LSMT enzymes. Thus, modifying a key motif of three residues located close to the active 
site of the enzyme was sufficient to transform a monofunctional LSMT (one substrate, aldolases) into a 
bifunctional LSMT (two substrates, aldolases and RBCL), and vice versa (Ma et al. 2016). The 
phylogenetic distribution of this motif in LSMT sequences together with the in vivo methylation status of 
Rubisco indicated that the ancestral function of LSMT was the methylation of aldolases. In a recent 
event during the evolution of land plants this function evolved in ancestors of a few plant families 
(Fabaceae, Solanaceae, and Cucurbitaceae) to allow the monofunctional enzymes to methylate also 
RBCL (Ma et al. 2016). 
The biological significance of Rubisco or fructose bisphosphate aldolases methylation is still not known. 
In vitro, the kinetic and activation parameters of Rubisco did not changed significantly between the native 
unmethylated spinach enzyme and the enzyme stoichiometrically trimethylated at Lys14 in RBCL (Dirk 

et al. 2006). For aldolases, the catalytic properties for the glycolytic (cleavage of fructose bisphosphate) 
and photosynthetic (condensation of trioses phosphate) reactions were not modified by stoichiometric 
trimethylation of the native chloroplastic or recombinantly expressed enzymes (Mininno et al. 2012). 
Also, the steady-state level and stability of aldolases in chloroplasts were not affected by the methylation 
status of the proteins. In Arabidopsis, a lsmt null mutant was viable and phenotypically indistinguishable 
from wild-type plants when grown under standard conditions (Mininno et al. 2012). In tobacco, RNAi-
mediated knocked-down plants for LSMT gene expression displayed no phenotype and no difference in 
CO2 assimilation rates as compared to wild-type plants (Dirk et al. 2006). Since the methylated lysine 
residues in RBCL and aldolases are surface-exposed it has been suggested that methylation events 
could be involved in the fine-tuning regulation of protein-protein interactions in chloroplasts (M. Mininno 
et al. 2012; Dirk, Trievel, and Houtz 2006).  
This hypothesis is supported by several reports showing that some enzymes of the Calvin cycle, 
including Rubisco and aldolases, are organized in supramolecular complexes, forming metabolons that 
may increase the efficiency of metabolic pathways (Sweetlove and Fernie 2013). A similar role has been 
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suggested for the methylation of human citrate synthase in the tricarboxylic acid cycle (Rhein et al. 
2017). Interestingly, the chloroplastic and trimethylated aldolase in C. reinhardtii has been shown to 
interact tightly with a ternary complex known to regulate the activity of the Calvin cycle in a light-
dependent manner (Erales et al. 2008, 200). The association of aldolase with the ternary complex, which 
is formed in the dark, was accompanied with an increase by 50% of the cleavage activity of the enzyme 
(glycolytic reaction) whereas the condensation activity (photosynthetic reaction) was not affected. This 
suggests that methylation of aldolases may influence the transient association with protein partners to 
favour either photosynthesis or glycolysis depending on metabolic demands and changes in 
environmental conditions. 
 
From phenotype to methylproteins, another path towards the function of lysine methylation 
Beyond the six methyltransferase-substrate(s) relationships described above there are a few examples 
of plant KMTs with as yet unknown substrates for which null mutations are associated with marked 
phenotypes (Table 2). The first orphan enzyme is a plant orthologue of the SEE1 (or Efm4) 
methyltransferase that methylates Lys316 in eEF1A from yeast (Lipson et al. 2010). Silencing of SEE1-
like expression in Nicotiana benthamiana greatly decreased the replication of positive-stranded RNA 
tombusvirus, suggesting that methylation of eEF1A is important for viral replication in plants (Li et al., 
2014). Yet there is no experimental evidence that SEE1-like from plant can methylate eEF1A (Table 1) 
but the strong phylogenetic relationship between the plant, yeast and human proteins (Figure 2) 
suggests that the enzyme target the evolutionary conserved Lys306 (in eEF1A from plants). The second 
orphan KMT is the SET domain-containing protein PAP7 (or PTAC14) that is a subunit of the plastid-
encoded RNA polymerase complex in Arabidopsis (Steiner et al. 2011). The pap7 mutation is lethal in 
photoautotrophic conditions and mutants display an albino phenotype when grown with an exogenous 
carbon source (Z.-P. Gao et al. 2011; Grübler et al. 2017). The expression profile of plastid-encoded 
genes is markedly affected in pap7, resulting in plastids arrested at a very early stage of differentiation. 
The substrate(s) of PAP7 has not been yet identified. The last example is the SET domain protein CIA6 
in C. reinhardtii (Ma et al. 2011). CIA6 is required for normal pyrenoid formation and for an optimal CO2-
concentrating mechanism in the alga. CIA6 was overproduced in Escherichia coli cells but did not shown 
any methyltransferase activity with the substrates tested (histones, Rubisco and Chlamydomonas whole 
cell extracts) (Ma et al. 2011). The identification of the substrates of the three orphan enzymes described 
here will be a significant step towards a better understanding protein lysine methylation in plant cells. 
 
Conclusion and future prospects 
The data discussed in this review show that, despite recent progress, substantial work will be necessary 
to delineate further the importance of lysine methylation of non-histone proteins in plants. First, our 
knowledge about lysine methylated proteins is very limited (Table 1) and significant efforts will be 
necessary to shed light on the lysine methylproteomes in plants. Second, future investigations will have 
to address the functional importance of protein lysine methylation in plant biology. This will require a 
detailed analysis of the enzymes involved in methylation reactions, which are still poorly characterized 
(Table 2), and in the removal of methyl marks, which have not been yet described for non-histone 
substrates in plants. This will be crucial to decipher whether some methylation events are reversible and 
play a role in the dynamic regulation of cellular processes. Further studies will also address the 
biochemical and physiological outputs of lysine methylation, including the identification of the reader 
proteins that interact with methylated lysine residues. So far most of the analyses performed in plants 
did not uncover the role of lysine methylation, probably because the effects were too subtle to induce 
measurable phenotypes in methyltransferase mutants. Noteworthy, phenotypes of KMT-deficient 
mutants were frequently analysed in standard environmental conditions, with the exception of the CaM 
methyltransferase mutant that was challenged with salt, cold or heat (Banerjee et al. 2013). Also, recent 
transcriptomic analyses indicated that the expression of some genes coding SET domain proteins was 
modified during different abiotic stress, including cold, heat, salinity and dehydration (Huang et al. 2016 
; Yadav et al. 2016). Future investigations will undoubtedly address whether some lysine methylation 
events in non-histone proteins are important for plants to cope with environmental stress. 
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5. Modifications post-traductionnelles portées par des protéines histones 
 

L’unité fondamentale de la chromatine est constituée par le nucléosome qui est composé 

d’environ 146 paires de bases d’ADN enroulé autour d’un octamère d’histones. Cet octamère 

est composé de 2 copies de chacune des 4 protéines histones H2A, H2B, H3 et H4. Le noyau 

histone possède une structure globulaire composée d’une région interne hydrophobe formant 

le repliement des histones et d’acides aminés N-terminaux formant des structures flexibles qui 

émergent du nucléosome. Ces extrémités N-terminales sont sujettes à de nombreuses PTM 

incluant l’acétylation, la méthylation, l’ubiquitination, la phosphorylation, la glycosylation, 

l’ADP-ribosylation et la sumoylation. Ces modifications jouent des rôles essentiels dans la 

régulation de la réplication de l’ADN, la recombinaison, la réparation et la transcription en 

modifiant la structure du nucléosome et en créant des sites de liaison pour des protéines 

effectrices. En effet, 2 modèles sont envisageables pour expliquer le rôle des PTM sur les 

protéines : le modèle direct et le modèle faisant intervenir des effecteurs. Selon le premier 

modèle les PTM affectent directement les propriétés locales des protéines, influençant ainsi 

leur structure tridimensionnelle. D’après le second modèle il existe des protéines effectrices 

(‘readers’) qui reconnaissent spécifiquement les PTM et recrutent des protéines partenaires 

avec des activités spécifiques au niveau du locus cible. Via ce code les PTM sont donc 

traduites en réponses biologiques (Rothbart and Strahl 2014). Seules les phosphorylations et 

méthylations, les 2 PTM détaillées dans cette étude, seront abordées dans cette partie. 
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a) La méthylation des protéines histones 

 

Contrairement aux protéines non-histones, la méthylation des résidus arginine et lysine est 

la modification la plus abondante chez les protéines histones (Bobadilla and Berr 2016). De 

plus, ces modifications possèdent un fort degré de complexité. En effet, le nombre de 

groupements méthyles ajoutés sur un résidu lysine ainsi que la méthylation de résidus lysine 

distincts peuvent avoir des fonctions très vastes et parfois opposées en activant ou en 

réprimant la transcription de gènes cibles. Cette variabilité s’applique également à la 

méthylation des résidus arginine des histones qui peut avoir un rôle soit négatif soit positif 

dans la régulation de la transcription (Mosammaparast and Shi 2010). 

À ce jour 20 résidus lysine et arginine méthylés ont été identifiés sur les histones et parmi 

eux certains sont méthylés plus fréquemment que d’autres. Ainsi, chez Arabidopsis la 

méthylation des résidus lysine intervient majoritairement sur les histones H3 au niveau des 

lysines 4, 9, 27 et 36. Quant à la méthylation des arginines elle intervient principalement au 

niveau des résidus arginine 2, 8, 17 et 26 de l’histone H3 et sur l’arginine 3 de l’histone H4 

(Liu et al. 2010 ; Bobadilla and Berr 2016).  

La méthylation des histones influence un très grand nombre de fonctions biologiques. 

Seules quelques fonctions très générales associées à la méthylation des lysines des histones 

sont résumées brièvement et de manière simplifiée dans ce paragraphe (pour revues, voir Liu 

et al. 2010 ; Mosammaparast et Shi 2010). 

 

Euchromatine et activation de la transcription 

La mono-, di- et triméthylation de H3K4 et de H3K36 sont importantes pour la formation 

d’euchromatine et l’activation de la transcription des gènes cibles. La monométhylation de 

H3K9 et de H3K27 participe également à l’activation de la transcription. Le rôle de la 

triméthylation de H3K4 semble être conservé chez les eucaryotes. 

 

Hétérochromatine et répression de la transcription 

La di- et la triméthylation de H3K9 et H3K27 ainsi que la triméthylation de H4K20 sont 

des marques associées à la formation d’hétérochromatine et par conséquent à la répression 

de la transcription des gènes cibles. 

 

Cycle cellulaire et réparation de l’ADN 

Le rôle de la méthylation des histones ne se restreint pas à la modulation de l’activité 

transcriptionnelle, il peut également intervenir dans la régulation du cycle cellulaire et la 

réparation de l’ADN. Ces fonctions ont été montrées pour la mono et la diméthylation de 

H4K20. En effet la mutation du site catalytique de Set9 qui méthyle H4K20 chez S. pombe 
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entraîne une augmentation de la sensibilité aux dommages de l’ADN et compromet les points 

de contrôle du cycle cellulaire. De plus, dans les cellules mammifères et de levure ces 

méthylations conduisent au recrutement de la protéine 53BP1, connue pour être impliquée 

dans la réponse à des dommages de l’ADN, au niveau des sites endommagés de l’ADN. 

 

b) La phosphorylation des protéines histones  

 

Chez les plantes, seuls 4 sites de phosphorylation ont été caractérisés sur les histones. 

Ces sites sont tous portés par l’histone H3. Les sérines 10 et 28 sont phosphorylées par la 

kinase AURORA3 (Kurihara et al. 2006). Ces PTM sont temporellement corrélées avec la 

ségrégation des chromosomes et la transition métaphase/anaphase. La fonction de ces PTM 

reste peu claire, mais l’hypothèse est que la phosphorylation jouerait un rôle dans 

l’addition/soustraction d’autre PTM (Houben et al. 2007). Par exemple, la phosphorylation de 

la sérine 10 de l’histone H3 empêche la méthylation de la lysine 9 de l’histone H3 par la 

méthyltransférase SUVR4 (Demidov et al. 2009). Ensuite, Ashtiyani et al. (2011) rapportent 

que les thréonines 3 et 11 de H3 sont phosphorylées par la kinase HASPIN et la 

phosphorylation de la thréonine 3 est associée avec la condensation de la chromatine. 
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E. Développement du système racinaire et réponses aux stress abiotiques 

1. Organisation et développement de la racine 
 

La plupart des végétaux partagent la même organisation racinaire de base représentée 

par un organe cylindrique composé de tissus organisés de façon concentrique. Les vaisseaux 

au centre sont entourés du péricycle et de l’endoderme, lui-même entouré du cortex (1 couche 

de cellule chez A. thaliana). La couche la plus externe constitue l’épiderme (Figure 41 ; 

Somssich et al. 2016). 

 

 

 

Figure 40. Organisation de la racine d’Arabidopsis thaliana. Figure issue de Overvoorde, Fukaki, and 
Beeckman (2010). DZ : Zone de différenciation. EZ : Zone d'élongation. BM : Méristème basal. AM : Méristème 
apical. 

En longueur, la racine est divisée en plusieurs zones fonctionnelles avec en bout de 

racine la coiffe, puis la zone méristématique, la zone d’élongation et finalement la zone de 

différenciation (Figure 41). 

 

 
Figure 41. Différentes zones de l’apex racinaire. Figure issue de Somssich, Khan, and Persson (2016). 

La coiffe racinaire entoure et protège la zone méristématique. Cette zone est la 

première en contact avec l’environnement et agit également en tant qu’organe senseur.  
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Le plus grand rôle de la coiffe, outre la protection du méristème, est de diriger 

l’orientation de la croissance racinaire en direction ou à l’opposé de certains signaux (Kumpf 

and Nowack 2015). L’exemple le mieux étudié est le gravitropisme positif de la croissance 

racinaire. Les cellules de la coiffe contiennent des grains d’amidon, appelés statolites, qui se 

déplacent dans les cellules selon l’axe de la gravité. Lorsque l’axe racinaire n’est plus orienté 

dans l’axe gravitationnel, les statolites sédimentent. Ces mouvements entrainent alors des 

changements intracellulaires liés au réseau de filaments d’actine et à la pression hydrostatique 

qui agissent sur les flux d’auxine, une hormone contrôlant un grand nombre d’aspects du 

développement végétal. Ces phénomènes ont pour conséquence la réorientation de la 

croissance dans l’axe de la gravité.  

La zone méristématique contient le centre quiescent qui est constitué de 4 cellules 

chez A. thaliana (Azpeitia et al. 2013). Ces dernières permettent le maintien de l’identité des 

cellules souches indifférenciées, appelées initiales, qui les entourent (Figure 42). Les initiales 

sont des cellules qui se divisent continuellement pour produire de nouvelle cellules qui entrent 

dans la formation des différentes files cellulaires composant la racine (Van den Berg et al. 

1997). La théorie est que les cellules du centre quiescent font passer des signaux vers les 

initiales par les plasmodesmes (connexion symplasmique de cellule à cellule). Ces signaux 

ont pour but de maintenir les initiales dans un stade indifférencié mais en forte division (Stahl 

et al. 2013). Ce phénomène serait régulé par l’accumulation différentielle de callose, un 

polymère permettant la régulation de l’ouverture des plasmodesmes (Wolf 1991). 

 

 
Figure 42. Organisation du méristème apical racinaire d’A. thaliana. Figure issue de Azpeitia et al.(2013) 

 
La zone d’élongation est une zone d’expansion cellulaire longitudinale (Schiefelbein 

1991). Dans cette zone les parois cellulaires sont très fines et élastiques afin de permettre une 

meilleure élongation par turgescence. Encore une fois, l’auxine joue un rôle dans le 

développement racinaire en déclenchant l’acidification des parois par l’activation de pompes 
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à protons. L’acidification des parois permet ensuite l’activation de protéines appelées 

expansines qui entrainent le relâchement du réseau de microfibrilles de cellulose (Somssich 

et al. 2016). Certaines enzymes peuvent également rigidifier les cellules de la zone 

d’élongation, ralentissant ou arrêtant ainsi la croissance racinaire (Passardi et al. 2004). Ce 

phénomène fait que cette zone est d’une importance capitale dans la croissance racinaire et 

la réponse aux stress. 

Une fois que les cellules de la zone d’élongation ont atteint leur taille finale, elles entrent 

dans la zone de différenciation et acquièrent une fonction spécifique. C’est dans cette zone 

que les vaisseaux sont formés et que les cellules voient leur paroi se rigidifier. C’est 

particulièrement le cas pour l’endoderme qui constitue, avec les bandes de Caspari, une 

barrière aux éléments potentiellement toxiques (Andersen et al. 2015). 

La croissance du système racinaire est donc un équilibre en division cellulaire et 

élongation cellulaire (Sanchez-Calderon et al. 2013).  

 

2. L’auxine, une hormone essentielle à la régulation du développement racinaire 
 

Les auxines sont une famille de composés organiques à cycle hétérocyclique indole. 

L’auxine la plus répandue chez les végétaux est l’acide indole 3-acétique produit à partir de 

l’acide aminé tryptophane (Vanneste and Friml 2009). Cette hormone est majoritairement 

synthétisée par les cotylédons et les jeunes feuilles et est transportée vers les apex racinaires 

par le phloème. Néanmoins, les apex racinaires sont capables de synthétiser de l’auxine au 

niveau de leur zone méristématique (Ljung 2005). 

La voie de signalisation de l’auxine la mieux caractérisée est la voie SCF/TIR1 (Figure 43). 

L’expression des gènes de réponse à l’auxine est initiée par les ARF (Auxin Responsive 

Factor). Lorsque la concentration d’auxine est faible, la présence des protéines AUX/IAA 

empêche cette initiation en se fixant sur les ARF. Lorsque l’auxine est en plus forte 

concentration, elle se lie à la protéine TIR1 (TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1). Cette 

complexation augmente l’affinité de TIR1 pour SCF, une ubiquitine ligase (Skp1/Cullin/F-box) 

et AUX/IAA. Une fois ce complexe formé, la protéine SCF transfère des groupements 

ubiquitine à AUX/IAA afin d’entraîner sa dégradation par le protéasome 26S. Cette 

dégradation permet de soulever l’inhibition des facteurs de transcription ARF et d’initier la 

transcription des gènes de réponse à l’auxine (Woodward 2005). 
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Figure 43. Signalisation de l’auxine par la voie SCF/TIR1. Figure issue de Woodward (2005). 

 

L’auxine est transportée de façon polaire, c’est-à-dire que l’hormone est importée dans 

les cellules par des transporteurs dont la position est polarisée (d’un côté défini de la cellule). 

Les transporteurs d’auxine sont caractérisés par : 1/ des transporteurs d’influx tel que AUX1 

(AUXIN RESISTANT 1) ou LAX1 (like AUX1) qui importent l’auxine dans les cellules, 2/ des 

transporteurs d’efflux du type PIN (PIN-FORMED) ou ATPB (ATP Binding cassette type B) qui 

exportent l’auxine du cytoplasme vers l’apoplasme (Figure 44A et C ; Petrasek and Friml 

2009). Au niveau de l’apex racinaire, l’auxine est différentiellement accumulée en fonction des 

zones racinaires et des groupes cellulaires. Cette accumulation différentielle de l’hormone 

forme un gradient qui permet le contrôle très fin du développement de l’architecture racinaire 

(Eshel and Beeckman 2013). L’auxine s’accumule ainsi au niveau de l’apex avec un pic 

d’accumulation au niveau du centre quiescent et de la coiffe racinaire (Figure 44B). Ce gradient 

est maintenu par un transport actif de l’hormone qui forme le modèle de transport en fontaine 

inversée (Figure 44B). Les principaux transporteurs impliqués dans ce transport en fontaine 

inversée sont les transporteurs PIN1 et PIN2. Le transporteur PIN1, en position basale des 

cellules, permet d’accumuler l’auxine au niveau du centre quiescent tandis que PIN2, en 

position apicale des cellules, permet de faire remonter l’auxine (Figure 44C). 
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Figure 44. Transport polarisé et gradient d’accumulation de l’auxine. A) Transport polarisé de l’auxine par des 
transporteurs d’efflux et d’influx. AIA : acide indole 3-acétique. B) Gradient d’auxine et transport en fontaine inversée 
de l’auxine. QC : Centre quiescent C) Les transporteurs d’auxine. Figure issue de Petrasek and Friml (2009). 
 

La perturbation du transport de l’auxine et de son gradient d’accumulation peut 

rapidement avoir des conséquences sur le développement du système racinaire. En effet, 

l’auxine peut rapidement devenir inhibitrice de l’élongation des cellules lorsqu’elle est en excès 

(Band et al. 2012) et plus particulièrement dans le système racinaire où l’auxine agit en très 

faibles concentrations (Figure 45). 

 

 

Figure 45. Modulation de l’élongation des cellules végétale par l’auxine. Figure modifiée de Band et al. (2012). 
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Le gradient d’auxine est maximum au niveau du centre quiescent (Figure 44B). Cette 

accumulation permet le maintien à l’état de cellules souches indifférenciées (Overvoorde et al. 

2010). 

L’hormone est  aussi responsable du maintien la zone de transition entre la zone d’élongation 

et la zone de différenciation (Di Mambro et al. 2017). 

L’auxine influe également l’architecture racinaire en contrôlant la formation des racines 

latérales. Les racines latérales sont formées à partir de petits groupes de cellules issues du 

péricycle. Bien que l’initiation des racines latérale se déroule au niveau de la zone de 

différenciation, le conditionnement de ces cellules se fait dès la zone méristématique. En effet, 

sous la forme d’oscillations de pic d’auxine, l’hormone conditionne ces cellules à devenir des 

cellules initiant une racine latérale. Le mécanisme pouvant expliquer ce phénomène est 

encore peu clair (pour revue, voir ten Tusscher and Laskowski 2017). 

D’autre part, l’auxine interagit avec toutes les autres hormones végétales (Saini et al. 2013) et 

est impliquée dans la réponse racinaire d’un grand nombre de stress et al. 2018 ; Kazan 2013).  

 

3. Réponses du système racinaire aux stress abiotiques 
 

L’absorption de nutriments essentiels et l’évitement d’éléments toxiques, tels que les ETM, 

sont d’une importance capitale pour le développement de la plante. Le maintien d’une 

morphologie optimale du système racinaire est donc essentiel. Plusieurs morphologies 

racinaires sont mises en place en fonction du stress ressenti. La réponse la plus commune est 

l’arrêt de la croissance de la racine primaire et le développement des racines latérales ainsi 

que des poils absorbants (Potters et al. 2009). Ce remaniement permet à la plante d’arrêter la 

croissance racinaire vers le stress ressenti et de chercher des conditions de croissance 

optimales sur le niveau horizontal tout en augmentant sa surface d’absorption. 

Dans notre étude, nous nous intéresserons particulièrement à la modulation de 

l’architecture racinaire lorsque la plante ressent une carence en Pi (Figure 46). Lorsqu’une 

carence en Pi est ressentie au niveau de l’apex racinaire primaire plusieurs acteurs protéiques 

sont mis en place de façon post-transcriptionnelle. C’est le cas de STOP1 (Sensitive To Proton 

Rhizotoxicity 1) qui est activée par un faible ratio Pi/Fe. Cette protéine active ensuite ALMT1 

(Aluminum Activated Malate Transporter) qui entraine l’exsudation de malate dans 

l’apoplasme, un acide organique capable de chélater le Fe. Cet acide organique participe au 

relargage de Pi de complexes Fe-Pi dans l’apoplasme (Balzergue et al. 2017). Cette 

remobilisation du Fe et l’action de LPR1 (Low Phosphate Root 1), une ferroxidase qui 

provoque l’oxydation de Fe2+ en Fe3+, provoque l’accumulation de ROS par la voie de Fenton 

(partie B .2). Cette accumulation de ROS entraine alors la synthèse de callose au niveau des 

plasmodesmes des cellules de la zone méristématique, empêchant ainsi la communication de 
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cellule à cellule. Or, la communication symplasmique dans cette zone est essentielle à la 

croissance (Müller et al. 2015 ; Figure 47). Cette cascade d’évènements permet de moduler 

l’architecture racinaire en inhibant la croissance de la racine primaire en diminuant l’activité 

mitotique (Sánchez-Calderón et al. 2005) et en induisant l’épaississement des parois 

cellulaires (Müller et al. 2015 ; Balzergue et al. 2017). Cette inhibition induit le développement 

des racines latérales et le développement des poils absorbants qui permettent, à terme, 

d’augmenter la surface d’absorbation racinaire et de limiter la carence en Pi. 

 

 
Figure 46. Modulation de l’architecture racinaire en réponse à une carence en phosphate. Figure issue de 
Péret et al. (2011). 

 

 

 

Figure 47. Réponse du système racinaire à une carence en phosphate. Figure issue de Balzergue et al. (2017). 
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De nombreux mécanismes biologiques sont perturbés et mis en place chez les végétaux 

au cours de l’exposition à un stress métallique. De ce fait, une meilleure compréhension des 

processus de réponse de plantes sensibles et tolérantes, que ce soit au niveau physiologique, 

moléculaire ou génétique, est indispensable pour avoir une vision globale des mécanismes 

impliqués.  

 

Étude du rôle des modifications post-traductionnelles dans la réponse aux 

stress métalliques chez Arabidopsis 

 

Les PTM sont vraisemblablement des acteurs clés dans les réponses aux stress dans le 

monde vivant, en particulier chez les végétaux qui sont des organismes sessiles. En effet, 

elles permettent de réguler très finement les processus cellulaires fondamentaux de la plante 

en fonction des caractéristiques de son environnement. Ces modifications concernent les 

protéines de type histones et ‘non histones’. Les histones gouvernent le repliement de la 

chromatine et sont des acteurs clés des processus de régulation épigénétique. Depuis une 

quinzaine d’années, l’étude des PTM des protéines non-histones est un domaine en plein 

essor. Par exemple, des protéines phosphorylées et méthylées ont été identifiées dans tous 

les processus cellulaires mais le rôle de ces modifications reste très peu compris, en particulier 

en ce qui concerne la réponse aux stress environnementaux.  

L’objectif de la première partie de cette thèse est d’étudier le rôle des PTM dans la réponse 

et l’adaptation des plantes à un stress induit par les ETM. Plus précisément nous étudierons 

le rôle de la méthylation des résidus lysine et de la phosphorylation des protéines non histones 

dans des plantes du genre Arabidopsis soumises à des stress induits par le Cd ou l’U. Le choix 

de ces ETM toxiques repose sur i/ leurs différences de propriétés physico-chimiques (acides 

dur ou mou suivant la classification de Lewis) qui mettent en jeu des processus de réponse 

différents chez la plante ; ii/ les très faibles connaissances sur les mécanismes moléculaires 

mis en place pour répondre à un stress induit par l’U ; iii/ la possibilité d’étudier le rôle des 

PTM dans des plantes naturellement tolérantes au Cd. 

Les 3 espèces du genre Arabidopsis étudiées au cours de ce travail sont (Figure 48): i/ A. 

thaliana, plante modèle en biologie végétale pour laquelle des données génomiques, 

transcriptomiques et protéomiques en relation avec le stress métallique sont disponibles 

(Villiers et al. 2011 ; Doustaly et al. 2014) ; ii/ A. halleri qui présente la particularité d’être 

tolérante et hyperaccumulatrice de Zn et de Cd (Verbruggen et al. 2009) ; iii/ A. lyrata, proche 

parent d’A. halleri ne possédant pas les capacités de tolérance et d’accumulation de Zn ou de 

Cd. Ces plantes seront étudiées au niveau physiologique et moléculaire suite à des stress 
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induits par la présence de Cd ou d’U dans le milieu de culture. A l’opposé d’A. thaliana, A. 

halleri et A. lyrata ne pratiquent pas l’auto-fécondation et chaque individu est donc unique d’un 

point de vue génétique. Pour ces espèces on ne parle donc pas d’écotype ou de lignée mais 

de population, terme faisant référence à un ensemble de plantes qui se sont développées dans 

une zone géographique définie. Chaque population évolue en fonction de son environnement 

et en particulier de la composition du sol, qu’il soit pollué ou non par des ETM (sol métallicole 

ou non métallicole). Cette diversité acquise naturellement est une opportunité unique pour 

identifier de nouveaux acteurs dans la réponse et l’adaptation aux ETM. Dans le cadre d’une 

collaboration avec le Professeur Nathalie Verbruggen de l’Université Libre de Bruxelles, nous 

avons eu l’opportunité d’étudier trois populations métallicoles d’A. halleri collectées dans des 

prairies situées à proximité de sites métallurgiques. Pour nos expériences nous avons utilisé 

les populations Auby (France), PL22 (Pologne), et I16 (Italie) qui sont issues de différentes 

unités génétiques (Meyer et al. 2015). 

 

 
Figure 48. Les trois espèces du genre Arabidopsis étudiées au cours de ce travail. 

 

Pour caractériser le rôle des PTM au cours d’un stress métallique nous nous 

intéressons à la fois aux enzymes qui réalisent les modifications (méthyltransférases, 

kinases…) et aux protéines modifiées (substrats) par celles-ci. Ainsi, par des approches 

immunologiques et par spectrométrie de masse des protéines nous analyserons la nature, 

l’abondance relative et le niveau de modification des substrats. Nous étudierons également 

l’expression des gènes codant les enzymes impliquées dans les réactions de méthylation et 

de phosphorylation lors de stress induits par l’U et le Cd chez les 3 espèces modèles. Pour 

finir, nous étudierons les conséquences de la mutation de gènes codant des protéines lysine 

méthyltransférases chez A. thaliana afin de mettre en évidence le rôle de ces enzymes dans 

la tolérance aux stress métalliques. L’objectif global de ce projet est d’identifier de nouveaux 

acteurs protéiques et de définir leurs rôles dans les processus de réponse et détoxication des 
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ETM chez les végétaux. Ces mécanismes peuvent se révéler communs à plusieurs métaux 

ou spécifiques à l’un des polluants. De plus, les processus touchés par ces PTM peuvent 

contribuer à une meilleure compréhension des mécanismes de réponse et d’adaptation aux 

stress environnementaux de façon plus générale. 

 

Caractérisation physiologique et cellulaire des effets de l’uranium sur 

l’architecture et le développement racinaire d’A. thaliana 

 

Les connaissances actuelles sur la toxicité de l’U chez les plantes sont fragmentaires. En 

particulier les cibles directes de l’U et les cascades de signalisation associées sont encore à 

découvrir. De plus, aucun transporteur d’U n’a encore été caractérisé dans le monde vivant. 

Caractériser les réponses physiologiques et cellulaires impliquées dans la toxicité de l’U est 

donc essentiel, et ce plus particulièrement dans le système racinaire, le premier organe en 

contact avec le métal. Une meilleure compréhension des mécanismes de réponse et 

d’adaptation à l’U est également nécessaire dans la mise en place de projets de 

phytoremédiation efficaces. En effet, l’U est peu transloqué des racines vers les feuilles sans 

ajout d’adjuvants (Laurette et al. 2012a; Laurette et al. 2012b; Straczek et al. 2010). 

Nous nous intéresserons tout d’abord à la toxicité cellulaire de l’U et à ses effets sur 

l’architecture racinaire. L’homéostasie du Fe et du Pi étant perturbée lors d’un stress induit par 

l’U (voir Chapitre I partie A. 4)) nous quantifierons ces éléments en parallèle de l’U dans les 

milieux de culture et les plantes. Ensuite, nous nous intéresserons à la synthèse et 

l’accumulation spatiotemporelle de messagers secondaires, tels que le NO et les ROS, ainsi 

que de polymères jouant un rôle dans l’imperméabilisation des parois cellulaire (lignine et 

callose). Pour finir, l’auxine étant essentielle au développement du système racinaire (voir 

Chapitre I partie E. 2), nous étudierons les profils d’accumulation de l’hormone ainsi que 

l’abondance de ces principaux transporteurs au niveau de l’apex racinaire. 

Cette étude est la première approche globale visant à découvrir les mécanismes 

physiologiques et moléculaires mis en place par le système racinaire d’A. thaliana en réponse 

à l’U. 
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A. Matériel végétal et conditions de croissance 

 

Au cours de cette étude différentes lignées et populations d’Arabidopsis ont été utilisées : 

Arabidopsis thaliana, écotype sauvage Col0, mutants d’insertion dans des gènes codant des 

protéines lysine méthyltransférases (Tableau 5) et lignées transgéniques DR5::GFP (Lequeux 

et al. 2010), PIN1::PIN1-GFP (Blilou et al. 2005), PIN2::PIN2-GFP (Blilou et al. 2005), et 

Cycline B1::GUS (Lequeux et al. 2010) ; Arabidopsis halleri, populations Auby, PL22 et I16 

(Meyer et al. 2015); Arabidopsis lyrata, sous espèce Petraea. 

Après stérilisation des graines (15% (v/v) NaClO, 0,01% (v/v) Triton X100), ces dernières ont 

été stockées 2 jours à 4°C à l’obscurité pour stratification. Les graines ont ensuite été semées 

dans des flotteurs contenant 0,65% (m/v) d’agar (Sigma-Aldrich, Agar type A) dans différents 

systèmes hydroponiques en fonction du stade de développement désiré. Les systèmes 

hydroponiques ont été modélisés en utilisant le logiciel FreeCAD v 0.15 (freecadweb.org, 

2015) et imprimés en Acrylonitrile Butadiène Styrène (plastique ABS) en utilisant une 

imprimante 3D Ultimaker 2 (Ultimaker, Netherlands). 

Le milieu de croissance hydroponique (milieu nommé « Bruxelles ») (Meyer et al. 2015) est 

composé de : 0,88 mM K2SO4, 2 mM Ca(NO3) 4 H2O, 1 mM MgSO4 7 H2O, 0,25 mM KH2PO4, 

10 µM H3BO3, 0,1 µM CuSO4 5H20, 0,6 µM MnSO4 H2O, 0,01 µM (NH4)6Mo7O24 4H2O, 10 µM 

ZnSO4 7 H2O, 10 µM NaCl, 20 µM FeEDTA and 0,25 mM MES (Meyer et al. 2015). Le pH de 

la solution a été ajusté à 5,8 avec du KOH 1M.  

Les conditions dans la chambre de culture sont de 21 ± 2°C, 80 µmoles de photons par m2 et 

par sec, humidité de 70 ± 5 %. Les cultures hydroponiques classiques ont été effectuées en 

jours courts (12 heures de lumière/12 heures d’obscurité) tandis que les cultures de type 

« µponie » ont été effectuées en jours longs (18 heures de lumière/6 heures d’obscurité). 

Les traitements des plantules par les ETM ont été effectués après 4 semaines pour 

l’hydroponie classique et 6 jours pour la µponie. Ces traitements consistent à changer le milieu 

de culture par différents milieux décrits ci-dessous : 

- Traitement cadmium (Cd) : milieu Bruxelles supplémenté avec 0.2, 1 ou 5 µM de sulfate de 

Cd (CdSO4). 

- Traitement zinc (Zn) : milieu Bruxelles supplémenté avec 150 µM ou 2 mM de sulfate de Zn 

(ZnSO4). 

- Traitement No Phosphate (NP) : le milieu No Phosphate est un milieu Bruxelles totalement 

dépourvu de KH2PO4. 

- Traitement Low Phosphate (LP) : le milieu Bruxelles Low Phosphate est carencé en 

phosphate, il contient 25 µM de KH2PO4 à la place de 250 µM dans le milieu de référence. 

- Traitement uranium (U) : milieu Bruxelles Low Phosphate contenant 10, 20, 30, 40 ou 50 

µM de nitrate d’uranyle (UO2(NO3)2). 
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Avant toute analyse les plantes traitées avec de l’U ont été rincées 2 fois avec une solution de 

Na2CO3 10 mM et 2 fois avec de l’eau distillée afin de désorber l’U adsorbé à la surface des 

racines (Doustaly et al. 2014). Suite aux traitements avec du Cd ou du Zn les racines des 

plantules sont rincées 2 fois dans de l’eau distillée. 

 

B. Extraction des protéines et immunoblots 

 

Les protéines solubles ont été extraites en incubant pendant 30 min à 4°C des tissus congelés 

et réduits en poudre (racines ou feuilles) dans un tampon d’extraction Tris-HCl 100 mM, pH 8, 

contenant 10% (v/v) de glycérol et un cocktail d’inhibiteurs de protéases (Roche Applied 

Science, ref. 04 693 132 001). Après centrifugation de l’extrait (14000 g, 4°C, 15 min) les 

protéines solubles sont récupérées dans le surnageant. L’extraction des protéines insolubles 

a été effectuée par resuspension des culots dans le tampon d’extraction contenant 2% (m/v) 

de SDS suivie d’une incubation de 30 min à température ambiante. Après centrifugation 

(14000 g, 4°C, 15 min) les protéines membranaires solubilisées sont récupérées dans le 

surnageant. Les protéines ont ensuite été séparées en gels de polyacrylamide SDS-PAGE 12 

ou 15% (m/v) et transférées sur membranes de nitrocellulose en utilisant un appareil TransBlot 

(BioRad). L’immunoblot a été conduit avec des anticorps anti thréonines phosphorylées (Cell 

Signaling Technology, ref. 9381, dilution 1:1000), anti sérines phosphorylées (Invitrogen, ref. 

61-8100, dilution 1:1000), anti arginines monométhylées (Cell Signaling Technology, ref. 8015, 

dilution 1:1000), anti arginines diméthylées de façon asymétrique (Cell Signaling Technology, 

ref. 13522, dilution 1:1000) et anti lysines triméthylées (abcam, ref. ab76118, dilution 1:1000). 

Nous avons également utilisé le PhostagTM (Fujifilm Wako Chemical), réactif qui reconnaît les 

différents résidus phosphorylés  

La détection des anticorps sur les membranes a été effectuée en utilisant des anticorps 

secondaires de souris ou de lapin (dilution 1:40000) conjugués à des peroxydases de raifort. 

Le signal a été révélé avec un kit de détection chémiluminescent ECL Plus (Thermo Fischer 

Scientific) et un scanner laser Typhoon (Amersham Biosciences). 

 

C. Identification de protéines méthylées par spectrométrie de masse 

 

L’identification de protéines lysine méthylées chez les 3 espèces d’Arabidopsis a été réalisée 

par la plateforme de spectrométrie de masse protéomique (MSPP) de Montpellier. Les bandes 

découpées sur les gels SDS-PAGE ont été décolorées dans 50% (v/v) acétonitrile dans un 

tampon 25 mM NH4HCO3, déshydratées dans 100% acétonitrile, puis séchées à température 

ambiante. La réduction des ponts disulfures a été réalisée dans 250 µl de DTT 10 mM à 56°C 
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pendant 45 min, puis les cystéines ont été alkylées dans 250 µl d’iodoacetamide 55 mM 

pendant 30 min. Après déshydratation, les protéines ont été digérées par une solution de 

trypsine 0.0125 µg/µL (Sequencing Grade Modified Trypsin, Promega, Madison, USA) dans 

25 mM NH4HCO3 pendant une nuit à 37°C. Les peptides ont été extraits dans 100 µl 

d’acétonitrile 80% (v/v) et d’acide formique 2% (v/v), séchés sous vide puis resuspendus dans 

10 µl d’acide formique 2% (v/v). 

Les analyses de chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem 

(LC-MS/MS) ont été réalisées sur un système Ultimate 3000 RSLC nano system couplé en 

ligne avec une source nano easy ion et un spectromètre de masse Q Exactive Plus Orbitrap 

(Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, USA). Les échantillons ont été chargés sur une 

pré colonne PepMap 100 C18 (Thermo Scientific, 5 µm particle size, 100 Å pore size, 300 µm 

i.d. x 5 mm length) puis séparés par phase inverse sur une colonne PepMap C18 (Thermo 

Scientific, 2 µm particle size, 100 Å pore size, 75 µm i.d. x 50 cm length) à l’aide d’un gradient 

d’acétonitrile 0 à 80% (v/v) dans 0.1% (v/v) d’acide formique (300 nl/min, durée totale 125 

min). Les peptides ont été transférés en phase gazeuse par ionisation electrospray à 1.7 kV. 

Les spectres ont été enregistrés à l’aide du logiciel Xcalibur (4.0.27.19) (Thermo Fisher 

Scientific). 

Les données de MS/MS ont été analysées avec le logiciel Proteome Discoverer (version 

1.4.0.288, Thermo Fisher Scientific) et le moteur de recherche Mascot (version 2.4.1, Matrix 

Science, http://www.matrixscience.com). Les données MS/MS obtenues à partir des 

échantillons d’A. thaliana ont été confrontées à la base de données non redondante TAIR 

(2011) ; celles issues des échantillons d’A. halleri et A. lyrata ont été confrontées à une base 

générée spécialement pour notre étude par la plateforme MSSP à partir des données de 

séquençage du génome d’A. lyrata (v2.1) disponibles à partir du portail 

https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#!info?alias=Org_Alyrata. Les paramètres de 

recherche Mascot sont : trypsine comme enzyme, 3 « missed cleavage » autorisés (la 

méthylation des lysines étant connue pour réduire l’efficacité de coupure de la trypsine), 

carbamidométhylation des cystéines, mono-, di- et triméthylation des lysines, N-terminal 

acétylation, déamidation des asparagines et glutamines, et oxydation des méthionines. Les 

limites de tolérance sur la masse ont été fixées à 10 ppm sur les scans complets et à 0.02 Da 

pour les ions fragmentés. Les protéines validées contiennent au moins 2 peptides avec une p-

value <0.05. 

 

 

https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#!info?alias=Org_Alyrata
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D. Criblage de mutants de protéines lysine méthyltransférases pour leur 

tolérance au cadmium 

 

1. Génotypage des mutants d’insertion d’A. thaliana 
 

Extraction d’ADN génomique - L’extraction d’ADN génomique (ADNg) a été effectuée selon 

Edwards et al. (1991) à partir de plantules d’A. thaliana âgées de 3 semaines. Après broyage 

au poter d’une feuille, 400 µl de tampon d’extraction (200 mM Tris, pH 7,5, 250 mM NaCl, 25 

mM EDTA, 0,5% (m/v) SDS) sont ajoutés. Le mélange est alors centrifugé (14000 g, 

température ambiante, 1 min). Trois cents µl de surnageant sont prélevés, auxquels sont 

ajoutés 300 µl d’isopropanol. Le mélange est incubé 2 min à température ambiante puis 

centrifugé (14000 g, température ambiante, 5 min). Après élimination du surnageant, l’ADNg 

est repris dans 100 µl de tampon TE (10 mM Tris, 0.1 mM EDTA, pH 8,0). 

 

Génotypage par PCR - Cette technique est utilisée pour identifier les copies sauvage et mutée 

d’un gène en utilisant des couples d’amorces dédiés à l’amplification de ces deux allèles 

(Tableau 5). L’amorce RP (Right genomic Primer) est située dans le gène d’intérêt, à proximité 

de l’insertion de l’ADN-T. L’utilisation de cette amorce avec celle nommée LP (Left genomic 

Primer), également localisée dans le gène d’intérêt, permet d’amplifier l’allèle sauvage. En 

utilisant une amorce s’hybridant sur le bord gauche de l’ADN-T, c’est la copie mutée du gène 

qui est amplifiée. 

La réaction de PCR est réalisée en présence des quantités d’enzyme et de tampon 

recommandées par le fournisseur (Euromedex), de 0,2 µM de chaque amorce, de 0,2 mM de 

chaque dNTP et de 1 µL d’ADN génomique (volume final de 30 µL). Le programme 

d’amplification est le suivant : 1 cycle de 5 min à 95°C, puis 35 cycles de 50 s à 95°C, 50 s à 

55°C, 80 sec à 72°C, puis 1 cycle de 4 min à 72°C. Les amplicons sont analysés en gels 

d’agarose 0,8% (m/v) et visualisés en présence de SYBR Safe DNA gel stain. Afin d’identifier 

le site exact d’insertion de l’ADN-T au sein du locus la même réaction de PCR est réalisée 

pour amplifier la copie mutée du gène. Après purification sur une colonne Nucleospin® 

(Macherey-Nagel), l’amplicon est séquencé (Eurofins).  
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Tableau 5. Caractéristiques des mutants d’insertion d’A. thaliana dans des gènes codant des protéines lysine méthyltransférases 

 

 

 AGI Nom Classe Mutant 
Nom du 
mutant 

Amorces utilisées pour le génotypage Criblage pour la tolérance au 
Cd 

Amorce droite Amorce gauche 

PKMT 
de 

type 
SBS 

AT1G08125 SBS1 - SALK_124644C sbs1 AAAGACGAAACCTCAAAAGGC CTTCCTGCTATTTTTCCCCTG OUI 
AT1G63855 SBS2 - GK-911F08 sbs2 TTTGGAGAAGAAATGAGACAGTCG GTGATTCTTCGATACTCGAGGTTA OUI 
AT1G66680 SBS3 - GK-032H01 sbs3 AGGTAACAGAAAGAAAGTGCGGTA TGTTTCTGAAAACGATGTTACGAC OUI 
AT1G73320 SBS4 - NA NA - - NON (lignée non disponible en 2015) 
AT1G79915 SBS5 - SALKseq_42690 sbs5 CTGATTTCCATGGCATTGTG TTCGCTATTATCCCCCAAAC OUI 
AT3G50850 SBS6 - GK-125E08 sbs6 CCAAAGTATAAGGGTGTTCTGGAT ATAACAACCCTCCACGTGTAACC OUI 
AT4G35987 CaMKMT - SALK_138607C camkmt1 GCTCTGCTCTGTGTATTTGGC TCAACTTTCAAGTCCACCCAC OUI 

AT5G27400 SBS7 - SALK_019618C sbs7 AAATCCCGACCATACCAACTC CTCCGTCATCACTCTCGCTAG OUI 

AT5G44170 SBS8 - SALK_128491C sbs8 AAAACATCTCCGATTTGACCC TCGCATAACTCCCAAAACAAC OUI 
AT5G49560 SBS9 - SALK_046849C sbs9 CGGTAATGTACTGAAGCTCCG GCTGACGTCACAAGGTCTCTC OUI 
AT5G53920 PrmA - SALK_070621 prma GAAGCTGCAAAAAGAGCATTG GTTATGCTCAAAACTCAGCGC OUI 

PKMT 
de 

type 
SDG 

AT1G01920 SDG42 VII SAIL_321_C10 sdg42 TCCACATTCTTTCGTGTTTCC TACTCGGAATTGCCTCAACAG OUI 
AT1G14030 LSMT VII SAIL_1156_C01 lsmt1 CCAGAGACAGTGACTGCTTCC CACAAGCCGAAGGTACTGAAG OUI 

AT1G24610 PPKMT2 VII GK-833G12 ppkmt2 AAATTTCCAGTAATCGCATTGAAC CCGTTTATGAATTTTGGTTCG OUI 
AT1G26760 SDG35 

(ATXR1) 
VI SALK_117606 sdg35 ATCGTAGTACCGCTGCTGTTG CCTAACGCAAGACGTCTTCAC OUI 

AT2G17900 SDG37 
(ASHR1) 

VI SALK_127952C sdg37 AAGTTCCGCCTAACACTAGCC TGCTTGCTTCTTAGGAGCAAG NON (site d'insertion de la mutation 
non confirmé) 

AT2G18850 SDG50 VII SAIL_849_G09 sdg50 GAACTTCCCAAAGATGATCCC TGGTTTGAATTTCGAGTCCAG OUI 
AT2G19640 SDG39 

(ASHR2) 
VI SALK_024470C sdg39 GGATAAATCCCATAAGCTCGC TATGGACGGCTAAGTGTGGAG OUI 

AT3G07670 PPKMT3 VII SALK_150387 
(CA) 

ppkmt3 AACCGAACCAAACCGTAAATC ACTGCATCAATGATTTCCAGC OUI 

AT3G21820 SDG36 
(ATXR2) 

VI SALK_026154C sdg36 TTGTGAAGCAGAAGTCTTCCTC TCTCGATTGATCCAATGAACC OUI 

AT3G55080 SDG51 VII SALK_057077C sdg51 TTGAATTTTTGTTTTGGCCAC TTGTCTTCATCCCTCAAAACG OUI 
AT3G56570 SDG52 VII SALK_131900C sdg52 CCATGGTAATCATCGATTTCG AACCAAAATTCGGATTGAACAC OUI 

AT4G20130 PTAC14 
(PAP7) 

VII SAIL_566_F06 ptac14 TGCAGAGAATGATCAATCGTG AGAAGGTCCAGATGGTTTTGG NON (mutation létale en condition 
autotrophique) 

AT5G06620 SDG38 
(ATXR4) 

VI SAIL_1267_H02 sdg38 TTGTCATGTATGAGATCAGCCC TTAAGACATTGACGACGCCTC OUI 

AT5G14260 PPKMT1 VII SALK_123180C ppkmt1 TTTCCATACGAAATGCGTCTC ATGGGTATTGCTGCAAAACAC OUI 
AT5G17240 SDG40 VII SALK_097673C sdg40 GATATCAGCGCAAAAGACAGC CACTTTCTTCGACTCAGGTGC OUI 
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Extraction des ARN totaux et reverse transcription-PCR - L’extraction et la purification des 

ARN totaux sont réalisées selon le protocole fourni dans le RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). 

Un µg d’ARN totaux est ensuite reverse transcrit en présence d’oligo(dT)20 dans les conditions 

du kit QuantiTect Reverse Transcription (Qiagen). La qualité des ADNc obtenus est évaluée 

en réalisant une PCR sur le transcrit ACTIN7 (At5g09810), avant de réaliser une PCR avec 

un couple d’amorces spécifiques du gène SBS2 (Tableau 6). La réaction de PCR est réalisée 

en présence des quantités d’enzyme et de tampon recommandées par le fournisseur 

(Euromedex), comme décrit pour le génotypage. Le programme d’amplification est le suivant : 

1 cycle de 5 min à 95°C, puis 40 cycles de 50 sec à 95 °C, 50 sec à 56°C, 30 sec à 72 °C, 

puis 1 cycle de 4 min à 72 °C. Les amplicons sont analysés en gels d’agarose 1,4% (m/v) et 

visualisés en présence de GelRed Nucleic Acid gel stain. 

 

Tableau 6. Séquences des amorces utilisées pour l’étude du gène SBS2 d’A. thaliana. 

Primer Séquence (5’  3’) 

Actin7-1 ACATCGTTCTCAGTGGTGCTCC 

Actin7-2 ACCTGACTGATCGTACTCACTC 

SBS2-A ATGATGACTACTACGACGACGAC 

SBS2-D CTCAATACGATCTCAACCAACTGA 

pFP-SBS2-BamHI ggatccaaAAATGATGACTACTACGACGACG 

pFP-SBS2-SalI gtcgacTCCCTAGTCCAGAGATTCCTG 

 

2. Conditions de criblage 
 

Les graines d’A. thaliana écotype Col0 et des 23 mutants de protéines lysine 

méthyltransférases ont été stérilisées (0,25% (v/v) NaClO, 0,02% (m/v) SDS and 75% (v/v) 

éthanol), rincées à l’eau distillée et semées dans des boîtes de Pétri contenant un milieu ½ 

Murashige et Skoog (MS) avec 0,8% (m/v) agar. Après 2 jours de stratification à 4°C et à 

l’obscurité, les graines ont été mises à germer. Après 4 jours de culture, 20 plantules de 

chaque lignée ont été transférées dans un nouveau milieu ½ MS contenant 20 µM de nitrate 

de Cd (Cd(NO3)2). Les conditions dans la chambre de culture sont de 21 ± 2 °C, jours longs 

(18 heures de lumière/6 heures d’obscurité), 80 µEinstein d’intensité lumineuse et une 

humidité relative de 20 ± 5 %. Les plantules ont été suivies à 0, 3, 6, 8 et 10 jours de traitement 

en utilisant un scanner BioRad GS-800. L’élongation de la racine primaire de chaque individu 

a été mesurée en utilisant le logiciel ImageJ (Schneider et al 2012). Les longueurs racinaires 

primaires présentées correspondent à la longueur après 8 jours de traitement. Les vitesses 

d’élongation, en cm par jour, ont été déterminées entre le 3ème et le 8ème jour de traitement. 

Les index de tolérance ont été calculés en divisant un paramètre (longueur ou élongation) en 
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condition Cd par le paramètre en condition contrôle (CM, control medium). Pour chaque 

mutant, les TI ont été calculés et moyennés en sélectionnant de façon aléatoire une valeur 

dans chaque condition (Cd et CM) et en répétant l’opération 100 fois, avec remise entre 

chaque tirage. 

 

3. Conception et sélection de lignées surexprimant le gène SBS2 
 

La totalité du gène SBS2 a été amplifiée par PCR (Tableau 5) et cloné dans le plasmide 

pFP101 (Figure 49). Ce vecteur contient un double promoteur constitutif viral 35S en amont 

de la séquence codante de SBS2, permettant ainsi une surexpression constitutive du 

transgène dans tous les territoires de la plante. Le vecteur pFP101 permet la sélection des 

graines transformées sur la base de la fluorescence de la GFP (Bensmihen et al. 2004). 

  

 
Figure 49. Représentation schématique du vecteur pFP101 (A) et observation de graines d’Arabidopsis 
issues d’une plante transformée par pFP101-SBS2 (B). Les graines sont observées en lumière blanche (image 
de gauche) et sous une lumière excitatrice à 395 nm (image de droite). Seules les graines ayant intégré le plasmide 
pFP101-SBS2 sont fluorescentes.  

 

La transformation est basée sur le protocole de Zhang et al. (2006). Des plantes d’A. thaliana 

(écotype Col0 et mutant sbs2) sont cultivées jusqu’à apparition des premières siliques 

matures. La souche d’Agrobacterium tumefaciens C58C1 pMP90, préalablement transformée 

avec la construction pFP101-SBS2 par électroporation, est mise en culture jusqu'à une DO600 

d’environ 2. Les bactéries sont ensuite culotées puis resuspendues dans un milieu saccharose 

5% (m/v) et Silwett L77 0,02% (v/v). Après avoir éliminé les siliques matures, les plantules 

contenant les bourgeons floraux sont entièrement immergées dans la suspension 

d’agrobactéries durant 5 sec puis remises en culture, en faible éclairage dans pendant 48 h, 

puis en conditions classiques, jusqu’à la récolte des graines. 
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Après plusieurs cycles de sélection des lignées indépendantes homozygotes pour le locus 

35S::SBS2 ont été obtenues (4 lignées dans le fond génétique Col0, 5 lignées dans le fond 

sbs2). Les différents transformants n’ont, pour l’instant (juillet 2018), pas été analysés pour 

connaitre le niveau d’expression du transgène et la tolérance des plantules au Cd. 

 

E. Clonage, expression et purification de protéines recombinantes 

 

1.  Clonage et expression des protéines 
 

Les protéines recombinantes ont été produites dans Escherichia coli. Le protocole général de 

transformation et d’expression bactérienne est présenté ci-dessous. Les primers, plasmides 

et étiquettes liés aux différentes constructions sont présentées dans le Tableau 7. 

 

Tableau 7. Amorces et vecteurs utilisés pour le clonage et l’expression de protéines recombinantes. 

Protéine Identifiant  Amorces (5’ puis 3’) Plasmide Etiquette 

TRXm1 AT1G03680.1 CATATGGACACTGCTACAGGAATTCC 
CTCGAGTTACAAGAATTTGTTGATGCTGG 

pET28-c(+) 6xHis (N-terminal) 

SBS2.2 AT1G63855.2 CATATGACTACTACGACGACGAC 
GAATTCGTTTATATTACATTACAGTTCAGCTTG 

pET28-c(+) 6xHis (C-terminal) 

SBS2.4 AT1G63855.4 AGACCATGGCTACTACGACGACGAC 
GAATTCGAAAGCTGCTGATTTTCATTTTGGGA 

pET23-d(+) 6xHis (N-terminal) 

 

Après amplification PCR avec les amorces correspondant aux différentes séquences, les 

produits PCR ont été purifiés sur colonne Nucleospin (Macherey-Nagel). Les produits PCR ont 

ensuite été digérés, en parallèle des plasmides, par le couple d’enzymes de restriction choisi 

pendant 3-5 heures à 37°C dans du tampon CutSmart (New England Biolabs). Les produits 

de digestion ont ensuite été purifiés en gel d’agarose 1% (m/v) avec le kit Nucleospin 

(Macherey- Nagel). 

La réaction de ligation entre le plasmide et les inserts digérés a été effectuée à 16°C sur la 

nuit en présence de l’ADN ligase T4 et de son tampon réactionnel, en respectant un ratio 

molaire insert/plasmide de 3/1. Nous avons ensuite transformé des bactéries E. coli DH5alpha 

avec le produit de ligation et effectué une sélection des colonies transformées sur 

antibiotiques. Après une nuit de culture à 37°C une dizaine de colonies ont été testées par 

PCR afin de sélectionner une colonie possédant un plasmide recombinant. Cette colonie a 

ensuite été mise en culture en milieu LB liquide sur une nuit à 37°C. Le plasmide a été purifié 

sur colonne Nucleospin (Macherey- Nagel) et séquencé pour s’assurer qu’aucune erreur n’a 

été introduite lors de l’étape de PCR. 

Nous avons alors procédé à la transformation de bactérie compétentes E. coli Rosetta avec le 

plasmide recombinant. Une ou plusieurs colonies transformées ont ensuite été cultivées dans 
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du LB liquide contenant les antibiotiques appropriés, à 37°C, jusqu’à une absorbance à 600 

nm de 0.6. L’induction de l’expression de la protéine a alors été déclenchée par ajout de 0,4 

mM d’Isopropyl ȕ-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) et transfert des cultures à 20°C pour 

expression sur la nuit. 

 

2. Purification des protéines 
 

Après centrifugation des cultures bactériennes (4000 g, 20 min, 4°C), les culots ont été repris 

et soniqués dans un tampon de lyse composé de Tris-HCl 100 mM, pH 8, 10% (v/v) de glycérol 

et un cocktail d’inhibiteurs de protéases (Roche Applied Science). Après centrifugation (20000 

g, 20 min, 4°C), les surnageants correspondant aux extraits bactériens solubles ont été 

gardés. Les protéines recombinantes ont ensuite été purifiées par chromatographie sur 

colonne de nickel-Sepharose (GE Healthcare). Après ajout de 10 mM d’imidazole, les 

protéines ont été chargées sur la colonne et éluées avec des concentrations croissantes 

d’imidazole (10, 30, 50, 250 mM) dans un tampon Tris-HCl 25 mM, pH 7.4, 0,3 M NaCl, 10% 

(v/v) de glycérol. Les différentes fractions ont été analysées sur gel SDS-PAGE 12% afin 

d’estimer leur pureté. La fraction présentant la meilleure qualité (éluée à 50 ou 250 mM 

imidazole en fonction de la protéine considérée) a ensuite été dessalée sur une colonne de 

Sephadex G25 (PD-10, GE Healthcare) et finalement concentrée par centrifugation sur unité 

de filtration Amicon (Merck Millipore). 

La purification de la protéine recombinante SBS2.2 a été réalisée dans des conditions 

dénaturantes à partir de corps d’inclusion. Tous les tampons décrits précédemment ont été 

supplémentés avec 6 M d’urée. 

 

F. Production d’un sérum dirigé contre la protéine SBS2 

 

Les anticorps polyclonaux anti-SBS2 ont été produits en utilisant la protéine recombinante 

SBS2.2. Après purification sur colonne de Ni-Sepharose et dessalage, 2 mg de protéine 

recombinante ont séparés par SDS-PAGE. La portion de gel correspondant à la protéine 

SBS2.2 a été découpée puis la protéine a été électroéluée dans 50 mM de carbonate 

d’ammonium (NH4)2CO3. Après lyophilisation l’antigène purifié a été envoyé à la compagnie 

Covalab (Villeurbanne, France) pour la réalisation du protocole d’immunisation d’un lapin. 
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G. Tests de méthylation de TRXm1 par PPKMT1 

 

Les tests de méthylation ont été menés en incubant une source de substrat et une source 

d’enzyme avec le donneur de méthyle AdoMet tritié. Nous avons testé plusieurs sources 

d’enzymes : soit la protéine PPKMT1 recombinante purifiée (Mininno et al. 2012), soit des 

extraits de protéines solubles de chloroplastes (stroma) de plantules Col0 ou de mutants null 

ppkmt1 (la protéine PPKMT1 étant localisée dans le stroma des chloroplastes) (Mininno et al. 

2012 ; Alban et al. 2014). La source de substrat est la protéine recombinante TRXm1 produite 

et purifiée dans cette étude. 

Le milieu réactionnel est composé d’un tampon Tris-HCl 50 mM, pH 8, supplémenté avec 10 

mM de dithiothréitol oxydé ou réduit, 20 µM de [methyl-3H]AdoMet, 10 µg de protéine TRXm1, 

et 36 µg de protéines de stroma ou 5 à 10 µg de protéine PPKMT1 recombinante. Après 3 

heures d’incubation à 25°C, la réaction a été stoppée par ajout de 500 µl d’acide 

trichloroacétique 10% (m/v) et de 10 µl de sodium déoxycholate 1% (m/v) au milieu 

réactionnel. Après 15 min d’incubation à 4°C les protéines précipitées sont collectées par 

centrifugation, reprises dans 150 µL de NaOH 0,1 M, et à nouveau précipitées par ajout d’acide 

trichloroacétique 10% (m/v). Après centrifugation et élimination du surnageant, les culots 

protéiques ont été (i) repris dans de l’acide formique, transférés dans des fioles de comptage 

contenant du liquide scintillant (ReadyProt) pour comptage de la radioactivité incorporée, ou 

(ii) repris dans du tampon de solubilisation des protéines, séparés par SDS-PAGE, transférés 

sur membrane de PVDF, puis placés en autoradiographie pendant 7 à 14 jours. 

L’autoradiographie a ensuite été révélée avec un scanner laser Typhoon (GE Healthcare Life 

Sciences).  

 

H. Mesures des paramètres photosynthétiques et quantification des pigments 

foliaires  

 

Mesures des paramètres photosynthétiques - La fluorescence de la chlorophylle des 

feuilles a été mesurée in vivo avec une caméra Speedzen MX (JBeamBio, Bio-Logic Science 

Instruments) en utilisant les paramètres décrits dans Allorent et al. (2013, 2015). Le paramètre 

PSII a été mesuré en tant qu’indicateur de l’efficacité du photosystème II dans un état adapté 

à l’obscurité. L’état stationnaire du PSII a été mesuré sur des plantes adaptées à l’obscurité 

pendant 15 minutes puis exposées à 300 ȝmol de photons par m2 par seconde pendant 4,5 

minutes. Le transport d’électrons maximum (ETR) a été déduit des mesures de fluorescence 

selon la formule : ETR = PSII x 0,5 x 0,84 x I, où I est l’incidence lumineuse en ȝmol de 

photons par m2 par s.  



Chapitre II : Matériels et méthodes 
 

95 

 

Quantification du contenu en pigments des feuilles - Les chlorophylles et les caroténoïdes 

ont été extraits en incubant les feuilles récoltées dans du N,N-dimethylformamide pendant 24 

heures à -20°C. Les anthocyanes ont été extraites dans du méthanol contenant 1% (v/v) d’HCl 

concentré. Après broyage et centrifugation (14000 g, 15 min, température ambiante), les 

surnageants ont été analysés par spectrophotométrie (spectrophotomètre Safas Monaco 

UVmc2) aux absorbances 470, 644 et 661 nm pour les chlorophylles et les caroténoïdes et à 

530 et 657 nm pour les anthocyanes. Les quantités de pigments ont ensuite été déterminées 

grâce aux formules suivantes issues de (i) Wellburn 1994 et (ii) Teng 2005 : 

(i) Chlorophyll a (µg/mL) = 11,24 x A661,6 – 2,04 x A644,8 

Chlorophyll b (µg/mL) = 20,13 x A644,8 – 4,19 A661,6 

Caroténoïdes totaux (µg/mL) = (1000 x A470 – 1,90 x Chla – 63,14 Chlb/214) 

(ii) 1 unité arbitraire d’anthocyanes = A530 – 0,25 x A657 

 

I. Quantification de l’uranium, du phosphate, du phosphore et du fer 
 
Spectrométrie de masse couplée à un plasma inductif (ICP-MS) - Les tissus racinaires, 

foliaires ou les plantules entières ont été déshydratés au four Pasteur à 90°C pendant 24 

heures, pesés puis minéralisés 4 heures à 90 degrés dans de l’acide nitrique 65% (m/v). Les 

échantillons ont ensuite été dilués dans de l’acide nitrique 0,5% (v/v) et analysés avec un ICP-

MS iCAP-RQ (Thermo Fischer Scientific). Les concentrations en phosphore (31P) et en fer 

(56Fe et 57Fe) ont été déterminées à partir de courbes standard en utilisant le mode collision à 

l’hélium pour limiter les interférences polyatomiques. L’238U a été mesuré en mode standard. 

Les données ont été corrigées par l’intégration des standards internes 45Sc, 103Rh et 172Y 

injectés en parallèle aux échantillons. L’intégration des données a été effectuée avec le logiciel 

Qtegra (Thermo Fischer Scientific). 

 

Quantification du phosphate soluble par la technique du vert de malachite - Des 

plantules traitées pendant 3 jours ont été récoltées, congelées dans de l’azote liquide et 

réduites en poudre fine. L’extraction du phosphate soluble s’est effectuée en utilisant le 

protocole de Kanno et al. (2016) adapté aux plaques 96 puits. Les échantillons ont été mis en 

solution dans un tampon MES 170 mM, pH 5,8, contenant 100 mM de dithiothreitol et un 

inhibiteur de phosphatase (Roche Applied Science) à raison de 10 µL par mg d’échantillon. 

Après 10 min d’incubation à 4°C le surnageant a été mélangé à une solution acide de 

molybdène (1,755% (m/v) (NH4)6Mo7 4H2O dans du H2SO4 3M). Après 10 min d’incubation, la 

solution de vert de malachite (0,35% (m/v) alcool polyvinylique et 0,035% (m/v) vert de 

malachite) a été ajoutée. Les échantillons ont ainsi été incubés pendant 2 heures avant lecture 
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de l’absorbance à 610 nm avec un Tecan Spark. Le contenu en phosphate soluble a été 

déterminé en utilisant une courbe de calibration effectuée avec du KH2PO4. 

 

J. Techniques de marquages cellulaires 

 

Viabilité cellulaire - La viabilité cellulaire de l’apex racinaire primaire a été déterminée en 

utilisant une coloration double contenant de la fluorescéine diacétate (FDA) pour marquer les 

cellules vivantes et de l’iodure de propidium (PI) pour marquer les cellules mortes (K. Jones 

et al. 2016). La solution de coloration a été préparée fraîche pour chaque expérience en 

mélangeant une solution stock de FDA dans de l’acétone (Thermo Fisher Scientific) et une 

solution stock de PI (Sigma-Aldrich) dans du milieu NP ou LP afin d’obtenir des concentrations 

finales de 5 µg/mL de FDA et 10 µg/mL de PI. Les plantules ont ainsi été colorées pendant 20 

min à l’obscurité puis rincées avec du milieu NP ou LP. Le signal lié au FDA a été observé 

sous un filtre FITC (excitation 480 nm, émission 543 nm) et le signal lié au PI avec un filtre 

Texas Red (excitation 550 nm, émission 630 nm). Après acquisition des 2 signaux 

séparément, ces derniers ont été fusionnés en utilisant le logiciel de microscopie Zen (Zeiss). 

 

Détection fluorescente des espèces réactives de l’oxygène - La distribution spatiale et 

temporelle des ROS a été réalisée en utilisant la sonde fluorescente 2,7-dichlorofluorescein 

diacetate (Thermo Fisher Scientific) à une concentration finale de 2 µM dans du milieu NP ou 

LP. Les plantules ont ainsi été colorées pendant 20 min à l’obscurité et rincées dans du milieu 

NP ou LP avant observation avec un filtre FITC. Le même temps d’exposition de 120 ms a été 

utilisé tout le long de l’étude. 

 

Détection fluorescente de l’oxyde nitrique - L’accumulation d’oxyde nitrique dans les tissus 

racinaires a été suivie en utilisant le fluorophore 4,5-diaminofluorescein diacetate (Abcam) en 

solution dans du DMSO. La solution de coloration a été préparée en diluant cette solution à 

une concentration finale de 10 µM dans un tampon HEPES 20 mM, pH 7,2. Les plantules ont 

ainsi été colorées pendant 10 min à l’obscurité et rincées avec le tampon HEPES. 

L’observation a été effectuée en utilisant un filtre FITC. Le même temps d’exposition de 400 

ms a été utilisé tout le long de l’étude. 
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Détection fluorescente de la callose - La détection de la callose a été conduite 

conformément à Schenk et Schikora (2016). Les plantules ont été rincées avec une solution 

de KH2PO4 150 mM et colorées pendant 25 min avec une solution contenant 0.01% (m/v) de 

bleu d’aniline dans du KH2PO4 150 mM. Après rinçage avec du KH2PO4 150 mM, les plantules 

ont été observées avec un filtre DAPI (excitation 365 nm, émission 460 nm). Le même temps 

d’exposition de 200 ms a été utilisé tout le long de l’étude. 

 

Détection de la lignine - La détection de la lignine a été conduite conformément au protocole 

de Pradhan Mitra et Loqué (2014). La solution de coloration a été préparée fraîche en 

mélangeant dans un ratio 2:1 une solution de phloroglucinol (Prolabo) 3% (m/v) dans de 

l'éthanol 100% avec de l'acide chlorhydrique 37%. Les plantules ont directement été colorées 

sur lame de microscopie et observées sous Differential Interference Contrast (DIC) après 5 

min de coloration. 

 

Détection du fer - Le marquage du fer dans les tissus a été conduit en utilisant la méthode 

de Perls suivie d’une intensification au 3,3'-diaminobenzidine (DAB) (Hannetz Roschzttardtz 

et al. 2009). Les plantules ont d’abord été colorées 45 min avec la solution de Perls contenant 

2% de K4Fe(CN)6 (m/v) dans du HCl 2% et rincées avec de l’eau distillée. Les plantules ont 

ensuite été transférées dans une solution de méthanol contenant 0,065% (m/v) de NaN3 et 

0,3% (v/v) de H2O2 et incubées 1 heure. Finalement, après un rinçage dans un tampon 

phosphate 100 mM, pH 7,4, les plantules ont été incubées 5 min dans la solution 

d’intensification contenant 0,00005% (m/v) CoCl2, 0,00002% (v/v) H2O2 et 0.025% (m/v) 

DAB dans du tampon phosphate 100 mM, pH 7,4. L’observation s’est faite sous Differential 

Interference Contrast (DIC). 

 

Détection du signal lié à l’activité de la β-glucuronidase (coloration de GUS) - La 

coloration de GUS a été effectuée après fixation des plantules de l’acétone 90% (v/v) froid 

pendant 20 min. Les plantules ont ensuite été incubées 24 heures dans la solution de 

coloration GUS contenant 0,2% (v/v) de Triton X100, 2 mM de ferricyanure de potassium, 2 

mM de ferrocyanure et 2 mM d’acide ȕ-D-glucopyranosiduronique 5-bromo-4-chloro-1H-indol-

3-yl dans un tampon sodium phosphate 50 mM, pH 7,2. 

 

  



Chapitre II : Matériels et méthodes 
 

98 

 

K. Microscopie 

 

Après les différentes colorations, les plantules ont été montées entre lame et lamelle de 

microscopie dans une solution de glycérol 10 % (v/v). Les observations en microscopie optique 

ont été effectuées avec un microscope Leica Axioscope A1 et le filtre adapté aux différentes 

colorations. La microscopie à illumination structurée a été utilisée pour l’observation des 

plantules d’A. thaliana PIN1::PIN1-GFP, PIN2::PIN2-GFP et DR5::GFP afin d’obtenir des 

coupes optiques numériques. Ces observations ont été conduites avec un Axioimager Z3 

Apotome (Zeiss). Les signaux ont été observés avec un filtre GFP et le même temps 

d’observation de 120 ms a été conservé pour l’observation du signal DR5::GFP.  

 

L. Analyses statistiques et graphiques 

 

Les analyses statistiques et les graphiques ont été conduits avec le logiciel R (R Core Team 

2017). Les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant le package nparcomp 

(Konietschke et al. 2015). La p-value a été fixée à 0,05% pour les différents tests statistiques. 
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A. Rôle de la méthylation des protéines dans la réponse aux éléments traces 

métalliques 

 

1. Étude des profils de méthylation des protéines 
 

Afin d’identifier de nouveaux acteurs de la réponse et de l’adaptation des plantes aux ETM 

nous nous sommes intéressés aux phénomènes de méthylation des protéines. Nous avons 

tout d’abord conduit une étude préliminaire consistant à observer les profils protéiques liés à 

la méthylation par des Western blots. Cette technique nous permet, s’il y a lieu, de mettre en 

évidence des différences majeures de profils de méthylation entre des plantes traitées avec 

différents ETM et des plantes non traitées. L’observation de protéines différentiellement 

méthylées suite aux différents traitements est une étape préliminaire à leur identification par 

spectrométrie de masse en tandem (MS/MS). 

Pour ceci, nous avons cultivé des plantes d’A. thaliana (écotype Col0), d’A. halleri 

(population Auby) et A. lyrata (sous espèce petraea) en hydroponie dans un milieu contrôle 

(CM) pendant 5 semaines. Les plantes ont ensuite été transférées dans des milieux de culture 

hydroponique contenant 5 µM de sulfate de Cd ou 150 µM de sulfate de Zn ainsi que dans un 

milieu contenant peu de phosphate (LP, 25 µM au lieu de 250 µM Pi) supplémenté ou non 

avec 50 µM de nitrate d’uranyle. Après 9 à 10 jours de traitement, les racines et les feuilles 

des plantes ont été récoltées pour extraction des protéines solubles et insolubles. 

Nous avons ensuite extrait les fractions protéiques solubles de feuilles et de racines des 3 

espèces correspondant à ces différentes conditions de traitement. Ces extraits ont été obtenus 

par extraction dans un tampon Tris-HCl 100 mM, pH 8, contenant 10% (v/v) de glycérol et un 

cocktail d’inhibiteurs de protéases. Cette méthode n’extrait pas ou peu les protéines histones 

qui nécessitent l’ajout d’acide sulfurique 0,2 M dans le tampon pour être solubilisées (Shechter 

et al. 2007). Cette méthode nous permet donc d’écarter les PTM portées par des histones, qui 

sont impliquées dans les phénomènes de régulation épigénétique et dans l’expression des 

gènes. Cette thématique ne fait pas partie du projet abordé dans cette étude. Afin d’étudier les 

profils de méthylation dans les différents extraits protéiques nous avons utilisé des anticorps 

spécifiquement dirigés contre les résidus arginine monométhylés (Cell Signalling Technology, 

référence 8015), les résidus arginine diméthylés de façon asymétrique (Cell Signalling 

Technology, référence 13522) et les résidus lysine triméthylés (abcam, référence ab76118). 

Lorsque nous avons analysé les profils de méthylation des arginines avec les 2 anticorps 

anti-arginines mono- ou diméthylées, nous avons mis en évidence des profils très pauvres 

(données non présentées). Par ailleurs les quelques bandes marquées ne présentaient pas 

de différence notable entre les échantillons issus de plantes stressées ou non par les ETM. 
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Nous avons donc jugé que cette approche n’était pas compatible avec nos objectifs d’identifier 

de nouveaux acteurs dans la réponse, l’adaptation et la détoxication des ETM.  

Par la suite, nous avons analysé l’effet d’un stress induit par le Cd sur les profils de 

méthylation des résidus lysine dans le genre Arabidopsis. En utilisant les anticorps dirigés 

contre les lysines triméthylées, nous avons mis en évidence que les profils étaient complexes 

avec un grand nombre de protéines détectées dans les extraits racinaires et foliaires (Figure 

50). Plusieurs différences de signal sont détectables entre les espèces ou entre les 2 

conditions (CM versus Cd). L’exemple le plus flagrant, et qui met en avant un effet du Cd sur 

les profils de méthylation des lysines, est un doublet de protéines vers 25 kDa. Ce dernier est 

détecté dans les extraits protéiques foliaires solubles d’A. lyrata traitée avec du Cd ainsi que 

ceux d’A. halleri traitée ou non, mais n’est pas détecté chez A. thaliana (Figure 50A). Un 

doublet à la même masse moléculaire apparente est présent dans les extraits racinaires 

solubles où il est détecté de façon constitutive, quel que soit l’espèce ou le traitement appliqué 

(Figure 50B). 

 

 

Figure 50. Etude par Western blot des protéines triméthylées sur des résidus lysines chez Arabidopsis lors 
d’un stress induit par le Cd. Les fractions protéiques solubles (A et C) et insolubles (B et D) ont été extraites à 
partir des feuilles (A et B) et des racines (C et D) de plantes de 5 semaines d’A. thaliana écotype Col0 (A. th), d’A. 
lyrata sous espèce petraea (A. l) et d’A. halleri population Auby (A. h) cultivées en hydroponie et traitées 10 jours 
en condition contrôle (CM) ou avec 5 µM de sulfate de Cd. Ces fractions ont ensuite migré sur gel SDS-PAGE 12% 
et ont été transférées sur membrane de nitrocellulose avant analyse par Western blot avec un anticorps anti-lysine 
triméthylée (abcam, référence ab76118, 1 :1000). MW : Masses moléculaires en kilo Dalton (kDa). Trente µg de 
protéines par puits. 
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Des analyses similaires ont été conduites avec 2 autres populations d’A. halleri, I16 et 

PL22. Les patterns de méthylation de ces 2 populations sont similaires à ceux observés pour 

la population Auby (Figure 51). On retrouve notamment le doublet de protéines portant un ou 

plusieurs résidus lysine triméthylés vers 25 kDa. Cette méthylation constitutive de ces 2 

protéines dans les feuilles et racines de différentes populations d’A. halleri pourrait suggérer 

un rôle dans la tolérance au Cd et au Zn de cette espèce. 

 

 
Figure 51. Etude par Western blot des protéines triméthylées sur des résidus lysines chez deux populations 
d’A. halleri lors d’un stress induit par le Cd. Les fractions protéiques solubles (A et C) et insolubles (B et D) ont 
été extraites à partir des feuilles (A et B) et des racines (C et D) de plantes de 5 semaines d’A. halleri populations 
PL22 et I16 cultivées en hydroponie et traitées 10 jours en condition contrôle (CM) ou avec 5 µM de sulfate de Cd. 
Ces fractions ont ensuite migré sur gel SDS-PAGE 12% et ont été transférées sur membrane de nitrocellulose 
avant analyse par Western blot avec un anticorps anti-lysine triméthylée (abcam, référence ab76118, 1 :1000). 
MW : Masse moléculaires en kilo Dalton (kDa). Trente µg de protéines par puits. 

 

Avant d’explorer cette hypothèse et identifier les protéines dans ce doublet par 

spectrométrie de masse, nous avons souhaité savoir si ce doublet était détecté dans des 

échantillons protéiques extraits de plantes traitées avec de l’U. Le doublet de protéines 

méthylées est également retrouvé de façon constitutive dans les échantillons protéiques 

solubles de racines (Figure 52B). En ce qui concerne les extraits protéiques solubles foliaires, 

le signal lié au doublet est faible mais semble être différentiellement détecté en fonction du 
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stress et de l’espèce (Figure 52A). En effet, de façon intéressante, le signal lié au doublet est 

détecté en condition LP chez A. lyrata et ne l’est plus en condition U alors qu’il suit un profil 

inverse chez A. halleri. 

Ce doublet est donc détecté de façon différente selon le stress métallique et en fonction 

de l’espèce considérée. Ces observations font de ce doublet un candidat pour la découverte 

de nouveaux acteurs de la réponse aux stress induit par des ETM. Néanmoins, l’interprétation 

des résultats obtenus par la technique du Western atteint ici ses limites. 

 

 
Figure 52. Etude par Western blot des protéines méthylées sur des résidus lysine chez Arabidopsis lors 
d’un stress induit par l’uranium. Les fractions protéiques solubles ont été extraites à partir des feuilles (A) et des 
racines (B) de plantes de 5 semaines d’A. thaliana écotype Col0 (A. th), d’A. lyrata sous espèce petraea (A. l) et 
d’A. halleri population Auby (A. h) cultivées en hydroponie et traitées 10 jours en milieu Low Phosphate (LP, 25 µM 
Pi) ou avec 5 µM de nitrate d’U. Ces fractions ont ensuite migré sur gel SDS-PAGE 12% et ont été transférées sur 
membrane de nitrocellulose avant analyse par Western blot avec un anticorps anti-lysine triméthylée (abcam, 
référence ab76118, 1 :1000). MW : Masses moléculaires en kilo Dalton (kDa). Trente µg de protéines par puits. 
 

2. Identification de protéines lysine méthylées pas MS/MS 
 

Afin d’identifier les protéines qui forment ce doublet de bandes triméthylées, nous avons 

utilisé la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) avec les échantillons protéiques 

racinaires et foliaires solubles des 3 espèces traitées avec du Cd ou en condition contrôle. Les 

échantillons protéiques solubles racinaires et foliaires ont migrés en gel SDS-PAGE, été 

colorés au bleu de Coomassie et la portion de gel entre 25 et 30 kDa a été excisée (Figure 

53). Après déshydratation, les échantillons ont été transmis à la plateforme d’analyses 

protéomiques du laboratoire de Biochimie & Physiologie Moléculaire des Plantes (Montpellier). 

Après digestion des protéines à la trypsine, les peptides obtenus ont été séparés par nano 

chromatographie en phase liquide et analysés avec un spectromètre de masse Q Exactive 

Plus Orbitrap.  
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Figure 53. Gels d’électrophorèse utilisés pour l’identification de protéines triméthylées par spectrométrie 
de masse. Les fractions protéiques solubles ont été extraites à partir des racines (A et C) et des feuilles (B et D) 
de plantes de 5 semaines d’A. thaliana écotype Col0 (A. th, A et B), d’A. lyrata sous espèce petraea (A. l, C et D) 
et d’A. halleri population Auby (A. h, C et D) cultivées en hydroponie et traitées 10 jours en condition contrôle (CM) 
ou avec 5 µM de sulfate de Cd. Ces fractions ont ensuite migré en gel SDS-PAGE 12%. Après coloration des 
protéines au bleu de Coomassie, les portions de gel entre 25 et 30 kDa ont été excisées pour analyse MS/MS 
(cadres rouges). MW : Masses moléculaires en kilo Dalton (kDa). Trente µg de protéines par puits. 

 

L’identification de lysines méthylées par MS/MS est limitée par plusieurs facteurs (Serre et 

al., 2018). En particulier, la masse associée à une mono-, di- ou triméthylation portée par une 

lysine est isobarique de la différence de masse entre plusieurs acides aminés (Ong et al. 

2004). Afin de limiter l’identification artéfactuelle de résidus lysine triméthylés les résultats 

obtenus par MS/MS pour les espèces A. halleri et A. lyrata ont été confrontés à une base de 

données construite à partir du génome d’A. lyrata (Alyrata_384_v2.1 from the Joint Genome 

Institute) et non pas à la base de données TAIR d’A. thaliana.  

 Nous avons identifié un nombre comparable de peptides entre les 3 espèces dans les 

différents échantillons protéiques de racines et de feuilles. Les résultats obtenus ont été filtrés 

par une méthode adaptée d’Alban et al. (2014) afin d’identifier avec un grand niveau de 

confiance des peptides portant une/des lysines triméthylées. Brièvement, le seuil de score 
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Mascot a été fixé à 30 et les limites de tolérance sur la masse ont été fixées à 10 ppm. Pour 

certains résidus lysine des ambiguïtés subsistaient entre la présence d’une triméthylation 

(42,047 Da) ou d’une acétylation (42,011 Da). Afin de résoudre ces ambiguïtés les limites de 

tolérance sur la masse ont été abaissées à 2 ppm. Cette méthode nous a permis d’identifier 

avec certitude 12 peptides portant des lysines triméthylées appartenant à 5 protéines 

différentes (Tableau 8).  

 

Identification de lysines triméthylées dans les échantillons racinaires 

Dans les échantillons racinaires, où les 2 bandes du doublet sont fortement détectées 

par l’anticorps anti triméthyl-lysine, et ce de façon constitutive (Figure 50C), nous avons 

identifié des peptides triméthylés associés au Facteur d’élongation eucaryote 1A (EEF1A), à 

la protéine ribosomale L10 (RPL10A) et à une isoforme de la malate déshydrogénase (MDH2).  

Le peptide associé à la protéine MDH2 chez A. lyrata nous a permis de mettre en 

évidence pour la première fois que la lysine 249 était triméthylée, et ce seulement après 

traitement au Cd. Ensuite, nous avons identifié 3 lysines triméthylées sur les peptides 

appartenant à EEF1A. Deux d’entre elles (lysine 79 et 187) ont été détectées chez les 3 

espèces et étaient déjà rapportées chez plusieurs espèces végétales (Lopez-Valenzuela et al. 

2003 ; Ndamukong et al. 2011 ; Alban et al. 2014). Le troisième site de triméthylation (lysine 

227) n’a été détecté que chez A. thaliana et n’était pas connu avant cette étude. Finalement, 

nous avons trouvé 2 lysines triméthylées sur la protéine RPL10A. La lysine 90 avait déjà été 

identifiée dans une étude des ribosomes cytosoliques d’A. thaliana (Carroll et al. 2008) tandis 

que la lysine 46 était un site de méthylation encore inconnu. 

 L’identification de sites de méthylation précédemment identifiés sur les protéines 

EEF1A et RPL10A nous a permis de valider l’approche et plus particulièrement la première 

utilisation du génome d’A. lyrata dans une étude de MS/MS.  

L’identification de lysines triméthylées portées par EEF1A et RPL10A dans les 6 

échantillons racinaires (Tableau 8) nous permet de suggérer que les signaux observés par 

Western blot (Figure 50C) pourraient correspondre à ces 2 protéines. 

 

Identification de lysines triméthylées dans les échantillons foliaires 

 Dans les feuilles, où la détection du doublet de protéines lysine triméthylées est espèce 

et condition dépendante (Figure 50A), nous avons également détecté les 3 protéines 

mentionnées ci-dessus (EEF1A, RPL10A et MDH2) ainsi que 2 autres protéines, la EP1-like 

glycoprotein et une isoforme de la fructose1,6 biphosphate aldolase chloroplastique (Tableau 

8). La triméthylation de la lysine 395 de l’aldolase chloroplastique a été précédemment 

rapportée (Mininno et al, 2012 ; Alban et al, 2014 ; Ma et al, 2016) tandis que la EP1-like 

glycoprotein 1 n’était pas connue comme étant une protéine portant des méthylations. 
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 Aucun des peptides lysine triméthylée n’a montré un profil de détection correspondant 

aux profils observés par Western blot, c’est-à-dire une détection constitutive chez A. halleri, 

en condition Cd chez A. lyrata et une absence de signal dans les échantillons d’A. lyrata en 

condition contrôle et constitutive chez A. thaliana (Figure 50A). Dans l’approche MS/MS que 

nous avons utilisé l’absence de détection d’un peptide méthylé dans un échantillon donné n’est 

pas une preuve de son absence. Il nous est donc impossible de conclure sur la nature des 

protéines lysine triméthylées qui présentent un profil d’expression modulé par le stress Cd 

dans les feuilles de certaines espèces d’Arabidopsis. Une approche de protéomique 

quantitative devra être mise en œuvre pour savoir si certaines des protéines méthylées 

identifiées ici sont des marqueurs du stress métallique.  
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Tableau 8. Identification de peptides triméthylés sur des lysines par MS/MS dans le genre Arabidopsis en réponse à un stress induit par le Cd. Des échantillons 
protéiques solubles et foliaires d’A. thaliana (A. th), A. lyrata (A. l) et A. halleri (A. h) traitées en condition contrôle (CM) ou avec 5 µM de sulfate de Cd ont été résolus en gel 
SDS-PAGE 12%. Après excision de la portion de gel entre 25 et 30 kDa (Figure 50), les protéines ont été digérées à la trypsine. Les peptides ainsi obtenus ont ensuite été 
résolus par nano chromatographie en phase liquide et analysés en MS/MS. Les données correspondent aux scores Mascot obtenus après traitement des données. 

 

    Racine  Feuille 
    A. th A. l A. h  A. th A. l A. h 

AT Nom Séquence du peptide  CM Cd CM Cd CM Cd  CM Cd CM Cd CM Cd 

AT1G07920/AL1G18230 eEF1A ERGITIDIALWK79FETTK  30 38 - - - -  28 26 - - - - 
  GITIDIALWK79FETTK  63 75 74 81 66 85  27 22 54 49 - - 
  VGYNPDK187IPFVPISGFEGDNMIER  34 59 47 40 39 49  - - 31 34 - 19 

  KVGYNPDK187IPFVPISGFEGDNMIER  33 35 32 48 37 17  - - - - - - 
  GPTLLEALDQINEPK227  27 45 - - - -  - - - - - - 
  STNLDWYKGPTLLEALDQINEPK227  - - - - 33 -  - - - - - - 

AT1G08360/AL1G18770 RPL10AA NYDPQKDK46R  31 29 - - - -  - - - - - - 
  MGLENMDVESLK90K  62 36 - - 29 72  - - - - - - 

AT2G27530/AL4G22860  MGLSNMDVEALK90K  - - 46 36 62 48  - - - 40 - 24 

AT1G53240/AL1G61640 Malate dehydrogenase AGK249GSATLSMAYAGALFADACLK  - - - 50 - -  - 22 - - - - 

AT1G78820 EP1-like glycoprotein 1 TTQFCSGGK378  - - - - - -  - 44 - - - - 

AT2G21330 Fructose-bisphosphate aldolase 1 YTGEGESEEAKEGMFVK395  - - - - - -  44 18 - - - - 
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3. Étude de l’expression des gènes liés à la méthylation et à la déméthylation des résidus 
lysines  

 

Les méthodes employées pour étudier les profils de méthylation des lysines sur les 

protéines n’ont pas permis d’identifier clairement de nouveaux acteurs dans la réponse et 

l’adaptation des plantes aux ETM. Néanmoins, les analyses par Western blot ont mis avant 

qu’il existe des différences dans les profils de méthylation entre les différents traitements 

métalliques et les différentes espèces du genre Arabidopsis. Nous nous sommes donc 

intéressés à l’expression des gènes régulant les phénomènes de méthylation/déméthylation 

dans différentes conditions de stress métallique. 

 

a) Construction de la banque de gènes 

 

Les PKMT sont classées en 2 familles représentées par les protéines méthyltransférases 

à domaine SET et les méthyltransférases à domaine SBS. Les 48 méthyltransférases à 

domaine SET recensées à ce jour ont été extraites des publications Ng et al. (2007) et Alban 

et al. (2014). Les 11 méthyltransférases à domaine SBS ont quant à elles été identifiées par 

homologie de séquence protéique avec des enzymes caractérisées (couple enzyme/substrat 

connu) chez Homo sapiens, Saccharomyces cerevisiae et Escherichia coli (Figure 54 ; 

Tableau 10). Il est important de noter que, même si les couples enzymes/substrats sont 

connus, le rôle de la méthylation est inconnu dans la majorité des cas. Les listes PKMT à 

domaine SET et SBS constituent une liste de 59 PKMT qui sera utilisée tout au long de cette 

étude. 

La liste des 25 lysine déméthylases (KDM) probables est issue de la publication de 

Chen et al. (2011). Ces enzymes sont présentées dans le Tableau 11. 
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Tableau 9. Liste des gènes codant pour les protéines lysine méthyltransférases à domaine SET utilisées 
dans l’étude. La liste des gènes codant pour les protéines méthyltransférases à domaine SET a été extraite des 
travaux de Ng et al. (2007) et de Alban et al. (2014). Les poids moléculaires ont été récupérés à partir de la base 
de données Uniprot (uniprot.org). Les localisations subcellulaires prédites et expérimentales ont été extraites de la 
base de données SUBA4 (suba.live). 
 

 

AT 

 

Nom 

 

Classe 

Masse moléculaire 

(kDa) 

Localisation subcellulaire 

Prédite Expérimentale 

AT1G43245 SDG41 - 62 Noyau NA 
AT1G02580 MEA (SDG5) I 79 Noyau Cytoplasme, Noyau 
AT2G23380 CLF (SDG1) I 100 Noyau NA 
AT4G02020 SWN (SDG10) I 95 Noyau NA 
AT1G76710 ASHH1 (SDG26) II 55 Noyau NA 
AT1G77300 ASHH2 (SDG8) II 199 Noyau NA 
AT2G44150 ASHH3 (SDG7) II 41 Noyau NA 
AT3G59960 ASHH4 (SDG24) II 40 Noyau NA 
AT4G30860 ASHR3 (SDG4) II 56 Noyau Noyau 
AT1G05830 ATX2 (SDG30) III 123 Noyau NA 
AT2G31650 ATX1 (SDG27) III 120 Noyau NA 
AT3G61740 ATX3 (SDG14) III 116 Noyau NA 
AT4G15180 ATXR3 (SDG2) III 267 Noyau NA 
AT4G27910 ATX4 (SDG16) III 117 Noyau NA 
AT5G42400 ATXR7 (SDG25) III 159 Noyau NA 
AT5G53430 ATX5 (SDG29) III 119 Noyau NA 
AT5G09790 ATXR5 (SDG15) IV 40 Noyau Noyau, Plaste 
AT5G24330 ATXR6 (SDG34) IV 40 Noyau Noyau 
AT1G04050 SUVR1 (SDG13) V 83 Noyau Noyau 
AT1G17770 SUVH7 (SDG17) V 78 Noyau NA 
AT1G73100 SUVH3 (SDG19) V 73 Noyau NA 
AT2G05900 SUVH10 (SDG11) V 35 Noyau NA 
AT2G22740 SUVH6 (SDG23) V 87 Noyau NA 
AT2G23740 SUVR5 (SDG6) V 155 Noyau NA 
AT2G24740 SUVH8 (SDG21) V 85 Noyau NA 
AT2G33290 SUVH2 (SDG3) V 73 Noyau Noyau 
AT2G35160 SUVH5 (SDG9) V 88 Noyau NA 
AT3G03750 SUVR3 (SDG20) V 37 Noyau NA 
AT3G04380 SUVR4 (SDG31) V 56 Noyau Noyau 
AT4G13460 SUVH9 (SDG22) V 72 Noyau NA 
AT5G04940 SUVH1 (SDG32) V 74 Noyau Noyau 
AT5G13960 SUVH4 (SDG33) V 70 Noyau NA 
AT5G43990 SUVR2 (SDG18) V 79 Noyau Noyau 
AT1G26760 ATXR1 (SDG35) VI 61 Noyau NA 
AT2G17900 ASHR1 (SDG37) VI 55 Noyau NA 
AT2G19640 ASHR2 (SDG39) VI 38 Noyau NA 
AT3G21820 ATXR2 (SDG36) VI 53 Noyau NA 
AT5G06620 ATXR4 (SDG38) VI 36 Mitochondrie NA 
AT1G01920 SDG42 VII 65 Cytoplasme NA 
AT1G14030 LSMT VII 55 Plaste Plaste 
AT1G24610 PPKMT2 VII 53 Plaste NA 
AT2G18850 SDG50 VII 62 Noyau NA 
AT3G07670 PPKMT3 VII 58 Plaste NA 
AT3G55080 SDG51 VII 53 Noyau Membrane plasmique 
AT3G56570 SDG52 VII 59 Noyau NA 
AT4G20130 PTAC14 VII 56 Plaste Noyau, Plaste 
AT5G14260 PPKMT1 VII 58 Plaste Plaste 
AT5G17240 SDG40 VII 56 Noyau NA 
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Figure 54. Analyse phylogénétique des protéines lysine méthyltransférases de la famille des seven-beta-
strand (SBS) chez A. thaliana. L’analyse a été effectuée en 2016 avec 29 séquences protéiques venant de l’Homo 
sapiens (Hs), Saccharomyces cerevisiae (Sc), Escherichia coli (Ec), Agrobacterium tumefaciens (Atu) et A. thaliana 
(At). Les séquences ont été alignées avec ClustalW et l’arbre phylogénétique créé en utilisant la méthode de 
Maximum Likelyhood basée sur le modèle de Le et Gascuel (Le and Gascuel, 2008). Une distribution discrète de 
Gamma a été utilisée pour modéliser les taux de différence évolutive entre les sites (5 catégories (+G, paramètre 
= 2,7507). Le modèle du taux de variation permet à certains sites d’être invariables d’un point de vue évolutif ([+I], 
1,0515% des sites). L’arbre et les boostraps présentés sont représentatifs de 1000 modélisations (Les branches 
présentent dans moins de 50 % des modélisations ont été retirées). L’analyse a été conduite avec le logiciel Mega 
version 6.06 (Tamura et al. 2013). Identifiants Uniprot des séquences utilisées : AtuMETTL20, A9CHJ5; EcPRMA, 
P0A8T1 ; HsCaMKMT, Q7Z624; HsEEF2KMT, Q96G04; HsEFMT1, Q8WVE0; HsEFMT2, Q5JPI9; HsMETTL12, 
A8MUP2; HsMETTL20, Q8IXQ9; HsMETTL21A, Q8WXB1; HsMETTL21B, Q96AZ1; HsMETTL21C, Q5VZV1; 
HsMETTL21D, Q9H867; HsMETTL22, Q9BUU2; HsMETTL23, Q86XA0; ScDOT1, Q04089; ScEFM2, P38347; 
ScRKM5, Q12367; ScSEE1, P40516. Les PKMTS de type SBS sont présentées dans le Tableau 10. 
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Tableau 10. Liste des gènes codant pour les protéines lysine méthyltransférases à domaine seven beta stands utilisées dans l’étude. Les gènes codant pour les 
protéines méthyltransférases à domaine seven beta strands (SBS) ont été prédites par homologie de séquence protéique avec des enzymes dont le couple enzyme/substrat est 
connu chez l’Homme, la levure et la bactérie Escherichia coli. Après construction d’un arbre phylogénétique, 11 PKMT de type SBS ont présenté des clusters forts et sont décrites 
ci-dessous. Les poids moléculaires ont été extrait de la base de données Uniprot (uniprot.org). Les localisations subcellulaires prédites et expérimentales ont été extraites de la 
base de données SUBA4 (suba.live). 

 

AT 

 

Nom 

Masse 

moléculaire 

(kDa) 

Localisation subcellulaire Orthologue 

(espèce) 

Substrat de 

l’orthologue 

(position) 

Publication 

Prédite Expérimentale 

AT1G08125 SBS1 35 Cytoplasme NA METTL21D (Homme) Valosin containing protein, 
VCP (K315) 

(Kernstock et al. 
2012; Cloutier et 

al. 2013) 
AT1G63855 SBS2 18 Extracellulaire, membrane 

plasmique 
NA METTL21D 

(Homme) 
Valosin containing protein, 

VCP (K315) 
(Kernstock et al. 
2012; Cloutier et 

al. 2013) 
AT1G66680 SBS3 39 Cytoplasme NA EFM4/SEE1 (levure) Eukaryotic Elongation 

Factor 1A, EEF1A (K316) 
(Lipson, Webb, 

and Clarke 2010) 
AT1G73320 SBS4 34 Cytoplasme NA METTL21D 

(Homme) 
Valosin containing protein, 

VCP (K315) 
(Kernstock et al. 
2012; Cloutier et 

al. 2013) 
AT1G79915 SBS5 35 Membrane plasmique NA METTL22 (Homme) KIN (K135) (Cloutier et al. 

2013) 
AT3G50850 SBS6 28 Cytoplasme NA METLL21A (Homme) Heat Shock Protein 70 et 

isoformes 
(Cloutier et al. 

2013) 
AT4G35987 CaMKMT1 34 Plaste NA Calmodulin lysine 

methyltransferases, 
CAMKT (Homme) 

Calmodulin, CaM (K115) (Roberta Magnani 
et al. 2010) 

AT5G27400 SBS7 41 Cytoplasme Cytoplasme Eukaryotic Elongation 
Factor 2 Lysine 

Methyltransferase, 
EEF2KMT (Homme) 

Eukaryotic Elongation 
Factor 2, EEF2 (K525) 

(Davydova et al. 
2014) 

AT5G44170 SBS8 26 Cytoplasme NA METTL21D 
(Homme) 

Valosin containing protein, 
VCP (K315) 

(Kernstock et al. 
2012; Cloutier et 

al. 2013) 
AT5G49560 SBS9 30 Cytoplasme NA METLL21A (Homme) Heat Shock Protein 70 et 

isoformes 
(Cloutier et al. 

2013) 
AT5G53920 PrmA 

 
40 Cytoplasme, Mitochondrie Chloroplaste, 

mitochondrie 
Protein ribosomal L11 

Methyltransferase Prma 
(Escherichia coli) 

Protein ribosomal L11, E. 
coli RPL11 (K3 et K39) 

Arabidopsis RPL11 plaste 
K109, RPL11 

mitochondrie K48 

(Demirci et al. 
2008) (Mazzoleni 

et al. 2015) 
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Tableau 11. Liste des gènes codant pour les protéines déméthylases utilisées dans l’étude. La liste des 
gènes codant pour les protéines déméthylases a été extraite des travaux de Chen et al. 2007. Les poids 
moléculaires ont été extrait de la base de données Uniprot (uniprot.org). Les localisations subcellulaires prédites et 
expérimentales ont été extraites de la base de données SUBA4 (suba.live). 

 

AT 

 

Nom 

Masse moléculaire 

(kDa) 

Localisation subcellulaire 

Prédite Expérimentale 

AT1G08620 JMJ16 135 Noyau NA 

AT1G09060 JMJ24 106 Noyau NA 

AT1G11950 JMJ26 100 Noyau NA 

AT1G30810 JMJ18 93 Noyau Cytosquelette 

AT1G62310 JMJ29 101 Noyau NA 

AT1G63490 JMJ17 127 Noyau NA 

AT1G78280 JMJ21 109 Cytoplasme Cytoplasme 

AT2G34880 JMJ15 92 Noyau NA 

AT2G38950 JMJ19 79 Noyau NA 

AT3G07610 JMJ25 116 Noyau NA 

AT3G20810 JMJ30 47 Cytoplasme NA 

AT3G45880 JMJ32 39 Cytoplasme NA 

AT3G48430 JMJ12 153 Noyau NA 

AT4G00990 JMJ27 96 Noyau NA 

AT4G20400 JMJ14 108 Noyau NA 

AT4G21430 JMJ28 105 Noyau NA 

AT5G04240 JMJ11 150 Noyau NA 

AT5G06550 JMJ22 57 Mitochondrie NA 

AT5G19840 JMJ31 57 Cytoplasme Cytosquelette 

AT5G46910 JMJ13 89 Noyau NA 

AT5G63080 JMJ20 54 Cytoplasme NA 

AT1G62830 LDL1 93 Noyau NA 

AT3G10390 FLD 96 Plaste Cytoplasme 

AT3G13682 LDL2 82 Cytoplasme NA 

AT4G16310 LDL3 179 Noyau NA 
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b) Expression des gènes liés à la méthylation des lysines lors de stress induits par le cadmium 

ou l’uranium chez A. thaliana 

 

Grâce à des travaux réalisés au laboratoire avant à mon arrivée, nous avons eu accès à 

des données transcriptomiques de type puces à ADN. Ces études nous ont permis d’étudier 

les gènes liés à la méthylation/déméthylation des protéines dans des plantes d’A. thaliana 

ayant subi un stress induit par l’U ou le Cd. Les données d’expression des gènes en réponse 

à un stress induit par l’U ont été obtenues avec des plantes cultivées en hydroponie pendant 

7 semaines. Afin de limiter la formation de complexes entre l’U et différents composés tel que 

le Pi et afin de n’étudier que la toxicité de l’U, les plantes ont été transférées dans de l’eau en 

présence ou non 50 µM de nitrate d’uranyle pour le traitement. Les racines et les feuilles ont 

été récoltées séparément après 2, 6 et 30 heures pour l’extraction des ARN (Doustaly et al. 

2014). À ce jour, ces analyses sont les seules données transcriptomiques disponibles afin 

d’étudier l’effet d’un stress induit par l’U sur l’expression des gènes chez les plantes. 

Les données d’expression des gènes en réponse à un stress induit par le Cd ont été 

obtenues à partir de plantes cultivées 4 semaines en hydroponie. Afin de n’étudier que la 

toxicité liée au Cd, les plantes ont été transférées dans de l’eau en présence ou non de 5 ou 

de 50 µM de sulfate de Cd. Les racines et les feuilles ont été récoltées séparément après 2, 6 

et 30 heures de traitement pour l’extraction des ARN (Herbette et al. 2006). L’effet du Cd sur 

l’expression des gènes a été décrit dans plusieurs autres études transcriptomiques avec 

l’espèce A. thaliana. Nous avons ainsi récupéré les données d’expression obtenues dans 4 

autres études (Weber, Trampczynska, and Clemens 2006; J.-Y. Li et al. 2010; Khare et al. 

2016; Fischer, Spielau, and Clemens 2017) à partir de la base de donnée Gene Expression 

Omnibus (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Ceci nous a permis d’avoir accès à l’expression 

des gènes lorsque les plantes sont exposées à des doses de Cd différentes, dans des milieux 

de culture et à des stades de développement différents. Les conditions expérimentales de ces 

études sont détaillées dans le Tableau 12. Les données d’expression correspondant aux 

gènes codant pour des PKMT et des KDM ont été extraites des différentes données de puce 

à ADN. Afin de sélectionner les gènes dont l’expression est régulée de façon significative par 

le stress métallique (Differentially Expressed Gene, DEG), une analyse statistique a été 

conduite. Les valeurs d’expression des réplicas de plantes ayant été traitées ont été comparés 

avec les valeurs des réplicas de plantes non traitées en utilisant un test de Student non 

paramétrique (Package Nparcomp, Konietschke et al. 2015). Lorsque l’expression d’un gène 

était statistiquement affectée par le stress métallique, nous avons calculé le ratio : expression 

en condition métallique sur expression en condition contrôle. Seuls les ratios exprimés en base 

Log2 inférieurs à -1 et supérieurs à 1 ont été retenus. Ils représentent un changement 

d’expression d’un facteur 2. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
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Tableau 12. Description des études sélectionnées pour étudier l’expression des gènes liés aux modifications post-traductionnelles lors d’un stress induit par le Cd 
chez A. thaliana. Les données ont été extraites de travaux menés par Herbette et al. 2006 et de la base de données de puces à ADN GEO (Gene Expression Omnibus, https 
://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo). Les références ont été ordonnées en fonction de la concentration de Cd utilisée et de la condition de culture. Les études utilisant plusieurs doses 
ou différentes durées de traitement ont été séparées en plusieurs références. 

Référence Matériel biologique Concentration en Cd Durée du traitement Condition de culture Publication 

1 Racines de plantes de 4 semaines 200 µM sel de Cd non spécifié 6 heures Hydroponie Li et al. 2010 

2 Racines de plantes de 3 semaines 50 µM sel de Cd non spécifié 2 heures Hydroponie Weber et al. 2006 

3 

4 

5 

 

Racines de plantes de 4 semaines 

 

 

50 µM CdSO4 

 

2 heures 

6 heures 

30 heures 

 

Hydroponie 

 

Herbette et al. 2006 

6 Racines de plantes de 3 semaines 10 µM sel de Cd non spécifié 2 heures Hydroponie Weber et al. 2006 

7 

8 

9 

 

Racines de plantes de 4 semaines 

 

 

5 µM CdSO4 

 

2 heures 

6 heures 

30 heures 

 

Hydroponie 

 

 

Herbette et al. 2006 

 

10 Racines de plante de 5 semaines 1 µM CdCl2 7 jours Hydroponie Fischer et al. 2017 

11 Plantules entières de 2 semaines 70 µM CdCl2 2 heures Milieu gélosé agar Khare et al. 2016 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo
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(1) Expression des gènes en réponse à un stress induit par l’uranium 

 

Aucun des gènes codant pour les 25 KDM étudiées ne voit son expression modulée 

par l’U. Seuls 4 gènes codant des PKMT sont différentiellement exprimés, ce qui constitue une 

réponse modérée au stress induit par l’U (7% des gènes PKMT). La réponse transcriptionnelle 

est principalement racinaire (4 DEG contre un seul dans les feuilles) et relativement tardive, 

prenant généralement place après 30 heures de traitement (Figure 55). Les 4 PKMT font partie 

des enzymes de la famille SET Domain (Tableau 9). PPKMT2 (classe VII), SDG36 (classe VI) 

et SDG39 (classe VI) seraient des PKMT ayant pour substrats des protéines non-histones. 

SDG5 (classe I) est une enzyme prédite pour agir sur un substrat de type histone. 

Le gène codant pour PPKMT2 est 2 fois plus exprimé dans les feuilles et les racines 

après 30 heures de stress induit par l’U. Cette protéine méthyltransférase est connue pour 

diméthyler la sous unité béta de l’ATPase chloroplastique sur sa lysine 447 (Claude Alban et 

al. 2014). Malheureusement, le rôle de cette modification est encore inconnu. Le gène SDG5 

est aussi surexprimé, mais seulement dans les racines ; il code pour une méthyltransférase 

appelée MEA dont les transcrits sont fortement accumulés avant la fertilisation des fleurs. 

Cette accumulation permet de réguler négativement le développement des graines avant la 

fertilisation (Wohrmann et al. 2012). Concernant les gènes réprimés, les substrats non histone 

de SDG39 et SDG36 sont inconnus. 

 

 
Figure 55. Heatmap représentant les gènes codant des protéines lysines méthyltransférases dont 
l’expression est modulée en réponse à l’uranium chez A. thaliana. Les données ont été extraites de Doustaly 
et al. (2014). Des plantes de 7 semaines ont été transférées dans de l’eau contenant +/- 50 µM de nitrate d’uranyle. 
Les racines et les feuilles ont été récoltées séparément après 2, 6 et 30 heures de traitement pour extraction d’ARN 
et hybridation sur puce à ADN. L’expression différentielle de chaque gène a été étudiée entre les 3 réplicas en 
condition contrôle et les 3 réplicas en condition U grâce à un test de Student non-paramétrique (package Nparcomp, 
Logiciel R, pvalue < 0,05). Selon le consensus, seuls les gènes dont l’expression était induite ou réprimée plus de 
2 fois ont été sélectionnés (log2 de 1 ou -1). L’échelle est exprimée en base Log2.  
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(2) Expression des gènes en réponse à un stress induit par le cadmium 

 

Les données de la réponse transcriptionnelle d’A. thaliana au Cd ont été traitées de 

façon similaire à l’analyse de l’expression des gènes en réponse à un stress induit par l’U. La 

plupart des DEG entre la condition contrôle et les conditions Cd sont observés dans les 

données extraites de Li et al. (2010) qui utilisent une dose très forte de Cd (200 µM) (Figure 

56). Quinze des seize gènes codant des PKMT différentiellement exprimées sont issus de 

cette étude. Nous avons donc décidé de nous concentrer sur les autres études (réf. 2 à 11) 

qui utilisent des doses plus faibles. Dans ces conditions, seuls 2 gènes codant pour les 

enzymes SBS7 et SDG29 sont, respectivement, réprimé et surexprimé. SBS7 est une PKMT 

de type SBS dont le substrat est supposé de nature non-histone. Son rôle biologique ou son 

substrat sont inconnus. SDG29 est une PKMT de type SET domain de classe III. Cette 

dernière est impliquée dans la transformation du système racinaire en réponse à 

Agrobacterium tumefasciens. En effet, lorsque le gène est muté, une réduction de la taille des 

tumeurs dues à la bactérie est observée (Crane and Gelvin 2007). SDG29 joue également un 

rôle dans la signalisation de l’ABA en méthylant la lysine 4 de l’histone H3 au niveau du gène 

AHG3 impliqué dans le stress induit par la déshydratation (Y. Liu et al. 2018). 

 

 
Figure 56. Heatmap représentant les gènes codant pour des protéines lysine méthyltransférases dont 
l’expression est modulée en réponse au cadmium chez A. thaliana. Les données ont été extraites de Ref.1 : 
Li et al. (2010). Ref .2, 6 : Weber et al. (2006). Ref .3, 4, 5, 7, 8 et 9 : Herbette et al. (2006). Ref .10 : Fischer et al. 
(2017). Ref .11 : Khare et al. 2016. L’expression différentielle de chaque gène a été étudiée (lorsque les données 
sont disponibles) entre les réplicas en condition contrôle et les réplicas en condition Cd grâce à un test de Student 
non-paramétrique (package Nparcomp, Logiciel R, pvalue < 0,05). Selon le consensus, seuls les gènes dont 
l’expression était induite ou réprimée plus de 2 fois ont été sélectionnés (log2 de 1 ou -1). L’échelle est exprimée 
en base Log2. Les conditions d’études liées aux différentes publications sont présentées dans le Tableau 8.  
 



Chapitre IV : Étude du rôle des modifications post-traductionnelles 
 

117 

 

En ce qui concerne les KDM, seul le gène JMJ22 voit son expression diminuée par 2 

après 30 heures de stress induit par 50 µM de Cd (données non présentées). Le rôle de la 

protéine JMJ22 est redondant avec celui de la protéine JMJ20. Ces 2 protéines sont 

impliquées dans les processus épigénétiques qui contrôlent la germination à la lumière. Les 

graines du double mutant jmj20/jmj22 présentent des défauts de germination à la lumière. 

Cette activation est dépendante de la détection de la lumière par le phytochrome B. L’action 

du phytochrome permet l’activation de JMJ20 et JMJ22 qui déméthylent l’arginine 3 des 

histones H4 et permet la transcription des gènes liés à la signalisation des gibbérellines (Cho 

et al. 2012). Le rôle de la répression du gène JMJ22 dans la réponse à un stress induit par le 

Cd est donc difficile à expliquer. Néanmoins, Zhu et al. (2012) rapportent que l’addition de 

gibbérellines de façon exogène permet de limiter la toxicité du Cd. 

 

En mettant de côté les données de Li et al. (2010), aucune PKMT n’a son expression 

modulée à la fois lors d’un stress induit par le Cd et un stress induit par l’U. La réponse 

transcriptionnelle précoce des PKMT et KDM à des stress induits par des ETM est donc très 

restreinte et semble être métal spécifique. 

 

c) Études de l’expression des gènes liés aux phénomènes de méthylation des lysines chez 

2 populations métallicoles d’A. halleri exposées au cadmium 

 

Pour aller plus loin dans cette étude, nous avons eu l’opportunité d’étudier l’expression des 

gènes de 2 populations d’A. halleri en réponse à un stress induit par le Cd (Corso et al. 2018). 

Ces analyses ont été réalisées dans le cadre de notre collaboration avec Massimiliano Corso 

et Nathalie Verbruggen au Laboratoire de Physiologie et de Génétique Moléculaire des 

Plantes (Bruxelles, Belgique). Des graines des populations I16 et PL22 d’A. halleri ont été 

mises à germer sur de la vermiculite. Après 4 semaines, les plantes ont été transférées en 

milieu hydroponique. Après 4 autres semaines, les plantes ont été transférées dans un milieu 

de culture contenant ou non 5 µM de sulfate de Cd. Les plantes ont été traitées pendant 10 

jours avant de récolter séparément les feuilles et les racines pour l’extraction des ARN (Corso 

et al. 2018). L’expression des gènes a été étudiée grâce à une analyse de type RNA-seq. 

Cette analyse a permis d’étudier une réponse transcriptionnelle tardive (10 jours) et, 

potentiellement, de mettre en évidence de nouveaux acteurs dans l’adaptation des plantes à 

un stress induit par le Cd. 

Par rapport aux analyses transcriptomiques réalisées avec les données d’A. thaliana, nous 

avons baissé le seuil de sélection des DEG (ratio Cd vs. CM) de 1 à 0,5 en base Log2, en 

accord avec les analyses de Corso et al. (2018). Les données ont ensuite été traitées de la 
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même manière que décrit précédemment à l’exception que les données sont représentées par 

un nombre de reads sur 3 réplicas biologiques et non des intensités de fluorescence.  

Nous avons identifié 68 gènes homologues chez A. halleri à partir de la liste de 59 PKMT 

d’A. thaliana. Dans un premier temps nous avons conduit une analyse en composantes 

principales (ACP) afin de déterminer si le traitement et/ou l’origine géographique de la 

population, de façon globale, avait un effet sur l’expression des gènes codant pour des 

protéines kinases (Figure 57A). Dans les racines et les feuilles, la variable population explique 

la majeure partie des différences de la réponse transcriptionnelle des plantes à un stress induit 

par le Cd (feuilles : 65,19 % et racines : 52.09 %). La variable stress est quant à elle plus 

marquée dans les racines (34 %) que dans les feuilles (19 %). 

Étant donné que la majeure partie de la variabilité est expliquée par la variable 

population, nous avons comparé l’expression de l’ensemble des gènes codant pour des PKMT 

dans la population PL22 versus la population I16 (Figure 57B). Ce type de représentation nous 

permet de mettre en avant l’effet origine géographique entre les 2 populations. Sans prendre 

en compte la notion de condition CM ou Cd, il est possible d’identifier 2 grands groupes de 

gènes : ceux surexprimés chez I16 par rapport à PL22 et ceux réprimés. Ces résultats 

montrent que l’expression basale des gènes entre les 2 populations est différente, ce qui 

pourrait refléter leur évolution indépendante sur des sites géographiques différents. 

Si l’on s’intéresse aux gènes différentiellement exprimés en réponse au stress, seuls des 

gènes de la population PL22 sont retrouvés (Figure 57C). On retrouve 3 PKMT de type SBS 

(SBS2, SBS5, SBS9) et une de type SET domain (SDG52). SBS2 et SBS9 sont surexprimés 

dans les racines de PL22 tandis que SBS5 est réprimé. SDG52 est la seule PKMT dont 

l’expression est régulée dans les feuilles. Ces enzymes sont toutes des PKMT dont la fonction 

est inconnue, tout comme leurs substrats, vraisemblablement de nature non-histone.  

 

En ce qui concerne l’expression des KDM, les ACP montrent des profils de distribution 

similaires à ceux observés pour l’expression des PKMT (Figure 58). Aucun des gènes codant 

pour les KDM étudiées ne voit son expression modulée en réponse à un stress induit par le 

Cd. 
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Figure 57. Expression des gènes codant des protéines lysine méthyltransférases dont l’expression est 
modulée en réponse au cadmium dans les populations métallicoles PL22 et I16 d’A. halleri. Les données ont 
été obtenues à partir d’une analyse de RNA-seq avec des plantes d’A. halleri traitées +/- 5 µM de sulfate de Cd 
pendant 10 jours (Corso et al. 2018). (A) Analyse en composantes principales de l’expression des gènes dans les 
feuilles et les racines. (B) Gènes différentiellement exprimés en fonction de la population (ratio PL22/I16) dans 
toutes les conditions (feuilles +/- Cd et racines +/- Cd). L’expression différentielle de chaque gène a été étudiée 
entre les 3 réplicas de PL22 et les 3 réplicas de I16 grâce à un test de Student non-paramétrique (package 
Nparcomp, Logiciel R, pvalue < 0,05). (C) Gènes différentiellement exprimés en fonction de la condition (ratio 
Cd/CM) dans les racines et les feuilles des populations PL22 et I16. L’expression différentielle de chaque gène a 
été étudiée entre les 3 réplicas en condition contrôle et les 3 réplicas en condition contenant du Cd (5 µM Cd 10 
jours) grâce à un test de Student non-paramétrique. En accord avec les analyses de Corso et al. (2018), seuls les 
gènes dont l’expression était induite ou réprimée plus de 1,4 fois ont été sélectionnés (log2 de 0,5 ou -0,5). L’échelle 
est exprimée en base Log2. 

 
Figure 58. Expression des gènes codant des protéines déméthylases dont l’expression est modulée en 
réponse au cadmium dans les populations métallicoles PL22 et I16 d’A. halleri. Les données ont été obtenues 
à partir d’une analyse de RNA-seq avec des plantes d’A. halleri traitées +/- 5 µM de sulfate de Cd pendant 10 jours 
(Corso et al. 2018). Analyse en composantes principales de l’expression des gènes codant des déméthylases dans 
les feuilles et les racines.  
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B. Rôle des PKMT dans la réponse à un stress induit par un élément trace 

métallique 

 

Les analyses transcriptomiques nous ont permis d’identifier un nombre restreint gènes 

codant pour des PKMT dont l’expression est modulée en réponse à un stress induit par l’U ou 

le Cd (Figure 57 et 62). Ces résultats sont appuyés par les analyses immunologiques qui 

montrent que les patterns de méthylation des lysines fluctuent suite à une exposition des 

plantes à ces 2 éléments (Figure 52 et 54). Afin de caractériser le rôle de certaines de ces 

PKMT, nous avons sélectionné des lignées mutées pour ces gènes chez A. thaliana et 

déterminé leur tolérance à un stress métallique. 

À ce jour aucune KDM n’a été caractérisée comme déméthylant un substrat de type non-

histone chez les végétaux. De plus, une seule KDM voit son expression modulée en réponse 

à un stress induit par un ETM, que ce soit chez A. thaliana ou A. halleri. C’est pourquoi nous 

avons concentré nos efforts sur l’étude des PKMT pour l’identification de nouveaux acteurs de 

la réponse et de la tolérance aux ETM. 

 

1. Création d’une collection de mutants de PKMT  
 

Les PKMT impliquées dans la modification de substrats non-histone sont peu étudiées 

chez les plantes. Sur les 48 enzymes de type SET identifiées chez A. thaliana, 33 protéines 

(classe I à V) sont connues ou prédites pour avoir des protéines de type histone comme 

substrats. Leur étude ne fait pas partie de ce projet de thèse. Nous nous sommes donc 

focalisés sur les 15 méthyltransférases de type SDG de classe VI et VII qui ont ou auraient 

des substrats de nature non-histone. De plus, les 11 méthyltransférases de type SBS 

identifiées chez A. thaliana ont été incluses notre analyse (Serre et al. 2018, Tableau 10). 

Comme décrit précédemment, ces enzymes ont été identifiées grâce aux annotations de 

génome et à des comparaisons de séquences en utilisant comme requête des protéines 

méthyltransférases ayant une organisation structurale de type SBS dont le couple 

enzyme/substrat est connu chez l’Homme, la levure ou les bactéries. La fonction de la plupart 

ces enzymes dans la modification de substrats protéiques reste hypothétique car certains 

membres de la super-famille des méthyltransférases SBS sont également capables de 

méthyler des métabolites ou des acides nucléiques (Falnes et al. 2016). Néanmoins, les 

enzymes PrmA (Mazzoleni et al. 2015) et CAMKMT1 (Banerjee et al. 2013 ; Virdi et al. 2015) 

sont connues pour catalyser des réactions de méthylation sur des résidus lysine de substrats 

protéiques. 
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Les graines de 25 mutants d’insertion de T-DNA sur les 26 PKMT sélectionnées (15 SDG 

et 11 SBS) ont été obtenues à partir de différentes banques d’A. thaliana (Salk Institute, 

Syngenta et GaBI-Kat, Tableau 5). Le mutant sbs4 n’était pas disponible lors de la création de 

la banque de mutants en 2015. Certaines banques de graines fournissent directement des 

graines avec l’allèle muté à l’état homozygote. La présence de l’insertion dans ces lignées a 

été vérifiée par PCR et séquençage (Tableau 5). En ce qui concerne les banques qui 

fournissent les graines avec une insertion à l’état hétérozygote, les plantes ont été reproduites 

et sélectionnées jusqu’à l’obtention de lignées portant l’allèle muté, et donc l’insertion, de façon 

homozygote. Pour la lignée sdg37 il a été impossible d’obtenir des individus porteurs de la 

mutation à l’état homozygote (amplification impossible de l’insertion par PCR). Vingt-quatre 

lignées homozygotes portant une insertion dans un gène codant pour une PKMT ont donc été 

obtenues. Néanmoins, la mutation dans le gène PTAC14 (AT4G20130) est létale en conditions 

photoautotrophes (Gao et al. 2012 ; Grübler et al. 2017). La méthyltransférase PTAC14 fait 

partie d’un complexe impliqué dans la transcription du génome chloroplastique et est 

essentielle au développement du chloroplaste. La nature du substrat de la protéine PTAC14 

est toujours inconnue. La lignée ptac14 n’a pas été engagée au criblage de tolérance au Cd 

car celui-ci a été réalisé dans des conditions de photoautotrophie (absence de sucre dans le 

milieu de culture). Vingt-trois lignées mutantes homozygotes portant une insertion de T-DNA 

dans un gène codant pour une PKMT ont donc été utilisées dans cette étude.  

 

2. Criblage de mutants de protéines lysine méthyltransférases pour leur tolérance à des 
éléments traces métalliques 

 

Les analyses transcriptomiques ont principalement mis en évidence des PKMT dont 

l’expression était modulée dans les racines (Figure 55 et 57). De plus, les analyses 

immunologiques sur des échantillons issus de tissus racinaires (Figure 50 Figure 52) montrent 

des profils de méthylation différents entre les différents traitements. Or, le système racinaire 

est le premier organe en contact avec les éléments toxiques présents dans les sols. Dans le 

but d’identifier de nouveaux acteurs de la réponse et de la tolérance aux ETM, il est donc 

préférable, dans un premier temps, de s’intéresser au système racinaire. C’est pour cette 

raison que nous avons décidé de mettre en place un criblage racinaire de la tolérance aux 

ETM des mutants de PKMT. Pour cela, nous avons utilisé un test d’inhibition de croissance 

racinaire in vitro sur milieu de culture gélosé. Les milieux ½ Murashige et Skoog (MS) n’ont 

pas été supplémentés en saccharose afin de ne pas masquer le phénotype racinaire d’un 

mutant dont le gène serait impliqué dans le métabolisme carboné.  
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a) Limitations dans la mise en place d’un criblage pour l’analyse de la tolérance à l’uranium 

 

Lors d’essais pour la mise en place d’un criblage racinaire sur milieu de culture gélosé 

(½ MS, agar 0,8%) contenant du nitrate d’uranyle, nous n’avons observé aucun ralentissement 

de la croissance racinaire pour des concentrations allant de 5 à 50 µM d’U (Figure 59). Seule 

une forte concentration de nitrate d’uranyle (250 µM) dans un milieu appauvri en phosphate 

(Low Phosphate, LP, 30 µM Pi) permet d’observer un effet toxique de l’U. Ce résultat semble 

être directement lié à la chimie de l’U qui peut former des complexes avec les fonctions 

hydroxyles des sucres de l’agar ou encore se lier aux phosphates résiduels présents dans les 

agents gélifiants commerciaux (Jain et al. 2009). Ces interactions rendent le métal non 

biodisponible et ne permettent pas de réaliser un criblage fiable et reproductible. Afin d’essayer 

de contourner ce problème, nous nous sommes tournés vers d’autres gélifiants comme 

l’agarose (Figure 59). Ce milieu nous a permis d’observer un ralentissement drastique de 

l’élongation racinaire à 250 µM d’U mais les plantes en conditions contrôles présentaient 

également une croissance très ralentie, des apex racinaires plus épais et un développement 

anormal des poils absorbants. En raison de ces nombreux artefacts liés aux agents gélifiants, 

la mise en place d’un criblage des 23 mutants de PKMT pour leur tolérance à l’U n’a pas été 

poursuivie. 

 
Figure 59. Influence des milieux gélosés sur la toxicité de l‘uranium sur des plantules d’A. thaliana. 
Photographies de plantules d’A. thaliana Col0 prises à 6 jours de croissance sur milieu ½ MS agar 0,8% (m/v) ou 
milieu ½ MS agarose 0,6% (m/v) en condition contrôle (CM, 600 µM Pi), low phosphate (LP, 30 µM Pi), no 
phosphate (NP, 0 µM Pi) et low phosphate additionné de 5, 25, 50, ou 250 µM U (U5 à U250). Milieux non 
supplémentés en saccharose. Barre = 1cm. 
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b) Criblage de mutants de PKMT pour leur tolérance au cadmium : méthode par semis direct 

sur milieu sélectif 

 

Conformément aux méthodes de criblage racinaire utilisées pour les plantes d’A. 

thaliana dans la littérature nous avons fait germer des graines de la lignée sauvage Col0 et de 

16 mutants de PKMT sur un milieu gélosé ½ MS (agar 0,8 %) contenant ou non 20 µM de 

sulfate de Cd. Ces expériences ont été reproduites 2 fois et ont permis de mettre en évidence 

2 mutants plus sensibles au Cd (prma et ppkmt1) et 2 mutants plus tolérants au Cd (sdg51 et 

sdg52). Néanmoins, les résultats obtenus pour toutes les lignées, y compris le sauvage Col0, 

présentaient une forte variabilité inter- et intra-expérience. En effet, outre les 4 mutants ayant 

une tolérance différente de celle du sauvage, nous avons observé des problèmes de 

reproductibilité chez les autres mutants. De plus, les taux de germination sur le milieu 

contenant du Cd étaient plus faibles que ceux en condition contrôle. Ce phénomène peut être 

expliqué car la germination est un processus développemental qui peut être très fortement 

impacté par la présence d’ETM (W. Li et al. 2005). Afin de pallier à ces problèmes, nous avons 

adapté les conditions de criblage de nos mutants (voir paragraphe d). Nous avons en parallèle 

poursuivi la caractérisation du mutant ppktm1 identifié par cette première méthode de criblage. 

 

c) Caractérisation du mutant ppkmt1 

 

Le criblage par semis direct sur milieu sélectif nous a permis de mettre en évidence le 

mutant affecté dans le gène PPKMT1 qui code pour une PKMT déjà étudiée dans l’équipe 

(Mininno et al. 2012 ; Alban et al. 2014). Dans ces conditions d’étude, le mutant ppkmt1 est 

plus sensible au Cd avec une longueur racinaire plus petite que celle du contrôle Col0 après 

10 jours de croissance dans un milieu contenant 20 µM de sulfate de Cd. Nous avons tenté 

de caractériser plus en détails ce mutant. Avant d’étudier plus en détails les conséquences de 

la mutation du gène PPKMT1, nous avons souhaité confirmer la sensibilité du mutant en 

l’exposant à des doses croissantes de Cd (0, 5, 10, 20 µM de sulfate de Cd, Figure 60A). La 

croissance du mutant par rapport à celle du sauvage n’est affectée qu’à la concentration de 

20 µM de Cd, concentration utilisée lors du criblage. 

Pour étudier plus en détails les conséquences de la mutation de PPKMT1 dans la 

réponse au stress induit par le Cd, une étude en hydroponie a été conduite sur des plantes 

plus âgées. Des plantes cultivées en hydroponie pendant 3 semaines ont été transférées dans 

un milieu contenant ou non 5 µM de sulfate de Cd pendant 10 jours. À la fin du traitement, 

plusieurs paramètres liés à l’efficacité photosynthétique ont été mesurés. L’inhibition de la 

croissance foliaire induite par le Cd ne semble pas affecter différemment les plantes ppkmt1 

et le sauvage Col0 (Figure 60B) et ce résultat se reflète sur les mesures d’efficacité 
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photosynthétique. En effet, les mesures de vitesse de transfert d’électrons dans la chaine 

photosynthétique n’ont pas mis en évidence de différence statistiquement significative entre le 

sauvage et le mutant ayant subi un stress induit par le Cd (Figure 60C). 

La protéine PPKMT1 est une PKMT à domaine SET localisée dans le chloroplaste avec 

un substrat de nature inconnue (Alban et al. 2014). Néanmoins, cette enzyme est référencée 

comme interagissant physiquement (expérience en double hybride) avec la protéine 

thiorédoxine TRXm1 (base de données thebiogrid.org). TRXm1 est une protéine essentielle 

dans les processus de régulation redox de la photosynthèse. Le stress induit par le Cd est 

connu pour avoir une influence sur la photosynthèse (Parmar et al. 2013) en interagissant de 

façon covalente avec les fonctions thiols, empêchant ainsi la formation de ponts disulfures 

dans les protéines comme les thiorédoxines (Pearson 1963 ; Gill and Tuteja 2011 ; Wójcik and 

Tukiendorf 2011). Nous avons souhaité savoir si TRXm1 était le substrat de l’enzyme 

PPKMT1. Nous avions à disposition l’enzyme recombinante PPKMT1 précédemment produite 

et purifiée dans notre équipe (Mininno et al. 2012).  

 

 
Figure 60. Caractérisation du mutant ppkmt1 pour sa tolérance au Cd. (A) Les longueurs racinaires primaires 
de plantules de 4 jours d’Arabidopsis thaliana écotype Col0 et du mutant ppkmt1 ont été mesurées sur milieu ½ 
MS Agar 0,8 % après 10 jours de traitement +/- 20 µM de nitrate de Cd. n = 10 plantules. ** : Différence statistique 
par rapport à la valeur du contrôle Col0 dans la même condition déterminée par un test de Dunnett (pvalue < 0,005). 
(B) et (C) Plantes d’Arabidopsis thaliana écotype Col0 et du mutant ppkmt1 âgées de 3 semaines en hydroponie 
après 10 jours en condition contrôle (CM) ou de traitement avec 5 µM de nitrate de Cd (Cd). (B) Montage 
photographique des appareils foliaires observés après 10 jours de traitement. (C) Mesures de l’Electron Transfer 
Rate (ETR en µmol d’électrons m-2 s-1) sur des plantes adaptées à l’obscurité pendant 15 min. 
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Nous avons produit la protéine recombinante TRXm1 de façon similaire à la production 

de l’enzyme PPKMT1. L’ADNc codant la protéine TRXm1 a été amplifié à partir d’ARN d’A. 

thaliana écotype Col0 reverse transcrits et inséré dans le vecteur bactérien pET28a+ afin que 

la protéine possède une étiquette de 6 histidines en N-terminal. La construction pET28a+-

TRXm1 a été introduite dans la souche d’E. coli Rosetta afin de produire la protéine 

recombinante. Finalement, l’étiquette 6-His nous a permis de purifier la protéine de l’extrait 

soluble bactérien sur colonne de nickel (Ni-Sepharose, Figure 61). En effet, l’étiquette 6-His 

permet à la protéine recombinante d’être retenue sur la colonne par interaction avec les ions 

nickel. Pour éluer la protéine de la colonne nous avons utilisé des concentrations croissantes 

d’imidazole (30, 50 et 250 mM). L’élution avec 50 mM d’imidazole nous a permis d’obtenir la 

protéine recombinante TRXm1 purifiée (Figure 61).  

 

 
Figure 61. Analyse SDS-PAGE illustrant la purification de la protéine TRXm1 recombinante. La protéine 
recombinante TRXm1 a été produite par la bactérie E. coli Rosetta après induction à l’Isopropyl ȕ-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) à 18 °C. Les extraits protéiques bactériens totaux ont été obtenus après induction (1) 
ou sans induction (2). La protéine a été purifiée sur colonne de Ni-Sepharose et éluée avec un gradient d’imidazole : 
30 mM (3), 50 mM (4) et 250 mM (5). Les extraits protéiques ont été résolus par électrophorèse en gel de 
polyacrylamide 15% SDS-PAGE et colorés au bleu de Coomassie. 1 : extrait bactérien avec induction à l’IPTG. 2 : 
extrait bactérien sans induction. 3 : élution avec 30 mM d’imidazole. 4 : élution avec 50 mM d’imidazole. 5 : élution 
avec 250 mM d’imidazole. MW : Masses moléculaires en kDa. Trente µg de protéines par puits. 
 

Plusieurs tests de méthylation ont été mis en place afin de déterminer si l’enzyme 

PPKMT1 était capable de méthyler le substrat TRXm1. Ces expériences consistent à mettre 

en présence une méthyltransférase purifiée (ou un extrait protéique contenant la 

méthyltransférase), un substrat potentiel purifié (ou un extrait protéique contenant ce substrat), 

et le donneur de méthyle S-adénosylméthionine tritié ([3H]AdoMet). Grâce à ce donneur 

radioactif nous sommes en mesure de suivre l’incorporation du radical méthyle par 

autoradiographie ou par comptage de la radioactivité incorporée aux protéines. 

Nous avons tout d’abord réalisé un test de méthylation en présence des protéines 

recombinantes purifiées PPKMT1 et TRXm1. Ce test n’a pas donné lieu à l’incorporation de 
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radical méthyle tritié détectable par autoradiographie (données non présentées). Ce résultat 

peut s’expliquer par le fait qu’une ou les 2 protéines recombinantes soient purifiées dans une 

mauvaise conformation, la nécessité de cofacteur(s), les conditions redox ou simplement par 

le fait que TRXm1 n’est pas le substrat de PPKMT1. Afin d’explorer ces hypothèses, nous 

avons mis en place plusieurs tests de méthylation en conditions oxydantes ou réductrices. En 

effet, la protéine TRXm1 est capable de former des ponts disulfures en fonction des conditions 

redox du milieu. L’état d’oxydation de cette protéine influence sa conformation (Prinz et al. 

1997) et pourrait donc modifier sa capacité à être méthylée. Plusieurs sources d’enzymes ont 

été utilisées pour méthyler le substrat TRXm1 en conditions oxydante ou réductrice. Nous 

avons utilisé l’enzyme PPKMT1 recombinante purifiée ou des extraits protéiques de stroma 

de chloroplastes de plantes sauvage Col0 et de 2 mutants d’insertion différents ppkmt1.1 et 

ppkmt1.2, la protéine PPKMT1 native étant présente dans le stroma des chloroplastes (Figure 

62). Aucune des conditions testées ne nous a permis de mettre en évidence une incorporation 

de méthyle dans la protéine TRXm1 recombinante (Figure 62). 

 
Figure 62. Test de méthylation in vitro de la protéine TRXm1 par du stroma de chloroplaste. La protéine 
recombinante TRXm1 placée en condition réductrice ou oxydante afin de modulée sa conformation 
tridimensionnelle, a été mis en présence de plusieurs sources d’enzymes potentielles : extraits protéiques solubles 
de stroma de Col0 et des mutants ppkmt1.1 et ppkmt1.2. Après incubation dans un milieu réactionnel contenant de 
la S-adénosylméthionine tritiée. Les différents tests ont ensuite migré en gel de polyacrylamide 15% SDS-PAGE et 
été transférés sur membrane de PVDF (A). La membrane a ensuite été autoradiographiée pendant 7 jours (B). 1, 
2, 3 : conditions réductrices. 4, 5, 6 : conditions oxydantes. 1 et 4: Stroma de Col0 + TRXm1. 2 et 5: Stroma de 
ppkmt1.1 + TRXm1. 3 et 6: Stroma de ppkmt1.2+ TRXm1. 

Nous avons alors décidé de mettre en place une autre approche consistant en une co-

transformation bactérienne afin d’exprimer à la fois le substrat hypothétique TRXm1 et 

l’enzyme PPKMT1 dans les cellules Rosetta. Après incubation de l’extrait protéique soluble 

A 
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des bactéries co-transformées avec le donneur de méthyle, un Western blot a été réalisé avec 

les anticorps anti triméthyl-lysine. Seul le signal lié à la protéine soluble bactérienne RPL11 

connue pour être méthylée (Mazzoleni et al. 2015) a été détecté (données non présentées).  

Les différents tests réalisés n’ont pas permis de mettre en évidence une méthylation 

de TRXm1 par PPKMT1. En conséquence, nous avons choisi de ne pas poursuivre l’étude de 

cette méthyltransférase. 

 

d) Criblage de mutant de PKMT pour leur tolérance au cadmium : méthode par transfert sur 

milieu sélectif 

 

Mise au point des conditions de criblage 

Afin d’écarter de possibles biais de criblage dus à la germination des graines sur un 

milieu contenant du Cd, nous avons adapté les conditions de criblage des mutants de PKMT. 

Les graines ont été mises à germer et croître pendant 4 jours dans un milieu ½ MS. Les 

plantules ont ensuite été repiquées soit en condition contrôle, soit sur un milieu contenant du 

nitrate de Cd. La croissance racinaire a ainsi été suivie pendant 10 jours. Les longueurs 

racinaires des plantules ont été mesurées au cours du temps dans le but de calculer les 

vitesses d’élongation racinaire moyenne (cm/jours). 

Nous avons testé plusieurs doses de nitrate de Cd dans ces conditions afin de 

déterminer la dose la plus adaptée. Nous avons également étudié le mutant cad2.1 dans ces 

conditions. Cette lignée est mutée pour l’expression de l’enzyme gamma-glutamylcysteine 

synthetase qui permet de synthétiser du glutathion, un métabolite essentiel, entre autre, à la 

synthèse des phytochélatines et la détoxication du Cd (Cobbett et al. 1998 ; Tennstedt et al. 

2008). Ce mutant constitue une lignée hypersensible au Cd pour déterminer la concentration 

de l’élément toxique adaptée à notre étude. 

Tout d’abord, l’étude de la croissance racinaire des plantules sauvages d’A. thaliana 

écotype Col0 et du mutant cad2.1 nous a permis de définir la dose de 20 µM de sulfate de Cd 

comme étant la plus adaptée à la mise en place du criblage. En effet, c’est la première dose 

qui permet i) de réduire de moitié la croissance racinaire des 2 lignées par rapport au milieu 

contrôle et ii) d’aisément distinguer la réponse racinaire de la lignée sauvage d’une lignée 

sensible au Cd (Figure 63A). 

Ensuite, sur une représentation linéaire de la croissance racinaire au cours du temps 

(Figure 63B) on peut voir que la croissance racinaire est limitée durant des 3 premiers jours 

après repiquage. Sur cette durée, la plantule se remet certainement du stress mécanique lié 

au transfert physique d’un milieu à un autre. D’autre part, après 8 jours de traitement, la 

croissance dans un milieu contenant 20 µM de sulfate de Cd commence à ralentir pour le 

mutant cad2.1 (Figure 63B). Pour ces raisons, nous avons décidé de comparer la longueur 
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racinaire de chaque mutant avec celle de la plante sauvage à 8 jours de traitement et de 

comparer les vitesses d’élongation moyenne entre 3 et 8 jours. 

 
Figure 63. Tests d’élongation racinaire in vitro du sauvage Col0 et du mutant cad2.1 dans des milieux 
contenant du cadmium. Des graines d’A. thaliana écotype Col0 et du mutant cad2.1 ont été mises à germer en 
milieu gélosé ½ MS, agar 0,8% pendant 4 jours. Les plantules ont ensuite été transférées sur milieu contrôle ½ MS 
+/- 5, 10 ou 20 µM de nitrate de Cd. (A) Représentation statistique des médianes des longueurs racinaires après 
10 jours de traitement avec 0, 5, 10 ou 20 µM de Cd. (B) Représentation linéaire des moyennes des longueurs 
racinaires au cours du temps après l’application du traitement +/- 20 µM de Cd. n = 20 plantules. 
 

Lors d’expériences préliminaires au criblage de mutants de PKMT pour leur tolérance 

au Cd, nous avons observé que certains mutants avaient une longueur racinaire et/ou une 

vitesse d’élongation différente de celle du sauvage en condition contrôle. Afin d’écarter de 

possibles biais d’interprétation relatives à ces différences intrinsèques à certaines lignées, 

nous avons introduit d’autres paramètres de comparaison : les index de tolérance (TI). Ces 

derniers permettent de juger de la tolérance au Cd d’un mutant de façon indépendante de la 

croissance du sauvage. En effet, seuls les paramètres propres à la lignée mutante entrent en 

jeu dans le calcul. Les TI sont calculés en divisant la valeur d’un paramètre (longueur ou 

vitesse) en condition Cd par sa valeur en condition contrôle. Plus la valeur du TI est élevée, 

plus la plantule est tolérante au Cd. Ces TI sont appliqués aux paramètres précédemment 

sélectionnés, longueur racinaire à 8 jours et vitesse d’élongation entre 3 et 8 jours. Chacun 

des paramètres (longueur racinaire, vitesse d’élongation racinaire et T.I.) défini pour un mutant 

a été comparé aux paramètres du sauvage Col0 afin de déterminer s’il existe des différences 

statistiquement significatives par un test de Student non-paramétrique (package nparcomp, 

Konietschke et al. 2015). Les TI représentent la moyenne de 100 TI calculés. Ces résultats 

ont été regroupés sous la forme d’une heatmap (Figure 64). 
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Résultats du criblage 

Le criblage basé sur les TI nous a permis de mettre en évidence 3 groupes de mutants 

qui diffèrent dans leur sensibilité au Cd (Figure 64). Le premier groupe comprend 14 mutants 

dont le TI n’est pas différent du sauvage. Ensuite, nous avons observé un groupe de 5 mutants 

plus tolérants au Cd que le sauvage. Ce groupe est subdivisé entre 1/ le mutant sdg52 pour 

lequel tous les paramètres mesurés sont plus grands que le sauvage, 2/ sdg51, sbs7 et sbs9 

pour lesquels les paramètres sont plus petits en condition contrôle mais similaires au sauvage 

en condition Cd, et 3/ le mutant camkmt1 pour lequel les paramètres sont plus grands que le 

sauvage seulement en présence de Cd. Le dernier groupe est représenté par 4 mutants plus 

sensibles au Cd que le sauvage. Ce groupe est subdivisé en 1/ les mutants sdg50, sbs6 et 

sbs8 pour lesquels la croissance et l’élongation racinaire sont plus faibles que celles du 

sauvage en condition contrôle, et 2/ le mutant sbs2 qui présente un phénotype seulement en 

condition de stress (Figure 64). 

 Pour résumer, 9 mutants de PKMT sur 23 ont une sensibilité au Cd différente du 

sauvage Col0. Les réactions de méthylation catalysées par ces enzymes ont donc un rôle 

dans la tolérance des plantes à cet ETM dans nos conditions expérimentales. Même si les 

analyses transcriptomiques n’ont révélé que 3 gènes codant des PKMT dont l’expression est 

modulée en réponse au Cd (Figure 55), ce criblage nous a montré que de nombreuses PKMT 

sont impliquées dans la tolérance au Cd. 

 Nous avons fait le choix de nous concentrer sur les 2 mutants dont les paramètres 

n’étaient pas différents du sauvage en condition contrôle, le mutant camkmt1 et le mutant 

sbs2. Le premier mutant est plus tolérant au Cd (longueur racinaire, vitesse d’élongation et TI 

plus grands que le sauvage en condition Cd) tandis que le second est plus sensible que le 

sauvage (tous les paramètres plus petits que le sauvage en condition Cd). 
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Figure 64. Heatmap présentant le bilan du criblage des mutants de PKMT en présence de cadmium. Des 
graines d’A. thaliana écotype Col0 sauvage et de 23 mutants de protéines lysine méthyltransférases ont été mise 
à germer en milieu gélosé ½ MS, agar 0,8% pendant 4 jours. Les plantules ont ensuite été transférées sur milieu 
contrôle ½ MS +/- 20 µM de nitrate de Cd. Les longueurs à 8 jours de traitement et les vitesses d’élongation entre 
3 et 8 jours de traitement de chaque mutant ont été comparées à la longueur et à la vitesse d’élongation du contrôle 
Col0 en condition contrôle (CM) et en milieu contenant 20 µM de nitrate de Cd. Les index de tolérance (TI) ont été 
calculés en effectuant 100 tirages aléatoires entre un jeu de données en condition Cd et CM pour effectuer le calcul 
: TI paramètre = paramètre (Cd) / paramètre (CM). Les tests statistiques permettant de définir si un mutant a une 
longueur, une vitesse d’élongation ou un TI statistiquement différent du contrôle Col0 ont été menés avec le logiciel 
R en utilisant un test de Dunnett issu du package « nparcomp » (p< 0,05). < Col0 : statistiquement plus petit que la 
valeur médiane de Col0. > Col0 : statistiquement plus grand que la valeur médiane de Col0. = Col0 : statistiquement 
non différent de la valeur médiane de Col0. n = 20 plantules. 
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3. Caractérisation du mutant camkmt1 
 

Le premier mutant identifié par notre criblage est le mutant camkmt1. Ce mutant est plus 

tolérant au Cd que le sauvage Col0 en termes de croissance racinaire (Figure 64). La protéine 

CaMKMT1 (Calmoduline lysine methyltransferase 1) est une PKMT du type SBS connue pour 

transférer 3 groupes méthyles sur la lysine 115 de la calmoduline (CaM) (Magnani et al. 2010). 

Cette petite protéine de 16,8 kDa est très bien conservée dans l’arbre du vivant et joue un rôle 

dans la signalisation calcique (Magnani et al. 2010). La plus grande tolérance de camkmt1 à 

un stress induit par le Cd a été confirmée en réalisant une expérience de croissance racinaire 

dans les mêmes conditions que notre criblage mais avec des doses croissantes de Cd (0, 5, 

10 et 20 µM de nitrate de Cd). Nous avons mesuré les longueurs racinaires (Figure 65A) et 

pesé individuellement les plantules après 8 jours de traitement (Figure 65B). Au niveau de la 

croissance racinaire, seule la dose de 20 µM (celle du criblage) permet de significativement 

faire la différence entre la longueur racinaire du sauvage et celle de camkmt1 (Figure 65A). 

Au niveau de la masse fraîche des plantules, la plus grande tolérance de camkmt1 à un stress 

induit par le Cd est visible dès 10 µM (Figure 65B).  

L’enzyme CaMKMT1 méthyle la CaM qui est un senseur de Ca (Magnani et al. 2010). Or 

le Ca permet de significativement baisser la toxicité du Cd sur la croissance (Suzuki 2005). 

Nous avons alors souhaité analyser l’effet du Ca sur la tolérance au Cd du mutant camkmt1. 

Pour cela, nous avons mesuré les longueurs racinaires et les masses fraîches en faisant varier 

la dose de Ca dans le milieu ½ MS du criblage (en présence de 0,5 mM, 1 mM et 1,5 mM de 

Ca, dose originale de Ca dans le milieu ½ MS) en présence de +/- 20 µM de Cd (Figure 65C 

et D). De façon générale, l’effet du Cd sur la croissance racinaire et la biomasse est 

inversement corrélé aux concentrations de Ca alors que les changements de concentrations 

en Ca n’affectent pas la croissance en absence de Cd. Le mutant camkmt1 montre une 

croissance racinaire et une biomasse plus importante que le sauvage et ceci quelle que soit 

la dose de Ca (Figure 65C et D).  

La méthyltransférase CaMKMT1 a déjà été caractérisée comme participant à la réponse 

aux stress salin et thermique (Banerjee et al. 2013). En effet, l’étude de Banerjee et al. (2013) 

montre que le mutant camkmt1 que nous avons utilisé lors du criblage a une croissance 

racinaire plus élevée que le sauvage Col0 en conditions de stress. Ce dernier résultat a été 

confirmé par 2 autres lignées dont l’expression du gène CAMKMT1 a été supprimée par ARN 

interférence. De plus, des lignées surexprimant le gène CAMKMT1 montrent une croissance 

plus faible que le sauvage en conditions de stress salin. De façon intéressant, l’expression 

racinaire du gène est localisée au niveau de l’apex racinaire, zone qui contrôle le 

développement racinaire. 
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Nos résultats permettent de confirmer que CaMKMT1 est une protéine importante dans la 

réponse aux stress (salin, température et Cd). L’identification du mutant camkmt1 lors du 

criblage de la sensibilité au Cd permet également de valider notre approche. Etant donné que 

la caractérisation de la protéine CaMKMT1 a été largement décrite dans l’étude de Banerjee 

et al. (2015) nous n’avons pas poursuivi l’étude du mutant camkmt1. 

 
Figure 65. Tolérance au Cd du mutant camkmt1. Des graines d’A. thaliana écotype Col0 sauvage et du mutant 
camkmt1 ont été mises à germer en milieu gélosé ½ MS, agar 0,8% pendant 4 jours. Les plantules ont ensuite été 
transférées sur milieu contrôle ½ MS +/-  5, 10 ou 20 µM de nitrate de Cd. Longueurs racinaires primaires (A et C) 
et les biomasses (B et D) ont été mesurées après 8 jours de traitement. (A) et (B) traitements avec 0, 5, 10 ou 20 
µM de nitrate de Cd. (C) et (D) Traitements +/- 20 µM de nitrate de Cd en présence de 0,5, 1 ou 1,5 mM de Ca. La 
dernière concentration de Ca est la concentration présente dans le ½ MS. n = 20 plantules. Différence statistique 
par rapport à la valeur du contrôle Col0 dans la même condition déterminée par un test de Dunnett (pvalue < * : 
0,05, ** : 0,005, *** : 0,0005). 
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4. Caractérisation de la méthyltransférase SBS2 
 

a) Validation de la sensibilité au Cd associée à la mutation du gène SBS2 

 

Le deuxième mutant que nous avons identifié par criblage est le mutant sbs2 pour lequel 

la croissance racinaire est plus sensible à la présence de Cd que le sauvage Col0 (Figure 64). 

Pour confirmer cette sensibilité, nous avons conduit la même expérience d’effet dose que pour 

le mutant camkmt1. Que ce soit au niveau des longueurs racinaires (Figure 66A) ou de la 

biomasse des plantules (Figure 66B), le mutant sbs2 est plus sensible que le sauvage dès 5 

µM de Cd. 

 
Figure 66. Tolérance au Cd du mutant sbs2. Des graines d’A. thaliana écotype Col0 sauvage et du mutant sbs2 
ont été mises à germer en milieu gélosé ½ MS, agar 0,8% pendant 4 jours. Les plantules ont ensuite été transférées 
sur milieu contrôle ½ MS +/- 5, 10 ou 20 µM de nitrate de Cd. Les longueurs racinaires primaires (A) et les 
biomasses (B) ont été mesurées sur milieu 8 jours de traitement. n = 20 plantules. Différence statistique par rapport 
à la valeur du contrôle Col0 dans la même condition déterminée par un test de Dunnett (pvalue < * : 0,05, *** : 
0,0005). 
 

Afin de vérifier que l’invalidation du gène SBS2 est directement responsable du 

phénotype du mutant sbs2, nous avons obtenu un deuxième mutant que nous avons appelé 

sbs2b (lignée SALK_037552). La croissance racinaire de ce mutant a été comparée à celle du 

sauvage Col0 sur un milieu gélosé ½ MS contenant 20 µM de nitrate de Cd. Ce deuxième 

mutant est également plus sensible à une dose de 20 µM de Cd (Figure 67) et confirme que 

la protéine SBS2 est impliquée dans la réponse du système racinaire à un stress induit par le 

Cd. 
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Figure 67. Tolérance au Cd du mutant sbs2b. Des graines d’A. thaliana écotype Col0 sauvage et du mutant 
sbs2b ont été mise à germer en milieu gélosé ½ MS, agar 0,8% pendant 4 jours. Les plantules ont ensuite été 
transférées sur milieu contrôle ½ MS +/- 20 µM de nitrate de Cd. Les longueurs racinaires primaires ont été 
mesurées sur milieu 8 jours de traitement. n = 20 plantules. Différence statistique par rapport à la valeur du contrôle 
Col0 dans la même condition déterminée par un test de Dunnett (pvalue < ** : 0,005). 
 

Les seules informations disponibles dans la littérature et les bases de données d’A. 

thaliana sur le gène SBS2 sont la prédiction des transcrits alternatifs produits à partir du gène. 

SBS2 serait exprimé sous la forme de 6 transcrits alternatifs présentant une extrémité 5’ 

commune et des variations dans l’extrémité 3’ suite à des évènements d’épissages alternatifs 

(Arabidopsis.org, Figure 68).  

 

 
Figure 68. Organisation du gène SBS2. Les différents transcrits alternatifs du gène SBS2 sont présentés ainsi 

que les emplacements des 2 insertions de T-DNA liées aux mutants sbs2 et sbs2b (pointillés rouges). Les fines 

lignes noires représentent les régions non traduites. Les boîtes jaunes représentent les exons et les boîtes bleues 

les régions 5’ et 3’ non codantes.  

 

Nous avons vérifié que les différents transcrits du gène SBS2 ne sont pas exprimés 

dans les 2 mutants sbs2. Les ARN ont été extraits de plantules de Col0 et des 2 mutants âgées 

de 7 jours. Après retro-transcription et amplification des transcrits SBS2 en utilisant des 

primers communs aux différents transcrits alternatifs (* et D, Figure 68) les produits de PCR 

ont été analysés en gel d’agarose. On retrouve 2 à 3 transcrits principaux chez le sauvage 

Col0 tandis qu’aucun transcrit n’a été observé chez les 2 mutants (Figure 69). Ce résultat 

confirme que le gène SBS2 est bien invalidé chez les mutants sbs2 et sbs2b. 
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Figure 69. Amplification des transcrits SBS2 chez le sauvage Col0 et les lignées mutantes sbs2 et sbs2b. 
Les ARN ont été extraits de plantules d’Arabidopsis thaliana écotype Col0 et des lignées mutantes sbs2 et sbs2b 
cultivées en hydroponie pendant 7 jours. Après retro-transcription et amplification par PCR avec les amorces A et 
D, communes aux différents transcrits alternatifs (Figure 68, cf. Matériels et Méthodes), les produits PCR ont migré 
en gel d’agarose.  

 

b) Caractérisation du mutant sbs2 

 

Nous avons confirmé que la protéine SBS2 était impliquée dans la réponse du système 

racinaire à un traitement au Cd. Pour vérifier si cette observation s’applique également à 

l’appareil foliaire, nous avons analysé des plantes de 4 semaines d’A. thaliana sauvages 

écotype Col0 et du mutant sbs2 ayant poussé en hydroponie (Figure 70). Les plantes ont été 

traitées avec 0, 0,2, 1 ou 5 µM de sulfate de Cd. Après 7 jours de traitement, les surfaces 

foliaires ont été mesurées. Les rosettes des mutants sbs2 sont significativement plus petites 

que celles de la lignée sauvage Col0 lors d’un stress induit par 0,2 µM de sulfate de Cd (Figure 

70B). Lors de la récolte des appareils foliaires, nous avons remarqué qu’à la concentration de 

5 µM de Cd les jeunes feuilles du mutant semblaient plus chlorotiques que celles du sauvage. 

Afin de quantifier cette observation nous avons dosé les chlorophylles. Ces mesures ont été 

effectuées par spectrophotométrie dans les jeunes feuilles du mutant et du sauvage après 

extraction des pigments chlorophylliens au N,N-diméthylformamide. Après 9 jours de 

traitement avec 5 µM de Cd, les résultats ont effectivement montré que les jeunes feuilles du 

mutant sbs2 présentaient moins de chlorophylles que celles du sauvage (Figure 70C). La 

chlorose est généralement corrélée à une baisse de l’efficacité photosynthétique (Xue et al. 

2013). Pour le confirmer, nous avons mesuré le transfert d’électrons (ETR) dans les jeunes 

feuilles des 2 lignées après 7 jours de traitement. L’ETR du mutant sbs2 est significativement 

plus faible que celui des jeunes feuilles de la lignée sauvage en condition contrôle et à 0,2 µM 

de Cd. Dans ces conditions les mesures d’ETR ne sont donc pas corrélées aux quantités de 
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chlorophylles. Ce dernier résultat a été observé dans plusieurs expériences indépendantes et 

nous n’avons pas trouvé d’explication à ce phénomène.  

 
Figure 70. Effets du cadmium sur le système aérien du mutant sbs2. (A) Montage photographique des plantes 
d’A. thaliana sauvage Col0 et du mutant sbs2 âgées de 4 semaines en hydroponie après 7 jours de traitement +/- 
5 µM de Cd. (B) Mesures des surfaces foliaires (cm2) après 7 jours de traitement. n = 5 individus. (C) Quantification 
du contenu en chlorophylles A et B (µg/mg de masse fraîche) après extraction au N,N-diméthylformamide et dosage 
au spectrophotomètre. n = 5 jeunes feuilles sur 5 individus. (D) Mesures du taux de transfert d’électrons de la 
chaîne photosynthétique sur des plantes adaptées à l’obscurité pendant 15 min. n = 3 jeunes feuilles sur 5 individus. 
* : Valeur statistiquement différente de la valeur contrôle (pvalue < 0,05) d’après un test de Dunnett. MF : Masse 
fraîche.  

En fonction des conditions et du paramètre foliaire mesuré, le mutant sbs2 peut donc 

avoir une sensibilité accrue au Cd par rapport à la lignée sauvage Col0. Or, une des principales 

adaptations mise en place par les plantes pour lutter contre la toxicité des ions Cd est la 

translocation du métal des racines vers les feuilles. Celui-ci est ensuite rendu non toxique par 

chélation, par exemple avec des phytochélatines, et stocké principalement dans la vacuole 

(Sarry et al. 2006). Afin de savoir si la protéine SBS2 joue un rôle dans l’accumulation et/ou la 
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translocation du Cd des racines vers les feuilles nous avons quantifié l’élément toxique par 

ICP-MS dans des plantes exposées à différentes concentrations de sulfate de Cd (Figure 71). 

Aucune différence significative n’a été observée entre le contenu en Cd du sauvage Col0 et 

du mutant sbs2, que ce soit au niveau des feuilles (Figure 71A) ou des racines (Figure 71B). 

La protéine SBS2 n’a donc pas de rôle dans l’absorption ou l’accumulation du métal toxique. 

 
Figure 71. Accumulation de cadmium dans les feuilles et racines du mutant sbs2. Plantes d’A. thaliana 
sauvage Col0 et du mutant sbs2 âgées de 4 semaines en hydroponie après 7 jours de traitement +/- 5 µM de Cd. 
Le contenu (A) foliaire et (B) racinaire en Cd a été quantifié par ICP-MS après minéralisation des échantillons à 
l’acide nitrique. Systèmes racinaires ou foliaires issus de n = 6 plantes individuelles sur 2 expériences 
indépendantes. 
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c) Caractérisation de la protéine SBS2 

 

Les 6 transcrits du gène SBS2 (Figure 69) codent pour 4 protéines prédites, SBS2.1 à 

SBS2.4, qui partagent la même extrémité N-terminale mais diffèrent par leurs extrémités C-

terminales. La structure tridimensionnelle de ces 4 protéines a été modélisée à l’aide du 

serveur Phyre 2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/) à partir de la structure de la protéine 

methyltransferase-like protein 21C (METTL21C) cristallisée par Hong et al. (2013) (Figure 83). 

La fonction de cette enzyme n’a encore jamais été caractérisée mais elle présente la structure 

typique des PKMT de type SBS avec 7 feuillets beta. Les modèles 3D suggèrent que la 

protéine la plus courte SBS2.2 (12,3 kDa, Figure 83C) n’a pas le site actif prédit complet qui 

lui permettrait de lier le donneur de méthyle AdoMet. SBS2.1 (17,7 kDa, Figure 83B) est prédite 

pour posséder le site actif mais pas les 7 feuillets béta caractéristiques de cette famille de 

PKMT. Au contraire, les protéines SBS2.3 (21,6 kDa, Figure 83D) et SBS2.4 (24,7 kDa, Figure 

83E) qui contiennent à la fois le site actif et les 7 feuillets béta pourraient être des PKMT 

fonctionnelles. 

 

 

 

Figure 72. Modèles tridimensionnels de l’organisation de la protéine SBS2. Les 4 protéines SBS2 prédites ont 
été modélisées en utilisant le serveur Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/). La protéine humaine 
methyltransferase-like protein 21C (METTL21C) a été utilisée comme référence. (A) Structure 3D de la protéine 
humaine METTL21C cristallisée avec le produit de réaction S-adénosyl-L-homocystéine (en jaune) par Hong et al. 
(2013). (B-E) Modèles 3D des différentes protéines SBS2. Le site actif putatif est indiqué par une flèche blanche. 
Les masses moléculaires sont indiquées en kilo Dalton (kDa). 

  

http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/
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Pour aller plus loin et étudier la protéine SBS2 dans des plantes exposées à des stress 

induits par des ETM, nous avons produit un anticorps polyclonal dirigé contre l’isoforme 

SBS2.2. Pour ceci nous avons exprimé la protéine recombinante SBS2.2 dans E. coli. L’ADN 

codant cette isoforme a été inséré dans le vecteur pET28 afin que la protéine produite possède 

une étiquette de 6-His en C-terminal. Ce vecteur a ensuite été inséré dans la souche E. coli 

Rosetta (Figure 73A). Après induction de la production, la protéine a été extraite et purifiée sur 

colonne de Ni-Sepharose (fraction éluée à 250 mM, Figure 73B) et enfin purifiée sur gel. 

L’anticorps a ensuite été produit en inoculant la protéine chez un lapin (Covalab, Villeurbanne). 

 

 

 

Figure 73. Production bactérienne et purification de la protéine recombinante SBS2.2. La protéine 
recombinante SBS2.2 a été produite par la bactérie E. coli Rosetta après induction à l’Isopropyl ȕ-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) à 18°C et a été purifiée de l’extrait protéique bactérien total sur colonne de Ni-
Sepharose et éluée avec un gradient d’imidazole : 10 mM, 30 mM, 50 mM et 250 mM. (A) Les extraits protéiques 
bactérien totaux et (B) les différentes fractions de la purification ont été résolues par électrophorèse en gel de 
polyacrylamide 15% SDS-PAGE et colorés au bleu de Coomassie. MW : Masses moléculaires en kDa. (A) 1 : 
extrait bactérien non induit. 2 : extrait bactérien induit à l’IPTG. Trente µg de protéines (B) 1 : extrait bactérien induit 
à l’IPTG, 30 µg de protéines. 2 : Run-off colonne de Ni-Sepharose, 30 µg de protéines. 3 : élution à 10 mM 
d’imidazole, 10 µg de protéines. 4 : élution à 30 mM d’imidazole, 10 µg de protéines. 5 : élution à 50 mM d’imidazole, 
2 µg de protéines. 6 : élution à 250 mM d’imidazole, 5 µg de protéines.  

 

Nous avons ensuite testé la spécificité des anticorps contre la protéine recombinante 

SBS2.2 purifiée et des extraits protéiques solubles foliaires et racinaires d’A. thaliana écotype 

sauvage Col0 et du mutant sbs2. Bien que l’anticorps soit capable de reconnaître moins de 10 

ng de protéine SBS2 recombinante (Figure 74A) aucun signal n’est observé sur des extraits 

protéiques solubles de feuilles ou de racines (Figure 74B). Ce résultat implique que la protéine 

SBS2 est très peu abondante dans ces organes. Il est possible que l’expression du gène SBS2 

soit restreinte à certains stades de développement et/ou à certains tissus très particuliers, 

comme c’est le cas pour le gène CAMKMT1 dont l’expression dans les racines est restreinte 

à l’apex racinaire (Banerjee el al. 2013). 
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Figure 74. Test de l’anticorps dirigé contre la protéine SBS2.2. L’anticorps polyclonal dirigé contre la protéine 
SBS2.2 a été testé sur (A) 1, 10 et 50 ng de la protéine SBS2.2 recombinante et (B) sur 30 µg de protéines solubles 
extraient de feuilles et de racines de plantes de 4 semaines cultivées en hydroponie d’Arabidopsis thaliana écotype 
sauvage Col0 et du mutant sbs2. Les extraits protéiques ont été résolus par électrophorèse en gel de 
polyacrylamide 15 % SDS-PAGE et transférés sur membrane de nitrocellulose pour immunoblot. Dilution de 
l’anticorps 1 : 1000. MW : Masses moléculaires en kDa. 

 

D’autre part, pour étudier l’activité méthyltransférase de la protéine SBS2, nous avons 

choisi de produire la protéine recombinante correspondant à la forme la plus longue SBS2.4 

car elle possède à la fois le site actif prédit et les 7 feuillets beta caractéristiques des PKMT 

de type SBS (Figure 72E). Pour ceci l’ADN codant cette isoforme a été inséré dans le vecteur 

bactérien pET23a+ afin que la protéine produite possède une étiquette 6-His en N-terminal. 

Ce vecteur a été inséré dans la souche E. coli Rosetta. Après induction de la production, la 

protéine a été extraite et purifiée de l’extrait protéique bactérien soluble sur colonne de Ni-

Sepharose (Figure 75). 

 
Figure 75. Production bactérienne et purification de la protéine recombinante SBS2.4. La protéine 
recombinante SBS2.4 a été produite par la bactérie E. coli Rosetta après induction à l’Isopropyl ȕ-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) à 18°C. La protéine a été purifiée de l’extrait protéique bactérien soluble sur colonne 
de Ni-Sepharose et éluée avec un gradient d’imidazole. Les extraits protéiques ont été résolus par électrophorèse 
sur gel d’acrylamide 15% SDS-PAGE et colorés au bleu de Coomassie. 1 : extrait bactérien total induit à l’IPTG. 
2 : extrait bactérien soluble induit à l’IPTG. 3 : élution à 250 mM d’imidazole MW : Masses moléculaires en kDa. 
Trente µg de protéines par puits. 
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 Au vu des nombreux contaminants présents dans l’extrait purifié de SBS2.4, d’autres 

étapes de purification, telles qu’une étape de gel filtration ou une colonne échangeuse d’ions, 

seront nécessaires avant d’effectuer des tests de méthylation similaires à ceux décrits pour la 

méthyltransférase PPKMT1.  

 

5. Conclusion et perspectives 
 

 Cette étude a permis de mettre en évidence que la méthylation des lysines est un 

phénomène participant à la réponse des plantes aux stress métalliques. En effet, en utilisant 

la technique du Western blot et la spectrométrie de masse MS/MS nous avons mis en évidence 

que les patterns de méthylation des lysines pouvaient être influencés par des stress induits 

par des ETM. De plus, grâce à des analyses transcriptomiques nous avons montré que 

l’expression de certaines PKMT était modulée par un stress induit par le Cd ou par l’U. 

Finalement, un criblage de mutants d’insertion a révélé que 9 PKMT sur les 23 analysées 

étaient impliquées dans la tolérance au Cd.  

Même si les effets de la mutation du gène SBS2 sont encore peu clairs, la protéine est 

essentielle à la tolérance d’A. thaliana à un stress induit par le Cd et ce particulièrement au 

niveau du développement racinaire. Afin de compléter l’approche menée avec les mutants 

sbs2 et sbs2b, nous avons créé des lignées sbs2 exprimant le gène SBS2 sous le contrôle du 

promoteur 35S du virus de la mosaïque du chou-fleur (p35S::SBS2). L’étude de la tolérance 

de ces lignées au Cd permettra de valider définitivement le rôle de SBS2. La construction 

p35S::SBS2 a également été introduite dans le sauvage Col0 afin d’étudier les effets de la 

surexpression du gène SBS2. Ces plantes sont actuellement reproduites afin d’obtenir des 

lignées portant l’insertion à l’état homozygote. 

La protéine SBS2.4 recombinante a été produite et purifiée. Malheureusement, l’étape 

de purification sur colonne de Ni-Sepharose n’a pas été suffisamment résolutive pour réduire 

les contaminants protéiques à un niveau où un test de méthylation est envisageable. 

L’amélioration des conditions d’expression de la protéine dans les bactéries Rosetta et des 

étapes de purification seront alors nécessaires afin d’essayer d’identifier le substrat de la 

méthyltransférase SBS2. 

Malgré la spécificité de l’anticorps anti SBS2 produit dans cette étude, il a été 

impossible de détecter la protéine dans des extraits solubles de racines ou de feuilles. Il est 

vraisemblable que la protéine soit peu abondante et exprimée seulement dans certains tissus. 

La mutation du gène SBS2 a pour conséquence une croissance racinaire plus faible dans un 

milieu contenant du Cd. Il serait alors intéressant de reprendre l’approche de l’étude menée 

par Banerjee et al. (2013) qui, grâce à l’utilisation de plantes exprimant la construction 
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pCAMKMT1::GUS, ont montré que l’expression de CAMKMT1 était restreinte, entres autres, 

à l’apex racinaire. 

Pour aller plus loin, la tolérance du mutant sbs2 à d’autres stress métalliques, voire à 

d’autres stress abiotiques ou biotiques pourrait être testée. Ceci permettrait de déterminer si 

la protéine est uniquement impliquée dans la réponse d’A. thaliana à un stress induit par le Cd 

ou si ce rôle peut être généralisé à un ensemble de stress environnementaux. 

 La majeure partie de l’étude de la protéine SBS2 a été conduite par Manon Sarthou 

durant son stage de Master 2 (janvier à juin 2018). Grace à l’obtention d’un financement de 

thèse dans l’équipe, Manon Sarthou continuera le travail de caractérisation de la protéine 

SBS2. 
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C. Rôle de la phosphorylation des protéines  

 

1. Étude des profils de phosphorylation des protéines  
 

Afin d’identifier de nouveaux acteurs de la réponse et de l’adaptation des plantes aux ETM 

nous nous sommes intéressés aux phénomènes de phosphorylation des protéines. Cette 

modification post-traductionnelle s’inscrit dans des phénomènes très dynamiques. En effet, la 

phosphorylation des protéines participe aux cascades de signalisation liées à la réponse aux 

stress (pour revue, voir Cristina et al. 2010). Nous avons tout d’abord conduit une étude 

préliminaire consistant à observer les profils protéiques liés à la phosphorylation par des 

Western blots. 

À notre connaissance, les phosphoprotéomes d’A. thaliana en réponse à un stress induit 

par le Cd, le Zn ou l’U n’ont jamais été caractérisés. Néanmoins, un grand nombre d’études 

ponctuelles montrent l’implication de certaines protéines kinases et protéines phosphatases 

dans la réponse des plantes à un stress induit par le Cd (Kulik et al. 2012 ; Zhu et al. 2016 ; 

Smeets et al. 2013) ou le Zn (Pavlíková et al. 2008). Nous avons donc souhaité étudier les 

profils d’expression des protéines phosphorylées dans les plantes du genre Arabidopsis 

exposées à ces 3 métaux. Pour cela nous avons cultivé, dans un milieu contrôle (CM), des 

plantes des 3 espèces en conditions hydroponiques pendant 5 semaines. Ces plantes ont 

ensuite été transférées dans des milieux contenant 5 µM de nitrate de Cd ou 150 µM de sulfate 

de Zn ainsi qu’en milieu carencé en phosphate (LP, 25 µM au lieu de 250 µM de Pi) en 

présence ou en absence 50 µM de nitrate d’uranyle. Les plantes ont été récoltées aux temps 

0,5, 1, 24, 48 heures et 9 jours après traitement. Ce grand éventail de durées de traitement 

avec ces différents ETM nous permet d’avoir accès à des données correspondant à des 

phénomènes de réponse rapide aux stress (moins de 48 heures) ou à des phénomènes plus 

longs d’acclimatation (9 jours). 

Nous avons ensuite extrait les fractions protéiques solubles de feuilles et de racines des 3 

espèces correspondant à ces différentes conditions de traitement et de durée d’exposition. Il 

est important de noter que les conditions d’extraction utilisées permettent de limiter l’extraction 

de protéines histones (cf. matériel et méthodes). 

Les phosphorylations des protéines végétales sont portées à 85 % par des sérines, à 10 

% par des thréonines et à 5 % par des tyrosines (Chapitre I-D3). Nous disposons d’anticorps 

anti-thréonine phosphorylée (Cell Signaling Technology, référence : 9381) et anti-sérine 

phosphorylée (Invitrogen, référence : 61-8100). Nous avons également utilisé le PhostagTM 

(Fujifilm Wako Chemical), une molécule qui reconnaît spécifiquement les sites phosphorylés, 

quel que soit le résidu modifié. Nos expériences mettent en évidence que les anticorps anti-

sérine phosphorylée ne permettent pas d’obtenir une résolution satisfaisante pour notre étude. 
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En effet, le nombre de protéines portant des sérines phosphorylées, la qualité des anticorps 

et la complexité d’un extrait protéique soluble produisent un fort signal ne permettant pas 

l’observation de différences par Western blot (données non montrées). Nous avons donc 

conduit notre étude uniquement avec des anticorps anti-thréonine phosphorylée et le 

PhostagTM (Figure 76).  

L’utilisation de l’anticorps dirigé contre les thréonines phosphorylées met en évidence un 

grand nombre de protéines marquées, dont plusieurs sont différentiellement phosphorylées 

entre 15 et 25 kDa (Figure 76A). Ce résultat est en accord avec les milliers de sites 

phosphorylés sur des thréonines rapportés chez A. thaliana par la base de données Phosphat 

(http://phosphat.uni-hohenheim.de).  

L’outil de détection PhostagTM a mis en évidence des patterns très riches qui présentent 

des signaux bien définis. Malheureusement, aucune différence n’a été observée entre des 

plantes d’A. thaliana traitées pendant 9 jours avec du Cd et des plantes non traitées (Figure 

76B). Le PhostagTM consiste en une molécule portant une fonction biotine qui permet sa 

révélation par des peroxydases couplées à la streptavidine. Nous avons réalisé un Western 

blot de contrôle pour détecter les protéines biotinylées dans les extraits protéiques en incubant 

la membrane dans une solution contenant de la streptavidine (Figure 76C). Nous nous 

sommes alors rendus compte que 2 signaux identiques étaient retrouvés sur les 2 membranes 

et ce, quel que soit le traitement (Figure 76C et B). La protéine à 74 kDa correspond à la 

méthylcrotonoyl coA carboxylase (MCCase) qui est biotinylée et qui participe au catabolisme 

de la leucine (Aubert et al. 1996). L’autre protéine biotinylée est la Biotin Carboxylase Carrier 

Protein (BCCP), sous unité de l’acétyl coA carboxylase qui joue un rôle dans la synthèse des 

acides gras (Alban et al. 1995). Ce dernier résultat remet en question la capacité du PhostagTM 

à ne détecter que les protéines phosphorylées puisque les principaux signaux observés sont 

des protéines biotinylées. 

 

Nous avons cependant souhaité utiliser le PhostagTM sur des échantillons protéiques 

solubles de feuilles extraites de plantes d’A. thaliana traitées avec du Cd pour un temps à 48 

heures. Tout en ayant conscience des limitations liées à cet outil, cette expérience pourrait 

nous permettre d’identifier la meilleure fenêtre d’étude pour l’analyse du phosphoprotéome en 

réponse à un stress induit par le Cd. Ces dernières analyses n’ont pas permis d’observer de 

profils de phosphorylation différents en réponse au Cd et ceci quel que soit le temps 

d’exposition (données non présentées). 

Nous avons alors décidé de ne pas poursuivre l’aspect phosphoprotéome de cette étude 

car les outils à notre disposition se sont révélés inadaptés pour la mise en évidence de 

changements dans l’expression de protéines phosphorylées au cours d’un stress induit par le 

Cd. Ce constat rend impossible le choix de conditions d’étude (concentration/durée du stress) 

http://phosphat.uni-hohenheim.de/
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pour l’étude du phosphoprotéome par spectrométrie de masse. De plus, à la suite de 

discussions avec des experts en protéomique et de la phosphorylation des protéines, nous 

avons conclu que l’identification de nouveaux acteurs spécifiques de la réponse et de 

l’adaptation des plantes aux ETM était peu probable. En effet, les conditions d’extraction, la 

durée du stress et le fort dynamisme de cette PTM influent rapidement les profils observables. 

L’utilisation de la spectrométrie de masse ne pourrait alors conduire qu’à l’identification de 

sites de phosphorylation très stables, déjà identifiés, et dont le rôle ne serait pas spécifique au 

métal considéré. 

 
Figure 76. Etude par Western blot des protéines phosphorylées chez Arabidopsis lors de stress induits par 
différents éléments traces métalliques. (A) Les fractions protéiques foliaires solubles d’A. lyrata et d’A. halleri 
ont été extraites après 10 jours de traitement en conditions contrôles (CM), 5 µM de nitrate de Cd, 150 µM de 
sulfate de Zn et Low phosphate (25 µM Pi, LP) +/- 50 µM de nitrate d’uranyle. Ces fractions ont ensuite migré sur 
gel SDS-PAGE 4-20% et ont été transférées sur membrane de nitrocellulose puis analysées par Western blot avec 
un anticorps anti thréonine phosphorylée (Cell Signaling Technology, dilution 1 :1000). (B) et (C) Les fractions 
protéiques foliaires solubles d’A. thaliana ont été extraites après 10 jours de traitement en présence de 5 µM de 
nitrate de Cd en hydroponie. Ces fractions ont ensuite migré sur gel SDS-PAGE 12% et ont été transférées sur 
membrane de PVDF puis analysées par Western blot avec (B) du Phostag (Fujifilm Wako Chemical), une molécule 
spécifique des phosphorylations et (C) de la streptavidine qui reconnaît les fonctions biotine. MW : Molecular 
Weight. Trente µg de protéines par puits. 
 

2. Étude de l’expression des gènes liés à la phosphorylation  
 

Nous venons de voir que l’étude des profils de protéines phosphorylées était complexe et 

que nos conditions d’études ne nous permettaient pas d’identifier clairement de nouveaux 

acteurs de la réponse et de l’adaptation aux ETM. Nous avons donc conduit la même étude 

transcriptomique que celle présentée pour les PKMT et les KDM (partie A3) mais cette fois-ci 

avec les gènes codant pour des protéines kinases et des protéines phosphatases. Les 2 listes 

des gènes codant pour les 983 protéines kinases et 131 protéines phosphatases répertoriées 

chez A. thaliana ont été récupérées à partir de la base de données PhosphAt 

(http://phosphat.uni-hohenheim.de). L’expression des gènes codant ces enzymes a été 

étudiée en utilisant les mêmes données de transcriptomique que pour l’étude de l’expression 

des gènes codant des enzymes liées à la méthylation des protéines. 

http://phosphat.uni-hohenheim.de/
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a) Etude de l’expression des gènes liés à la phosphorylation chez Arabidopsis thaliana lors 

de stress induits par le cadmium ou l’uranium 

 

(1) Expression des gènes en réponse à un stress induit par l’uranium 

 

Expression des gènes codants pour des protéines kinases 

Sur les 987 gènes codant pour des protéines kinases, 141 (14 %) voient leur 

expression modulée en réponse à l’U. L’expression de ces gènes est modulée de façon quasi 

équivalente entre répression et surexpression (45 % de gènes réprimés et 55 % de gènes 

surexprimés). La différence majeure réside dans la différence de réponse observée entre les 

racines et les feuilles. En effet, 128 DEG sont retrouvés dans les racines (Figure 77) et 

seulement 13 dans les feuilles (données non montrées). 

Nous avons souhaité réduire la liste de 128 protéines kinases qui pourraient constituer des 

candidats dans l’identification de nouveaux acteurs dans la réponse aux stress métalliques. 

Pour ceci, nous nous sommes intéressés aux gènes dont l’expression est modulée à la fois 

après 2, 6 et 30 heures de traitement. Sur les 128 DEG retrouvés dans les racines, seuls 21 

gènes sont communs à tous les temps de traitement. Dix sont réprimés et 11 sont surexprimés. 

Parmi ces 21 gènes, seuls 7 DEG codent pour des protéines kinases dont la fonction est 

décrite dans la littérature. Les caractéristiques de ces gènes sont présentées ci-dessous et 

dans le Tableau 13. Les autres gènes sont présentés en Annexe II. 

 

 

Figure 77. Diagramme de Venn représentant le nombre de gènes codant pour des protéines kinases dont 
l’expression est modulée au cours du temps lors d’un stress induit par l’uranium chez A. thaliana. Les 
données ont été extraites de Doustaly et al. (2014). Des plantes de 7 semaines cultivées en hydroponie ont été 
transférées dans de l’eau +/- 50 µM de nitrate d’uranyle. Les racines et les feuilles ont été récoltées séparément 
pour extraction d’ARN et hybridation sur puce à ADN après 2, 6 et 30 heures de traitement. L’expression 
différentielle de chaque gène a été étudiée entre les 3 réplicas en condition contrôle (eau) et les 3 réplicas en 
condition U (eau + 50 µM U) grâce à un test de Student non-paramétrique (Konietschke et al. 2015, Logiciel R, 
pvalue < 0,05). Selon le consensus, seuls les gènes dont l’expression est surexprimée ou réprimée plus de 2 fois 
ont été sélectionnés (log2 > 1 ou < -1). 
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Le gène PID code pour une protéine kinase impliquée dans le transport de l’auxine 

(Friml et al. 2004). Lorsque le gène est muté, le transporteur d’auxine PIN2 subit, au niveau 

des racines, un changement de polarité cellulaire de la position apicale à basale (Friml et al. 

2004). Au contraire, lorsque le gène est surexprimé, PIN2 passe du côté basal à apical de la 

cellule et la racine primaire montre un phénomène de collapsus (Friml et al. 2004 ; Benjamins 

et al. 2001). PID permet de réguler la quantité d’auxine dans les apex racinaires et donc de 

contrôler la croissance racinaire (Benjamins et al. 2001).  

Le gène OXI1 code pour une protéine kinase ayant un rôle essentiel dans la 

signalisation du stress oxydatif (Ren et al. 2015) et la mort cellulaire associée (Shumbe et al. 

2016). En effet, lorsque le gène est muté, la signalisation par un burst de ROS ne se fait pas 

car les cibles d’OXI1 ne sont pas activées par phosphorylation (Rentel et al. 2004). D’ailleurs, 

l’accumulation des transcrits OXI1 est corrélée et dépendante de l’accumulation de ROS 

(Priller et al. 2016).  

Le gène CIPK14 code pour une protéine kinase jouant un rôle dans la réponse de la 

plante au stress salin et à l’ABA. Lorsque le gène est muté, les plantes sont plus sensibles aux 

effets inhibiteurs de l’ABA et du chlorure de sodium provoquant une baisse d’élongation 

racinaire (Qin et al. 2008). La protéine est liée à la signalisation du Ca intracellulaire par le 

biais de la voie Salt Over Sensitive (SOS), une voie importante dans la réponse au stress salin. 

En effet, cette voie constituée de plusieurs acteurs et CIPK14 phosphoryle SOS3-Like, un 

senseur de Ca, provoquant l’inactivation des pompes à protons nécessaire à l’action des 

transporteurs antiports H+/Na+ (Lin et al. 2014).  

Le gène STY46 code pour une protéine kinase qui phosphoryle des protéines 

impliquées dans la différentiation du chloroplaste (Martin et al. 2006 ; Lamberti et al. 2011). 

Nous n’avons pas d’explication quant à son rôle dans la réponse des racines à un stress induit 

par l’U.  

Le gène PSY1R code pour le récepteur kinase de la protéine PSY1 qui induit 

l’expansion et la différentiation cellulaire au niveau de la zone d’élongation racinaire. L’action 

de PSY1 est dépendante de son récepteur PSY1R qui déclenche une cascade de signalisation 

menant à l’élongation cellulaire (Mahmood et al. 2014). Cette régulation semble être possible 

par l’interaction entre PSY1R et AHA, une pompe à protons nécessaire à l’acidification de la 

paroi et à l’expansion cellulaire (Fuglsang et al. 2014).  

Le gène WAK4 code pour une protéine kinase de la paroi qui possède un rôle dans 

l’architecture et la croissance racinaire. Lorsque le gène est muté, le développement des 

racines latérales et l’élongation cellulaire sont arrêtés (Lally et al. 2001).  

Le gène IOS1 code pour une protéine kinase essentielle dans les processus de 

résistance aux pathogènes (C.-W. Chen et al. 2014 ; Yeh et al. 2016 ; Hok et al. 2014). Le 
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mutant est hypersensible à l’ABA mais présente une élongation racinaire plus importante que 

le sauvage (Hok et al. 2014). 

 

Pour résumer, l’U induit, entre autres, l’expression de 3 protéines kinases impliquées 

dans l’inhibition de la croissance racinaire et la mort cellulaire. L’U entraîne la répression de 

l’expression de 2 gènes impliqués dans l’expansion cellulaire et la régulation négative de l’ABA 

qui inhibe la croissance racinaire (Thole et al. 2014). L’U provoque donc une réponse 

transcriptionnelle des protéines kinases qui tendent à inhiber la croissance du système 

racinaire, un effet connu de ce métal (Misson et al. 2009). Les conséquences physiologiques 

et cellulaire de l’U sur le développement du système racinaire sont étudiées en détails dans le 

chapitre IV. 

 

Tableau 13. Liste des gènes codant pour des protéines kinases dont la fonction est connue et dont 
l’expression est modulée en réponse à un stress induit par l’uranium chez A. thaliana. Les gènes 
différentiellement exprimés codant pour des protéines kinases dont la fonction biologique est connue dans la 
littérature sont compilés. Les données ont été extraites de Doustaly et al. (2014). L’expression différentielle de 
chaque gène a été étudiée entre les 3 réplicas en condition contrôle (eau) et les trois réplicas en condition U (eau 
+ 50 µM U) grâce à un test de Student non-paramétrique (package Nparcomp, Logiciel R, pvalue < 0,05). Selon le 
consensus, seuls les gènes dont l’expression était surexprimée ou réprimée plus 2 fois ont été sélectionnés (log2 
de 1 ou -1). L’expression est exprimée en base log2. 

  Log2 U/CM  

Identifiant Gène 2 h 6 h 30 h Fonction biologique 

AT2G34650 PINOID (PID) 1,23 2,02 1,53 Inversion de la polarité cellulaire du 

transporteur d’auxine PIN2 

AT3G25250 OXIDATIVE SIGNAL-

INDUCIBLE1 

(OXI1) 

1,07 1,97 1,67 Signalisation du stress oxydatif 

 Mort cellulaire 

AT5G01820 CBL-INTERACTING 

PROTEIN KINASE 14 

(CIPK14) 

1,13 1,01 1,18 Signalisation du Ca 

Réponse à l’ABA 

Réponse au stress salin 

AT4G38470 SERINE/THREONINE 

TYROSINE KINASE 46 

(STY46) 

1,07 1,11 1,18 Différentiation du chloroplaste 

AT1G72300 PSY1 RECEPTOR 

(PSY1R) 

-1,08 -1,06 -1,18 Prolifération et expansion cellulaire 

AT1G21210 WALL ASSOCIATED 

KINASE 

(WAK4) 

-1,27 -1,05 -1,03 Senseur de la paroi  

Élongation cellulaire  

Développement des racines latérales 

AT1G51800 IMPAIRED OOMYCETE 

SUSCEPTIBILITY 1 

(IOS1) 

-1,7 -1,18 -1,89 Réponse aux stress biotiques 

Régule négativement la signalisation 

de l’ABA 
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Treize DEG sont retrouvés dans les feuilles (données non présentées). Aucun gène 

n’est différentiellement exprimé avant 6 heures de traitement et seulement 1 DEG est retrouvé 

entre 6 et 30 heures de traitement. Ce dernier code pour une protéine kinase putative dont la 

fonction et le substrat sont inconnus. Après 30 heures de stress induit par l’U, 12 gènes codant 

pour des protéines kinases voient leur expression modulée (9 sont surexprimés et 3 réprimés). 

Cette observation est compatible avec le fait que peu d’U est transloqué des racines aux 

feuilles (Laurette et al. 2012a ; Laurette et al. 2012b) et au temps de transduction nécessaire 

à la signalisation du stress des racines vers les feuilles (Shabala et al. 2016). Les 12 protéines 

kinases codées par ces gènes n’ont pas de fonctions et/ou de substrats connus. 

 

Expression des gènes codants pour des protéines phosphatases 

Sur les 131 gènes codant des protéines phosphatases, 21 (16%) voient leur expression 

modulée en réponse à l’U. Là encore, la différence de réponse majeure est celle retrouvée 

entre les racines et les feuilles. En effet, on retrouve 16 DEG dans les racines et seulement 5 

dans les feuilles. Comme dans le cas de l’étude de l’expression des gènes codant pour des 

protéines kinases, nous nous sommes intéressés aux gènes dont l’expression est modulée 

aux 3 temps d’exposition (Figure 78), condition seulement remplie dans les racines. Sur les 

16 DEG retrouvés dans les racines, seuls 2 gènes sont communs à tous les temps de 

traitement. Ces 2 gènes codent pour des protéines phosphatases de type Protein 

Phosphatase 2C. L’expression d’AT3G55050 est réprimée tandis que celle d’AT3G62260 est 

surexprimée. Cette famille de protéines phosphatases est connue pour être impliquée dans la 

signalisation des stress (Schweighofer et al. 2004). 

 

Figure 78. Diagramme de Venn représentant le nombre de gènes codant pour des protéines phosphatases 
dont l’expression est modulée au cours du temps lors d’un stress induit par l’uranium chez A. thaliana. Les 
données ont été extraites de Doustaly et al. (2014). Des plantes de 7 semaines cultivées en hydroponie ont été 
transférées dans de l’eau +/- 50 µM de nitrate d’uranyle. Les racines et les feuilles ont été récoltées séparément 
pour extraction d’ARN et hybridation sur puce à ADN après 2, 6 et 30 heures de traitements. L’expression 
différentielle de chaque gène a été étudiée entre les 3 réplicas en condition contrôle (eau) et les trois réplicas en 
condition U (eau + 50 µM U) grâce à un test de Student non-paramétrique (package Nparcomp, Logiciel R, pvalue 
< 0,05). Selon le consensus, seuls les gènes dont l’expression était induite ou réprimée plus de 2 fois ont été 
sélectionnés (log2 > 1 ou < -1). 
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(2) Expression des gènes en réponse à un stress induit par le cadmium 

 

Les données de la réponse transcriptionnelle d’A. thaliana au Cd ont été traitées de 

façon similaire à l’analyse de l’expression des gènes en réponse à un stress induit par L’U.  

 

Expression des gènes codants pour des protéines kinases  

La Figure 78 montre qu’il y a peu d’homogénéité dans l’expression des gènes en 

réponse au Cd entre les différentes études sélectionnées, que ce soit pour l’expression des 

gènes codant pour des protéines kinases (Figure 79A) ou phosphatases (Figure 79B). La 

plupart des gènes dont l’expression est modulée sont extraits de l’étude de Li et al. 2010 où 

les plantes ont été exposée à 200 µM de Cd. Ces conditions sont drastiques pour A. thaliana. 

Par exemple, sur les 987 gènes codant pour des protéines kinases, 240 (24%) voient leur 

expression modulée dans cette étude. De plus, la majorité des gènes communs à plusieurs 

conditions expérimentales sont issus de la même publication. Ces différences sont donc plus 

inhérentes aux conditions expérimentales qu’au traitement par le Cd. Néanmoins, un petit 

nombre de gènes s’avèrent être communs entre les études. Nous nous sommes 

particulièrement intéressés aux études de Weber et al. 2006 et Herbette et al. 2006 qui 

présentent des similitudes dans les concentrations de Cd utilisées et les temps d’exposition. 

Sur les 987 gènes codant pour des protéines kinases, 23 (2 %) sont régulés dans les 2 études 

(tous paramètres confondus, Figure 80). De ces DEG seulement 8 ont un rôle et/ou un substrat 

caractérisé dans la littérature (Tableau 14). Les autres gènes sont présentés en Annexe III. 

Le gène RIPK1 code pour une protéine kinase qui joue un rôle dans la mise en place 

de l’immunité innée chez les végétaux par la phosphorylation et l’activation de la protéine RIN4 

(J. Liu et al. 2011).  

Le rôle du produit du gène PID a été décrit précédemment car il est différentiellement 

exprimé en réponse à un stress induit par l’U. 

Le gène PSKR1 code pour une protéine kinase qui contrôle positivement l’action de 

l’hormone peptide phytosulfikine. Cette hormone contrôle, de façon Ca et calmoduline 

dépendante (Hartmann et al. 2014), l’élongation racinaire et ce principalement via le contrôle 

de la taille des cellules dans la zone mature (Kutschmar et al. 2009). Lorsque ce gène est 

muté, les rosettes d’A. thaliana sont de taille réduite (Matsubayashi, Shinohara, and Ogawa 

2006).  

Le gène HLERCK code pour une protéine kinase qui régule de façon négative la 

résistance aux bactéries Pectobacterium carotovorum (Arnaud, Desclos-Theveniau, and 

Zimmerli 2012) et Pseudomonas syringae (Desclos-Theveniau et al. 2012).  

Le gène CPK4 code pour une protéine kinase qui régule la transduction du signal de 

l’ABA en phosphorylant 2 facteurs de transcription de réponse à l’hormone (ABI1 et ABI4) mais 
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le rôle de la phosphorylation est inconnu (Zhu et al. 2007). D’autre part, cette protéine kinase 

participe à l’inhibition de la croissance du système racinaire en maintenant la stabilité d’ACS6, 

une enzyme impliquée dans la synthèse de l’éthylène (Luo et al. 2014).  

Le gène MKK2 code pour une protéine kinase qui induit la rigidification des membranes 

en réponse au froid de façon Ca dépendante (Furuya et al. 2014). Une redondance 

fonctionnelle est observée avec la protéine kinase MKK2. En effet, seul le double mutant mkk1 

mkk2 présente un phénotype. Lorsque les 2 gènes sont mutés, les plantules meurent après 

germination. Ce phénomène semble s’expliquer par une accumulation importante d’H2O2 et 

par l’activation de la réponse immunitaire innée (M. Gao et al. 2008).  

Le gène ATSK12 code pour une protéine kinase qui régule la croissance via les 

brassinostéroïdes. Les plantes mutées pour ce gène montrent un phénotype dit « nain » (Youn 

et al. 2013).  

Le gène BSK3 code pour une protéine kinase qui joue un rôle redondant avec les 

protéines BSK1 à BSK8 dans la transduction du signal lié aux brassinostéroïdes. Des triples 

et quadruples mutations de différentes BSK produisent une baisse de croissance foliaire et 

une augmentation de la croissance racinaire couplées à une altération de l’expression des 

gènes de réponse aux brassinostéroïdes (Sreeramulu et al. 2013). 
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Figure 79. Heatmap représentant les gènes liés à la 
phosphorylation dont l’expression est modulée en 
réponse au cadmium chez A. thaliana. Gènes 
codant pour (A) des protéines kinases et (B) des 
protéines phosphatases. Les données ont été extraites 
de Ref.1 : Li et al. (2010). Ref .2, 6 : Weber et al. 
(2006). Ref .3, 4, 5, 7, 8 et 9 : Herbette et al. (2006). 
Ref .10 : et al. (2017). Ref .11 : Khare et al. 2016. 
L’expression différentielle de chaque gène a été 
étudiée (lorsque les données sont disponibles) entre 
les réplicas en condition contrôle et les réplicas en 
condition Cd grâce à un test de Student non-
paramétrique (package Nparcomp, Logiciel R, pvalue 
< 0,05). Selon le consensus, seuls les gènes dont 
l’expression était induite ou réprimée plus de 2 fois ont 
été sélectionnés (log2 de 1 ou -1). L’échelle est 
exprimée en base Log2. Ref. : Référence. Les 
conditions d’études liées aux différentes publications 
sont présentées dans le Tableau 8. 
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Figure 80. Diagramme de Venn représentant les gènes liés à la phosphorylation des protéines dont 
l’expression est modulée lors d’un stress induit par le cadmium chez A. thaliana. Les listes DEG issus des 
publications Weber et al. (2006) et Herbette et al. (2006) ont été confrontées afin de mettre en évidence les gènes 
différentiellement exprimés en réponse à un stress induit par le Cd communs aux 2 études. L’expression 
différentielle de chaque gène a été étudiée entre les réplicas en condition contrôle et les réplicas en condition Cd 
grâce à un test de Student non-paramétrique (package Nparcomp, Logiciel R, pvalue < 0,05). Selon le consensus, 
seuls les gènes dont l’expression était induite ou réprimée plus de 2 fois ont été sélectionnés (log2 > 1 ou < -1). 

 

Tableau 14. Liste des gènes codant pour des protéines kinases dont la fonction est connue et dont 
l’expression est modulée en réponse à un stress induit par le cadmium chez A. thaliana. Les gènes 
différentiellement exprimés codant pour des protéines kinases dont la fonction biologique est connue dans la 
littérature sont compilés. Les résultats de Weber et al. (2006) ont été compilés et représentent l’expression des 
gènes dans des racines de plantes âgées de 3 semaines en hydroponie après 2 heures de traitement avec 10 ou 
50 µM de sel de Cd non spécifié. Les résultats d’Herbette et al. (2006) ont été compilés et représentent l’expression 
des gènes dans des racines de plantes âgées de 4 semaines en hydroponie après 2, 6 et 30 heures de traitement 
avec 5 ou 50 µM de sulfate de Cd. L’expression différentielle de chaque gène a été étudiée entre les réplicas en 
condition contrôle et les réplicas en condition Cd grâce à un test de Student non-paramétrique (package Nparcomp, 
Logiciel R, pvalue < 0,05). Selon le consensus, seuls les gènes dont l’expression était induite ou réprimée plus de 
2 fois ont été sélectionnés (log2 > 1 ou < -1). L’expression est exprimée en base log2. 
 

  log2 Cd/CM  

 

Identifiant 

 
Gène 

Weber et 
al. 2006 

Herbette et 
al. 2006 

 
Fonction biologique 

AT2G05940 RPM1-INDUCED 
PROTEIN KINASE (RIPK) 

1,05 4,03 Activation de l’immunité innée 

AT2G34650 PINOID (PID) 2,14 3,42 Inversion de la polarité cellulaire 
du transporteur d’auxine PIN2 

AT2G02220 PHYTOSULFOKIN 
RECEPTOR 1 (PSKR1) 

1,54 2,53 Croissance racinaire 

AT3G59700 LECTIN-RECEPTOR 
KINASE 5 (LecRK-V) 

1,71 2,17 Régulateur négatif de la 
résistance aux pathogènes 

AT4G09570 CALCIUM-DEPENDENT 
PROTEIN KINASE 4 

(CPK4) 

1,21 1,43 Régulation de la signalisation de 
l’ABA 

Régulateur positif de la synthèse 
d’éthylène 

Régulateur négatif de la 
croissance racinaire 

AT4G29810 MAP KINASE KINASE 2 
(MKK2) 

1,05 1,38 Rôle dans la réponse au froid 
Rôle dans la réponse au stress 

oxydatif 
Régulateur négatif de l’immunité 

innée 
AT3G05840 SHAGGY-RELATED 

PROTEIN KINASE 12 
(ATSK12) 

1,09 1,07 Régulateur positif de la 
croissance 

AT4G00710 BRASSINOSTEROIDS-
SIGNALING KINASE 3 

(BSK3) 

-1,08 -1,39 Elongation racinaire 
Régulation de la signalisation 

des brassinostéroïdes 
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Pour résumer, la réponse transcriptionnelle des gènes codant pour des protéines 

kinases en réponse à un stress Cd induit des réponses précédemment caractérisées comme 

participant à la mise en place de l’immunité innée et de la réponse aux pathogènes. De façon 

intéressante, le seul gène réprimé de notre liste est le gène codant la protéine BSK3 qui 

participe à l’élongation racinaire. Or, un stress induit par le Cd est connu pour fortement inhiber 

la croissance racinaire (Hong-Mei Yuan and Huang 2016).  

 

Expression des gènes codants pour des protéines phosphatases 

Sur les 131 gènes codant des protéines phosphatases, 30 (23 %) voient leur expression 

modulée en réponse au Cd dans les différentes expériences. De façon similaire à l’expression 

des gènes codant pour les protéines kinases en réponse à un stress induit par le Cd, la 

majorité des DEG est retrouvée dans les données de Li et al. 2010 (20/30 DEG). Seuls 4 DEG 

sont retrouvés dans au moins 2 conditions issues de 2 publications différentes (ATP’ DELTA, 

AT3G62260, AT4G32950 et AT4G28400). ATP’ DELTA code pour une protéine phosphatase 

du type PP2A, une famille connue pour participer à la signalisation des ROS dans les plantes 

(Rahikainen et al. 2016). Les 3 autres gènes codent pour des protéines phosphatases de type 

PP2C et n’ont pas de fonction et/ou de substrat connus. 
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b) Étude de l’expression des gènes liés à la phosphorylation chez deux populations 

métallicoles d’A. halleri exposées au Cd 

 

En suivant le même raisonnement que pour l’étude de l’expression des gènes codant pour 

des PKMT et des KDM, nous avons souhaité étudier la réponse transcriptionnelle à long terme 

des gènes codant pour des protéines kinases et des protéines phosphatases chez A. halleri. 

 

Expression des gènes codants pour des protéines kinases  

Les kinases et phosphatases chez A. halleri ont été identifiées par homologie de 

séquence avec les gènes d’A. thaliana utilisés plus haut. 1021 kinases et 135 phosphatases 

homologues ont été identifiées à partir des 987 kinases et 131 phosphatases d’A. thaliana 

répertoriées sur le site PhosphAt. 

Une ACP conduite sur les données de RNAseq indique que la variable population 

explique la majeure partie des différences de la réponse transcriptionnelle des plantes à un 

stress induit par le Cd (feuilles : 59 % et racines : 57 %) (Figure 81A). De façon intéressante, 

les effets liés au traitement sont opposés entre racines et feuilles. En effet, la variable condition 

(CM vs Cd) est plus marquée dans les feuilles de PL22 et plus marquée dans les racines de 

I16. Or, la population italienne I16 est caractérisée par sa capacité à exclure les métaux, peu 

de Cd et de Zn sont donc accumulés dans les feuilles (Meyer et al. 2015 ; Corso et al. 2018 ; 

Hanikenne et al. 2018). La population polonaise PL22 est quant à elle une hyperaccumulatrice 

de Cd et de Zn, il est donc logique que l’effet majeur du Cd sur l’expression des gènes se 

retrouve principalement au niveau des feuilles. Cet effet a déjà été mis en avant dans l’analyse 

globale du transcriptome menée par Corso et al. (2018). 

Nous nous sommes ensuite intéressés à la variable traitement (Cd versus CM). Nous 

avons cherché à savoir quels gènes voyaient leur expression modulée par le Cd dans les 

racines et les feuilles des 2 populations (Figure 81C). Aucun des 1021 gènes homologues d’A. 

thaliana codant pour des protéines kinases ne voit son expression modulée par le traitement 

avec du Cd chez I16. Chez PL22, 46 gènes ont été identifiés comme étant différentiellement 

exprimés en réponse au stress induit par le Cd. Sur ces 46 DEG codant des protéines kinases 

dans les feuilles et les racines de PL22 en réponse à un stress induit par le Cd, seuls 11 gènes 

ont une fonction et/ou un substrat répertorié dans la littérature (Figure 81). Les autres gènes 

sont présentés en Annexe IV. 
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Figure 81. Expression des gènes codant des protéines kinases dont l’expression est modulée en réponse 
au Cd dans les populations métallicoles d’A. halleri PL22 et I16. Les données ont été obtenues à partir d’une 
analyse de RNA-seq avec des plantes d’A. halleri traitées +/- 5 µM sulfate de Cd pendant 10 jours (Corso et al. 
2018). (A) Analyses en composantes principales de l’expression des gènes dans les feuilles et les racines. (B) 
Gènes différentiellement exprimés en fonction de la population (ratio PL22/I16) dans toutes les conditions (feuilles 
+/- Cd et racine +/- Cd). L’expression différentielle de chaque gène a été étudiée entre les 3 réplicas de PL22 et les 
3 réplicas de I16 grâce à un test de Student non-paramétrique (package Nparcomp, Logiciel R, pvalue < 0,05).  (C) 
Gènes différentiellement exprimés en fonction de la condition (ratio Cd/CM) dans les racines et les feuilles des 
population PL22 et I16. L’expression différentielle de chaque gène a été étudiée entre les 3 réplicas en condition 
contrôle et les 3 réplicas en condition Cd (5 µM de sulfate de Cd, 10 jours) grâce à un test de Student non-
paramétrique. En accord avec les analyses de Corso et al. (2018), seuls les gènes dont l’expression était induite 
ou réprimée plus de 1,4 fois ont été sélectionnés (log2 de 0,5 ou -0,5). L’échelle est exprimée en base Log2. 



Chapitre IV : Étude du rôle des modifications post-traductionnelles 
 

157 

 

Le gène WNK9 code pour une protéine kinase impliquée dans la signalisation de l’ABA. 

En effet, lorsque le gène est muté la plante est plus sensible à l’application exogène d’ABA et 

à un stress du type sècheresse. Au contraire, la surexpression de WNK9 augmente la 

résistance à la sécheresse mais induit l’inhibition de l’élongation de la racine primaire (Xie et 

al. 2014).  

Le gène MAPKKK20 code pour une protéine kinase qui régule l’activité de MKP6, une 

protéine importante dans la réponse au stress salin, froid et oxydatif. Lorsque le gène est muté, 

la plante accumule de grande quantité de ROS en condition de stress salin, elle est donc plus 

sensible à la présence de fortes concentrations de chlorure de sodium (J.-M. Kim et al. 2012).  

Le gène GSO1 code pour une protéine kinase qui joue un rôle dans la synthèse des 

bandes de Caspari au niveau de l’endoderme (Pfister et al. 2014). La fonction de la protéine 

GSO1 est redondante avec la protéine GSO2 et le double mutant gso1gso2 montre un 

développement racinaire anormal avec des problèmes de différentiation cellulaire (Racolta et 

al. 2014).  

Le gène GSK1 code pour une protéine kinase qui interagit avec les protéines BSK et 

qui participe à la régulation de la signalisation liée aux brassinostéroïdes (Sreeramulu et al. 

2013). Lorsqu’un inhibiteur spécifique de l’activité de GSK1 est appliqué, une forte 

différentiation des cellules en cellules du xylème est observée (Kondo et al. 2014, 3). Son 

substrat est la protéine SNRK2.3. La phosphorylation inhibe l’activité de cette deuxième 

protéine kinase qui joue un rôle dans la signalisation de l’ABA (Cai et al. 2014) et la réponse 

des plantes aux stress abiotiques (Anna Kulik et al. 2011).  

Les gènes AUR1 et AUR2 codent pour des protéines kinases localisées dans 

l’enveloppe nucléaire (Kawabe et al. 2005). La double mutation de ces gènes provoque des 

défauts d’orientation du plan de division cellulaire et une initiation incontrôlée des racines 

latérales (Van Damme et al. 2011). Une autre étude a aussi mis en évidence que ces enzymes 

sont des acteurs dans le maintien de l’activité méristématique (Petrovská et al. 2012). 

L’enzyme AUR1 phosphoryle la sérine 10 de l’histone H3 et participe donc à la régulation 

transcriptionnelle de type épigénétique (Demidov et al. 2009). 

Le gène CRK36 code pour une protéine kinase membranaire qui, lorsqu’elle est 

surexprimée, induit une forte accumulation de callose et de ROS lors de stress biotiques (Yeh 

et al. 2015). Lorsque le gène est muté, on observe une surexpression des gènes de réponse 

à l’ABA. De façon intéressante, l’expression de CRK36 a déjà été montrée comme étant 

corégulée avec le gène ARCK1 (Tanaka et al. 2012), ce qui est aussi le cas dans notre étude. 

CRK36 phosphoryle ARCK1 (in vitro) ce qui suggère que les 2 protéines forment un complexe 

qui régule négativement la signalisation de l’ABA et le stress osmotique.  
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Tableau 15. Liste des gènes codant pour des protéines kinases dont la fonction est connue et dont 
l’expression est modulée en réponse à un stress induit par le cadmium dans la population d’A. halleri PL22. 
Les gènes différentiellement exprimés codant pour des protéines kinases dont la fonction biologique est connue 
dans la littérature sont compilés. L’expression différentielle de chaque gène a été étudiée entre les réplicas en 
condition contrôle et les réplicas en condition Cd grâce à un test de Student non-paramétrique (package Nparcomp, 
Logiciel R, pvalue < 0,05). Selon le consensus, seuls les gènes dont l’expression était induite ou réprimée plus de 
1,4 fois ont été sélectionnés (log2 >0,5 ou < -0,5). L’expression est exprimée en base log2. 

 

Homologue 
d’A. thaliana 

 
Gène 

 
Organe 

 
Log2 Cd/CM 

 
Fonction biologique 

AT1G16150 WALL ASSOCIATED 
KINASE-LIKE 4 (WAKL4) 

Racine 0,72 Homéostasie minérale 

AT4G11890 ABA AND OSMOTIC 
STRESS INDUCIBLE 

RECEPTOR LIKE 
CYTOSOLIC KINASE1 

(ARCK1) 

Racine 0,59  
Régulation négative de la 

signalisation de l’ABA 
 

AT5G16000 NSP-INTERACTING 
KINASE 1 (NIK1) 

Racine 0,53 Immunité virale 

AT5G28080 WNK9 
 

Racine -0,50 Rôle dans la réponse au stress 
osmotique 

Régulateur négatif de la 

signalisation de l’ABA 
AT4G20140 GASSHO1 (GSO1) Racine -0,69 Formation des bandes de Caspari 

Identité des cellules souches 
Différentiation cellulaire 
Prolifération cellulaire 

AT4G32830 AURORA1 (AUR1) Racine -2,26 Maintien de l’activité 
méristématique 

Division cellulaire 
Contrôle de l’initiation des racines 

latérale 

AT2G25880 AURORA2 (AUR2) Racine -0,55 

AT1G06390 SHAGGY-LIKE PROTEIN 
KINASE 1 (GSK1) 

Racine -2,34 Signalisation des 
brassinostéroïdes 

Signalisation de l’ABA 
Contrôle de la différentiation des 

cellules du xylème 
AT5G57630 CBL-INTERACTING 

PROTEIN KINASE 21 
(CIPK21) 

Feuille -0,84 Réponse au stress salin 
Homéostasie ionique / Vacuole 

AT4G04490 CYSTEINE RICH 

RECEPTOR LIKE 
PROTEIN KINASE 36 

(CRK36) 

Feuille -0,84 Régulation négative de la 
signalisation de l’ABA 
Synthèse de callose 

AT3G50310 MITOGEN-ACTIVATED 
PROTEIN KINASE 

KINASE KINASE 20 
(MAPKKK20) 

Feuille -1,18 Rôle dans la réponse au stress 
osmotique 
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Le gène CIPK21 code pour une protéine kinase exprimée de façon ubiquitaire dans 

tous les tissus et surexprimée en réponse à de nombreux stress. Le mutant cipk21 est 

hypersensible au stress salin (Pandey et al. 2015).  

Le gène WAKL4 fait partie d’une famille de gènes qui codent pour des protéines 

kinases qui font un lien physique entre la paroi cellulaire et le cytoplasme. L’expression de 

WAKL4 est induite par le sodium, le potassium, le cuivre, le nickel et le Zn. Lorsque que le 

gène est muté on observe une plus forte tolérance au nickel mais une faible accumulation de 

Zn dans les feuilles (Hou 2005).  

Finalement, le gène NIK1 code pour une protéine kinase dont la surexpression 

provoque la baisse de traduction des protéines. Ce mécanisme implique la protéine 

ribosomale RPL10 dont la traduction est réprimée par NIK1, entrainant le blocage des voies 

de traduction des protéines contrôlées par RPL10 (Zorzatto et al. 2015). 

 

Pour résumer, la réponse transcriptionnelle de type acclimatation (stress induit sur 10 

jours) en réponse à un stress induit par le Cd chez une espèce hyperaccumulatrice de Cd et 

de Zn concerne principalement la mise en place de la régulation de l’hormone ABA et la 

répression de gènes liés à la réponse aux stress et la croissance racinaire. 

 

Expression des gènes codants pour des protéines phosphatases 

En suivant le même raisonnement, nous avons analysé ces données pour la liste de 

gènes codants des protéines phosphatases (Figure 82). De la même manière, l’expression 

des gènes est majoritairement expliquée par la variable population (feuilles 65,19% et racines 

52,09 %). Dans les feuilles la variabilité due au Cd est plus forte chez PL22 et inversement 

plus forte chez I16 dans les racines (Figure 82A). Cette forte variabilité liée à la variable 

population se retrouve sur la heatmap représentant l’expression des gènes de PL22 versus 

I16 avec deux grands groupes, les gènes surexprimés chez I16 et les gènes surexprimés chez 

PL22 (Figure 82B). 

Encore une fois aucun gène ne voit son expression modulée par le Cd chez I16. Seuls 

2 gènes codant des protéines phosphatases sont différentiellement exprimés chez PL22 entre 

la condition contrôle et la condition Cd (Figure 82C). Ces gènes codent pour une protéine 

phosphatase de la famille des PP2C de fonction inconnue et la protéine phosphatase SLP1. 

Cette dernière a un rôle inconnu chez les végétaux mais est prédite pour jouer un rôle dans la 

détection de l’homéostasie minérale chez l’Homme (Kutuzov and Andreeva 2012). 
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Figure 82. Expression des gènes codant des protéines phosphatases dont l’expression est modulée en 
réponse au cadmium dans les populations d’A. halleri métallicoles PL22 et I16. Les données ont été obtenues 
à partir d’une analyse de RNA-seq avec des plantes d’A. halleri traitées +/- 5 µM sulfate de Cd pendant 10 jours 
(Corso et al. 2018). (A) Analyses en composantes principales de l’expression des gènes dans les feuilles et les 
racines. (B) Gènes différentiellement exprimés en fonction de la population (ratio PL22/I16) dans toutes les 
conditions (feuilles +/- Cd et racine +/- Cd). L’expression différentielle de chaque gène a été étudiée entre les 3 
réplicas de PL22 et les 3 réplicas de I16 grâce à un test de Student non-paramétrique (package Nparcomp, Logiciel 
R, pvalue < 0,05).  (C) Gènes différentiellement exprimés en fonction de la condition (ratio Cd/CM) dans les racines 
et les feuilles des population PL22 et I16. L’expression différentielle de chaque gène a été étudiée entre les 3 
réplicas en condition contrôle et les 3 réplicas en condition Cd (5 µM de sulfate de Cd, 10 jours) grâce à un test de 
Student non-paramétrique. En accord avec les analyses de Corso et al. 2018, seuls les gènes dont l’expression 
était induite ou réprimée plus une fois ont été sélectionnés (log2 de 0,5 ou -0,5). L’échelle est exprimée en base 
Log2. 

AT3G62260 

SLP1 
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3. Conclusion 
 

Cette étude de la réponse transcriptionnelle des gènes liés à la phosphorylation des 

protéines a mis en évidence de nombreux gènes dont la fonction et/ou le substrat sont 

inconnus et qui constituent donc des candidats pour l’identification de nouveaux acteurs dans 

la réponse, l’adaptation et la détoxication des ETM. En effet, en réponse à un stress induit par 

l’U chez A. thaliana, nous avons identifié 14 protéines kinases et 2 protéines phosphatases 

non caractérisées (Annexe II) ainsi que 7 protéines kinases dont le rôle est connu en dehors 

du contexte d’un stress métallique (Tableau 15). En réponse à un stress induit par le Cd nous 

avons mis en évidence 15 protéines kinases et 4 protéines phosphatases de nature inconnue 

(Annexe III) ainsi que 8 protéines kinases caractérisées dans des conditions ne mettant pas 

en jeu un stress métallique (Tableau 16). 

Chez la population PL22 d’A. halleri, nous avons mis en évidence un grand nombre de 

gènes pour l’identification de candidats impliqués dans l’acclimatation à un stress induit par le 

Cd. Quarante-sept protéines kinases et 2 protéines phosphatases de nature inconnue (Annexe 

IV) ainsi que 11 protéines kinases caractérisées en dehors de la réponse à un stress 

métallique, à l’exception de WAKL4 (Tableau 17).  

Ces analyses nous mènent à un total de 102 protéines kinases et 8 protéines 

phosphatases d’intérêt pour l’identification de nouveaux acteurs dans la réponse au stress 

induit par des ETM. Nous n’avons pas entrepris la caractérisation de ces gènes pour confirmer 

ou infirmer leur rôle dans la tolérance à un stress induit par les ETM. En effet, l’étude des 

lignées mutées dans des gènes codants pour des PKMT était déjà engagée (cf. partie A.) et 

l’ajout de nouveaux candidats n’était pas envisageable. 
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Les effets de l’U sur l’architecture et le développement du système racinaire d’A. thaliana 

ou d’autres espèces végétales n’ont jamais étudiés en détails. Seules des observations sur 

l’inhibition de la croissance et la mort cellulaire de l’apex racinaire ont été décrites (Misson et 

al. 2009). Au cours d’expériences préliminaires nous avons montré que le système racinaire 

d’A. thaliana est fortement impacté par l’U. En effet, une exposition de plantules au 

radionucléide provoque un développement anormal des racines latérales caractérisé par un 

grand nombre de branchements. Ces ramifications sont aussi observées au niveau de l’apex 

(Figure 83A). Pour supporter ces observations, l’analyse de données de puces à ADN CATMA 

de plante d’A. thaliana traitées à l’U (Doustaly et al. 2014) a mis en évidence que l’U perturbe 

un grand nombre de gènes annotés comme participant au développement racinaire (Figure 

83B). Parmi ceux-ci, on retrouve des gènes codant pour des protéines impliquées dans la 

formation des poils absorbants (MOP10, Boron et al. 2014), plusieurs protéines impliquées 

dans l’expansion cellulaire (expansines, Lee et al. 2001 et WAK4, Lally et al. 2001), ainsi que 

des protéines liées à l’auxine, une hormone essentielle au développement racinaire (AUX1, 

Bennett et al. 1996 ; PID, Benjamins et al. 2001 ; IAA14, López-Bucio et al. 2015 ; LOX1, 

Vellosillo et al. 2007 ; LOX2, Bainbridge et al. 2008 ; LOX3, Mellor et al. 2015). C’est pour ces 

raisons que caractériser l’effet de l’U sur l’architecture et le développement racinaire d’A. 

thaliana nous a semblé important. 

 

A. Mise au point des conditions d’étude 

 

La principale difficulté de ce type d’étude est directement liée à la chimie de l’U. En effet, 

l’U est un acide dur selon la classification des acides/bases de Pearson qui peut former des 

complexes avec un grand nombre de composés tels que les phosphates, les sulfates, les 

acides organiques ou encore les fonctions hydroxyles. De ce fait, comme nous l’avons vu dans 

le chapitre précèdent, il est compliqué d’étudier le stress induit par l’U sur des milieux de 

culture gélosés. De plus, il a été montré qu’il peut y avoir, dans ces milieux, des concentrations 

résiduelles de phosphates jusqu’à 300 µM (Jain et al. 2009), rendant les expériences en 

milieux gélosés peu fiables et peu reproductibles car l’U n’est peu ou pas biodisponible dans 

ces conditions. 
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Figure 83. Perturbation de l’architecture racinaire et de 
l’expression des gènes liés au développement racinaire chez 
A. thaliana exposée à l’uranium. (A) Observations au 
microscope de racines d’A. thaliana cultivées en hydroponie 
pendant 4 semaines et traitées pendant 10 jours dans un milieu 
pauvre en phosphate (25 µM) contenant 0 ou 100 µM de nitrate 
d’uranyle. Barre = 100 µm (B) Données issues de Doustaly et al. 
(2014). Des plantes d’A. thaliana âgées de 4 semaines ont été 
transférées dans de l’eau contenant 0 ou 50 µM de nitrate 
d’uranyle. Les plantes ont été récoltées pour extraction d’ARN à 2, 
6 et 30 h de traitement afin de les hybrider sur puces à ADN 
CATMA. Heatmap de l’expression différentielle (eau +/- 50 µM de 
nitrate d’uranyle, en base Log2) des gènes annotés comme 
participant au développement racinaire (Gene Ontology term, G.O. 
« Root development », www.arabidopsis.org). 
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Pour contrer ce problème, nous avons montré que la croissance de plantules en milieu 

liquide (hydroponie) limitait ces biais, en permettant d’avoir des quantités d’U biodisponibles 

plus importantes. De plus, cette technique de culture permet d’observer des différences de 

phénotype en relation avec le stress induit par le radionucléide dès 20 µM de nitrate d’uranyle 

(dans un milieu de culture contenant 25 µM de Pi). 

Étant donné que les effets de l’U sur le système racinaire des végétaux n’ont jamais été décrits 

en détails, nous avons été amenés à développer une approche globale pour observer 

plusieurs paramètres physiologiques et cellulaires. Cette approche regroupe plusieurs 

méthodes de coloration afin de suivre la viabilité cellulaire, l’accumulation de molécules 

comme les ROS ou encore la synthèse de polymères de défense. Cette approche a été 

complétée par l’observation de lignées transgéniques d’A. thaliana Col0 exprimant des 

protéines ou des promoteurs clés du développement racinaire fusionnées à des molécules 

rapporteuses (GFP et GUS). Certaines de ces techniques ont préalablement été utilisées pour 

étudier d’autres stress métalliques comme ceux induit par l’aluminium (Shen et al. 2008; 

Hossain et al. 2005), le cuivre (Lequeux et al. 2010) ou encore le chrome (Eleftheriou et al. 

2015). 

Nous nous sommes concentrés sur l’apex racinaire primaire, siège de la division, de la 

différentiation et de l’élongation cellulaire racinaire primaire. Cette zone est sous le contrôle 

de mécanismes finement régulés (gradient hormonaux, signaux intercellulaires…) et est donc 

facilement et rapidement perturbée par les stress (Dinneny et al. 2008).  

 

1. Développement d’un système hydroponique adapté à l’étude de plantules : µPonics 
 

Dans notre équipe, la culture en hydroponie est habituellement utilisée pour étudier des 

plantes d’A. thaliana âgées de plusieurs semaines et ayant développé des systèmes foliaires 

et racinaires importants. Afin de nous permettre d’étudier l’apex racinaire primaire et de bien 

distinguer l’architecture racinaire (distinction aisée des racines primaire/secondaire, zones de 

division/élongation/maturation), nous avons développé un système d’hydroponie, nommé 

« µPonics », nous permettant d’obtenir des plantules de petite taille. Ce système consiste en 

une plaque imprimée en 3D qui flotte à la surface du milieu de culture. Les plaques contiennent 

36 ou 100 trous de forme conique remplis d’agar 0,65 % (m/v) (Figure 84). Une graine est 

déposée dans chaque trou. Après six jours de croissance dans un milieu de culture complet 

(milieu « Bruxelles » contenant 250 µM Pi) (Meyer et al. 2015) la racine primaire mesure 

environ 0,5 cm de longueur. Les plantes sont alors prêtes à être traitées. Lors du traitement la 

plaque est simplement transférée d’un milieu à un autre. 
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Figure 84. Système de croissance hydroponique µPonics. Le système de culture hydroponique nommé µPonics 
consiste en une plaque flottant à la surface du milieu de culture. Les plaques contiennent 100 ou 36 trous de forme 
conique remplis avec de l’agar 0,65 % (m/v) ; une graine est déposée dans chaque trou. La plaque a été modélisée 
en utilisant le logiciel FreeCad (www.freecadweb.org, v 0.15) et imprimée en plastique Acrylonitrile butadiène 
styrène (ABS) avec une imprimante 3D Ultimaker 2 (Ultimaker). 
 

2. Effet de l’uranium sur la viabilité cellulaire 
 

Afin de déterminer quelles concentrations d’U étaient adaptées à notre système de culture 

et à l’âge des plantules, nous avons réalisé une expérience d’effet dose sur une durée de 9 

jours. Les plantules cultivées pendant 6 jours dans un milieu contenant 250 µM de Pi ont été 

transférées dans un milieu de culture contenant 25 µM de Pi (Low Phosphate, LP) +/- nitrate 

d’uranyle ou dans un milieu sans Pi (No Phosphate, NP). Nous avons testé des doses de 

nitrate d’uranyle allant de 0 à 50 µM par incréments de 10 µM. L’effet toxique de l’U a été 

visualisé en réalisant un test de viabilité cellulaire. Ce dernier consiste en une double 

coloration : la fluorescéine diacétate (FDA) verte pour marquer les cellules vivantes et l’iodure 

de propidium (PI) rouge pour marquer les cellules mortes (K. Jones et al. 2016). Les 

membranes des cellules vivantes sont perméables à la FDA qui, une fois incorporée, est 

transformée en fluorescéine verte (Saruyama et al. 2013). Les membranes dont l’intégrité n’est 

pas compromise ne sont pas perméables au PI. C’est un marqueur de la paroi de toutes les 

cellules et du noyau des cellules mortes (J. Chen et al. 2006).  

 

http://www.freecadweb.org/
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Dans un premier temps, nous observons que les conditions LP et NP n’affectent pas la 

viabilité cellulaire au cours du temps (Figure 85). Ensuite, lorsque l’on traite les plantes avec 

de l’U dans le milieu LP, le métal n’affecte la viabilité cellulaire qu’à partir de 20 µM (condition 

U20). Néanmoins, cet effet toxique est faible et n’est observable qu’à 2 jours d’exposition. 

L’observation après 9 jours montre un gonflement de l’apex (Figure 85, U20, 9 jours) sans que 

cela n’ait d’effet sur la viabilité cellulaire. 

 

 

 

 

Figure 85. Effet de doses croissantes d’uranium sur la viabilité cellulaire de l’apex racinaire primaire d’A. 
thaliana au cours du temps. Coloration de la viabilité cellulaire des apex racinaires primaires de plantules Col0 
après 1, 2, 3, 6 et 9 jours de traitement en milieu No Phosphate (NP, 0 µM Pi) ou Low Phosphate (LP, 25 µM Pi) 
+/- 10, 20, 30, 40 ou 50 µM de nitrate d’uranyle. La FDA colore en vert les cellules viables (membrane plasmique 
intacte) et le PI colore en rouge les parois cellulaires et les cellules mortes (membrane plasmique endommagée). 
Observations effectuées à l’objectif x20 sur un microscope à épifluorescence. Le signal FDA a été observé avec 
un filtre FITC et le signal PI avec un filtre Texas red. Images représentatives de n = 8 plantules. Barre = 100 µm. 
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La dose d’U devient létale pour l’apex primaire à partir de 30 µM (condition U30). Les effets 

sur la viabilité cellulaire sont visibles dès 24 heures de traitement et après 3 jours presque 

toutes les cellules de l’apex primaire sont mortes (Figure 85). Aux doses supérieures à 30 µM, 

l’U provoque la mort de l’apex primaire en 24 à 48 heures. Cette mort de l’apex primaire est 

associée au développement de racines latérales vivantes très proches de l’apex (Figure 85). 

Au vu de ces résultats nous avons décidé de continuer cette étude avec les deux conditions 

contrôles LP et NP, la dose sub-toxique U20 et la dose toxique U30. 

 

3. Caractérisation des milieux de culture : dosages du Pi et de l’U 
 

L’U est connu pour former avec le Pi des complexes qui ont tendance à précipiter (Grindler 

1962), rendant ce dernier non biodisponible pour la plante et pouvant mener à une carence en 

Pi. Dans ce contexte, nous avons décidé de suivre l’évolution de la teneur en Pi et en U dans 

les différents milieux de culture utilisés. Pour ceci, nous avons utilisé la méthode 

spectrophotométrique au vert de malachite pour quantifier le Pi et des dosages par ICP-MS 

pour quantifier l’U (Figure 86). Les aliquotes des milieux ont été prélevées en surface, au 

niveau de la zone de d’absorption des racines. 

Nous avons observé que lorsque le milieu LP contient de l’U, la concentration en Pi 

diminue de 60 % dans la zone d’absorption des racines après 24 heures (Figure 86A). Après 

3 jours, les quantités de Pi biodisponibles sont extrêmement faibles et se rapprochent d’un 

milieu ne contenant pas de Pi (NP). En l’absence d’U, la quantité de Pi disponible pour les 

racines dans le milieu LP diminue après 3 jours de traitement (38 % de réduction, Figure 86A).  

 
Figure 86. Quantification du phosphate et de l’uranium biodisponibles dans les milieux de culture au cours 
du temps. L’évolution des concentrations de Pi et U a été déterminée après 0, 1, 2 et 3 jours de traitement dans 
les milieux No phosphate (NP, 0 µM Pi) et Low Phosphate (LP, 25 µM Pi) +/- 20 ou 30 µM de nitrate d’uranyle. Les 
aliquotes de milieux ont été prélevées à la surface, au niveau de la zone d’absorption des racines. (A) Concentration 
de Pi dans les milieux de culture en fonction du temps. Les dosages ont été effectués avec la technique 
spectrophotométrique au vert de malachite à Ȝ = 610 nm (n = 6 milieux). (B) Concentration d’U dans les milieux de 
culture en fonction du temps. Les dosages ont été effectués par ICP-MS (n = 6 milieux). 
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Ensuite, nous avons quantifié l’U dans ces mêmes échantillons de milieu de culture. 

Les quantités d’U disponible pour les plantules diminuent également de façon drastique dans 

les premières 24 heures dans les milieux U20 et U30 (respectivement, 5,6 µM et 11,5 µM d’U 

restant, Figure 86B). Ces résultats appuient l’hypothèse que les baisses de Pi et d’U 

biodisponibles sont majoritairement dues à la formation de complexes U-Pi et à leur 

précipitation. 

Cette hypothèse est renforcée par les simulations de spéciation chimique effectuées 

pour les différents milieux. Ces simulations, réalisées avec le logiciel Geochem-EZ (Shaff et 

al. 2010), prédisent que dans les milieux U20 et U30, plus de 99 % des ions PO4
3- sont 

complexés par l’U alors qu’ils sont pour plus de 90 % sous forme protonnée dans le milieu LP 

sans U (Tableau 16). L’ion UO2
2+ peut complexer jusqu’à 2 ions PO4

2- en fonction de plusieurs 

facteurs tel que le pH ou la présence de polyphosphates (Markovic and Pavkovic 1983 ; Reitz 

et al. 2014 ; Vazquez et al. 2007). Il est donc normal que 99 % des ions PO4
3- soient complexés 

par UO2
2+ tandis que seulement 62,96 % et 42,06 % des ions UO2

2+ sont complexés par PO4
3- 

(respectivement, dans les milieux U20 et U30, Tableau 16). Il est aussi intéressant de noter 

que les quantités d’ions uranyles prédites libres sont très faibles dans les milieux U20 et U30 

(respectivement, 0,62 µM et 0,86 µM). Lorsqu’il n’est pas libre ou complexé au Pi, l’ion uranyle 

est majoritairement complexé par des fonctions hydroxyle (Tableau 16). 

 

Tableau 16. Simulation de la spéciation du phosphate et de l’uranium dans les milieux de culture. Les 
interactions ioniques sont prédites par Geochem-EZ (Shaff et al. 2010). Le tableau présente les proportions 
d’association (en %) des ions PO4

3- et UO2
2+ avec les autres ions du milieu. LP : Low Phosphate (25 µM Pi). NA : 

Non applicable. 

 
Milieux Ions PO4

3- UO2
2+ Ca2+ H+ EDTA SO4

2- OH- Mg2+ Fe2+ Libres 

LP PO4
3- NA NA 4,85 % 92,77 % 0 % 0 % 0 % 1,64 % 0,73 % 0 % 

U20 PO4
3- NA 99,72 % 0,01 % 0,26 % 0 % 0 % 0 % 0 % 0 % 0 % 

UO2
2+ 62,96 % NA 0 % 0 % 0,79 % 1,34 % 31,79 % 0 % 0 % 3,12 % 

U30 PO4
3- NA 99,76 % 0,01 % 0,22 % 0 % 0 % 0 % 0 % 0 % 0 % 

UO2
2+ 42,06 % NA 0 % 0 % 0,94 % 1,23 % 52,89 % 0 % 0 % 2,88 % 

 

Ces expériences montrent que la présence de l’U dans les milieux provoque la 

précipitation du Pi. Les 2 éléments ne sont alors que très peu disponibles pour les racines. Il 

est donc indispensable de poursuivre l’étude de la toxicité de l’U sur le système racinaire en 

incluant le milieu contrôle sans Pi (NP) et ceci afin de distinguer les effets de la carence en Pi 

de ceux induit par la toxicité de l’U. 
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Figure 87. Effets de de l’uranium sur le 
développement de la racine primaire d’A. thaliana. 
Observation de la longueur racinaire primaire de plantules 
d’A. thaliana Col0 après 9 jours de traitement en milieu 
No Phosphate (NP, 0 µM Pi) et Low Phosphate (LP, 25 
µM Pi) +/- 20 ou 30 µM de nitrate d’uranyle. (A) 
Représentation graphique de l’architecture typique 
observée dans chacun des milieux après 9 jours de 
traitement. (B) Représentation statistique, sous forme de 
boîtes à moustaches, des longueurs des racines 
primaires dans les différentes conditions de culture au 
cours du temps (médianes de n = 30 à 60 plantules). (C) 
Représentation linéaire de l’élongation de la racine 
primaire au cours du temps dans les différentes 
conditions de l’étude (moyennes de n = 30 à 60 plantules). 
* : Différence statistique par rapport à la valeur contrôle 
LP déterminée par un test de Dunnett (pvalue < 0,05). 

2) Effets de l’uranium sur l’architecture racinaire 

 

L’élongation de la racine primaire est modulée en réponse à l’environnement (pour 

revues, voir Potters et al. 2007 ; Giehl et al. 2014) et il a déjà été montré que la croissance de 

la racine primaire pouvait être stimulée ou inhibée en fonction de la concentration d’U utilisée 

(Misson et al. 2009). 

Nous avons mesuré la longueur de la racine primaire au cours des 9 jours de traitement 

dans les conditions sélectionnées (Figure 87) : LP, NP, U20 et U30. Dans le milieu NP, la 

croissance racinaire est légèrement plus faible que le contrôle LP dès les premières 24 heures 

de traitement et jusqu’à la fin de l’expérience (Figure 87B et C). Les racines sont 

significativement plus longues dans le milieu U20 que celles du contrôle en milieu LP. Cette 

stimulation de la croissance racinaire primaire prend effet entre 3 et 6 jours après le début du 

traitement (Figure 87B et C), ce qui correspond au moment où il n’y a pratiquement plus d’U 

biodisponible dans le milieu (Figure 86B) mais une forte quantité du radionucléide a été 

absorbée au niveau racinaire (Figure 91A). Finalement, à U30 l’élongation de la racine 

primaire est complètement inhibée dès les premières 24 heures de traitement. 
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Nous avons mis en évidence que les conditions NP et U30 provoquaient 

respectivement une diminution et un arrêt de croissance de la racine primaire. Or, la carence 

en Pi est connue pour provoquer une réduction de croissance de la racine primaire couplée à 

une stimulation de l’initiation et du développement des racines latérales (Péret et al. 2011). 

Nous avons alors dénombré les racines latérales présentes sur chaque plantule. Dans les 

conditions NP et U30, cas où l’élongation racinaire est inhibée, le nombre de racines latérales 

est significativement plus grand que dans le contrôle LP. Au contraire, dans la condition U20, 

la stimulation de la croissance de la racine primaire est corrélée avec une inhibition très 

marquée de l’initiation des racines latérales (Figure 88). 

 
Figure 88. Effet de l’uranium sur l’initiation des racines latérales d’A. thaliana. Nombre de racines latérales 
secondaires dans des plantules d’A. thaliana Col0 après 9 jours de traitement en milieu No Phosphate (NP, 0 µM 
Pi) et Low Phosphate (LP, 25 µM Pi) +/- 20 ou 30 µM de nitrate d’uranyle. Les racines latérales ont été dénombrées 
à la fin du traitement dans les différentes condition (n = 12 à 35 plantules).* : Différence statistique par rapport à la 
valeur contrôle LP déterminée par un test de Dunnett (pvalue < 0,05). 
 

L’U induit une déplétion en phosphate dans le milieu (Figure 86). Or, les conditions 

U20 et U30 provoquent des phénotypes différents du milieu NP. Ces observations montrent 

que la toxicité de l’U implique d’autres effets qu’une déplétion du milieu en Pi. 

 

Sur la Figure 85, on remarque que l’apex racinaire primaire est légèrement gonflé en 

fin de traitement dans la condition U20. Le gonflement de l’apex racinaire est un phénomène 

déjà observé dans plusieurs stress (salin : Feng et al. 2018, oxydant : Potters et al. 2007, 

radiatif : Nagata, Todoriki, and Kikuchi 2004, aluminium : Kopittke et al. 2015; D. L. Jones et 

al. 2006), ainsi que lors d’une carence en Pi (Cubero et al. 2009). Nous avons donc souhaité 

savoir si cet effet pouvait aussi être induit par l’U. Pour cela, les parois cellulaires des apex 

primaires ont été colorées à l’iodure de propidium (Figure 89A) afin de pouvoir mesurer le 

diamètre de l’apex (Figure 89B) ainsi que l’épaisseur des couches externes de la racine, 

constituées des cellules de l’épiderme (Figure 89C) et du cortex (Figure 89D). Le diamètre de 

l’apex et des cellules a été mesuré au niveau du début de la zone de maturation. Après 

compilation des résultats, il s’avère que les apex dans le milieu U20, mais aussi dans le milieu 
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NP, sont respectivement plus larges de 10 à 20 µm par rapport au milieu LP (Figure 89B). Ce 

résultat s’explique facilement car dans les deux conditions les cellules du cortex et de 

l’épiderme sont plus épaisses de quelques µm (Figure 89C et D). De façon intéressante, les 

cellules de l’épiderme et du cortex des plantes cultivées en milieu U30 sont aussi plus épaisses 

mais il n’y a pas d’augmentation du diamètre de la racine. Ce dernier résultat impliquerait que 

les lignées cellulaires internes (endodermes et/ou stèle centrale), non mesurées, ont collapsé 

(Figure 89A). Cette dernière hypothèse pourrait être liée à une perte de turgescence 

engendrée par la mort cellulaire observée au niveau de l’apex racinaire primaire dans la 

condition U30 (Figure 85).  

Ces résultats suggèrent que le gonflement de l’apex racinaire primaire n’est que la 

conséquence d’une forte carence en Pi, que ce soit dans la condition NP ou dans les milieux 

contenant de l’U, le radionucléide entrainant une diminution du Pi biodisponible pour les 

plantules (Figure 86). 

 
Figure 89. Effet de l’uranium sur le diamètre de l’apex, de l’épiderme et du cortex des racines d’A. thaliana. 
Les parois de plantules d’A. thaliana Col0 ont été colorées à l’iodure de propidium après 9 jours de traitement en 
milieu No Phosphate (NP, 0 µM Pi) et Low Phosphate (LP, 25 µM Pi) +/- 20 ou 30 µM de nitrate d’uranyle. (A) 
Observations effectuées à l’objectif x20 avec un Apotome (Zeiss) sous filtre Texas Red. Images représentatives de 
n = 6 plantules. (B) Mesures du diamètre de l’apex au niveau de la zone de maturation (n = 6 plantules). Mesures 
de l’épaisseur des cellules de l’épiderme (C) et du cortex (D). (n = 24 cellules issues de 6 plantules individuelles). 
Barre = 50 µm. * : Différence statistique par rapport à la valeur contrôle LP déterminée par un test de Dunnett 
(pvalue < 0,05). 
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B. Effet de l’uranium sur le cycle cellulaire 

 

Nous avons souhaité étudier plus en détails les raisons entraînant la stimulation, dans 

le milieu U20, et les inhibitions, en conditions NP et U30, de la croissance racinaire (Figure 

87). Pour cela, nous avons utilisé des plantes d’A. thaliana transgéniques exprimant la 

construction transcriptionnelle entre le promoteur CyclineB1 et le gène rapporteur GUS 

(pCycB1::GUS). La cycline B1 est une protéine entrant en jeu dans le cycle cellulaire et 

essentielle à l’entrée en mitose (pour revue, voir De Veylder, Beeckman, and Inzé 2007). 

Suivre l’activité du promoteur pCycB1 permet d’estimer l’activité mitotique et donc la division 

cellulaire, ici à l’apex racinaire de plantules traitées à l’U (Figure 90). Afin de valider l’utilisation 

de cette approche nous avons vérifié que l’U n’influençait pas l’activité de la ȕ-glucuronidase 

(GUS) dans des plantules exprimant l’enzyme sous le contrôle du promoteur 35S (p35S::GUS) 

(données non présentées). 

 
 

Figure 90. Effet de l’uranium sur l’activité mitotique des apex racinaires d’A. thaliana. Observation des apex 
racinaires primaires de plantules d’A. thaliana Col0 exprimant la construction transcriptionnelle pCycB1::GUS après 
1, 3 et 9 jours de traitement en milieu No Phosphate (NP, 0 µM Pi) et Low Phosphate (LP, 25 µM Pi) +/- 20 ou 30 
µM de nitrate d’uranyle. Observations effectuées à l’objectif x20 au microscope optique sous lumière blanche avec 
un filtre DIC. Images représentatives de n = 10 plantules. Barre = 100 µm. Pour simplifier l’interprétation, les apex 
primaires (1) et secondaires (2) ont été annotés dans certains cas. 
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Les observations effectuées avec la construction pCycB1::GUS mettent en évidence 

que la division cellulaire au niveau de l’apex primaire est fortement stimulée, et ceci durant les 

9 jours de traitement à 20 µM de nitrate d’uranyle (Figure 90). Cette stimulation est également 

observée dans le milieu U30 mais uniquement de façon transitoire après 24 heures de 

traitement. A partir du troisième jour d’exposition à U30 l’apex primaire ne présente plus 

aucune activité mitotique détectable, en accord avec les marquages de viabilité cellulaires qui 

indiquent une importante mort cellulaire de ce territoire (Figure 85). A ce stade du traitement 

une activité mitotique est détectée dans les apex secondaires (Figure 90). 

Les plantules dans la condition NP ont une élongation racinaire diminuée par rapport au milieu 

contrôle LP et ce résultat se reflète sur la division cellulaire. En effet, l’apex primaire en 

condition NP présente un signal GUS plus faible que le contrôle tout au long de l’expérience. 

Cet effet a déjà été observé lors d’une carence en phosphate (Svistoonoff et al. 2007 ; Miura 

et al. 2011). 

 

C. Effet de l’uranium sur l’homéostasie du phosphore et du fer 
 

Plusieurs travaux effectués montrent que l’U perturbe l’homéostasie du fer et du Pi au 

niveau de l’appareil foliaire et racinaire (Doustaly et al. 2014 ; Berthet et al. 2018 ; Misson et 

al. 2009) ont, quant à eux, montré que le Pi était important dans l’immobilisation de l’U dans 

les tissus. Nous avons donc quantifié le P, le Fe et l’U dans les racines afin de mieux 

comprendre la toxicité de l’U. Les mesures ont été effectuées à 3 jours de traitement, c’est à 

dire au dernier jour précédant la mort de l’apex dans la condition U30.  

 

1.  Homéostasie de l’uranium et du phosphore 
 

Nous avons d’abord quantifié les teneurs en U par ICP-MS après minéralisation des 

échantillons à l’acide nitrique. De façon logique, seules les racines des plantules traitées dans 

les milieux U20 et U30 ont accumulé de l’U (Figure 91A). Dans le milieu U30 les racines 

accumulent environ 3 fois plus d’U que celles dans le milieu U20. Cette dernière observation 

peut expliquer les différences drastiques de phénotypes racinaires observées précédemment 

(Figure 87Figure 88). 

Nous avons ensuite quantifié le P total par ICP-MS après minéralisation des 

échantillons racinaires dans de l’acide nitrique (Figure 91B). Les dosages montrent que les 

conditions NP et U20 induisent une réduction de l’ordre de 15 à 25 % du contenu racinaire en 

P par rapport à la condition contrôle LP (Figure 91B). La carence en P est significativement 

plus marquée dans la condition U30, avec une diminution de moitié du pool de P par rapport 

à la condition LP. Ces résultats montrent que l’U provoque une carence en P dans les racines 
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des plantules et que celle-ci est d’une intensité au moins similaire à celle provoquée par une 

croissance dans un milieu totalement dépourvu de Pi. 

 

 
Figure 91. Quantification de l’uranium et du phosphore chez A. thaliana exposée à des doses croissantes 
d’uranium.  Contenus en U et P de racines de plantules d’A. thaliana Col0 après 3 jours de traitement en milieu 
No Phosphate (NP, 0µM Pi) et Low Phosphate (LP, 25 µM Pi) +/- 20 ou 30 µM de nitrate d’uranyle. (A) Contenu en 
U par racine. (B) Contenu en P par racine. Les dosages ont été effectués par ICP-MS sur des échantillons racinaires 
minéralisés dans de l’acide nitrique (n = 7 à 15 racines issues de 2 expériences indépendantes). Les lettres 
indiquent les différences statistiquement significatives entre groupes de valeurs suite à un test de Dunnett (pvalue 
< 0,05).  
 
2. Homéostasie du fer 
 

Les gènes codant pour les protéines régulant le transport et l’homéostasie du Fe, tels 

que IRT1 et FRO2, sont fortement réprimés dans des plantes exposées à de fortes 

concentrations d’U (Doustaly et al. 2014). De plus, l’U semble induire une redistribution du Fe 

des parois et vacuoles vers les chloroplastes par la compétition de l’U et du Fe pour la 

complexation avec le Pi (Berthet et al. 2018). 

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés au contenu total en Fe des 

racines en réalisant des dosages par ICP-MS après minéralisation. Ces dosages montrent que 

le contenu racinaire en Fe est similaire dans les plantules traitées en milieux LP, NP, et U30 

(Figure 92A). Néanmoins, dans la condition U20 le niveau de Fe dans les racines est réduit 

de 40 % par rapport à la condition contrôle (Figure 92A). 

Par la suite, nous avons observé le Fe au niveau de l’apex racinaire primaire en 

réalisant une coloration histologique par la méthode du Perls-DAB sur des plantules après 3 

jours de traitement. Cette méthode repose sur l’interaction des ions ferriques avec le 

ferrocyanure de potassium et le DAB et permet de mettre en évidence le Fe sous la forme d’un 

précipité noir (Roschzttardtz et al. 2009 ; Brumbarova and Ivanov 2016). Dans la condition de 

référence LP le Fe est détecté au niveau des cellules souches de la zone méristématique ainsi 

que dans la zone d’élongation (Figure 92B). La distribution du Fe dans les racines de plantules 
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cultivées dans les conditions NP et U20 est similaire à celle de la condition LP avec toutefois 

un marquage un peu plus intense du Fe au niveau de la zone de transition (Figure 92B). En 

ce qui concerne les plantules traitées avec 30 µM d’U, une très forte coloration noire est 

observée, représentative d’une forte concentration de Fe sous forme labile (non hémique). De 

plus, ce burst de Fe est observé sur toute la longueur de la racine (Figure 92B). Ce phénomène 

a déjà été observé dans les 20 premières heures d’une forte carence en Pi (Müller et al. 2015). 

 

 
 

Figure 92. Effet de l’uranium sur l’homéostasie du fer chez A. thaliana. (A) Contenu en Fer dans les racines. 
Les dosages ont été effectués par ICP-MS sur des échantillons racinaires minéralisés dans de l’acide nitrique (n = 
7 à 15 racines issues de 2 expériences indépendantes). Les lettres indiquent les différences statistiquement 
significatives entre groupes de valeurs suite à un test de Dunnett (pvalue < 0,05). (B) Observation des ions Fe2+ et 
Fe3+ dans les apex racinaires primaires de plantules d’A. thaliana Col0 après coloration au Perls-DAB à 3 jours de 
traitement en milieu No Phosphate (NP, 0 µM Pi) et Low Phosphate (LP, 25 µM Pi) +/- 20 ou 30 µM de nitrate 
d’uranyle. Observations aux grossissements x200 et x50 au microscope optique sous lumière blanche avec un filtre 
DIC. Barre = 50 µm pour x200 et 100 µm pour x 50. Images représentatives de n = 4 plantules.  
 

Les résultats obtenus par coloration au Perls-DAB et par dosages ICP-MS du Fe 

semblent contradictoires. En effet, la diminution du pool de Fe dans la condition U20 n’est pas 

corrélée à une diminution du signal obtenu en Perls-DAB. Egalement, le très fort marquage de 

la totalité du cylindre racinaire en condition U30 n’est pas associé à une augmentation du pool 

de Fe total (Figure 92A). Ces disparités peuvent s’expliquer par le fait que la coloration Perls-

DAB ne détecte que Fe non hémique alors que les mesures effectuées par ICP-MS 

représentent la totalité du pool de Fe racinaire (labile et chélaté) après digestion complète du 

tissu dans de l’acide nitrique. Les importantes différences morphologiques des racines dans 

les 4 conditions expérimentales (Figure 87) et le fait que les résultats d’ICP-MS soient 

exprimés par racine (Figure 92A) peuvent également compliquer l’interprétation des 2 types 

d’analyses. 
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D. Effet de l’uranium sur la synthèse et l’accumulation d’espèce réactives de 

l’oxygène et d’oxyde nitrique 

 

Nous venons de voir qu’une concentration de 30 µM de nitrate d’uranyle provoquait un 

burst de Fe ionique tout le long de la racine. Or, la présence d’une forte concentration de Fe 

sous forme ionique peut induire la formation de ROS par réaction de Fenton (pour revue, voir 

Mittler 2017). De plus, la production et l’accumulation de ROS sont des conséquence 

répandues dans la réponse aux stress (Baxter et al. 2014; Chan et al. 2017). Le stress oxydatif 

permet la modulation de l’architecture racinaire afin que la plante puisse s’adapter aux 

contraintes environnementales (Mittler 2017; Potters et al. 2009). Pour finir, l’U est connu pour 

induire l’expression des enzymes liées à la détoxication des ROS telles la Superoxyde 

dismutase et les Catalases (Vanhoudt et al. 2011b). 

Pour étudier la distribution spatiale et temporelle des ROS en réponse à l’U dans nos 

conditions expérimentales nous avons utilisé le rapporteur fluorescent 2',7'-dichloro-

dihydrofluorescein diacetate (H2DCFDA) qui, lorsqu’il est oxydé dans le cytosol, ne traverse 

plus les membranes et fluoresce en vert. Nos résultats montrent que les conditions LP et NP 

ne présentent aucune fluorescence spécifique en dehors de la fluorescence basale, tandis 

que les traitements U provoquent une accumulation de ROS (Figure 93A). Dans le milieu U20, 

cette accumulation est très localisée dans le temps, callose visible principalement à 24 heures 

de traitement, et l’espace avec un marquage de la zone d’élongation, en particulier des files 

cellulaires périphériques. En présence de 30 µM d’U, l’accumulation de ROS est plus rapide, 

dès 6 heures de traitement, et beaucoup plus forte qu’en condition U20 (Figure 93A). Les ROS 

s’accumulent dans un premier temps dans la zone d’élongation (temps 6 heures) puis 

envahissent la totalité de l’apex racinaire (temps 24 heures). Après 3 jours de traitement le 

signal lié aux ROS disparait, ce qui est corrélé à la mort cellulaire de l’apex (Figure 85). 

 

L’oxyde nitrique (NO) est connu pour jouer le rôle de messager secondaire dans les 

plantes exposées aux stress (pour revue, voir Simontacchi et al. 2015). De plus, il a été 

rapporté qu’il est synthétisé et accumulé en réponse à de nombreux métaux lourds, incluant 

l’aluminium (Illes et al. 2006) et l’U (Tewari et al. 2015). 

Comme pour l’observation des ROS, nous avons suivi l’accumulation de NO au niveau de 

l’apex primaire après 6, 24 et 72 heures de traitement (Figure 93B). Nous avons également 

utilisé une fluorescéine modifiée, la 4,5-diaminofluorescein diacetate (DAF-2DA), qui est 

estérifiée et transformée par le NO dans la cellule pour former le 4,5-diaminofluorescein 

triazole qui émet une fluorescence verte. Dans les conditions LP, NP et U20, nous n’avons 

observé aucune augmentation de la fluorescence basale. Par contre, un fort signal est observé 
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dans la totalité de l’apex racinaire dès 6 heures de traitement dans la condition U30. Cette 

accumulation de NO finit par décroître entre 6 et 24 heures et disparaît après 72 heures. Afin 

de vérifier que le signal observé est bien dû au NO, nous avons conduit cette même expérience 

avec du bleu de méthylène ajouté au milieu afin d’inhiber la synthèse de NO (Mayer et al. 993). 

Aucune fluorescence verte n’a été observée durant l’expérience à U30, confirmant la synthèse 

et l’accumulation de NO en réponse à une dose toxique d’U (données non présentées). 

 
 

Figure 93. Effet de l’uranium sur l’accumulation de ROS et de NO au niveau de l’apex racinaire d’A. thaliana. 
(A) Colorations des ROS à la H2DCFDA et (B) du NO à la DAF-2DA dans les apex racinaires primaires de plantules 
Col0 après 6, 24 et 72 heures de traitement en milieu No Phosphate (NP, 0 µM Pi) Low Phosphate (LP, 25 µM Pi) 
+/- 20 ou 30 µM de nitrate d’uranyle. Observations effectuées à l’objectif x20 sur un microscope à épifluorescence 
avec un filtre FITC. Images représentatives de n = 4 à 20 plantules. Barre = 100 µm. Le même temps d’exposition 
a été conservé pour tous les réplicas (120 ms). 
 

Pour résumer, dans la condition sub-toxique U20, l’apex racinaire subit un stress 

oxydatif faible et très bref qui semble être localisé au niveau de la zone d’élongation et 

seulement à 24 heures de traitement (Figure 93A). Aucun signal lié à l’accumulation de NO 

n’a été détecté dans la condition U20 (Figure 93B). La condition toxique U30 provoque une 

forte accumulation de ROS et de NO dans les 6 premières heures de traitement. Ces 

accumulations sont moins localisées que dans la condition U20 et semblent concerner la coiffe 

racinaire ainsi que les zones méristématique, de transition et d’élongation. 
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E. Effet de l’uranium sur la synthèse et accumulation de polymères de défense : 

callose et lignine 

 

Certains stress dont ceux induits par certains métaux lourds sont connus pour stimuler 

la synthèse de polymères de défenses. Il a été rapporté que le stress oxydatif induit par l’excès 

de fer dans la carence en phosphate (Abel 2017), la présence d’aluminium (Jones et al. 2006) 

ou de chrome (Eleftheriou et al. 2015) provoque une synthèse de callose. D’un autre côté 

l’aluminium induit l’accumulation de lignine chez le maïs (Vardar et al. 2011) et le blé (Hossain 

et al. 2005). Il a été proposé que ce polymère permettrait de réduire l’absorption et donc la 

toxicité du Cd (Parrotta 2015; Loix et al. 2017). 

 

La callose est un ȕ-1,3-glucane qui s’accumule au niveau des connections 

symplasmiques entre les cellules, les plasmodesmes. Elle permet de jouer sur l’ouverture de 

ces canaux et ainsi de réguler les échanges symplasmiques intercellulaires (pour revue, voir 

Nedukha 2015). Par exemple, ce polymère permet d’empêcher le passage du facteur de 

transcription SHORTROOT du centre quiescent vers les cellules adjacentes lors d’une 

carence en Pi (Müller et al. 2015). Ce phénomène entraîne le phénotype typique d’une carence 

en Pi, représenté par l’inhibition de la croissance de la racine primaire et le développement 

des racines latérales (Péret et al. 2011). 

Pour observer la synthèse et l’accumulation de callose, nous avons utilisé le bleu 

d’aniline comme rapporteur qui fluoresce sous ultra-violet. Une forte fluorescence a été 

observée en réponse à l’U (Figure 94A). Dans la condition U20 le signal est très localisé dans 

le temps et l’espace car restreint aux premières 24 heures et à la zone d’élongation. Dans la 

condition U30 le signal est plus fort et principalement localisé au niveau de la zone 

méristématique et de la coiffe. Les signaux disparaissent après 3 jours de traitement et 

l’accumulation/dégradation de la callose suit exactement les mêmes patterns spatio-temporels 

que ceux observés dans l’accumulation/détoxication des ROS (Figure 93A).  

Etant donné que la racine fluoresce naturellement sous ultra-violet en raison de la 

présence de nombreux polyphénols dans les parois (subérine et lignine), nous avons réalisé 

une expérience témoin où les racines ont été observées dans les mêmes conditions mais sans 

coloration au bleu d’aniline. Les témoins négatifs ne montrent aucune fluorescence spécifique 

et confirment donc l’accumulation de callose au niveau de l’apex primaire en réponse à l’U 

(données non présentées). 

 

La lignine est un polymère très complexe qui joue un rôle dans l’imperméabilisation 

des vaisseaux du xylème et de l’endoderme (pour revue, voir Somssich et al. 2016). Ce 
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polymère renforce aussi les parois secondaires des cellules mortes afin de garder une fonction 

de maintien mécanique et non plus biologique (Pennell and Lamb 1997). Or, les apex primaires 

des plantules dans le milieu U30 sont morts entre 3 et 6 jours de traitement. Nous nous 

sommes donc demandé si l’U induisait la synthèse de lignine. Pour ceci, nous avons coloré 

les plantules avec une solution de Wiesner (Phloroglucinol - HCl - éthanol) qui produit un 

précipité rouge lorsqu’il se fixe sur les fonctions coniferaldéhydes présentes dans certains 

types de lignine (Nakano and Meshitsuka 1992). Aucun précipité rouge n’a été observé dans 

les conditions LP, NP et U20 (Figure 94B). Par contre, dans la condition U30 un précipité rouge 

est observé dès 24 heures. Ce dernier s’intensifie au cours du temps et semble être localisé 

au niveau de la zone de différentiation des cellules en xylème et en phloème (Figure 94B). 

Dans la condition U30 l’accumulation de lignine est corrélée avec la disparition de la callose 

(Figure 94A) et la baisse de viabilité cellulaire (Figure 85). 

 
 

Figure 94. Effet de l’uranium sur la synthèse et l’accumulation de polymères de défense au niveau des 
parois cellulaires de l’apex racinaire d’A. thaliana. Colorations de la callose au bleu d’aniline (A) et de la lignine 
à la solution de Wiesner (B) dans les apex racinaires primaires de plantules Col0 après 1 et 3 jours de traitement 
en milieu No Phosphate (NP, 0 µM Pi) Low Phosphate (LP, 25 µM Pi) +/- 20 ou 30 µM de nitrate d’uranyle. (A) Le 
bleu d’aniline émet une fluorescence bleue sous UV lorsqu’il se fixe sur la callose. Observations effectuées sous 
microscope à épifluorescence avec un filtre DAPI. Le même temps d’exposition a été conservé pour tous les 
réplicas (200 ms). Images représentatives de n = 7 à 20 plantules. (B) La solution de Wiesner (phloroglucinol - HCl 
- éthanol) produit un précipité rouge/marron lorsqu’elle rentre en contact avec de la lignine. Observations effectuées 
à l’objectif x20 au microscope sous lumière blanche avec un filtre DIC. Images représentatives de n = 5 à 10 
plantules. Barre = 100 µm. 
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F. Perturbation de l’homéostasie de l’auxine par l’uranium 

 

Comme mentionné précédemment, l’U perturbe grandement l’architecture racinaire 

(Figure 83) et l’expression des gènes liés au développement racinaire (Figure 83), y compris 

ceux régulant le transport de l’auxine tels que AUX1 et PID. C’est pourquoi nous nous sommes 

intéressés à l’auxine et à ses transporteurs dans la racine. L’auxine est une hormone 

essentielle au développement et à la réponse aux stress chez les végétaux. Elle joue 

principalement un rôle dans la division et la différentiation cellulaire, permettant par exemple 

de maintenir les cellules du centre quiescent et les initiales indifférenciées (cellules souches) 

et ceci grâce à un gradient hormonal orchestré par ses transporteurs (pour revue, voir 

Overvoorde, Fukaki, and Beeckman 2010). Parmi les transporteurs d’auxine, on trouve les 

transporteurs PIN-FORMED (PIN) qui permettent de faire sortir l’auxine des cellules (pour 

revue, voir Křeček et al. 2009). Nous nous sommes plus particulièrement intéressés aux 

transporteurs PIN1 et PIN2. Le premier permet de faire descendre l’hormone vers l’apex au 

niveau du cylindre central et de maintenir un maximum d’hormone au niveau du centre 

quiescent, tandis que le second permet de faire remonter l’auxine en excès vers les racines 

latérales et les feuilles par le cortex et l’épiderme. Ce mécanisme est appelé fontaine inversée 

(Overvoorde, Fukaki, and Beeckman 2010). 

 

Pour étudier la répartition de l’auxine dans l’apex racinaire nous avons utilisé des 

lignées d’A. thaliana exprimant la fusion transcriptionnelle DR5::GFP. DR5 est un promoteur 

rapporteur synthétique constitué de 7 copies du promoteur AuxRe, un promoteur sensible aux 

ARF, les facteurs de transcription liés à l’auxine (Ulmasov 1997). Ce rapporteur permet 

d’estimer la quantité d’auxine présente dans la racine en observant le signal GFP lié à 

l’activation de ce promoteur. L’observation des racines exprimant le rapporteur montre que 

dans les conditions LP, NP et U20 le signal est similaire et restreint aux cellules souches 

méristématiques et à la coiffe (Figure 95A). Seule la dose toxique U30 provoque une baisse 

de signal durant les premières 24 heures de traitement. Cette baisse est suivie d’une 

disparition complète de signal GFP après 2 jours (Figure 95A). 

Pour étudier la localisation du transporteur PIN2, nous avons utilisé des plantules d’A. thaliana 

exprimant la fusion traductionnelle PIN2::PIN2-GFP. Le transporteur PIN2 s’exprime dans les 

cellules de l’épiderme et du cortex (Petrasek and Friml 2009). Dans les conditions LP, NP et 

U20 le signal GFP est bien observé dans ces deux files cellulaires tout le long de l’expérience 

(Figure 95B). Dans la condition U30 le signal GFP est aussi correctement localisé après 1 jour 

de traitement mais ce dernier est très faible. Après 2 jours le signal épidermique reste peu 

détectable et le signal cortical a totalement disparu (Figure 95B). 
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Figure 95. Effet de l’uranium sur la distribution et le transport de l’auxine chez A. thaliana. Observations des 
apex racinaires primaires de plantules d’A. thaliana Col0 exprimant les constructions (A) DR5::GFP, (B) PIN2::PIN2-
GFP et (C) PIN1::PIN1-GFP après 1 et 3 jours de traitement en milieu No phosphate (NP, 0 µM Pi) et Low 
Phosphate (LP, 25 µM Pi) +/- 20 ou 30 µM de nitrate d’uranyle. (A) Le promoteur DR5 est un promoteur de réponse 
à l’auxine et permet d’estimer la distribution de l’hormone. Observations effectuées à l’objectif x20 avec un Apotome 
(Zeiss) sous lumière blanche et avec filtre GFP. Images représentatives de n = 6 à 12 plantules. Barre = 100 µm. 
(B) Le transporteur PIN2 est un transporteur d’efflux de l’auxine et permet de faire remonter l’auxine. Les ce llules 
de l’épiderme (E) et du cortex (C) sont indiquées. Observations effectuées à l’objectif x20 avec un Apotome (Zeiss) 
avec filtre GFP. Images représentatives de n = 6 à 10 plantules. Barre = 25 µm. (C) Le transporteur PIN1 est un 
transporteur d’efflux de l’auxine et permet de faire descendre l’auxine vers le méristème. Observations effectuées 
à l’objectif x20 avec un Apotome (Zeiss) sous lumière blanche et avec filtre GFP. Images représentatives de n = 6 
à 10 plantules. Barre = 100 µm.  

 

Pour étudier la localisation du transporteur PIN1, nous avons utilisé des plantules d’A. 

thaliana exprimant la fusion traductionnelle PIN1::PIN1-GFP. Le transporteur PIN1 s’exprime 

au niveau de la stèle centrale de l’apex racinaire (Petrasek and Friml 2009). Le signal PIN1-

GFP observé dans les conditions LP et U20 après 1 ou 2 jours de traitement est cohérent avec 

cette localisation dans la stèle (Figure 95C). Après 24 heures de traitement dans la condition 

U30 le signal GFP est faible et localisé dans la partie distale de la stèle et dans la zone 

méristématique. Après 2 jours le transporteur PIN1 n’est plus détectable dans la condition 

U30. La baisse du signal DR5 (Figure 95A) est donc temporellement corrélée à la baisse du 

signal lié au transporteur PIN1 qui fait descendre l’auxine vers l’apex. Ce résultat est similaire 

à ceux obtenus par (Yuan et al. 2013) avec un traitement au Cu. Le patron d’expression du 

rapporteur PIN1::PIN1-GFP est surprenant dans la condition NP. En effet, après 24 heures de 
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culture dans ce milieu le marquage GFP est restreint à la coiffe alors qu’il est localisé de façon 

classique dans la stèle après 2 jours de traitement (Figure 95C). 

Pour résumer, aucun effet de l’U sur l’homéostasie de l’auxine n’a été observé en 

présence d’une dose sub-toxique du radionucléide. A une concentration toxique (U30), les 

signaux DR5::GFP, PIN1::PIN1-GFP et PIN2::PIN2-GFP sont plus faibles dès le premier jour 

d’exposition et finissent par être quasiment non détectables après 2 jours (Figure 95). Ces 

baisses de fluorescence étant corrélées avec la baisse de la viabilité cellulaire (Figure 85), il 

est difficile de distinguer si la disparition des signaux est liée à la mort cellulaire ou à un 

phénomène de signalisation du stress. Cependant, il a déjà été rapporté que certains métaux 

lourds provoquaient la disparition du signal lié à l’activité du promoteur DR5 (Lequeux et al. 

2010; R. Wang et al. 2015). Enfin, dans la condition de carence en Pi (NP), la distribution 

atypique du transporteur PIN1 dans la coiffe au lieu de la stèle à 1 jour de traitement, pourrait 

provoquer une baisse du gradient d’auxine au niveau de l’apex primaire. Or, il n’y pas d’effet 

sur le signal DR5::GFP. À notre connaissance, aucune étude n’a caractérisé l’effet d’une 

carence en Pi sur le transporteur PIN1 et nous n’avons donc aucune explication quant à cette 

disparition temporaire du signal PIN1-GFP. 

 

G. Discussion et conclusion 

 
Au cours de cette étude, nous avons mis en évidence certains processus 

physiologiques et cellulaires résultant du stress induit par l’U sur le système racinaire de 

plantules d’A. thaliana. Puisque le développement racinaire et la biodisponibilité sont tous les 

deux influencés par un grand nombre de paramètres environnementaux, incluant les 

propriétés physico-chimiques et la composition minérale de la rhizosphère, nous avons mis en 

œuvre des conditions expérimentales nous permettant d’analyser spécifiquement la toxicité 

du U. Dans ce but, les plantes ont été transférées d’un milieu suffisant en Pi (250 µM) à un 

milieu carencé en Pi (25 µM) pour réaliser les traitements à l’U. Ces conditions limitantes sont 

du même ordre de grandeur que les concentrations biodisponibles de Pi dans le sol (10 µM ; 

Abel 2017) et permettent de limiter la formation de complexes de phosphate d’uranyle qui 

réduisent la biodisponibilité et donc la toxicité du U (Vanhoudt et al. 2008; Misson et al. 2009c; 

Laurette, Larue, Mariet, et al. 2012c; Doustaly et al. 2014; Berthet et al. 2018). Dans ces 

conditions l’étude de la viabilité cellulaire des apex racinaires primaires a permis d’identifier 2 

concentrations de nitrate d’uranyle induisant des réponses contrastées (Figure 85). 

A la concentration initiale de 20 µM de nitrate d’uranyle dans le milieu, l’U modifie de 

façon significative l’architecture racinaire avec une stimulation de la croissance de la racine 

primaire, une inhibition de l’initiation des racines latérales secondaires et un épaississement 

de l’apex (Figure 87Figure 88Figure 89). La stimulation de la croissance de la racine primaire 
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est corrélée avec une très forte stimulation de l’activité mitotique et ce dès 24 heures de 

traitement (Figure 90). Un effet positif de type induit par un élément toxique appliqué à faible 

concentration est appelé hormèse (pour revues, voir Poschenrieder et al. 2013). Ce type 

d’effet en réponse à l’U a déjà été rapporté chez A. thaliana (Misson et al. 2009, Vanhoudt et 

al. 2011). Ce phénomène pourrait être la conséquence d’une surcompensation du stress 

oxydatif induit par l’U avec une mise en place de mécanismes antioxydants disproportionnés 

au stress réel, provoquant ainsi un effet bénéfique sur la croissance (Poschnenrieder et al. 

2013). 

La toxicité de l’U est révélée à partir de la concentration de 30 µM de nitrate d’uranyle 

avec un arrêt de la croissance de la racine primaire dès 24 heures de traitement (Figure 87) 

et une mort cellulaire qui se répand à tout l’apex après 3 jours de traitement (Figure 85). La 

condition U30 est également caractérisée par la stimulation de l’initiation et de la croissance 

des racines latérales et des poils absorbants (Figure 88Figure 92). 

 

La modulation de l’architecture racinaire en réponse à l’U et à la carence en Pi (NP) 

n’est pas identique mais il existe certains points communs qui suggèrent une relation entre 

ces 2 stress. Cette hypothèse a été confirmée en quantifiant le P racinaire dans les plantules. 

En effet, la déplétion du milieu en Pi (condition NP) et une concentration de 20 µM d’U 

(condition U20) montrent une carence en P similaire (Figure 91). En ce qui concerne la 

condition U30, la carence est légèrement plus forte, en accord avec une incorporation d’U plus 

importante par rapport aux plantules dans le milieu U20 (Figure 91). 

Les différentes carences en P observées sont corrélées à une déplétion du milieu en 

Pi au cours du temps (Figure 86), probablement causée par la formation de complexes U-Pi 

ayant tendance à précipiter, mais aussi à l’interaction du U avec l’homéostasie du Pi dans les 

cellules. En effet, il a été précédemment démontré que l’U provoquait une forte déplétion de 

la réserve de Pi cytosolique et des métabolites phosphorylés (Berthet et al., 2018).  

Les mécanismes de détection du Pi à l’extérieur et à l’intérieur des cellules durant le 

développement racinaire ont été décryptés récemment (revue dans Abel, 2017). Les différents 

paramètres physiologiques et cellulaires analysés au cours de notre étude ont montré que, 

lors d’un stress induit par l’U, les racines présentent une partie des effets associés à une 

carence en Pi. En effet, un traitement avec une dose sub-toxique d’U (Figure 92) ou une 

carence en Pi (Müller et al., 2015) induisent l’accumulation de Fe au niveau de la zone de 

transition entre la zone d’élongation et la zone méristématique. De plus, le profil 

d’accumulation du Fe est corrélé avec les sites de production de ROS et du dépôt de callose 

lors d’une carence en Pi (Müller et al., 2015). Nous avons observé une relation similaire entre 

le Fe (Figure 92), les ROS (Figure 93) et le dépôt de callose (Figure 94) dans les apex 



Chapitre IV : Effets de l’uranium sur l’architecture et le développement racinaire 

184 

 

racinaires de plantules traitées avec de l’U. Lors d’une carence en Pi, le dépôt de callose dans 

les parois cellulaires au niveau des plasmodesmes inhibe la communication symplasmique 

entre les cellules et provoque la modulation de l’activité méristématique (Müller et al., 2015). 

Or, dans la condition U20, les plantules n’accumulent que de façon très transitoire et très 

localisée ce polymère, résultant en une stimulation de l’activité mitotique. Dans le cas d’un 

traitement à l’U, le dépôt de callose et l’inhibition de la communication intercellulaire qui en 

découle serait un moyen de prévenir la diffusion du radionucléide au reste de la plante, comme 

rapporté pour d’autres ETM (revue par Krzesłowska, 2011). Cette stratégie est potentiellement 

suffisante pour limiter les effets néfastes de l’U à une dose de 20 µM. Néanmoins, à la 

concentration de 30 µM, nous avons observé à la fois une accumulation plus forte de callose 

mais aussi le dépôt de lignine au niveau de la stèle centrale (Figure 94). Le dépôt de lignine 

dans les parois cellulaires participe à une imperméabilisation des cellules mais pourrait 

également permettre la fixation des ions uranyles grâce à ses nombreuses fonctions 

carboxyles et hydroxyles. Cette hypothèse est supportée par le fait que l’U à tendance à se 

déposer dans les parois des cellules racinaires (Misson et al., 2009 ; Laurette et al., 2012a). 

La lignine pourrait ainsi jouer un rôle important dans la limitation de la diffusion de l’U au reste 

de la plante (Figure 94), rôle déjà démontré pour d’autres ETM (Lequeux et al., 2010 ; Liu et 

al., 2018). 

 

Les ROS et le NO sont certainement impliqués dans la signalisation du stress induit 

par l’U au niveau de l’apex racinaire (Figure 93). En effet, nos résultats montrent qu’à la fois 

les ROS et le NO s’accumulent dès 6 heures de traitement avec la dose toxique de 30 µM d’U 

(Figure 93). Ces observations sont en accord avec une publication précédente montrant que 

le NO est produit dans des plantes d’A. thaliana exposées à l’U et que la toxicité du 

radionucléide est modulée en ajoutant des donneurs ou inhibiteur de la synthèse de NO 

(Tewari et al., 2015). Le rôle du NO en tant que molécule signal durant le stress induit par l’U 

est également supporté par la démonstration que (i) un excès de Fe réduit la croissance 

racinaire par le biais d’un mécanisme lié au NO (Lin Zhang et al. 2018), (ii) la lignine est 

synthétisée en réponse à de fortes concentrations de NO (Böhm et al. 2010), et (iii) le NO est 

capable d’influencer le cycle cellulaire de façon dose dépendante, de la stimulation à 

l’inhibition (Novikova et al. 2017). 
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Figure 96. Modèle de la réponse du système racinaire à un stress induit par l’uranium chez A. thaliana. L’U 
induit une carence en Pi qui entraîne une redistribution du Fe dans les tissus racinaires, une production de ROS et 
un dépôt de callose. Ces évènements sont similaires à ceux décrits pour la cascade de signalisation liée à la 
détection de la carence en Pi dans les racines. En parallèle, l’U et le Fe rentrent en compétition pour la formation 
de complexes (Pi, acide organique, composants de la paroi, protéines…), phénomène qui participerait au relargage 
de Fe et à l’induction d’un stress oxydant qui amplifierait les effets de la carence en Pi. Finalement, U pourrait 
directement affecter la croissance et l’architecture racinaire en interagissant directement avec des acteurs de nature 
encore inconnus.  

 

Comme expliqué ci-dessus, les effets physiologiques et cellulaires de l’U dépendent 

en partie de la cascade d’évènements associée à la signalisation d’une carence en Pi 

(accumulation de ROS dépendante du Fe et dépôt de callose). Le fait que le stress induit par 

l’U et la carence en Pi ne provoquent pas les mêmes symptômes indique que le radionucléide 

a un effet toxique direct dans les cellules et/ou qu’il est capable d’amplifier fortement la carence 

en Pi (Figure 91). La première hypothèse n’est pas supportée par des preuves expérimentales 

car aucune cible de l’uranyle n’a été identifiée chez les végétaux à ce jour. Néanmoins, 

l’amplification de la carence en Pi provoquée par la formation de complexes U-Pi peut 

s’expliquer par l’interaction de l’U avec le Fe. En effet, l’U est à même de rentrer en compétition 

avec le Fe pour la formation de complexes avec le Pi (Berthet et al., 2018) et/ou pour la 

complexation avec des molécules de différente nature (acides organiques, protéines…) 

pouvant à terme relâcher des ions Fe3+ (Figure 92). L’ion ferrique peut alors rapidement 

devenir toxique pour les cellules à travers la formation de ROS via la réaction de Fenton. 

Aucune protéine fixant l’U n’est actuellement connue chez les plantes. Toutefois, la ferritine, 
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protéine qui contrôle le stress oxydatif lié au Fe (Briat et al. 2010; Reyt et al. 2015) est une 

bonne candidate. En effet l’interaction in vitro de l’U avec la ferritine humaine (Michon et al. 

2010) et le remplacement du Fe par de l’U dans des ferritines bactériennes (Cvetkovic et al. 

2010) ont été décrits. La ferritine n’est pas la seule candidate pour la fixation du radionucléide 

étant donné que, chez l’homme, l’U peut remplacer le Fe3+ de quelques protéines comme les 

transferrines du sérum, impliquées dans le transport du Fe (Vidaud et al. 2007). L’identification 

de protéines de plante capables de fixer l’U est un des projets actuellement développé dans 

l’équipe ‘Plantes, stress et métaux’ du laboratoire PCV. L’identification des cibles de l’U 

contribuera à améliorer notre compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans 

la toxicité de l’U. 

 

 

Ce chapitre a fait l’objet d’une publication dans le journal Environmental and Experimental 

Botany. 

Serre, Nelson B.C., Claude Alban, Jacques Bourguignon, et Stéphane Ravanel. 2019. 
« Uncovering the Physiological and Cellular Effects of Uranium on the Root System 
of Arabidopsis Thaliana ». Environmental and Experimental Botany 157 (septembre): 
121‑30. https://doi.org/10.1016/j.envexpbot.2018.10.004. 
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Annexe I. Arabidopsis halleri est-elle une hyperaccumulatrice d’U ? 
 

Plusieurs publications couvrent l’accumulation d’U chez A. thaliana (Berthet et al. 2018; 

Vanhoudt et al. 2011; Misson et al. 2009). En ce qui concerne l’espèce A. halleri, une seule 

étude a été publiée (Viehweger and Geipel 2010). Cette publication rapporte qu’une population 

d’A. halleri isolée sur un ancien site minier pollué à l’U serait capable d’accumuler en moyenne 

50 µg d’U par g de matière sèche dans les racines et entre 4 et 12 µg d’U par g de matière 

sèche dans les feuilles en condition in vitro. Les valeurs racinaires sont dans l’ordre de 

grandeurs des valeurs d’accumulation racinaire rapportées par Vanhoudt et al. (2011) pour 

des plantes d’A. thaliana en culture hydroponique (concentrations d’U similaires). Néanmoins, 

au niveau de l’accumulation foliaire Viehweger and Geipel (2010) rapportent des valeurs 10 

fois plus élevées, ce qui indiquerait que A. halleri pourrait hyperaccumuler de l’U. Pour finir, 

l’effet d’un stress induit par l’U chez l’espèce A. lyrata n’a, à notre connaissance, jamais été 

caractérisé. Nous avons donc souhaité étudier les 3 espèces du genre Arabidopsis dans des 

conditions expérimentales similaires afin de déterminer si les mécanismes impliqués dans 

l’hyperaccumulation et la tolérance au Cd et au Zn peuvent également s’appliquer à l’U. 

Nous avons conduit plusieurs expériences où des plantes de 4 semaines cultivées 

dans des conditions hydroponiques ont été traitées pendant 10 jours dans un milieu carencé 

en phosphate (LP, 25 µM de Pi) contenant ou non 50 µM de nitrate d’uranyle (Figure 1). Le 

traitement U a provoqué un arrêt total de la croissance des feuilles d’A. thaliana, un résultat 

corroboré par la stagnation de la biomasse et de la surface foliaire (Figure 1A et B). Pour les 

2 autres espèces, nous n’avons pas observé de différences au niveau des biomasses, bien 

que les croissances foliaires soient fortement ralenties par le métal. Ce résultat paradoxal peut 

s’expliquer de plusieurs façons : i) par un épaississement de la feuille ii) et/ou une 

augmentation de la teneur en eau iii) et/ou par l’architecture foliaire des deux espèces 

présentant de longs et fins pétioles qui participent peu à la surface foliaire mais participent de 

façon significative à la biomasse. Au niveau de la photosynthèse, aucune différence 

significative n’a été détectée sur la durée de l’expérience (données non montrées), que ce soit 

entre espèces ou en fonction du traitement appliqué. 

Lors de la récolte des pétioles et des feuilles des 3 espèces, nous avons observé que 

ces organes présentaient une pigmentation de couleur rouge à violette (Figure 2A). Or, les 

anthocyanes sont des pigments rouges à bleus (selon le pH) dont la production est modulée 

en conditions de stress chez les végétaux (Akula and Ravishankar 2011). De plus, il a déjà 

été rapporté qu’elles étaient synthétisées et accumulées en réponse à l’U (Doustaly et al. 2014; 

Berthet et al. 2018). Nous avons extrait et quantifié ces pigments par spectrophotométrie et 

avons montré que les 3 espèces accumulent des anthocyanes en réponse à une exposition à 

l’U (Figure 2D). Des 3 espèces, A. thaliana est celle qui accumule le plus d’anthocyanes 
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(Figure 2D). A. lyrata montre des niveaux d’accumulation faibles dans les feuilles, ce qui 

s’explique par le fait que le pigment semble principalement s’accumuler dans les pétioles 

(Figure 2A). 

 
Figure 1. Effet de l’uranium sur le système aérien des 3 espèces du genre Arabidopsis. Plantes d’A. thaliana, 
A. halleri et A. lyrata âgées de 4 semaines en hydroponie. Observation réalisées après 10 jours de traitement +/- 
50 µM de nitrate d’uranyle en milieu carencé en phosphate (LP, 25 µM de Pi). (A) Montage photographique des 
appareils foliaires après 10 jours de traitement. (B) Masses fraîches foliaires à la fin du traitement. (C) Augmentation 
de la surface foliaire en % (valeur Jour 10 / valeur Jour 0) x100 sur la durée du traitement. (D) Quantification par 
spectrophotométrie du contenu en anthocyanes. UA : Unité arbitraire. * : Valeur statistiquement différente de la 
valeur contrôle (*** : pvalue < 0,0005 ; ** : pvalue < 0,005) d’après un test de Dunnett. A. th. : Arabidopsis thaliana 
écotype Col0. A. h : Arabidopsis halleri population Auby. A. l : Arabidopsis lyrata sous espèce petraea.. n = 9 
plantes. 
 

Pour déterminer si les mécanismes d’accumulation de l’espèce A. halleri sont 

communs entre le Cd, le Zn et l’U, nous avons mesuré les concentrations racinaires et foliaires 

de l’élément toxique dans des plantes exposées à 50 ȝM de nitrate d’uranyle en conditions 
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hydroponiques. Ces mesures ont été effectuées après minéralisation à l’acide nitrique et 

dosages ICP-MS. La quantification de l’U dans les tissus racinaires (Figure 3A) montre qu’A. 

lyrata accumule plus d’U qu’A. thaliana au niveau des racines. Les quantités d’U entre A. 

thaliana et A. halleri sont similaires. La quantité d’U transportée vers l’appareil foliaire est faible 

et similaire pour les 3 espèces d’Arabidopsis (Figure 3B), ce qui se reflète sur les taux de 

translocation qui ne sont pas différent d’une espèce à l’autre (Figure 3C).  

 

Ce constat suggère que les mécanismes liés à l’hyperaccumulation de Cd, tel que la triplication 

du transporteur HMA4, ne sont pas lié à l’accumulation d’U. Ce résultat n’est pas surprenant 

d’un point de vue chimique étant donné la nature de ces 2 métaux, l’U étant un métal dur et le 

Cd, un métal mou. Etant donné que la population utilisée dans la publication de Viehweger 

and Geipel (2010) provient d’un sol métallicole contaminé à l’U, il se peut que celle-ci est 

développée de façon indépendante des mécanismes d’hyperaccumulation d’U. Cette 

hypothèse est appuyée par le fait que les mécanismes de tolérance au Cd et au Zn peuvent 

être différents entre les populations d’A. halleri. C’est par exemple le cas entre la population 

PL22, qui est une hyperaccumulatrice de Cd et de Zn et la population I16 qui exclue le métal 

de ces tissus (Schvartzman et al. 2018 ; Corso et al. 2018). 

 

 
Figure 3. Accumulation et translocation de l’uranium chez les 3 espèces du genre Arabidopsis. Dosage du 
contenu en U dans des plantes d’A. thaliana, A. halleri et A. lyrata âgées de 4 semaines en hydroponie et 10 jours 
de traitements +/- 50 µM de nitrate d’uranyle en milieu carencé en phosphate (LP, 25 µM de Pi). (A) Contenus en 
U dans l’appareil racinaire et (B) dans l’appareil foliaire déterminés par ICP-MS après minéralisation à l’acide 
nitrique. (C) Facteur de translocation de l’U des racines vers les feuilles. * : Valeur statistiquement différente (pvalue 
< 0,05) d’après un test de Dunnett. n = 5 plantes individuelles. A. th. : Arabidopsis thaliana écotype Col0. A. h : 
Arabidopsis halleri population Auby. A. l : Arabidopsis lyrata sous espèce petraea.  
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Annexe II. Liste des gènes codant pour des protéines kinases dont la fonction est inconnue 
et dont l’expression est modulée en réponse à un stress induit par l’uranium chez A. thaliana. 
 

 

Les gènes différentiellement exprimés codant pour des protéines kinases dont la fonction 

biologique est connue dans la littérature sont compilés. Les données ont été extraites de 

Doustaly et al. 2014. L’expression différentielle de chaque gène a été étudiée entre les 3 

réplicas en condition contrôle (eau) et les trois réplicas en condition U (eau + 50 µM U) grâce 

à un test de Student non-paramétrique (package Nparcomp, Logiciel R, pvalue < 0,05). Selon 

le consensus, seuls les gènes dont l’expression était surexprimée ou réprimée plus 2 fois ont 

été sélectionnés (log2 de 1 ou -1). L’expression est exprimée en base log2. 

 

 

 

  

AT Nom Nom complet 2 h 6 h 30 h

AT1G03740 AT1G03740 Protein kinase superfamily protein -1,23 -1,1 -1,16

AT1G05700 AT1G05700 Leucine-rich repeat transmembrane protein kinase protein -1,08 -1,17 -1,15

AT1G66880 AT1G66880 Protein kinase superfamily protein 1,04 1,53 1,83

AT2G17220 Kin3 Protein kinase superfamily protein 1,07 1,23 1,4

AT2G30040 MAPKKK14 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 14 1,01 1,47 1,61

AT2G42880 MPK20 MAP kinase 20 -1,65 -1,11 -1,46

AT3G17510 CIPK1 CBL-interacting protein kinase 1 1,03 1,02 2,15

AT3G27560 ATN1 Protein kinase superfamily protein -1 -1 -1,5

AT3G56050 AT3G56050 Protein kinase family protein -1,46 -0,73 -1,32

AT3G59350 AT3G59350 Protein kinase superfamily protein 1,64 1,66 1,08

AT4G36950 MAPKKK21 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 21 1,7 1,78 1,57

AT5G16590 AT5G16590 Leucine-rich repeat protein kinase family protein -1,09 -1,2 -1,49

AT5G47070 AT5G47070 Protein kinase superfamily protein 1,2 1,66 1

AT5G59680 AT5G59680 Leucine-rich repeat protein kinase family protein -1,22 -1,05 -1,08

Expression racinaire log2 U/CM
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Annexe III. Liste des gènes codant pour des protéines kinases dont la fonction est inconnue 
et dont l’expression est modulée en réponse à un stress induit par le cadmium chez A. thaliana. 
 

 

Les gènes différentiellement exprimés codant pour des protéines kinases dont la fonction 

biologique est connue dans la littérature sont compilés. Les résultats de Weber et al.(2006) 

ont été compilés et représentent l’expression des gènes dans des racines de plantes âgées 

de 3 semaines en hydroponie après 2 heures de traitement avec 10 ou 50 µM de sel de Cd 

non spécifié. Les résultats d’Herbette et al. (2006) ont été compilés et représentent 

l’expression des gènes dans des racines de plantes âgées de 4 semaines en hydroponie après 

2, 6 et 30 heures de traitement avec 5 ou 50 µM de sulfate de Cd. L’expression différentielle 

de chaque gène a été étudiée entre les réplicas en condition contrôle et les réplicas en 

condition Cd grâce à un test de Student non-paramétrique (package Nparcomp, Logiciel R, 

pvalue < 0,05). Selon le consensus, seuls les gènes dont l’expression était induite ou réprimée 

plus de 2 fois ont été sélectionnés (log2 > 1 ou < -1). L’expression est exprimée en base log2. 

 

 

  

AT Nom Nom complet Weber et al. 2006 Herbette et al. 2006

AT1G08590 AT1G08590 Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein -2,11 -2,11

AT1G18890 CDPK1 calcium-dependent protein kinase 1 1,43 -1,32

AT1G48480 RKL1 receptor-like kinase 1 -1,26 -1,03

AT1G61360 AT1G61360 S-locus lectin protein kinase family protein 1,58 1,39

AT1G61370 AT1G61370 S-locus lectin protein kinase family protein 1,72 1,65

AT1G70130 AT1G70130 Concanavalin A-like lectin protein kinase family protein 3,35 1,2

AT2G13800 SERK5 somatic embryogenesis receptor-like kinase 5 0,74 1,07

AT2G17220 Kin3 Protein kinase superfamily protein 1,44 1,54

AT2G26290 ARSK1 root-specific kinase 1 0,97 1,42

AT2G40270 AT2G40270 Protein kinase family protein 1,48 1,1

AT2G43230 AT2G43230 Protein kinase superfamily protein 0,82 1,05

AT3G09010 AT3G09010 Protein kinase superfamily protein 1,70 1,03

AT4G09570 CPK4 calcium-dependent protein kinase 4 0,52 1,21

AT4G18250 AT4G18250 receptor Serine/Threonine kinase-like protein 1,74 1,22

AT4G18950 AT4G18950 Integrin-linked protein kinase family 1,60 1,02

Expression racinaire log2 Cd/CMExpression racinaire log2 Cd/CM 
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Annexe IV. Liste des gènes codant pour des protéines kinases dont la fonction est inconnue 
et dont l’expression est modulée en réponse à un stress induit par le cadmium dans la 
population d’A. halleri PL22.  
 

 

Les gènes différentiellement exprimés codant pour des protéines kinases dont la fonction 

biologique est connue dans la littérature sont compilés. L’expression différentielle de chaque 

gène a été étudiée entre les réplicas en condition contrôle et les réplicas en condition Cd grâce 

à un test de Student non-paramétrique (package Nparcomp, Logiciel R, pvalue < 0,05). Selon 

le consensus, seuls les gènes dont l’expression était induite ou réprimée plus de 1,4 fois ont 

été sélectionnés (log2 >0,5 ou < -0,5). L’expression est exprimée en base log2.  

 

 

Feuilles Racines

AT1G01450 AT1G01450 Protein kinase superfamily protein 0,00 -1,02
AT1G07150 MAPKKK13 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 13 0,00 -0,69
AT1G49100 AT1G49100 Leucine-rich repeat protein kinase family protein 0,00 -1,31
AT1G51820 AT1G51820 Leucine-rich repeat protein kinase family protein 0,00 -1,22
AT1G51870 AT1G51870 protein kinase family protein 0,00 -0,60
AT1G56120 AT1G56120 Leucine-rich repeat transmembrane protein kinase 0,00 0,59
AT1G61370 AT1G61370 S-locus lectin protein kinase family protein -0,69 0,00
AT1G61590 AT1G61590 Protein kinase superfamily protein -1,27 0,00
AT1G61950 CPK19 calcium-dependent protein kinase 19 0,00 -1,04
AT1G65250 AT1G65250 Protein kinase superfamily protein -0,59 0,00
AT1G66830 AT1G66830 Leucine-rich repeat protein kinase family protein 0,00 -0,55
AT1G67000 AT1G67000 Protein kinase superfamily protein 1,56 0,75
AT1G69730 AT1G69730 Wall-associated kinase family protein 0,00 0,67
AT1G70250 AT1G70250 receptor serine/threonine kinase 0,00 -0,70
AT1G70430 AT1G70430 Protein kinase superfamily protein 0,69 -1,05
AT1G72540 AT1G72540 Protein kinase superfamily protein -0,80 0,55
AT1G76040 CPK29 calcium-dependent protein kinase 29 0,00 0,59
AT2G34180 CIPK13 CBL-interacting protein kinase 13 0,00 -0,56
AT3G10660 CPK2 calmodulin-domain protein kinase cdpk isoform 2 0,00 -0,81
AT3G24240 AT3G24240 Leucine-rich repeat receptor-like protein kinase family protein -0,72 0,00
AT3G25840 AT3G25840 Protein kinase superfamily protein 0,00 -1,29
AT3G45410 AT3G45410 Concanavalin A-like lectin protein kinase family protein -0,85 -0,54
AT3G46410 AT3G46410 Protein kinase superfamily protein 0,92 0,00
AT3G53590 AT3G53590 LRR receptor-like Serine/Threonine-kinase -1,08 0,00
AT3G54180 CDKB1;1 cyclin-dependent kinase B1;1 0,00 -2,40
AT4G21230 CRK27 cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 27 0,00 -1,22
AT4G23270 CRK19 cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 19 -0,80 0,00
AT4G32660 AME3 Protein kinase superfamily protein 0,51 0,00
AT5G10930 CIPK5 CBL-interacting protein kinase 5 0,83 0,00
AT5G38260 AT5G38260 Protein kinase superfamily protein 0,83 0,80
AT5G39000 AT5G39000 Malectin/receptor-like protein kinase family protein 0,00 1,05
AT5G39390 AT5G39390 Leucine-rich repeat protein kinase family protein 0,00 0,93
AT5G42120 AT5G42120 Concanavalin A-like lectin protein kinase family protein 0,00 -0,72
AT5G53450 ORG1 OBP3-responsive protein 1 1,67 0,69
AT5G59670 AT5G59670 Leucine-rich repeat protein kinase family protein 0,00 0,73

Log2 CD/CMExpression log2 Cd/CM 
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Abstract 
 

Plant response and adaptation to metal stress involve numerous mechanisms with the 
aim of limiting the deleterious effects of toxic elements. Although a large number of these 
mechanisms are well characterized, many processes still need to be identified in order to have 
a better understanding of the strategies involved in plant response to toxic metals. 

 
First, we investigated the role of two post-translational modifications, methylation and 

phosphorylation of non-histone proteins, in response to stresses induced by two toxic metals, 
cadmium (Cd) and uranium (U). We analyzed the dynamic of these modifications in three 
species of Arabidopsis: A. thaliana and A. lyrata, two species that are sensitive to Cd, and A. 

halleri, a species which naturally tolerates and hyperaccumulates Cd in leaves. By using 
Western blot analyses and protein mass spectrometry, we showed that the pattern of protein 
lysine methylation was modified during metal stress. Next, we analyzed the expression of 
genes coding for enzymes involved in lysine methylation and phosphorylation processes in 
plants exposed to Cd or U. These analyses showed that the expression of numerous kinase 
genes was differentially regulated in response to metal stress. For protein lysine 
methyltransferases, only a few genes were differentially regulated by metals. Finally, we set 
up a genetic screening and identified two genes coding for protein lysine methyltransferases 
involved in the tolerance of A. thaliana to a stress induced by Cd. 

 
Second, we studied the physiological and cellular processes involved in the response 

of the A. thaliana root system to U. Through the utilization of different staining procedures and 
reporter genes, we showed that the root architecture was strongly modulated in response to a 
stress induced by U. We showed that, at a sub-toxic dose, U stimulated the apex mitotic 
activity, resulting in improved primary root growth and reduced secondary root formation. At a 
toxic level, U arrested primary root growth and increased the formation of secondary and 
higher-order lateral roots. These effects were linked to the inhibition of the cell cycle and the 
synthesis and accumulation of reactive oxygen species and nitric oxide, which contribute to 
cell death in the root apex. These changes were associated with perturbations in auxin 
transport and distribution at the root apex, and were correlated to the deposition of defense 
polymers (callose and lignin) involved in cell wall stiffening. U stress was linked with a depletion 
of Pi and a redistribution of Fe in root tissues. These results showed that part of the 
radionuclide effects are linked with the signaling cascade of Pi sensing in the root apex. Other 
mechanisms involved in U toxicity are likely related to perturbations of Fe homeostasis and 
direct deleterious effects of U on root components. 

 
Together, these results revealed new mechanisms involved in plant response and 

adaptation to metal trace elements through the fine-tuned regulation of protein function by 
post-translational modifications and the identification of cellular processes involved in the 
response to U toxicity in roots. 
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Résumé 
 

 

La réponse et l’adaptation des plantes à un stress métallique mettent en jeu de 
nombreux mécanismes afin de limiter les effets néfastes des éléments toxiques. Bien que 
certains de ces mécanismes soient bien caractérisés, de nombreux acteurs cellulaires et 
moléculaires restent à identifier pour mieux comprendre la diversité des stratégies mises en 
œuvre dans ces processus complexes et vitaux pour les plantes. 

 
Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés au rôle de deux modifications 

post-traductionnelles, la méthylation et la phosphorylation des protéines non-histone, dans la 
réponse à un stress induit par deux éléments non essentiels et toxiques, le cadmium (Cd) et 
l’uranium (U). Nous avons analysé la dynamique de ces modifications chez trois espèces du 
genre Arabidopsis : A. thaliana et A. lyrata, deux espèces sensibles au Cd, et A. halleri, espèce 
naturellement capable de tolérer et d’hyper-accumuler ce métal toxique dans ses feuilles. En 
utilisant une combinaison d’analyses par Western blot et par spectrométrie de masse nous 
avons montré que les patterns de méthylation des protéines changent au cours de stress 
métalliques. Puis, nous avons analysé l’expression des gènes codant les enzymes impliquées 
dans les réactions de méthylation et de phosphorylation des protéines dans différentes 
conditions de stress. Ces analyses ont montré qu’un grand nombre de protéines kinases est 
régulé au niveau transcriptionnel par un stress métallique tandis que seuls quelques gènes 
codant des protéines méthyltransférases sont affectés. Pour finir, nous avons mis en place un 
criblage génétique de mutants d’A. thaliana et identifié deux gènes codant des protéines lysine 
méthyltransférases impliquées dans la tolérance au Cd. 

 
Dans un deuxième temps, nous avons étudié les mécanismes cellulaires de la réponse 

du système racinaire d’A. thaliana lors d’une exposition à l’U. L’utilisation de différents 
systèmes rapporteurs et la mesure de différents paramètres physiologiques nous ont permis 
de mettre en évidence que l’architecture racinaire est fortement modulée en réponse à l’U et 
ceci de façon dose dépendante. Cet effet est lié à l’inhibition du cycle cellulaire et à la synthèse 
d’espèces réactives de l’oxygène et d’oxyde nitrique dont l’accumulation provoque la mort 
cellulaire. Ces changements sont associés à une perturbation du transport et de la distribution 
de l’auxine dans les racines. Ces événements sont temporellement corrélés avec 
l’accumulation de polymères de défense (callose et lignine) impliqués dans 
l’imperméabilisation des parois cellulaires. Cette étude montre également que le stress U 
induit une carence en phosphate et une redistribution du fer dans les tissus racinaires. Ces 
résultats indiquent que la signalisation du stress U est liée en partie à la cascade de 
signalisation d’une carence en phosphate dans l’apex racinaire. D’autres mécanismes 
responsables de la toxicité de l’U sont vraisemblablement liés à des perturbations de 
l’homéostasie du fer et à des effets directs du radionucléide sur des cibles cellulaires. 

 
Ce travail met en évidence des mécanismes de réponse et d’adaptation aux métaux 

toxiques à travers la régulation fine des phénomènes de méthylation des protéines non-histone 
et l’identification de processus cellulaires impliqués dans la réponse à la toxicité de l’U dans le 
système racinaire. 


