Institutional Repository - Research Portal

Dépébt Institutionnel - Portail de la Recherche

UNIVERSITE  researchportal.unamur.be
DE NAMUK

THESIS / THESE

MASTER EN SCIENCES BIOLOGIQUES

Contribution a I'étude de l'interaction de la protéine WAK1 avec la paroi cellulaire
végétale

RANSBOTYN, Vanessa

Award date:
2004

Link to publication

General rights
Copyright and moral rights for the publications made accessible in the public portal are retained by the authors and/or other copyright owners
and it is a condition of accessing publications that users recognise and abide by the legal requirements associated with these rights.

« Users may download and print one copy of any publication from the public portal for the purpose of private study or research.
« You may not further distribute the material or use it for any profit-making activity or commercial gain
« You may freely distribute the URL identifying the publication in the public portal ?

Take down policy
If you believe that this document breaches copyright please contact us providing details, and we will remove access to the work immediately
and investigate your claim.

Download date: 09. Apr. 2024


https://researchportal.unamur.be/fr/studentTheses/c76a00aa-4517-488f-9cd6-9e58e5d58b92

%
%
(9
>
@)

2 3
057 30 5907

(CUTES Ui,
& 67

ey

FACULTES UNIVERSITAIRES NOTRE-DAME DE LA PAIX
NAMUR

Faculté des Sciences

CONTRIBUTION A L’ETUDE DE L’INTERACTION DE LA PROTEINE WAK1
AVEC LA PAROI CELLULAIRE VEGETALE

Mémoire présenté pour I'obtention du grade de
licencié en Sciences biologiques
Vanessa RANSBOTYN
Juin 2004



Facultés Universitaires Notre-Dame de la Paix
FACULTE DES SCIENCES

Secrétariat du Département de Biologie
Rue de Bruxelles 61 - 5000 NAMUR
Téléphone: + 32(0)81.72.44.18 - Téléfax: + 32(0)81.72.44.20
E-mail: joelle.jonet@fundp.ac.be - http://www.fundp.ac.be/fundp.htmi

CONTRIBUTION A L’ETUDE DE L’INTERACTION DE LA PROTEINE WAK1
AVEC LA PAROI CELLULAIRE VEGETALE

RANSBOTYN Vanessa

Résumé

Lors de I’analyse du génome d’Arabidopsis thaliana, cinq génes Wak ont ét¢ identifiés. Ces
genes codent pour des récepteurs sérine/thréonine kinases transmembranaires. Par sa
localisation en membrane et par son contact avec la paroi, le récepteur Wak1 pourrait jouer
un réle dans la communication extracellulaire de la cellule végétale. Un des ligands
potentiels de ce récepteur est la pectine, un des constituants majeurs de la paroi cellulaire
végétale, jouant le role d’¢éliciteur dans de nombreuses réponses physiologiques. Il serait
donc intéressant de savoir si le récepteur Wak1 participe a la transduction du signal initiée par
la pectine ou les fragments pectiques.

Pour contribuer a 1’étude de I’interaction de Wak1 avec la pectine, nous avons construit un
récepteur hybride wak1-bril, Bril étant un récepteur végétal sensible aux brassinostéroides.
Dans un premier temps, nous avons cloné les s€quences codant pour les domaines
extracellulaire, transmembranaire et juxtamembranaire du géne Wak! et la séquence codant
pour le domaine kinase du gene Bril. Ces deux séquences ont ensuite été jointes pour
générer une séquence hybride qui a été clonée dans le plasmide Ti pour la transformation de
culture en suspension d’Arabidopsis thaliana par Agrobacterium. Dans un second temps,
nous avons débuté la mise au point de la technique RT-PCR qui servira a mesurer
I’augmentation ou la diminution du niveau de transcription de deux génes de réponse aux
brassinostéroides : le géne de la cycline CycD3 et le géne du facteur de transcription BRH.
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[. Introduction



Introduction

A. Les récepteurs chez la cellule veégétale

Une des observations les plus surprenantes faites récemment lors des différents projets
de séquencage de génomes de plantes (The Arabidopsis Genome Initiative 2000) est la
prédiction d’un grand nombre de séquences codant pour des récepteurs kinases. De plus, les
récepteurs présents a la surface des cellules végétales appartiennent a des familles de
récepteurs qui ne sont pas forcément celles que 1’on retrouve a la surface des cellules
animales (Cock ef al. 2002 et Shin-Han ef al. 2001).

On retrouve, chez les cellules animales, une centaine de récepteurs couplés aux
protéines G (récepteurs a sept domaines transmembranaires) tandis que chez Arabidopsis
thaliana, seulement dix-huit récepteurs couplés a une protéine G ont été identifiés et tous
seraient impliqués dans la résistance au mildiou. Par ailleurs, le génome d’Arabidopsis ne
contiendrait qu’une seule séquence de G, et de Gp. Aucune séquence ne présente
d’homologie suffisante avec G,, mais des données expérimentales suggerent I’existence d’un
équivalent de G,. Arabidopsis thaliana ne pourrait donc former qu’une seule protéine G
fonctionnelle. Les récepteurs a guanylate cyclase ou récepteurs avec un domaine tyrosine
kinase ou phosphatase semblent étre absents chez les cellules végétales tandis qu’ils se
trouvent en nombre chez les métazoaires (Barrit 1992). Par contre, un type de récepteur
particulierement abondant chez la cellule végétale, et qu’on retrouve aussi chez les cellules
animales, est le récepteur a sérine/thréonine kinase (Cock et al. 2002).

Assez curieusement, le séquencage du génome d’Arabidopsis thaliana a également
révélé I’existence d’un nombre considérable de récepteurs a deux composants membranaires
ou solubles similaires a ceux des bactéries et des levures (Schaller 2000).

Méme si les récepteurs sont différents, leur role fondamental est de permettre aux
organismes multicellulaires, aussi bien animaux que végétaux, de gérer divers processus
physiologiques de fagon coordonnée dans un environnement changeant. La cellule végétale
devra cependant faire face a des signaux intra - et extracellulaires complexes et différents de
ceux rencontrés par la cellule animale (Lease 1998). Ceci explique en partie pourquoi
seulement un nombre limité de voies de transduction du signal des cellules animales puissent
étre transposées chez les cellules végétales. Les récepteurs identifiés par 1’étude génomique
sont soit reliés a des voies de transduction propres aux cellules végétales, soit a des voies
composites (combinaisons de plusieurs modules différents de transduction du signal), soit
demeurent orphelins (la majorité des cas). Les récepteurs kinases des plantes actuellement les
mieux caractérisés sont ceux impliqués dans la régulation des étapes du développement,
I’¢longation cellulaire, la perception des hormones, la résistance aux pathogénes et la
reconnaissance du soi (Cock ef al. 2002 et Lease 1998). Ces différents récepteurs seront
décrits plus loin.
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Figure 1: Arbre phylogénétique des récepteurs de plantes montrant leur évolution indépendante des familles de
récepteurs kinases du régne animal. Trois grands événements moléculaire (représentés par les fleches auraient
permit a ces récepteurs de se diversifier : le premier serait une duplication du matériel génétique qui a permis
aux récepteurs sérine/thréonine kinase de diverger des récepteurs tyrosine kinase ; le deuxieme est une
duplication des génes plus « récente » qui a permis au Raf kinase de se différencier des tyrosines kinases et le
troisieme est la séparation entre les récepteurs « animaux » et « végétaux » ( )

1. Description générale des récepteurs de plantes

Un récepteur kinase de plante (PRKs) posséde habituellement un domaine
extracellulaire, un ou plusieurs domaines transmembranaires et un domaine kinase
cytosolique.  En cela leur structure ressemble a celle des récepteurs tyrosine et
sérine/thréonine kinase des cellules animales. Bien que leur structure soit semblable, leur
origine et leur nombre sont tres différents. Il existe chez Arabidopsis thaliana 417 génes
codant pour des récepteurs avec un domaine kinase de type eucaryotique (Cock ef al. 2002 et
Becraft 2002) pour 43 chez Caenorhabditis elegans, 25 chez Drosophila melanogaster, et 90
chez I’homme (Becraft 2002).

Des analyses phylogénétiques des récepteurs de plantes indiquent que ceux-ci ont
évolué indépendamment des familles de récepteurs kinases du régne animal (Shin-Han et al.
2001 et Cock et al. 2002). Il 'y aurait eu au cours de leur évolution, trois grands événements :

o Le premier correspondrait a une duplication du matériel génétique qui a permis aux
récepteurs sérine/thréonine kinase de diverger des récepteurs tyrosine kinase ;



o Le deuxiéme serait une seconde duplication plus « récente » des génes qui a permis
au Raf kinase de se différencier des tyrosines kinases ;

o Le troisiéme serait la séparation entre la lignée des récepteurs animale et végétale
(figure 1).

Bien qu’il existe des différences fonctionnelles évidentes entre le signaling des
récepteurs kinases des deux régnes, les récepteurs des plantes et des métazoaires partagent
des points communs (Cock et al. 2002). D’un point de vue structurel, les membres d’une
méme famille de récepteurs peuvent partager un domaine kinase homologue alors que le
domaine extracellulaire peut étre trés diversifié. Par exemple pour les cellules végétales, les
récepteurs Wak (1-5) ont un domaine kinase homologue a 86 % tandis que le domaine
extracellulaire ne présente que 40 — 64 % d’homologie (Lally ez al. 2001). Chez les cellules
animales, la famille des récepteurs EGF présente ces mémes caractéristiques (Plowman et al
1993). D’un point de vue fonctionnel, les modes d’activation et de régulation d’une voie de
transduction du signal peuvent étre similaires. Par exemple, le récepteur SRK, impliqué dans
la réponse de compatibilité pollinique, voit son activité autocatalytique inhibée par TH2, une
thioredoxine, qui se lie a un domaine conservé en cystéines du domaine transmembranaire de
SRK. Ce méme mécanisme est utilis¢ par FKBP12 (FK506-binding protein) qui se lie au
domaine GS, segment régulateur riche en glycine et en sérine du récepteur TGFBR-I des
cellules animales. Comme pour SRK, la liaison de FKBP12, inhibe ’activité autocatalytique
de TGFBR-I Ces similarités indiquent une évolution fonctionnelle convergente impliquant
des acteurs différents répondant a des problémes moléculaires de signalisation fondamentaux
imposés par I’environnement dans lequel les cellules animales et végétales évoluent (Cock et
al. 2002, Schiller et al. 2004).

Vu le nombre important de récepteurs kinases présents chez Arabidopsis, différents
modes de classement ont €té proposés.
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Figure 2: Schéma représentant les différents
plantes.

cfy L--L--L--LDLS-N-L-G-IP-- 27
BRIl @®-~®--L--L-LS-N-4#SG-IP-- 25
XA21 ®--%--L--L-L-=-N-LSG-IP-- 23
CLV1 9--¢--L--L-¢--N-¢TG-IP-- 23
RLKS L--L--L--L-L--N-LSG-IP-~ 21
ERECTA LG-L-~=L--L-L--N-L=-G-IP-- 20
THK1 L--L--L--L-L--N-¢-G-IP--~- 11
REF1 @®--L--L--¢-L--N-L-GTIP-- 13
LTK1, 2 ¢--0--L--L-L--N-@-G--=--- 8
LePREK1 L--¢-¢-NN-¢-GPIP-- 3
LePRK2 L--L-@#-NN-L-GPIP-- 5
PRK1 L--L--¢--L-L-NN---G-IP S
SERK L--L--L--L-L-NN-®SGPIP-- 5

Extracytoplasmic LRR consensus:
L--L--L--L-L--N-L-G-IP--

Cytoplasmic LRR consensus:

domaines de quelques récepteurs sérine/thréonine kinase de

(23,4)
(21,4)

(9.2)

(1.7}

L--L--L--L-L--(N/C/T})-{-)L--IP--

. 2)

Figure 3: Alignement de plusieurs
domaines LRR de récepteurs kinase de
plantes. Cet alignement permet de mettre
en évidence une séquence consensus pour
les domaines LRR présents dans le domaine
extracellulaire de récepteurs kinase et de
protéines cytosoliques contenant
également un domaine LRR (

).



Figure 4: Alignement de plusieurs domaines LRR de Lot
. s s Znd
plantes. Cet alighement permet de mettre en évidence
. o ,. , N CSFSGVSC --LRR-- CLPHRVSC
deux paires de résidus cystéine conservés : la premiére CTFDGVTC =--LRR-- CGYPLPRC
. . . . ., CVWRGVSC ==LRR-- CGSWLNSPC
paire se trouve plus ou moins soixante acides aminés CKWTHIVC =~-LRR-- CLSSPGEC
\ , ;. “ CEKWLGVSC ==LRR-- CVDLDGLC
apres le début de la protéine et la deuxiéme se frouve | CFHHQLSC --LRR-- CGKPLESAc
N Iy . . s . CSWYGVSC -=LRR--
entre le 20éme et le 30eme acide aminé du domaine | crtwvevve --LRR--
. /. /. --LRR~- C
transmembrannaire. Le réle de ces résidus cystéine i
. . CDKKTDR '} -- -
serait de former des ponts disulfures lors de 10 | CvKDNNKBKWNNLFC --LRR-- coobroke.

dimérisation du récepteur ( ).

Figure 5 : Représentation en 3D d'un domaine LRR. La structure tridimensionnelle de ce domaine est définie
par la succession alignée et paralléle de plans p reliés par une boucle a une hélice a qui est paralléle au plan
p. (NCBI-CDC).



2. Classification des récepteurs Kinases des plantes

Les récepteurs kinases des plantes peuvent étre classés selon deux critéres. Le
premier critere de classement se base sur le domaine extracellulaire et ses sous-domaines.
Parmi les vingt structures extracellulaires distinctes qui ont été identifiées dans la super-
famille des récepteurs de plante, les domaines riches en leucine (LRR), le domaine S (la
reconnaissance du soi), le domaine DUF26 (Domain Unknow Function), domaine EGF
(Epithelium Growth Factor), les domaines lectine, les domaines PAN (Plasmina-Appeal-
nematode) sont les plus représentatifs (figure 2). Les autres domaines Agglutinine,
Thaumatin (domaine homologue a la protéine PR5) impliqué dans la réponse contre les
pathogenes) (Wang et al. 1995), lysine (impliqué dans I’infection bactérienne par Rhizobium)
(Spaink al. 2000), les domaines riches en proline (fonction inconnue) (Schulze ef al. 1996)
sont souvent représentés par un seul exemplaire dont la fonction n’est pas encore connue
(Cock et al. 2002 et Becraft, 2002). Ces derniers ne seront pas décrits dans les paragraphes
suivants.

Le deuxiéme critere de classement se base sur le domaine kinase. Ce sont pour la
plupart des récepteurs sérine/thréonine kinase (417 chez Arabidopsis) et des systémes a deux
composants a histidine kinase (11 chez Arabidopsis) (voir page 5).

a) Le domaine riche en leucine ou domaine LRR

Le domaine LRR est trés répandu; on le retrouve aussi bien dans des protéines
bactériennes qu’humaines (Diévart ef al. 2003 et Torii ef al. 2000). Les domaines LRR
peuvent étre classés en sept grandes familles selon le motif consensus et le nombre de résidus
leucine répétés. Une de ces familles est spécifique des plantes (Diévart et al. 2003).

Il existe chez Arabidopsis 216 récepteurs ayant un domaine riche en répétition de
leucine. Ils sont classés, selon I’organisation du domaine, en treize sous famille (LRR I-
XIII). Les récepteurs Bril, clavata 1 et FLS22, dont nous reparlerons ultérieurement, font
partie des sous-familles LRR X, XI et XII (Diévart et al. 2003 et Torii et al. 2000).

Le domaine riche en leucine de ces récepteurs est constitu¢é d’environ 23-25
répétitions du motif consensus L--L--L--L-L--N—-L—-G-1P -- (figure 3) (Torii et
al. 2000). En plus de ce consensus de répétition, on retrouve deux paires de résidus cystéine
conservés. La premiere paire se trouve, plus ou moins, a soixante acides aminés apres le
début de la protéine ; la deuxiéme entre le 20™ et le 30°™ acide aminé du domaine
transmembranaire du récepteur (figure 4). Le role putatif de ces résidus cystéine serait de
former des ponts disulfures lors de la dimérisation du récepteur (Diévart et al. 2003 et Torii
et al. 2000).

La structure tridimensionnelle des domaines LRR correspond a une succession alignée
et parallele de plans B reliés par une boucle a une hélice a parall¢le au plan B (figure 5). Cette
succession de plans et d’hélices alignés forme une structure non globulaire spécialisée dans
I’interaction protéine — protéine (Diévart e al. 2003). Une mutation dans les zones



conservées en leucine ou dans les boucles perturbent la liaison du ligand parce qu’elle
perturbe la succession des plans B et/ou des hélices a. Par exemple, la mutation de la glycine
(G) en position 6 du récepteur clavata 1 en acide aspartique (D) donne un phénotype mutant
(méristeme ¢élargi, voir plus loin). Cette mutation d’un petit acide aminé par un acide aminé
chargé désorganise la deuxieéme boucle du domaine LRR perturbant, dés lors, la liaison du
ligand clavata 3. Pour le récepteur bril, la mutation des acides aminés compris entre deux
motifs répétés en leucine perturbe la succession des plans B et des hélices a, et empéche
I’interaction avec les brassinostéroides (Diévart et al. 2003, Torii et al. 2000, Becraft 2002
et Hardie 2000).

b) Le domaine S

Le domaine S est présent dans une série de récepteurs tels que SRK de Brassica et
ARK 1, 2,3 d’Arabidopsis thaliana. Ces récepteurs sont impliqués dans la reconnaissance du
soi chez les végétaux, en particulier lors de la pollinisation. Ce motif se retrouve ¢galement
dans certaines glycoprotéines appartenant a la famille des S-locus glycoprotéines (SLG) chez
les Brassicacées et qui sont également impliquées dans la réponse d’incompatibilité
pollinique (Hiscock et al 2003, Cock et al 2002, Tichtinsky et al. 2003 Takayma et a/.2000,
Torii 2000 et Becraft 2002).

Le domaine S est caractérisé par douze résidus cystéine, dont dix absolument
conservés. La séquence consensus en acides aminés est : CXsCXsCX;CXCX,CX
CX,CX5CX5CXCX,,C (figure 6). Le role de ces résidus serait de faciliter la formation
d’homo- ou d’hétérodimere (Torii et al. 2000, Becraft 2002 et Hardie 2000).

c) Le domaine DUF26

Ce domaine, aussi appelé CRR (Cysteine-Rich Repeat), posséde la séquence
consensus : C-Xg— C-X; —C (figure 7). Cette séquence comporte trois résidus cystéines qui
participeraient a la formation de structures tertiaires grace a la formation de ponts disulfures.
Ce type de domaine se retrouve aussi bien dans des protéines solubles que dans des récepteurs
membranaires. Arabidopsis possédent 42 récepteurs contenant ce domaine. La fonction de
ce domaine, qui semble étre spécifique aux végétaux, n’a pas encore ¢té ¢lucidée (Chen
2001, Becraft 2002, Apweiler ef al. 2001).

d) Le domaine Crinkly

Ce domaine contient six résidus cystéines et présente une homologie avec le TNFR
(Tumor Necrosis Factor Receptor) des cellules animales. Un seul représentant de cette classe,
CR4 (CRINKLY 4) du mais, a été identifi¢ a I’heure actuelle. Ce récepteur interviendrait
dans le développement de I’épiderme (Becraft et al. 1996 et Torii et al. 2000).

e) Le domaine PAN

Ce domaine est homologue a un domaine présent sur la famille des plasminogénes et
les facteurs de croissance hépatique de Caenorhabditis elegans. Ce domaine contient un
pattern de résidus hydrophobes et de six cystéines conservées (figure 8) impliqués dans la
formation de ponts disulfures (entre C2 et C5 par exemple). Ce type de domaine serait
impliqué dans I’interaction protéine - protéine et/ou protéine — oligosaccharide. La fonction
de ce domaine est pour I’instant trés peu connue (Tordai et al. 1999).
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Figure 8: Alignement de plusieurs domaines PAN. Ces

cystéines conservés.

alignements permettent de mettre en évidence six résidus

Figure 9 : Représentation en 3D
d'un domaine sérine / thréonine
kinase.
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Figure 10 : Représention des onze sous-domaines conservés du domaine sérine / thréonine kinase conservé du
récepteur Wak 1(Pro25).
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Figure 11 : Alignement de plusieurs domaines sérine / thréonine kinase de plantes au niveau des domaines

sérine/thréonine kinase conservé I, IT et VIb. Les acides aminés conservés sont mis en gras ;

désigne I'emplacement d'acides aminés conservés du domaine ;
chez des récepteurs possédant un domaine S.
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Figure 12 : Voie de transduction du signal simplifié du récepteur sérine / thréonine kinase TGFp des cellules animales.
TGFp se fixe sur le récepteur TGFPII qui recrute TGFPI et le phosphoryle via une activité kinase intrinséque. En
absence de ligand, I'activité kinase de TGFp II est inhibée par la liaison de FKBP12 a la région 6S du récepteur. Une fois
I'hétérodimere formé, TGFPI recrute et phosphoryle une R-Smad. Le complexe R-Smad est amené en membrane par le
complexe SARA, un complexe qui régule la localisation subcellulaire des R-Smad. R-Smad phosphorylé s'associe a Smad 4
et migre vers le noyau. Dans le noyau, il s'associera a des co-activateurs ou des co-répresseurs transcriptionnels. Selon
le complexe formé, il y activera ou inhibera des génes cibles.



f) Le domaine lectine

Le motif lectine est homologue a la lectine présente chez les 1égumineuses. Il existe
38 récepteurs chez Arabidopsis qui posseédent ce type de domaine, par un exemple LecRK1.
La fonction biologique de ce domaine serait de fixer des oligosaccharides exogénes et/ ou
endogenes provenant de la dégradation de la paroi par un pathogene et d’initier la réponse de
défense. Des analyses structurelles montrent que les récepteurs LecRK ne sont pas capables
de fixer des monosaccharides comme les lectines des légumineuses, mais des sucres
beaucoup plus complexes. Execpté le cas de LecRK 1, aucune fonction physiologique précise
n’a été attribuée a cette classe de récepteurs (Torii e al. 2000, Becraft 200 2, Chen 2001,
Hervé et al. 1999 et Hardie 2000, Riou et al. 2002).

g) Le domaine Wak

Le domaine Wak comprend une région conservée ayant une homologie avec les
domaines EGF des cellules animales présentant un consensus de répétition de résidus
cystéines typiques. En plus des domaines EGF répétés, les récepteurs Wak possédent d’autres
sous-domaines typiques des protéines de la matrice extracellulaire des cellules animales. Le
domaine extracellulaire Wak s’est révélé étre associé physiquement a la paroi cellulaire (Torii
et al. 2000, Becraft 2002 et Hardie 2000). Les récepteurs Wak seront détaillés au point B.

a) Les récepteurs serine/thréonine kinase

Le domaine kinase le plus abondant chez Arabidopsis est le domaine sérine/thréonine
kinase (figure 9). Ce domaine est organis¢ en onze sous-domaines formant le domaine
catalytique de la kinase (figure 10). Ces domaine sont assez bien conservés entre les régnes
(Diévart et al. 2003). Chez la cellule végétale, ce sont les domaines VIb et VIII qui sont les
plus remarquablement conservés. Ils correspondent a une signature spécifique des récepteurs
sérine/thréonine kinase (VIb) et a une boucle d’activation de la kinase (figure 11) (Torii et al
2000).

Un des représentants de la famille des récepteurs sérine/thréonine kinase chez les
cellules animales est la sous famille des récepteurs TGFg (Becraft 2002, Schiller et al. 2004
et Cock 2002). Cette sous-famille de récepteurs intervient dans des processus tels que la
prolifération et la différentiation cellulaire, I’apoptose,... Une cytokine de la super-famille
TGFp, (TGFB ou BMP (Bone morphogenic factor)), se fixe sur le récepteur TGFBII. TGFBIL
recrute ensuite TGFPI et le phosphoryle via une activité kinase intrinseéque sur des résidus
sérines et thréonines. En absence de ligand, 1’activité kinase de TGFp II est inhibée par la
liaison de FKBP12 a la région GS du récepteur. Par contre, une fois I’hétérodimere formé,
TGEFBI recrute et phosphoryle une protéine R-Smad (Receptor Associated Smads avec Smad
1,2, 3,5 0u8). Le complexe R-Smad est amené en membrane par le complexe SARA, un
complexe régulant la localisation subcellulaire des R-Smad. Une fois phosphorylé, R-Smad
s’associe a Smad 4 et migre vers le noyau. Dans le noyau, il s’associera a des co-activateurs
ou a des co-répresseurs transcriptionnels. Selon le complexe formé, il activera ou inhibera
des génes cibles (Torii 2000, Schiller et al. 20004) (figure 12). Bien que cette voie de
transduction du signal n’existe pas chez la cellule végétale, on retrouve dans sa logique de
fonctionnement des similitudes avec des récepteurs de plante.
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Figure 13: Voie de transduction du signal du récepteur clavata 1. Lorsquil y a prolifération des cellules
souches, clavata 3 se lie a clavata 1 qui s'associe ensuite a clavata 2 pour former un hétérocomplexe. Cet
hétérocomplexe se dimérise et recrute deux protéines : Rop et KAPP. Apres dimérisation, le domaine kinase de
clavata 1 est phosphorylé. Le récepteur phosphoryle ensuite la protéine KAPP et active la voie des MAP kinase
via la protéine ROP. Cette cascade réprime la transcription du géne Wuschel (WUS) qui contréle le nombre de
cellules souches (Tichtinsky et al. 2003).

Tres peu de récepteurs a sérine/thréonine kinase de plantes sont actuellement
caractérisés. Les récepteurs Clavata 1, Bril, SRK, FL22 sont les récepteurs de plantes les
mieux caractérisés et dont une partie de la voie de transduction du signal est connue. Il faut
noter que ces récepteurs n’ont pas été découverts grace a I’effort de séquengage mais par
I’analyse de mutants.

+ Clavata, un récepteur intervenant dans I’organogenése

Durant le développement post-embryonnaire, la formation de nouveaux organes est
contrdlée par le méristeme apical (SAM). Ce dernier controle 1I’équilibre entre prolifération
et différentiation des cellules souches. Des mutants d’Arabidopsis nommés CLAVATA
(CLV) présentant une hyper-accumulation de cellules souches dans la zone centrale de 1’apex
de la tige ont ét¢ identifiés. Les méristemes floraux et végétatifs de ces plantes s’élargissent,
perturbant ainsi 1’organogenese (Lindsey ef al. 2002).

L’analyse fonctionnelle de ces mutants a permis de mettre en évidence trois génes
dont la mutation donne le méme phénotype : Clavata I, Clavata 2, Clavata 3. Clavata I code
pour un récepteur sérine/thréonine kinase avec domaine extracellulaire LRR ; Clavata 2 code,
quant a lui, également pour un récepteur avec un domaine extracellulaire LRR mais ne
possédant pas de domaine kinase intracellulaire. Clavata 3 ne code pas pour un récepteur
mais pour un polypeptide sécrété par certaines cellules du méristéme (Haecker e al. 2001,
Lease et al. 1998, Lindsey ef al. 2002, Tichtinsky ef al. 2003, Becraft 2002).

Lorsqu’il y a prolifération des cellules souches, Clavata 3 se lie a Clavata 1 qui
s’associe a Clavata 2 pour former un hétérocomplexe. Cet hétérocomplexe dimérise et
s’associe a deux protéines : Rop (Rho-GTPase-like protein) et KAPP (Kinase-Associated
proteine phosphatase). Apres dimérisation, on observe une autophosphorylation entre les
domaines kinases de Clavata 1 suivi par la phosphorylation de KAPP et I’activation d’une
cascade de MAP kinase par Rop. Cette cascade réprime la transcription du géne Wuschel



(WUS), un géne homéotique controlant le nombre de cellules souches et activant la
transcription du ligand Clavata 3. L’activité du récepteur Clavata est régulée négativement
par la protéine POLTERGEIST (POL) qui est, elle-méme, régulée par KAPP (figure 13).
C’est le rapport entre I’activité de Wus et la production de Clavata 3 qui permet de contrdler
le nombre de cellules souches dans le méristéme apical (Haecker et al. 2001, Lease et al.
1998, Lindsey et al. 2002, Tichtinsky et al. 2003, Becraft 2002).

+ BRI, un récepteur intervenant dans la perception des brassinostéroides

Les brassinostéroides sont des hormones stéroidiennes végétales impliquées dans la
régulation de la croissance et I’¢longation cellulaire (Clouse 2002, Yin ef al. 2002 et Becraft
2002).

C’est lors d’un criblage de mutants insensibles a 1’application de brassinostéroides
exogenes que le récepteur Bril a été identifié (Becraft 2002). Le récepteur BRII est un
récepteur sérine/thréonine kinase avec un domaine extracellulaire de type LRR (Yin et al.
2002). Celui-ci est composé de 25 répétitions LRR interrompues par une zone de 70 acides
aminés qui pourraient étre impliqués dans la liaison du ligand. Une mutation dans cette zone
donne, en effet, un phénotype mutant insensible aux brassinostéroides (Torii et al. 2000).
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Figure 14 : Voie de transduction du signal de bril. Lorsqu'il n'y a pas de brassinostéroide, BIN2 (BR-insentive 2 kinase)
phosphoryle BES2 (BRI-EMS-suppressor 2) et BZR1 (brassinazole-resistant 1). Une fois phosphorylé, ces deux facteurs
de transcription sont dégradés par le protéasome. La liaison d'un brassinostéroide, peut-tre associé d une protéine,
active I'hétérodimérisation de BRI1 avec BAK! (BRIl-associated receptor kinase). Aprés autophosphorylation, le
complexe BRI/BAK inactive BIN2 probablement via un ou plusieurs intermédiaires non identifiés. Une fois BIN2
inactivé, les facteurs de transcription BES2 et BZR1 ne sont plus dégradés et peuvent dés lors migrer vers le noyau. Une
fois dans le noyau, ils activeront les genes de la réponse aux brassinostéroides.
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Figure 15 : Réponse de l'incompatibilité pollinique. En absence de grain de pollen, le récepteur SRK est présent sous
forme monomérique et est maintenu a I'état inactif par l'interaction avec une thiorédoxine-H-like (THL) qui empéche
I'autophosphorylation du domaine kinase. Lorsqu'il y a un grain de pollen, et qu'il n'est pas compatible (génétiquement trop
proche), le ligand SCR se lie et induit I'homodimérisation de SRK ou la formation d'un hétérodimére avec SLG. Apres
autophosphorylation, le récepteur phosphoryle la protéine ARC1 (armadillo-repeat-containing 1) et KAPP. ARCl initie la
cascade cytosolique qui menera au rejet du grain de pollen. ARC1 phosphorylé agit comme une E3-ubiquitine ligase qui

greffe des ubiquitines sur des facteurs de croissance du grain de pollen qui seront dégradés par le signalosome COP9.



Lorsqu’il n’y a pas de brassinostéroides, la protéine BIN2 (BR-insentive 2 kinase)
phosphoryle les protéines BES2 (BRI-EMS-suppressor 2) et BZR1 (brassinazole-resistant 1).
Une fois phosphorylés, ces deux facteurs de transcription sont dégradés par le protéasome.
La liaison au récepteur BRI1 d’un brassinostéroide, peut-étre associé a une protéine, active
I’hétérodimérisation de BRI1 avec BAKI1 (BRII-Associated Receptor Kinase). Apres
autophosphorylation, le complexe BRI/BAK inactive BIN2 probablement via un ou plusieurs
intermédiaires non-identifiés. Une fois BIN2 inactivé, les facteurs de transcription BES2 et
BZR1 ne sont plus dégradés et peuvent des lors migrer vers le noyau. Une fois dans le noyau,
ils activeront les geénes de la réponse aux brassinostéroides (figure 14) (Becraft 2002, Lease
et al. 1998, Clouse 2002, Yin et al. 2002). Parmi ces genes, on retrouve des genes
impliqués dans la division cellulaire comme CycD3, une cycline spécifique de cette voie, ou
dans 1’¢longation cellulaire comme 7CH4, une xyloglucane endotransglycosyltransférase (Hu
et al 2000). D’autres génes sont, quant a eux, réprimés en présence de brassinostéroides ;
c’est le cas du géne codant pour le facteur de transcription BRHI (Molnar et al. 2002).

¢ SRK, un récepteur impliqué dans la reconnaissance du pollen

Les plantes ont mis au point des mécanismes anatomiques et moléculaires pour éviter
I’autofécondation et promouvoir I’allogamie. Dans ce dernier cas, les cellules du stigmate
expriment a leur surface les protéines SRK (S-locus receptor kinase) et SLG (S-locus
glycoprotéine). Le grain de pollen, quant a lui, exprime a sa surface la protéine SCR (locus S
riche en cystéines). C’est I’interaction entre ces différentes protéines qui déterminera s’il y a
compatibilit¢é menant dés lors a une fertilisation, ou incompatibilit¢ empéchant le tube
pollinique de se développer (Hiscock et al 2003, Cock et al 2002, Tichtinsky et al. 2003
Takayma ef al. 2000, Torii 2000 et Becraft 2002).

En absence de grain de pollen, le récepteur SRK est présent sous forme monomérique
et est maintenu a I’état inactif par I’interaction avec une thiorédoxine-H-like (THL) qui
empéche 1’autophosphorylation du domaine kinase (Hiscock et al 2003, Cock et al 2002,
Tichtinsky et al. 2003 et Becraft 2002). Dans cet état, SRK n’est pas li¢ a SLG suggérant
que SLG est recruté pour 1’activation de SRK. Lorsqu’il y a un grain de pollen et qu’il n’est
pas compatible (parce que génétiquement trop proche), le ligand SCR du grain de pollen se
lie 2 SRK et induit ’homodimérisation de SRK ou la formation d’un hétérodimere avec SLG.
Aprés autophosphorylation, le récepteur phosphoryle la protéine ARC1 (armadillo-repeat-
containing 1) et la protéine KAPP. ARCI initie la cascade cytosolique qui menera au rejet du
grain de pollen. ARCI1 phosphorylé joue le role de E3-ubiquitine ligase et greffe des
ubiquitines sur des facteurs de croissance du grain de pollen qui, une fois ubiquitinilés, sont
dégradés par le signalosome COP9 (Hiscock et al 2003, Cock et al 2002, Tichtinsky et al.
2003). La protéine KAPP déphosphoryle probablement SRK, et par conséquent, régulerait
I’activité du complexe SRK (figure 15). Lors de cette réponse d’incompatibilité, les génes de
la maturation du grain pollen a la surface du stigmate sont également réprimés. Cette réponse
est accompagnée par une augmentation des ions calcium dans le cytosol entrainant une
désorganisation du cytosquelette empéchant la polarisation normale du grain de pollen.
Parallélement, I’inhibition d’un type d’aquaporines empéche 1’hydratation du grain de pollen
bloquant des lors sa germination (Cock 2000).
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Figure 16 : Voie de transduction du signal du récepteur FLS2 homologue aux récepteurs Toll de la drosophile
et au récepteur TLR5 des cellules de mammiféeres. Dans le cas du récepteur FLS2, La liaison de la flagelline au
domaine LRR mene a la dimérisation et a 'activation de la kinase. L'activation de FLS2 induit une cascade de
MAP kinase. Cette cascade inclut AtMEKK1, AtMAPKK4/AtMAKK5 et ATMAPK3/AtMAPK6, des analogues de la
voie des MAPK animales. Cette cascade active I'expression des genes de la réponse aux pathogénes endéans les
30 minutes. Dans le cas des récepteurs TOLL son activation induit au stade larvaire le développement
dorsoventral et. Les récepteurs TOLL et TLR5 induisent |'immnunité non spécifique.
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Figure 17 : Représentation schématique du systéme a deux composantes.
(A), un senseur 4 histidine kihase et le régulateur de réponse montrant le transfert de phosphate entre un
résidu histidine (H) du senseur vers un résidu aspartate (D) du régulateur de réponse.



¢ FI22, un récepteur impliqué dans la réponse contre les pathogénes

La reconnaissance d’un pathogéne potentiel est essentielle a la plante pour se défendre
contre celui-ci. Bien qu’il existe un grand nombre de récepteurs (membranaire et
cytosolique) connus régissant I’interaction d’un pathogéne donné avec une plante donnée, un
récepteur généraliste a été récemment identifié chez les végétaux (Morris et al. 2003).

Ce récepteur, nommé FLS2, est un récepteur liant la flagelline des bactéries gram -.
La flagelline est le constituant unique du filament, une des trois parties du flagelle. Chez les
animaux, la flagelline est fortement antigénique et constitue ce qu’on appelle I’antigéne H.
Le récepteur FLS2 contient un domaine sérine/thréonine kinase et un domaine extracellulaire
LRR qui interagit avec un domaine conservé de la flagelline de plusieurs bactéries gram-
(Tichtinsky ef al. 2003, Montesano et al. 2003, Cock et al. 2002 et Torii 2000).

Le récepteur FLS2 d’Arabidopsis a une structure similaire au récepteur Toll like
(TLR) des cellules animales. Les récepteurs TLRS sont impliqués dans la reconnaissance de
caracteres communs de nombreux pathogeénes, dont la flagelline, et participerait a I’activation
d’une réponse de défense non spécifique. Chez la drosophile, le récepteur TOLL reconnait
des PAMPs (pathogene assosaieted molecular pattern) et induit la réponse inflammatoire. Il
est aussi impliqué dans le développement de I’axe dorsoventral durant le développement
larvaire (Gomez et al. 2002, Jones et al. 2004 et Morris et al. 2003).

La liaison de la flagelline au domaine LRR de FLS2 induit la dimérisation et
I’activation du domaine kinase par autophosphorylation. L’activation de FLS2 induit une
cascade de MAP kinase probablement via la protéine AtPhos43. Cette cascade inclut
AtMEKK1, AtMAPKK/AtMAKKS et AtMAPK3/AtMAPKS®6, des analogues de la voie des
MAPK animales. La détection de la flagelline active ainsi 1’expression des genes de la
réponse aux pathogenes endéans les 30 minutes entre autres, via I’intermédiaire du facteur de
transcription de type WRKY spécifique du monde végétal. KAPP interagit ¢galement avec
FLS2, probablement pour réguler son activité (figure 16) (Tichtinsky ez al. 2003).

b) Le domaine histidine kinase

Le deuxieme domaine kinase le plus représenté chez les végétaux est le domaine
histidine kinase du systéme a deux composants. Ce systéme est typique des bactéries et des
levures. Un récepteur histidine kinase est composé de deux éléments : le senseur et le
régulateur de réponse. Le senseur contient le domaine de liaison du ligand, un ou plusieurs
domaines transmembranaires et le domaine histidine kinase. Le régulateur de réponse est une
protéine qui sera activée ou inactivée, selon le contexte, par le senseur et qui régulera une
réponse cellulaire. Le senseur et le régulateur de réponse peuvent parfois étre associés dans
une méme protéine (Schaller 2000).

Le mode de fonctionnement des systémes a deux composants est relativement simple.
Un ligand se fixe au senseur qui peut se trouver sous forme dimérisée ou qui dimérise en
présence du ligand. Apres autophosphorylation des résidus histidines conservées du domaine
kinase, il y a un transfert de ce phosphate vers un résidu aspartate conservé présent sur le
régulateur de réponse. Ce dernier activera, ou inactivera, différents effecteurs en aval. La
cascade comprend parfois des protéines supplémentaires qui relaient le résidu phosphate vers
un ou plusieurs régulateurs finaux (figure 17) (Schaller 2000, Urao et al. 2000).
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Figure 18 : Voie de transduction du signal de I'éthyléne. Le récepteur ETR1 est actif en absence
d'éthyléene. Il forme un homodimere lié par ponts disulfures et est associé a des ions cuivre. ETRI
active constitutivement CTR1, une Raf-like sérine/thréonine kinase qui inhibe la réponse a
I'éthyléne par inactivation des effecteurs en aval EIN2, EIN3, EIN5 et EIN6. En présence
d'éthylene, le récepteur ETRI1 est inactivé, CTR1 n'est plus inhibé et peut donc promouvoir la
transcription des génes sensibles a I'éthylene.
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Figure 19 : A. Représentation en 3D de la structure d'un domaine EGF-Ca . B. Alignement de
divers domaines EGF montrant les six résidus cystéine (en jaune) typiques des domaines EGF.



Chez les végétaux, les récepteurs a deux composants les mieux caractérisés sont
impliqués dans la perception de 1’éthylene, des cytokinines et de la lumiére (Schaller 2000,
Urao et al. 2000, Kakimoto 1998, Howell ef al. 2003, Guo et al. 2004).

¢ Les récepteurs a I’éthyléne

Une famille de cinq récepteurs de 1’éthyléne (ETR1, ETR2, ERS1, ERS2 et EIN4) a
¢été découverte chez Arabidopsis (Schaller 2000). L’éthyléne est une hormone végétale qui
intervient dans la germination, 1’abscission, la sénescence des organes, le mirissement du
fruit et la réponse aux pathogénes (Urao et al 2000, Schaller 2002). Ces récepteurs ont été
identifiés grace a I’obtention de mutants présentant la réponse triple (Buer ef al. 2003).

Les récepteurs ETR1 et ERS1, des récepteurs de type I, possédent un domaine kinase
fonctionnel. Les récepteurs ETR2, ERS2, EIN4, des récepteurs de type II, possédent un
domaine kinase ayant perdu leur activité (Urao et al 2000, Guo et al 2004, Schaller 2002).
Le récepteur ETR1, le mieux caractérisé, est un récepteur actif en absence d’éthyléne. Il
forme un homodimeére li¢ par ponts disulfures et est associé¢ a des ions cuivre (Urao et al.
2000, Guo et al 2004). En absence d’éthyléne, ETR1 active CTRI, une Raf-like
sérine/thréonine kinase qui inhibe la réponse a 1’éthyléne par inactivation des effecteurs en
aval EIN2, EIN3, EINS et EIN6. CTRI1 est homologue a une MAPKKK suggérant que la
voie de I’éthylene activerait une voie de MAPK (Guo et al 2004). En présence d’éthyléne, le
récepteur ETR1 est inactivé. Une fois le récepteur inactivé, CTR1 n’est plus inhibé et peut
promouvoir la transcription des genes sensibles a 1’éthylene (figure 18) (Urao et al 2000,
Guo et al 2004, Schaller 2002).

B. Les recepteurs Waks

1. Structure

Lors de D’analyse du génome d’Arabidopsis thaliana, cinq génes Wak ont été
identifiés. Ils sont localisés sur le chromosome 1 et forment un groupe de geénes occupant un
espace de 30 kb (He ef al. 1996 et Verica et al. 2002). Cette famille de génes a été
récemment agrandie par 22 nouveaux membres, les Wak-Like protéines (Wakl), répartis sur
I’ensemble du génome (Verica et al. 2002).

Les génes Wak, et certaines Wakl, codent pour des récepteurs kinases
transmembranaires (Verica et al. 2002). Ces protéines possédent un seul domaine
transmembranaire, un domaine sérine/thréonine kinase intracellulaire et un domaine
extracellulaire variable. Le domaine kinase des cinq isoformes (Wakl-5) est relativement
bien conservé (86 % d’homologie). Le domaine extracellulaire est, quant a lui, assez variable
entre les cinq isoformes (40-64 % d’homologie) mais toutes possédent deux répétitions EGF-
like prés du domaine transmembranaire (Lally ef al. 2001).

Les motifs EGF contiennent typiquement six résidus cystéines conservés pouvant
réaliser trois ponts disulfures (figure 19). Alors que les espaces entre les cystéines sont
relativement bien conservés chez eucaryotes, par contre les autres acides aminés se trouvant
entre les résidus cystéines sont hautement divergents (Kohorn 2001). Le domaine
extracellulaire des protéines Wak contient deux types de domaine EGF : un domaine EGF-Ca
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Figre 20 : Représentation schématique des récepteurs Wakl-5. Les domaines sérine/thréonine kinase
cytosoliques sont représentés en bleu. Les domaines EGF-like des domaines extracellulaires sont
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Figure 21 : Localisation de l'activité GUS sous le contrdle des promoteurs wak 1,2 ou 3 chez des plants d'
Arabidopsis thaliana. Les photos A-C représentent de jeunes plantes de 14 jours. Les promoteurs wakl (A)
et wak2 (B) sont actifs au niveau des tissus vasculaires de la feuille et du pétiole. Le promoteur wak3 (C)
s'exprime uniquement au niveau du pétiole. Les photos D et E montrent respectivement l'activité des
promoteurs Wakl et wak2 au niveau de la jonction des inflorescences. Les photos G et H représentent le
profil d'expression du promoteur wakl (6) et wak2 (H) au niveau des fleurs. Wak1 s'exprime au niveau des
sépales et au niveau du stigmate avant l'ouverture des fleurs ; tandis que wak2 est actif a la base des
fleurs. Les figures F et I montrent l'activité du promoteur wakl au niveau de la silique. Lorsque la silique
est verte, on détecte l'activité GUS uniquement au niveau de la pointe de la silique. A un stade de
développement plus avancé de la silique, I'activité de GUS est détectée dans I'ensemble des tissus de la
silique (Wagner et al 2001).
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Figure 22: Activité des promoteurs wakl et wak2 au troisiéme jour de développement du
cotylédon. Wakl est exprimé au niveau des tissus vasculaires tandis que wak 2 est exprimé dans le
reste du cotylédon (Wagner et al 2001).

liant le Ca"" et un domaine EGF ne liant pas le Ca”". Ces deux domaines se distinguent aussi
par leur séquence consensus. Chez les métazoaires, les motifs EGF sont présents dans une
série de protéines de membrane, de protéines sécrétées et dans des hormones polypeptidiques.
Dans tous les exemples connus, ces motifs sont impliqués dans des interactions protéine —
protéine (Kohorn, 2001).

Les protéines Wak possedent aussi, selon 1’isoforme, plusieurs sous-domaines
extracellulaires partageant une homologie avec des protéines de la matrice extracellulaire des
cellules de mammiferes telles que le collagéne, la neurexine ou la tenascine (figure 20)
(Wagner et al. 2001 ; Lally et al. 2001 ; Becraft 2003). Le role de ces sous-domaines dans
la fonction du récepteur kinase n’est pas encore ¢lucidée.

2. Expression de Wak

Les profils d’expression des protéines Wak ont été déterminés a partir de plantes
transformées avec une construction contenant le géne rapporteur GUS (S-glucuronidase) mis
sous le controle des différents promoteurs Wak. Les observations histologiques montrent que
les protéines Wak sont exprimées a la jonction des organes, dans le méristéme apical des tiges
et des racines, dans les feuilles, les siliques et dans les fleurs (figure 21). Les profils
d’expression des différentes isoformes se recouvrent assez fortement, ce qui pourrait suggérer
une interaction physique et/ou physiologique entre elles (He ef al. 1999, Wagner ef al. 2001).

Wak 1 et Wak 2 sont les isoformes les plus abondantes et sont exprimées des les
premieres étapes du développement. On les retrouve essentiellement a la jonction des
organes, dans le méristéme apical des racines et des tiges, dans les feuilles et les sépales. Les
profils d’expression spatio-temporelle de certaines isoformes sont parfois différents. Wakl et
Wak 2 s’expriment parfois a des moments différents du développement, mais peuvent aussi
s’exprimer au méme moment dans le méme organe a des endroits différents. Par exemple,



chez Arabidopsis au troisiéme jour de développement du cotylédon, Wak 1 est exprimé dans
les tissus vasculaires de la feuille, tandis que Wak 2 est exprimé dans le reste de la feuille
(figure 22) (He et al. 1999 Wagner et al. 2001).

Le profil d’expression de 1’isoforme Wak 3 est associé a I’infection de la plante par un
pathogene. La protéine s’accumule au niveau des micro-lésions laissées lors de 1’attaque par
un pathogene (He ef al. 1999, Wagner et al. 2001).

Wak 4 est exclusivement exprimé dans les siliques, tandis que Wak 5 est exprimé dans
les organes verts. L’expression des génes Wak est donc régulée par différents facteurs liés au
stade de développement, aux facteurs environnementaux biotiques et abiotiques (He et al.
1999, Kohorn, 2001 et Wagner et al. 2001).

La perception de ces facteurs par la cellule végétale, et peut-étre par Wak, est encore
trés peu connue chez les plantes. La position particuliére de Wak a I’interface entre la paroi
cellulaire et le plasmalemme fait de cette protéine un acteur potentiel dans cette
communication. Différentes études ont permis de montrer que Wak entretiendrait des
relations privilégiées avec certains composants de la paroi cellulaire (Wagner et al. 2001).

Région hérissée
de la pectine

Région lisse de
la pectine

igure 23 : Modeéle de la paroi cellulaire végétale.
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Figure 24 : Représentation des régions lisses et de régions hérissées de la pectine. Les régions
lisses sont constituées d’homogalacturonane, un polymere d'acide galacturonique en liaison a 1-4 ;
tandis que les région hérissées sont constitués de rhamnogalacturonane I, un hétéropolymére de
(1-4) a-D- acide galacturonique et (1—2) a-L-rhamnose porteurs de courtes chdines latérales
d'arabinanes, de galactanes ou d'arabinogalactanes.

Figure 25 : Représentation du modele en « boite d ceuf ». Les régions lisses de la pectine peuvent
s'associer coopérativement en présence de cations bivalents tels que le calcium et ainsi former des
régions de jonction. Pour la simplicité du schéma, seul trois ions Ca™ ainsi que six résidus d'acide
galacturonique sont représentés ; la structure minimale stable implique, quand a elle, au moins 9
acides galacturoniques et 5 ions calcium.



3. Interaction de Wak avec la matrice extracellulaire

Lors des premiéres expériences de purification de Wak, He et al. (1996) ont constaté
que ces protéines étaient fortement liées a la paroi cellulaire. Les procédures classiques
d’extraction de protéines pariétales ne permettaient pas de solubiliser Wak. La solubilisation
de Wak n’était constatée qu’apres avoir fait bouillir les extraits de feuilles dans une solution
SDS 4 % et DTT 50 mM ou aprés un traitement aux pectinases. Vu le traitement drastique
que nécessite la séparation de ces deux composés, He et Wagner (1996, 2001) ont proposé
que le lien entre la pectine et Wak devait étre de nature covalente. Des résultats récemment
obtenus au laboratoire semblent cependant indiquer que I’interaction entre Wak1 et la pectine
pourrait étre non covalente (A. Decreux communication personnelle). La difficulté
rencontrée pour extraire Wak dans les premicres expériences pourrait €tre attribuées a
I’utilisation de trop fortes concentrations en calcium, dans les tampon d’extraction qui
« figerait » la paroi, et donc limiterait la mobilit¢ de Wak (A. Decreux communication
personnelle).

L’interaction de Wak avec la pectine est particuliérement intéressante vu la place centrale de
la pectine dans de nombreux processus physiologiques (Radley 2000). Les pectines sont des
polysaccharides complexes formant une matrice hydrophile entre les microfibrilles de
cellulose (figure 23). Elles sont sécrétées par le réseau endomembranaire et ce n’est qu’une
fois en paroi qu’elles s’associent avec la cellulose (Cosgrove 2001). Les pectines sont
composées de régions lisses et de régions hérissées. Les régions lisses sont constituées
d’homogalacturonane, un polymeére d’acide galacturonique en liaison a 1-4 (figure 24); tandis
que les régions hérissées sont constituées de rhamnogalacturonane I, un hétéropolymere de
(1—>4) a-D-acide galacturonique et de (1—2) a-L-rhamnose porteur de courtes chaines
latérales d’arabinanes, de galactanes ou d’arabinogalactanes (figure 24). Les régions
homopolygalacturoniques, relativement linéaires peuvent s’associer coopérativement en
présence de cations bivalents tels que le calcium (modele en « boite a ceuf ») (figure 25) et
former des régions de jonction. Le degré de polymérisation, le degré d’estérification par les
groupements méthyles ou acétyles des acides galacturoniques et le pH de la paroi permettent
de réguler le degré d’association des zones homogalacturoniques entre elles (Liners et al.
1992, Brent 2001). Des résultats récents obtenus au laboratoire montrent que les zones
homopolygalacturonanes des pectines peuvent se fixer spécifiquement sur le domaine
extracellulaire de Wakl et, plus particuliérement, sur un domaine protéique excluant le
domaine EGF (A. Decreux communications personnelles). Différents paramétres affectant la
formation des zones de jonction entres les chaines pectiques pourraient donc potentiellement
affecter I’interaction avec la protéine Wak1, et éventuellement, le role signalétique de Wak au
niveau de I’interface paroi-plasmalemme. Bien que 1’éventuelle fonction signalétique de
Wakl ne soit pas encore connue, on sait que l’interaction avec la pectine entraine la
phosphorylation d’une fraction des protéines Wakl, ce qui laisse entrevoir 1’existence d’une
voie de transduction du signal intracellulaire (Wagner ef al. 2001).

Interaction avec une GRP

Ran Park et ses collaborateurs (2001) ont mis en évidence, par la technique double
hybride, une interaction in vitro entre la protéine Wak1 et AtGRP3. Cette interaction a été
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Figure 26 : Northern blot mettant en évidence les franscrits wakl et AtGRP3 dans différents
organes de la plante. Wakl et AtGRP3 sont transcrits essentiellement dans les feuilles et dans les
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Figure 27 : Western blot d'un extrait protéique immunoprécipité avec un anticorps anti-AtGRP3. La
révélation a été réalisée avec un anticorps anti-wakl, anti-AtGRP3 ou anti-KAPP respectivement.
Cette expérience suggére que wakl, ATGRP3 et KAPP appartiennent a un méme complexe protéique
(Park et al 2001). PI = pré-Immun
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Figure 28 : Résultat d'une chromatographie d'exclusion de taille suivi d'un western blot réalisé au
départ des différentes fractions protéiques récoltées en sortie de chromatographie. Les
révélation ont été réalisées par des anti-corps anti-wakl, anti-AtGRP3, anti-KAPP. Cette seconde
expérience confirme l'existence d'un complexe protéique contenant au minimum wakl, AtGRP3 et
KAPP (éluats 25-26) ( ).

confirmée in vivo par des expériences de co-immunoprécipitation avec des anticorps anti-
Wakl et anti-AtGRP3. AtGRP3 appartient a la super-famille des protéines riches en glycine
(GRP) regroupant des protéines sécrétées et des protéines ancrées en membrane. AtGRP3



fait partie des protéines riches en glycine sécrétées et on la retrouve dans les organes ou 1’on
retrouve Wak (figure 26). Le criblage a également montré que Wakl interagissait
uniquement avec AtGRP3 et pas avec d’autres isoformes. A I’inverse, AtGRP3 peut interagir
avec plusieurs isoformes de Wak (1, 3, 5). La zone responsable de I’interaction entre
AtGRP3 et Wakl1 correspond a la partie carboxy-terminale riche en cystéine d’AtGRP3 et le
domaine EGF de la protéine Wakl.

Des expériences de co-immunoprécipitation avec un anticorps anti-AtGRP3, suivi
d’un Western Blot révélé par un anticorps anti-Wak1, anti-AtGRP3 ou anti-KAPP (figure 27)
ont permis de montrer que Wak1 et AtGRP3 font partie d’un complexe multimérique de 500
kDa comprenant la phosphatase KAPP. Ces résultats ont été confirmés par une
chromatographie d’exclusion combinée a un western blot (figure 28). Pour cette expérience,
des extraits protéiques ont été déposés sur une colonne de chromatographie d’exclusion de
taille. Les différent fractions ont ensuite ¢été analysées sur western blot et révélées avec des
anticorps anti-Wakl1, anti-AtGRP3 ou anti-KAPP. Les résultats obtenus montrent une co-
¢lution de Wakl, AtGRP3 et KAPP. Ces résultats, ainsi que ceux obtenus par co-
immunoprécipitation, permettent de dire que ces trois protéines forment bien un complexe
multimérique. Des expériences similaires réalisées en absence d’AtGRP3 montent que
I’interaction avec Wakl1 est indispensable a la formation du lien avec KAPP (Park et al.
2001).

4. Les rbles de Wak

Pour se défendre contre une infection par un virus, une bactérie, un champignon, un
nématode ou un insecte, les plantes supérieures se sont équipées de barrieres chimiques et
mécaniques constitutives ainsi que d’un systéme de défense inductible. Dans de nombreuses
situations, la plante est capable de se défendre contre I’attaque d’un pathogene par I’induction
d’une réponse locale dite « réponse hypersensible » (HR) et d’une réponse systémique dite
« résistance systémique acquise » (SAR) (Holt III ef al. 2003, Montesano et al. 2003, Shah
2003).

La réponse locale permet de contenir la progression du pathogéne au lieu d’infection.
La réponse hypersensible consiste en une mort programmée des cellules de la région infectée,
limitant ainsi la zone de propagation du pathogéne. Elle induit le renforcement de la paroi
cellulaire et la production de protéines de défense, dites protéines PR, et la synthése de
phytoalexines (antibiotiques végétaux).

La réponse systémique confére une résistance a 1’échelle de la plante contre le
pathogene rencontré, mais aussi contre d’autres pathogenes (Holt I1I ef al. 2003, Montesano
et al. 2003, Shah 2003). La réponse SAR peut ainsi étre comparée a un « vaccin » pour la
plante puisqu’elle confére une protection post-posée dans le temps (Montesanos et al. 2003).

La réponse locale et la réponse systémique sont précédées d’une augmentation de la synthese
d’acide salicylique (SA). Bien que le role de SA reste encore assez obscur dans la réponse
systémique, sa production induit une recrudescence de 1’expression des protéines PR (Holt III
et al. 2003, Montesano ef al. 2003, Shah 2003).



(a)

CL q (b)
£ Z 5
Waki Wak1
rRNA

PR1

P. syringae
(c)
rRNA

Wak1

rRNA

[
+

Figure 29 : Induction transcriptionnelle de wakl par INA, SA et Pseudomonas syringae. A.
Northern Blot d'ARN de plantes traitées avec H,O, SA ou INA montrant que la transcription du
géne wak 1 est, comme celle du géne PR 1, sensible a la présence de SA ou de son analogue INA. B.
Comparaison du niveau de trancription de Wakl chez des plantes sauvages (wt) et des plantes
mutantes nprl présentant un défaut dans la transduction du signal SA-dépendante. Cette
expérience confirme que wakl est une protéine PR. C. Northern Blot montrant l'induction de la
ranscription du géne wakl par une infection par Pseudomonas syringae (He et al 1998).



sWak kWak nWak aWak Vv
N

Figure 30 : Phénotypes des plantes transformées avec les différentes constructions wakl reprises
en haut de la figure. Les plantes transformées avec les constructions anti-sens (aWak) et nWak
survivent moins bien en présence de faibles concentrations en INA que les plantes transformées
avec un vecteur vide (V). Les plantes transformées avec les constructions sens (sWak) et kWak
résistent mieux aux fortes concentrations en SA que les plantes contrdles (V). Sur milieu de base

(MS), les plantes transformées n'affichent aucun phénotype particulier ( ).
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Figure 31: A. Induction de la transcription de wakl et d'AtGRP3 suite a des traitements au SA
dans des plantes sauvages, des plantes mutées nprl ou des plantes transformées avec le gene nahé
qui empéche l'accumulation de SA. Le niveau de transcription de AtGRP3, ainsi que celui de wakl
est réduit chez les plantes npr! et les plantes nahé. La transcription des deux génes est activée
par des concentrations similaires en SA. B. Induction de la franscription des genes wakl et
AtGRP3 dans les feduilles et les tiges en présence de SA ( ).
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Figure 32 : Modéle d'action de wakl dans la réponse aux pathogénes. Lors de l'attaque par un
pathogene, il y a synthése et accumulation de SA. SA active, via NPR1, la transcription des
protéines PR (y compris wakl). Les protéines PR, ainsi que wakl-probablement associé a AtGRP3,
participeraient a l'activation d'un mécanisme de détoxification de SA. Le modéle suggere
I'existence d'une boucle de rétroaction positive du couple ATGRP3- wakl sur le régulateur NPR1 afin
d'entretenir I'effet protecteur ( ).

He et son équipe (1998) ont montré, par Northern Blot, que 1’attaque d’un pathogéne,
ou un traitement au SA ou a I'INA (homologue synthétique de SA) induisaient une
augmentation du niveau de transcription de WakI(figure 29 C). Cette réponse était parallele a
I’augmentation du nombre de transcrits de protéines PR (figure 29 A). L’induction SA
dépendante de Wak laisse sous-entendre que Wakl pourrait étre une protéine PR. Pour
vérifier cette hypothéese, la transcription de Wakl a été mesurée dans des plantes possédant la
mutation nprl qui affecte I’activité de NPR1, un régulateur positif de la voie des protéines PR
induites par SA, et qui bloque la réponse SAR (He ef al. 1998, Shah 2003). Chez le mutant
nprl traitée avec SA ou INA, I’induction transcriptionnelle de Wakl est moins importante
que celle observée chez les plantes sauvages (figue 29 B) indiquant clairement que Wak1 est
une protéine PR.

He et ces collaborateurs (1998) ont également cherché a savoir quel pourrait étre le
role de Wakl dans le cadre de la réponse aux pathogeénes. Pour ce faire, plusieurs
transformations par Agrobacterium tumefaciens, avec quatre constructions Wakl sous le
contrdle du promoteur inductible PR1, ont été réalisées :

e une construction sens (sWak)

e une construction antisens (aWak)

e une construction (nWak) comprenant le domaine extra-membranaire et extracellulaire
de Wakl

e une construction (kWak) comprenant les domaines transmembranaire et kinase de
Wakl (figure 30).

Les plantes transgéniques obtenues ont été traitées avec SA ou INA et le taux de
survie des différents transformants a ét¢ mesuré. En présence de faibles concentrations de SA
ou INA (0.1 mM), les plantes transformées avec la construction antisens, c’est-a-dire celles
qui ne possedent plus la protéine Wakl, meurent. Cette observation suggeére que Wak est



nécessaire a la détoxification de SA. De plus, la présence d’une plus grande quantité de
protéine Wakl (construction sens) permet a la plante de survivre a de plus fortes
concentrations en SA (0.5 mM). Le plus étonnant est cependant que les plantes qui expriment
de maniére ectopique le domaine kinase de Wak (kWak) supportent mieux les plus fortes
concentrations en SA que celles qui n’expriment que le domaine extracellulaire (nWak)
(figure 30). Ces constructions ont donc permis de mettre en évidence que Wakl est
nécessaire a la plante pour détoxifier SA, mais que Wak1 n’interagit pas directement avec le
pathogéne (He et al 1998).

Assez curieusement, lorsqu’on traite des plantes avec SA ou INA, on observe une
augmentation de la transcription d’AtGRP3 (figure 31). Tout comme pour Wak1, la mutation
nprl, ou l’introduction du géne nahG (qui permet la dégradation de SA), empéchent cette
augmentation. Il y a donc superposition parfaite des profils d’expression de transcription des
deux geénes et une co-localisation des protéines correspondantes dans la paroi cellulaire (Park
et al. 2001). Le fonctionnement de Wakl ou du complexe Wak1/AtGRP3 dans la réponse
aux pathogenes n’est cependant pas encore ¢lucidé. On sait que la synthése de SA active
I’accumulation de protéines PR, dont Wakl, et la production d’AtGRP3 via une voie NRP1-
dépendante. Les protéines PR1, 2,5 et Wakl participeraient d’une maniere ou d’une autre a
la détoxification de SA. Des résultats expérimentaux suggerent ¢galement que Wak1

Figure 33 : Modele de la régulation de I'élongation
1 GRP cellulaire par wak. Dans ce modéle, en condition
Pectin normale, wak n'est pas lié & ATGRP3 ni & la pectine
et [I'élongation pourrait avoir lieu.  Lorsque
I'¢longation doit &tre inhibée, comme par exemple
lors de l'attaque par un pathogéne, la pectine et
AtGRP3 se fixeraient a wak et inhiberaient
I'élongation. Bien que ce modele n'ait pas encore
été validé, il est compatible avec larrét de
I'€longation cellulaire observée en cas d'attaque par
un pathogene ( ).
Kinasa régulerait I’activit¢é de NPR1 par un feed-
back positif (figure 32). Les détails
& l moléculaires des interactions protéine -
protéine et de la détoxification ne sont pas
encore connus (Park ez al. 2001).
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Chez les cellules végétales, la paroi cellulaire confere une forme et une structure a la cellule
ainsi qu’a tout I’organe (Wagner et al 2001). Cette paroi cellulaire est une structure rigide et
modelable qui joue un role clef dans 1’¢longation cellulaire (Lally ez al. 2001, Kohorn 2000).
Par leur localisation et leur lien a la pectine, les Wak sont des candidats potentiels pouvant
participer directement ou indirectement a la régulation de I’expansion cellulaire. Lally ef al.
(2001) ont réalisé une construction antisens du géne Wak 4 sous le controle d’un promoteur
sensible au dexamaméthasone (DEX), un glucocorticoide synthétique, pour éteindre toutes les
isoformes Wak. Les plantes transformées montraient des retards dans leur développement et
leurs feuilles étaient plus petites que celles des plantes non transformées. Des observations



par microscopie ¢lectronique a balayage ont permis de montrer que la diminution de la taille
des feuilles était due a une diminution de la taille des cellules et non du nombre de cellules.
Ces résultats suggerent que Wak n’intervient que dans le phénomeéne d’élongation cellulaire
et n’intervient pas dans la division cellulaire. De plus, lors de la suppression de I’expression
de Wak, on observe une diminution de la quantité de certaines expansines connues pour
rompre les liens non covalents entre les polysaccharides de la paroi (Lally et al 2001). Un
modele de régulation de 1’¢longation par Wak a été proposé par Kohorn (figure 33). Dans ce
modele, lorsque Wak n’est pas liée a la pectine ni a AtGRP3 1’¢longation pourrait avoir lieu.
Lorsque I’élongation doit &tre inhibée, comme par exemple lors de D’attaque par un
pathogene, la pectine et AtGRP3 se fixeraient a Wak et inhiberaient 1’¢élongation. Ce modele
n’a pas encore été validé et il ne tient pas compte des nombreux autres facteurs impliqués
dans la régulation de I’¢longation cellulaire.

C. Comment aborder I’etude de I’activation de Wak1 par la pectine ?

Dans les points précédents, nous avons vu que la pectine interagissait avec le
récepteur Wakl. Des résultats récents obtenus au laboratoire indiquent que Wakl interagit
¢galement avec des oligomeres de pectine (A. Decreux, communication personnelle). Il a
aussi été démontré que, lors de cette liaison, le récepteur était phosphorylé (Wagner et al.
2001). Il n’a cependant pas été démontré que la liaison de la pectine activait une cascade de
transduction du signal en aval de Wakl. Cette démonstration est a I’heure actuelle encore
difficile car on ne connait aucun des substrats de Wakl.

Bien plus, si la pectine active une voie de transduction via son interaction avec Wakl,
il faudra trouver un moyen de distinguer ce qui est activé effectivement via Wak1 de ce qui
serait activé via d’autres récepteurs interagissant avec la pectine. Les pectines et les
fragments de pectine sont, en effet, des bio-modulateurs pléiotropiques agissant sur plusieurs
processus physiologiques importants de la plante tels que la morphogenése et les interactions
plante-pathogene. Les fragments pectiques sont connus pour avoir un rdle signalétique qui
dépend de leur degré de polymérisation. Il a ét¢ démontré que des oligomeres d’acide
galacturonique avec un degré de polymérisation compris entre 9-16 et en présence de Ca*"
sont capables d’induire une dépolarisation membranaire, une alcalinisation du cytosol, une
augmentation de I’activité en calcium cytosolique et la transcription de nombreux genes de
défense dans des cultures en suspension de carottes (Messiaen et Van Cutsem 1994). La
contrainte du degré de polymérisation correspond, en réalité, a la taille minimale pour que les
oligoméres pectiques adoptent une conformation en « boite a ceuf» et exercent leur role
d’¢éliciteur (Liners et al. 1992, Messiaen et Van Cutsem 1994). Rappelons que I’interaction
de Wakl avec les fragments pectiques dépend également de la formation de cette
conformation en « boite a ceufs » (A. Decreux, communication personnelle).

Dans ce contexte trés particulier d’un ligand potentiel multi-tache, il est donc difficile
d’¢étudier I’activation d’un récepteur particulier dont on ne connait aucune cible dans la
cellule végétale. Face a cette difficulté, les méthodes d’analyse avec « a priori » (Northern
blot, RT-PCR quantitative,...) qui permettraient d’étudier ’impact des pectines ou de
fragments pectiques sur quelques genes cibles sont a exclure.
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Figure 34 : Représentation schématique d'un récepteur hybride. Le récepteur hybride FSH / LH
est composé de la partie extracellulaire du récepteur & la FSH et des sept domaines
transmembranaires et de la partie N-terminale du récepteur du récepteur a la LH. L'application de
FSH active de la voie de la LH.
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Figure 35 : Représentation schématique des différentes constructions du récepteur hybride BRI1-Xa21.
NRG-1 est composé du domaine LRR, du domaine transmembranaire (TM) et du domaine juxtamembranaire
(IM) de bril et du domaine kinase de Xa2l. NRG-2 est composé du domaine LRR de BRII et du domaine
TM, IM et du domaine kinase de Xa21. NRG-3 est composé du domaine LRR, TM de BRI1 et du domaine TM
et du domaine kinase de Xa21. NRGIml est une construction basée sur NRG1 avec une mutation dans la
région de 70 acides aminés du domaine LRR de bril. NRG1mk est une construction basée sur NRG1 avec une
mutation au hiveau du domaine kinase Xa21.



Des méthodes d’investigations sans « a priori » telles que les micro-arrays, le SAGE
(Serial Analysis of Gene Expression), AFLP sur ADNc (Amplification Fragment Lenght
Polymorphisme) ou 1’¢lectrophorése a 2 dimensions ou des approche plus physiologique
physiologiques (mesure de calcium cytosolique, par exemple) pourraient donc étre envisagées
pour identifier des cibles potentielles de I’interaction pectine-Wakl ou établir un lien
fonctionnel entre la liaison de la pectine et Wakl. Ces approches impliquent cependant des
comparaisons entre plantes sauvages et plantes spécifiquement mutées au niveau du géne
Wakl. De tels mutants d’Arabidopsis thaliana sont actuellement disponibles dans les
banques de graines (http://www.arabidopsis.org/servlets/Order?state=catalog). Malgré leur
puissance d’investigations, ces techniques sont cependant, pour certaines, trés lourdes
d’application ou nécessitent bien souvent un équipement cotiteux. A cela, il faut rajouter la
problématique intrinséque a tout bio-essai dont on ne connait pas la cinétique de réponse. On
ne connait, a priori, ni la durée de la stimulation, ni 1’dge optimal des cellules pour
I’application du traitement, ni la cinétique de la réponse (de quelques minutes a plusieurs
jours). Tous ces inconvénients nous ont amenés a choisir une autre approche : la construction
d’un récepteur hybride.

Cette approche a déja été utilisée avec succes a plusieurs reprises dans des contextes
trés différents. Elle a permis, par exemple, de montrer que le récepteur GH (hormone de
croissance) cytosolique des cellules animales était bien activé par GH. Dans ce cas, le
récepteur hybride était composé du domaine extracellulaire du récepteur GH et du domaine
intracellulaire du récepteur de I’EGF (Hellgren et al. 2004). Cette technique a aussi été
utilisée pour I’étude de récepteurs couplés a des protéines G pour identifier des ligands
potentiels de récepteurs orphelins. Un des récepteurs hybrides ainsi construit était composé
de la partie extracellulaire de FSH couplée aux sept domaines transmembranaires et a la
partie C-terminale du récepteur au LH. Cette étude de faisabilité montrait qu’il était possible
d’activer spécifiquement la voie « LH » en présence de FSH (figure 34) (Yin et al. 2004).

Cette approche a également été appliquée chez les végétaux dans le cadre de 1’étude
du récepteur des brassinostéroides, un récepteur impliqué dans 1’¢longation cellulaire et dont
la structure est similaire a celle du récepteur Wakl. Le but de I’expérience consistait a
démontrer que les brassinostéroides étaient bien les ligands du récepteur BRI1. Pour ce faire,
un récepteur hybride entre le domaine extracellulaire du récepteur BRI1 et le domaine kinase
du récepteur Xa2l a été construit. Xa2l est un récepteur qui confére au riz une résistance
contre la bactérie Xanthomonas oryzae pv. oryzae. Ne sachant pas, a priori, quelles parties de
BRI1 étaient nécessaires a la liaison du brassinole et a la transduction du signal a I’intérieur
de la cellule, trois récepteurs hybrides ont été testés (figure 35):

o NRG-1 composé du domaine LRR, du domaine transmembranaire (TM)
et du domaine juxtamembranaire (JM) de BRI1 et du domaine kinase de
Xa2l

J NRG-2 composé du domaine LRR de BRII et du domaine TM, JM et
kinase de Xa2l

o NRG-3 composé du domaine LRR, TM de BRII et du domaine JM et
kinase de Xa21
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Figure 37 : Réponse cellulaire des cultures en suspension de riz non transformées et transformées avec les
constructions NRG-1, NRG1 ml ou NRG1 mk traitées avec du brassinole. A. mesure du taux de mortalité
des cellules montrant que les plantes transformées avec NRG1 ont un taux de mortalité plus élevé que les
cultures contrdles. Cette augmentation est due a I'activation de la réponse HR par Xa2l. B. Mesure de la
production d'H,0,. Les cellules transformées avec NRG-1 présentent une augmentation significative du
niveau d'H;0,. C. Comparaison par Northern blot de 'abondance des transcrits des génes RCH10 (Rice
defense chitinase), PAL (phenylalanine ammonium-lyase) et CatB (catalase) impliqués dans la réponse de
défense. L'activité de RCHI10 et de PAL (genes de défense) augmente dans les cellules transformées avec
NRG-1 tandis que l'activité catalase (détoxification d'H,0,) diminue. D. Analyse graphique des Northern
blot du point C.

Connaissant les cibles de Xa2l chez le riz, il était possible de vérifier I’'impact de
brassinostéroides sur ces cibles. Seule la construction NRG-1 s’est avérée capable d’initier,
aprés traitement aux brassinoles, une réponse hypersensible (figure 37). Cette réponse se
traduit par une mort programmeée des cellules infectées, un choc oxydatif (production d’H,0O5)
et une activation spécifique de certains génes de défense (chitinase, phénylalanine ammonia-
lyase et catalase). Deux constructions contréles basées sur NRG-1, NRGIml et NRG1mk,
ont permis de vérifier, d’une part, qu’une mutation au niveau du site potentiel de liaison des
brassinostéroides bloque la réponse Xa2l ; et, d’autre part, qu'une mutation qui annule
I’activité catalytique du domaine kinase de Xa21 bloque également la réponse Xa21 (figure
36). Les concentrations en brassinoles utilisées pour activer I’expression de genes de défense
chez les plantes transformées avec NRG-1 étaient similaires aux concentrations
physiologiques en brassinostéroides nécessaires pour induire 1’élongation cellulaire (He et al.
2000).



D. Objectifs du mémoire

Dans le cadre de ce mémoire, nous allons contribuer a 1’étude de I’interaction entre le
récepteur Wakl1 et la pectine, un des constituants majeur de la paroi cellulaire végétale. Nous
allons construire un récepteur hybride inspiré du bio-essai utilisé¢ par He et al. (2001) pour
mettre en évidence 1’activation du récepteur bri 1 par un brassinostéroide.

Le récepteur hybride Wakl-bril sera construit sur le méme modele que la
construction NRGI, le récepteur hybride bril-Xa2l (He et al. 2001). Ce récepteur
fonctionnel était composé des domaines extracellulaire, transmembranaire et
juxtamembranaire de bril et du domaine kinase de Xa21. Dans le cas de notre mémoire, nous
allons construire un récepteur hybride Wakl1-bril comprenant les domaines extracellulaire,
transmembranaire et juxtamembranaire de Wak1 et le domaine kinase de bril.

Le premier objectif sera donc de cloner les séquences codant pour les domaines
extracellulaire, transmembranaire et juxtamembranaire du géne Wakl et la séquence codant
pour le domaine kinase du géne Bril. Ces deux séquences seront ensuite jointes pour générer
une séquence hybride qui sera clonée dans plasmide Ti pour la transformation de plantes par
Agrobacterium.

Notre second objectif était de transformer des cultures en suspension d’Arabidopsis
thaliana avec la construction possédant le récepteur hybride et d’obtenir des transformants
stables.

Notre troisieme objectif a été de mettre au point la technique qui servira & mesurer
I’augmentation ou la diminution de la transcription de deux geénes de réponse aux
brassinostéroides : le géne de la cycline CycD3 et le géne du facteur de transcription BRH.



II. Matériel et Méthodes



Matériel et Méthodes

A. Culture en suspension de cellules végetales
1. Arabidopsis thaliana écotype Landsberg erecta (L-MM1)

1.Peser 4,43 g MSMO (milieu minimal organique) et 30 g de sucrose.

2.Dissoudre dans 900 ml d’eau désionisée.

3.Ajuster le pH a 5,7 avec du NaOH ; porter a volume.

4.Ajouter, pour le milieu BM, 500 ul d’acide naphtaléne acétique [stock : 1
mg/ml] et 50 pl de kinétine [stock : Img/ml]. Pour le milieu CM, ajouter
500 pl d’acide naphtaléne acétique [stock : 1 mg/ml] et 500 ul d’IPAR
de [stock : Img/ml] et 2 g de Gelrite.

5.Autoclaver.

Culture ;
Les cultures en suspension sont repiquées hebdomadairement en diluant 6 ml
de culture dans 44 ml de milieu frais autoclavé dans un erlenmeyer de 250
ml et placées sur un agitateur orbital (120 rpm) a 22 °C avec une

photopériode de 16h de lumiére/ 8h d’obscurité.

2. Arabidopsis thaliana écotype (A-TL)

1. Peser 3,2 g de B-5 (minimum organique) et 30 g de sucrose.

2. Dissoudre dans 900 ml d’H,O désionisée.

3. Ajuster le pH a 5,7 avec du NaOH ; porter a volume.

4. Ajouter, pour le milieu BM, 200 pl d’acide naphtaléne acétique [stock : 1
mg/ml] et 100 pl de kinétine [stock : Img/ml]. Pour le milieu CM,
ajouter 500 pul d’acide naphtaléne acétique [stock : 1 mg/ml] et 500 ul de
IPAR [stock : Img/ml] et 2 g de Gelrite.

5. Autoclaver.

Culture :

Le repiquage et les conditions de culture sont identiques a celle de
Arabidopsis thaliana écotype Landsberg erecta.

B. Culture d’ E.Coli

1. Milieu LB liquide (pour 11)

1) Peser 10 g de bactotryptone, 10 g de NaCl et 5 g d’extrait de levure.
2) Pour un milieu solide ajouter 15 g/l de Bacti Agar.

3) Mettre a pH 7,0 ; porter a volume avec de I’eau désionisée.

4) Autoclaver.

2. Transformation d’E. coli TOP 10F’
Matériel :

= Milieu SOC (Bactotryptone 2 %, Extrait de levure 0,5 %, NaCl 10 mM,
KCl12,5 mM, MgCl, 10 mM, MgSO4 10 mM, Glucose 20 mM)
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Pour le choc thermique :

Cellules thermocompétentes (One shot transformation kit, Invitrogen)
Bain thermostatisé a 42 °C

Etuve de culture a 37 °C

Pour électroporation :

Cellules électrocompétentes (One shot transformation kit, Invitrogen)
Electroporateur (Biorad)

Cuvette d’¢lectroporation 0,2 mm (Biorad)

Agitateuret étuve de culture a 37°C

. Dégeler sur glace un tube de 50 pl de cellules compétentes.
. Ajouter X pl du produit de ligation directement dans le tube contenant

les cellules compétentes et mélanger délicatement.

Incuber les cellules sur glace pendant 30 minutes.

Incuber les cellules pendant 30 secondes dans un bain a 42 °C, puis
replacer les cellules sur glace pendant 2 minutes.

Ajouter 250 pl de milieu SOC (température ambiante).

Placer les cellules sous agitation (225 rpm) a 37 °C pendant une heure.
Etaler 100 pl de cellules sur milieu LB agar plus les sélectifs adéquats.
Sélectionner les transformants soit par test blanc/bleu ou par PCR sur
colonies apres une nuit d’incubation a 37 °C.

Mettre la cuvette d’électroporation sur glace.

Dégeler sur glace un tube de 80 pul de cellules électrocompétentes.
Ajouter 4 pul maximum du produit de ligation.

Laisser 1 minute sur glace, puis transférer les cellules dans la cuvette.
Electroporer les cellules (25 pF et 2,5 kV, 200 Ohms).

Ajouter 480 pul de milieu SOC a température ambiante.

Incuber les cellules a 37°C sous agitation pendant 1h.

Etaler les bactéries sur milieu LB agar plus les sélectifs adéquats.
Sélectionner les transformants soit par test blanc/bleu ou par PCR sur
colonies apres une nuit d’incubation a 37 °C.

C. Culture d’Agrobacterium tumefaciens (LBA4404 et LBA4404/virG)

1. Préparation de cellules électrocompétentes

1.

4.

Lancer une culture de 1 1 d'Agrobacterium dans du milieu LB liquide
contenant 25 pg/ml streptomycine, 10 pg/ml rifampicine et 20 pg/ml
gentamycine. Incuber les bactéries a 27 °C sous forte agitation jusqu’a
une absorbance a 600 nm comprise entre 0,5-1,0.

Centrifuger les bactéries a 2455 g pendant 10 minutes a 4°C
(Centrifugeuse Beckmann 12-21).

. Eliminer le surnageant et reprendre les bactéries dans 500 ml d'eau

froide stérile. Centrifuger comme ci-dessus. Recommencer cette
opération deux fois.
Resuspendre le culot dans 20 ml de glycérol 10 % froid.



Transvaser les bactéries dans un tube Falcon de 50 ml. Centrifuger a
3000 g pendant 10 minutes a 4°C (Centrifugeuse BHG Hermle ZK364).
Eliminer le surnageant et resuspendre le culot de bactéries dans 2 ml de
glycérol 10 % froid.

Aliquoter les bactéries par 100 ul et les stocker a -70°C jusqu'a
utilisation.

2. Electroporation d'Agrobacterium tumefaciens

1.

e ol

Prélever 100 pl de cellules électrocompetantes et les placer dans une
cuvette d'électroporation. Ajouter le mélange de ligation, mélanger et
placer la cuvette dans la glace pendant 1 minute.

Electroporer les cellules (25 pF, 2,5 kV et 400 Ohms).

Ajouter aux bactéries 480 pl de milieu SOC a température ambiante.
Incuber les cellules a 30°C pendant 1h.

Etaler les bactéries sur milieu LB agar et incuber les boites pendant 2 a 3
jours a 30°C.

D. Méthodes relatives aux acides nucléigues
1. Miniprep d’ADN plasmidique :

Matériel et solutions :

Tampon de lyse: glucose 50 mM, Tris EDTA 10 mM (pH 8,0) +
lysozyme 4 mg/ml (fraichement préparé)

Solution NaOH/SDS : NaOH 0,2 M + SDS 0,1 %

Solution d’acétate : acétate de potassium 3 M + acide acétique glacial 10
%

Solution phénol/chloroforme/alcool isoamylique (25:25:1)

Ethanol 96 % maintenu a -20 °C

Tampon TE-RNase: 10 mM Tris-EDTA (pH 8,0) + 5 pg/ml RNase
(DNase free)

Protacole :

1. Centrifuger 1,5 ml de suspension bactérienne a 12000 g (2 minutes,
4°C). Répéter cette opération 2-4 fois.

2. Ajouter au culot 150 pl de tampon de lyse. Incuber I'échantillon
pendant 5 minutes dans la glace.

3. Ajouter 300 u1 de NaOH / SDS. Incuber 5 minutes dans la glace.

4. Ajouter 150 pl de solution d'acétate. Vortexer 10 secondes et incuber 5
minutes dans la glace. Centrifuger a 12000 rpm pendant 10 minutes a
4°C.

5. Au surnageant, ajouter 400 pl de phénol/chloroforme/alcool isoamylique
(25:25:1). Vortexer énergiquement puis centrifuger a 12000 g pendant 2
minutes a 4°C.

6. Au surnageant (phase aqueuse), ajouter 1000 pl d'é¢thanol 96 %
(maintenu a -20°C) et incuber 10 minutes a -70°C.

7. Centrifuger a 12000 rpm pendant 10 minutes a 4°C.

8. Sécher le culot et le resuspendre dans 20 pul de tampon TE-RNase

pendant 1 h a 37°C.



2. Maxiprep d’ADN plasmidique
Matériel et solutions :

= Kit Qiagen-tip 500
= [sopropanol (température ambiante)

= Ethanol 70% (température ambiante)
Praotocole :

1. Lancer une culture bactérienne de 10 ml de milieu LB + antibiotique.
Incuber les bactéries pendant 8 heure a 37 °C sur agitateur (~300 rpm).

2. Diluer de 1/500 a 1/1000 la culture de départ dans 100 ml milieu LB.
Incuber a 37 °C pendant 12-16 h sur agitateur (~300 rpm).

3. Culoter les bactéries par centrifugation a 6000 g pendant 15 minutes a
4°C.

4. Resuspendre le culot bactérien dans 10 ml de tampon P1.

5. Ajouter 10 ml de tampon P2, mélanger délicatement par inversion et
incuber a température ambiante pendant 5 minutes.

6. Ajouter 10 ml de tampon P3 maintenu a 4°C, mélanger immédiatement
par inversion et incuber 20 minutes sur glace.

7. Centrifuger a > 20000 g pendant 30 minutes a 4 °C. Prélever rapidement
le surnageant contenant le plasmide.

8. Centrifuger le surnageant a > 20000 g pendant 15 minutes a 4 °C. Enlever
rapidement le surnageant contenant le plasmide.

9. Equilibrer une colonne QIAGEN 500 en appliquant 10 ml de tampon
QBT.

10. Appliquer le surnageant de 1’étape 8 dans la colonne QIAGEN 500.

11. Laver la colonne avec 2 x 30 ml de tampon QC.

12. Eluer I’ADN avec 15 ml de tampon QF.

13. Précipiter I’ADN en ajoutant 10,5 ml d’isopropanol. M¢langer et
centrifuger immédiatement a > 15000 g pendant 30 minutes a 4 °C.
Décanter prudemment le surnageant.

14. Laver le culot d’ADN avec 5 ml d’éthanol 70% a température ambiante
et centrifuger a > 15000 g pendant 10 minutes. Eliminer le surnageant.

15. Sécher le culot a I’air pendant 5-10 minutes et resuspendre I’ADN dans
500 pl de tampon TE.

3. Quantification des acides nucléiques
Matériel :

= Spectrophotométre UV 1601-PC
= (Cuvette en Quartz

Procedure
1. Régler le spectrophotomeétre en réalisant une ligne de base entre 200 et
300 nm

2. Régler le zéro de I’appareil en utilisant 1 ml de la solution dans laquelle
vous avez resuspendu I’ADN ou I’ARN.

3. Ajouter 1 ul d’échantillon et mélanger par inversion.

4. Mesurer I’absorbance de I’échantillon de 260 nm a 280 nm au moyen
d’une cuvette en quartz

5. Calculer la concentration de votre échantillon en sachant que 1 unité
DOss0 = 50 pg/ul d’ADN ou 40 pg/ul d’ADN



6. Le rapport des absorbance mesurer a 260/280, donne une idée de la
pureté de I’échantillon

4. Electrophoreése sur gel d’agarose d’ARN ou d’ADN
Matériel et solutions :

=  Cuve d’¢lectrophorese (Pharmacia biotech GNA 100).

= Agarose (Gibco BRL).

= Tampon TAE : Tris-acétate 4 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0.
»  Bromure d’éthidium (BET) : stock a 10 mg/ml

= Solution de chargement : bleu de bromophénol 0,025 %, glucose 40 %.
Protocole :

1. Préparer 50 ml d’agarose 1 % dans du tampon TAE et y ajouter 3 pl de
BET.

2. Couler le gel dans un support adéquat et placer les peignes.

3. Ajouter 1 volume de solution de chargement a 5 volumes d’échantillon.

4. Apres solidification, placer le gel dans la cuve d’électrophorése
contenant du tampon TAE.

5. Déposer dans les puits un volume adéquat d’échantillon.

6. Faire migrer I’échantillon pendant environ 1h sous 80 mA.

7. Visualiser les acides nucléiques sur transilluminateur (302 nm UV).

5. Extraction d’ADN d’un gel d’agarose (Protocole QIAEX)
Matériel :

= QIAEX II Agarose gel extraction kit (Qiagen)
= Bain chauffant thermostatis¢ a 50°C

Protocole:
1. Exciser la bande d’ADN du gel d’agarose avec un scalpel propre.
2. Peser le gel dans un tube et ajouter 3 volumes de tampon QX1 pour un
volume de gel.
3. Vortexer pendant 30 secondes la résine QIAEX II.

4. Ajouter 30 ul de résine QIAEX II au tube contenant le gel.

5. Incuber 10 minutes dans un bain a 50°C pour solubiliser 1’agarose et
fixer I’ADN a la résine QIAEX II.
6. Me¢langer toutes les 2 minutes pour remettre la résine en suspension.

7. Centrifuger a 13000 g pendant 30 secondes, puis enlever le surnageant en
prenant garde de ne pas toucher le culot contenant la résine et I’ADN.

8. Laver le culot avec 500 pl de tampon QXI1. Centrifuger a 13000 g
pendant 30 secondes, puis Oter le surnageant.

9. Laver le culot deux fois avec 500 pl de tampon PE. Centrifuger a
13000 g pendant 30 secondes, puis €éliminer le surnageant.

10. Laisser sécher le culot a 1’air libre pendant 10 & 15 minutes.

11. Eluer I’ADN avec 20 pl d’H,O (pH 8,0) ou du tampon Tris pH 8,5.

12. Laisser a température ambiante pendant 5 minutes si le fragment d’ADN
fait <4 kb. Si le fragment fait entre 4-10 kb incuber a 50 °C pendant 5
minutes. S’il fait plus de 4 kb, incuber 10 minutes a 50°C.

13. Centrifuger a 13000 g pendant 30 secondes et prélever le surnageant
contenant I’ADN.



6. Extraction d’ADN d’un gel d’agarose (Protocole Nucleospin)
Materiel ;.
= NucleoSpin Etract kit (Marchery-Nagel)
= Bain chauffant thermostatis¢ a 50°C
Protocole:

1. Exciser la bande d’ADN du gel d’agarose avec un scalpel propre.

2. Peser le gel dans un tube et ajouter 300 pl de tampon NT1 pour 100 mg de gel.

3. Incuber 10 minutes dans un bain a 50°C pour solubiliser I’agarose et mélanger
toutes les 2 minutes.

4. Placer la colonne NucleoSpin extract dans un tube collecteur de 2 ml

5. Déposer I’échantillon dans le tube collecteur et centrifuger a 8000 g pendant 1
minute, puis vider le tube collecteur.

6. Ajouter 600 pul de tampon NT3 a la colonne puis centrifuger a 11000 g pendant
1 minute, puis vider le tube collecteur.

7. Ajouter 200 pul de tampon NT3 et centrifuger a 11000 g pendant 1 minute, puis
¢liminer le surnageant.

8. Faite préchauffer le tampon d’élution a 70°C.

9. Placer la colonne dans un eppendof de 1,5 ml propre et ajouter 20 pl de
tampon d’¢lution. Laisser 1 minute a température ambiante puis centrifuger a
11000 g.

7. Purification d’ADN sur colonne « microcon »

Materiel ;.
= Kit de purification microcon (Millipore)
Protocole ;
1. Déposer sur la colonne x pl d’échantillon plus y pl d’eau. (x +y =450
ub.
2. Centrifuger 15 minutes a 4300 g.
3. Rajouter 20 pl d’eau sur la colonne.
4. Laisser incuber 5 minutes a température ambiante.
5. Retourner le tube dans 1’autre sens et le placer dans un nouvel eppendorf.
6. Centrifuger 5 minutes a 1400 g.
7. Conserver le tube contenant ’ADN a - 20 °C jusqu’a une utilisation
ultérieure.
8. Extraction d’ARN par la méthode TriPure™ (Roche)

Materiel :
= Mortier, pilon et broyeur ultraturax préalablement trait¢ au four pasteur a
180°C pendant une nuit.
= Tubes en polycarbonate de 30 ml autoclavés.
= Eau DEPC 0,1%

= Azote liquide
Protocole :

1. Culotter les cellules en suspension par centrifugation a 190 g pendant 5
minutes a 4°C.
Ou

Prélever des plantules Arabidopsis thaliana cultivées en terre.



2. Plonger les plantules dans 1’azote liquide et broyer les plantules dans
I’azote liquide.

3. Ajouter 1 ml de Tripure par 200 mg de matériel frais ou congeler.
4. Homogénéiser le matériel végétal au fur et a mesure de la décongélation.
5. Récolter I’homogénat dans un tube de 30 ml et centrifuger a 12000 g

pendant 10 minutes a 4°C.

6. Reprendre le surnageant dans un nouveau tube et laisser reposer pendant
5 minutes a température ambiante.

7. Ajouter 0,2 ml de chloroforme par ml de Tripure, mélanger par inversion
pendant 15 sec et laisser reposer pendant 3 minutes a température
ambiante. Centrifuger a 12000 g pendant 15 minutes a 4 °C.

8. Prélever la phase supérieure et ajouter 0,5 ml d’alcool isopropylique par
ml de Tripure.

9. Meélanger par inversion pendant 15 sec et laisser 10 minutes a
température ambiante. Centrifuger a 12000 g pendant 10 minutes a 4 °C.

10. Eliminer le surnageant. Laver ’ARN avec 1 ml d’éthanol 75% (préparé
avec de I’eau DEPC 0,1%). Centrifuger a 7500 g pendant 5 minutes a
4 °C.

11. Enlever le surnageant et sécher le culot a I’air libre.

12. Resuspendre le culot dans de I’eau DEPC (20 a 500 pl).

13. Stocker ’ARN a - 80 °C.

. RT-PCR

. Synthése d’ADNCc premier brin au départ d’ARN total

Materiel -
= Kit first strand cDNA synthesis (Amersham)
= Eau DEPC 0.1 %

=  Bain chauffant thermostatisé a 37 °C.
Protocole:

1. Dans un eppendorf RNAse-free mettre 1,5 pg d’ARN total
d’Arabidopsis thaliana dans un volume maximal de 8 pl.

2. Incuber a 65 °C pendant 10 minutes et mettre immédiatement dans de la
glace + eau.

3. Apres refroidissement, centrifuger briévement pour amener tout le
liquide au fond du tube.

4. Ajouter 5 ul de bulk mix, 1 pul de DDT, 1 pul de Not primer dilué¢ 25X.

5. Meélanger en pipetant et centrifuger bri¢vement.

6. Incuber a 37 °C pendant 1h.

7. PCR sur ’ADNc 1° brin obtenu
Matériel :

"« Bain chauffant thermostatisé a 90 °C.
= Appareil PCR (Biozym mini-cycler).
=  Mix dNTP (Roche)

* Taq polymérase + tampon PCR (BioLabs).
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M13 Reverse Primer | Sp6 Promoter ¥
CAG GAA ACA GCT ATG AEJC!—\TG ATT ACG CCA AGC T|AT TTA GGT GAC ACT ATA GAA
GIC CTT TGT CGA TAC TG TAC TAA TGC GGT TCG AATA AAT CCA CTG TGA TAT OIT
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TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA GTA ACG GCC
ATG AGT TCG ATA CGT AGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT CAT TGC CGG

ler)(l EcoR. | EcoR |1 EcoR V
| | |

GCC AGT GTG CTG GAA TTC GGC TT PCR Product A GCC GAA TTC TGC AGA TAT

CGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG AL TT CGG CTT AAG ACG TCT ATA

BstX | Not 1 Xhol Nsil Xbal Apal

| | | [ |
CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG |CCC TAT
GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA

T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer
AGT GAG TCG TAT TACAAT TCA |CTG GCC GTC GIT TTA C|AA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
\ TCA CTC AGC ATA AT|GTTA AGT |[GAC CGG CAG CAA AAT GTT GC A GCA CTG ACC CTT TTG

Comments for pCR@II
3971 nucleotides

LacZo gene: bases 1-587
M13 Reverse priming site: bases 205-221

Sp6 promoter: bases 239-256

Multiple Cloning Site: bases 269-381

T7 promoter: bases 404-423

M13 (-20) Forward priming site: bases 431-446
f1 origin: bases 588-1025

Kanamycin resistance ORF: bases 1359-2153
Ampicillin resistance ORF: bases 2171-3031
pUC origin: bases 3176-3849

8. Figure 2-1: Représentation schématique du vecteur pCRII® utilisé pour
transformer des £ Col/i ToplOF'. Le vecteur contient le géne de la résistance a
I'ampicilline et & la kanamycine et un site de clonage dans le géne LacZ ce qui permet
de réaliser le test blanc/bleu.

HOS-pro NPTII (KanR) caMv 35S

Sph T Sst I EcoR I

1 I | 1
Hind III Pst I Xbal Sma I
sph I BamH I

pBI-121

Pst I
Figure 2-2 : Représentation schématique du vecteur binaire pBI121 utilisé pour transformer les plantes via
Agrobacterium tumefasciens. Le T-DNA compris entre le bord droit (RB) et le bord gauche (LB) est
transféré et inséré dans le génome de la plante lors de la transformation. Le T-DNA contient un gene de
résistance a la kanamycine sous le contrdle d'un promoteur et d'un terminateur de la nopaline synthase
(NOS pro, NOS-ter), le géne rapporteur GUS (8-Glucuronidase) sous le contrdle d'un promoteur constitutif
35S du virus de la mosaique du choux fleur (CaMV35S) et d'un terminateur NOS.



Protocole :

1. Chauffer I’ADNc a 90°C pendant 5 minutes et mettre immédiatement
dans la glace + eau
2. Dans un tube PCR, mettre :
5 ul d’ADNc.

5 ul de tampon PCR.

2 ul de ANTP (100 pmoles/ul).

1 ul d’amorce gauche a 100 pmoles / pl
1 ul amorce droite a 100 pmoles / pl
35,5 ul d” H,O

0,5 pl de Taq polymérase (5 unités/pl)

2. Programme PCR de base :

Etape Température | Temps | Nombre de cycle
Dénaturation | 94°C Smin |1
Dénaturation | 94°C Il min |35
Hybridation | 55°C I min |35
Elongation | 72°C 3min |35
72°C 10 min |1

10. Réaction de ligation
Matériel :

T p CRII Cloning kit (Invitrogen)
= Vecteur pCRII (figure 2-1) ou Vecteur pBI121 (figure 2-2)

= Appareil PCR (Biozym mini-cycler)

Protocole :
1.Préparer 10 pul de réaction de ligation contenant :
* Produit PCR frais Xul
* Tampon ligation 10X 1 ul
* Vecteur (Z ng/ul) Z’ul

* Eau stérile pour un volume total de 10 pl
* T4 DNA ligase (4.0 unit¢ Weiss) I ul

Remarque pour fixer x et z il faut calculer au préalable :

X ng produit PCR ou restreint = (Y pb produit PCR) * Z ng vecteur
(Taille en pb du vecteur)

2.Incuber la réaction de ligation a 14°C pendant une nuit.

11 Réaction de séqguencage
Matériel :

= CEQ DTCS quick start kit

= CEQ Sequencing reaction buffer kit

= Stop solution : 1 pl de glycogéne, 2 pl de d’acétate de sodium 3 M, 1,6
ul d’eau, 0,4 EDTA 0,5 M

= CEQ Sample loading solution (SLS)




Taille (Kbp) | ng pour 25 frnol | ng pour 50 frnol | ng pour 100 frnol
0.2 33 6.5 13
0.3 4.9 9.8 20
0.4 6.5 13 26
0.5 8.1 16 33
1.0 16 33 65
2.0 33 65 130
3.0 50 100 195
4.0 65 130 260
5.0 80 165 325
6.0 100 195 390
8.0 130 260 520
10.0 165 325 650
12.0 195 390 780
14.0 230 455 910
16.0 260 520 1040
18.0 295 585 1170
20.0 325 650 1300
48.5 790 1500 1500

Tableau 1: Tableau reprenant les quantités nécessaires de plasmide ou d'insert selon la taille de l'insert la ca

SEQ sequencing separation buffer
Séquenceur capillaire Beckman CEQ 8000

Protocole :

. Préparer un mélange contenant 1 pl d’amorce (10 pmoles / pl), X pl

d’ADN (a déterminer selon la taille du fragment, voir tableau 1).
Ajuster le volume a 10 pl avec de I’eau stérile sans DEPC.

. Dénaturer le mélange a 95 °C pendant 15 minutes puis mettre

immédiatement sur glace pendant 3 minutes.

Rajouter 4 pul de CEQ DTCS quick start kit, 1 ul de CEQ Sequencing
reaction buffer kit, 5 pul d’eau milliQ.

Lancer une réaction de s€quengage avec le programme suivant :

1 X 92°C Iminutes 30 secondes
40 X 96°C 20 secondes

50°C 20 secondes

60°C 4 minutes
1X 4°C a l’infini

. Apres réaction de séquencage, ajouter 5 pl de Stop solution et 60 pl

d’éthanol 96 % froid.

Centrifuger 15 minutes a 13 000 g puis €liminer le surnageant.

Laver avec 200 pl d’éthanol 76 %, centrifuger 15 minutes a 13 000 g et
¢liminer le surnageant. Refaire cette étape une seconde fois.

Sécher I’ADN au speedvac pendant 25 minutes.

Resuspendre dans 40 ul de SLS CEQ. Placer I’échantillon dans un puits
et couvrir celui-ci avec une goutte d’huile minérale.



10.
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Prendre une nouvelle plaque 96 puits, et ajouter dans chaque puits 8
gouttes de SEQ sequencing separation buffer. Placer cette plaque et celle
contenant les échantillons a 1’endroit prévu dans [’appareil de
séquengage.
Lancer la méthode de séparation LFR-a (CEQ 8000 Genetic analysis
system) avec les parametres suivants :

. température des capillaires lors de la migration : 50°C

. température de dénaturation 90°C pendant 120 secondes

. injection : voltage 2 kV pendant 15 secondes

o Séparation voltage 4 kV pendant 110 minutes

Analyser les séquences avec les paramétres d’analyse par défaut.

E. Méthode relative a la transformation des végétaux

1. Transformation de cellules végétales cultivées en suspension

Matériel

Milieu de culture de L-MMI1 ou A-TL (voir page 1-2).
Milieu de callogenése de L-MM, A-TL (voir page 1-2).
Solution d’acétosyringone fraichement préparer (stock : 100 mM)

Protocole :

. Lancer une culture de 5 ml d’Agrobacterium dans du milieu LB 25

(98]

10.
11.

pg/ml streptomycine, 10 pug/ml rifampicine, 20 pg/ml gentamycine et 10
pg/ml kanamycine.

Quatre a huit heures avant la transformation, ajouter 1’acétosyringone a
la culture d’Agrobacterium a une concentration final de 100 uM.
Mesurer la DOsso de la culture d’Agrobacterium et ajuster a 1,0.
Centrifuger 2150 pl de bactéries a 13000 g et les resuspendre dans 2 150
pl de milieu BM.

Rajouter les bactéries a une culture d’Arabidopsis fraichement repiquée
ainsi que 1’acétosyringone a une concentration finale de 100 pM.
Co-cultiver les cellules en suspension avec les Agrobacterium pendant
48h.

. Ajouter 150 mg/1 [soit 3 ml/l d’un stock 50 mg/ml] de Céfotaxime et de

Ticarcilline acide clavulanique pour éliminer les Agrobacterium
Repiquer la culture en suspension une semaine apres la transformation et
suivre le protocole de repiquage habituel (voir page 18)

ou

Collecter dans un Falcon de 50 ml les cellules infectées par
Agrobacterium par centrifugation a 1000 g pendant 3 minutes a 4 °C.
Laver 2X le culot de cellules avec une solution de sucrose 3 %.
Resuspendre les cellules transformées dans une solution de sucrose 3,0
% + gelrite 0,2 % maintenue a 45 °C et couler I’ensemble sur du milieu
CM + kanamycine.
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Résultats

Voici un bref rappel de la technique que nous allons utiliser pour contribuer a 1’étude
de I’interaction de Wakl avec un des constituants majeurs de la paroi: la pectine. Cette
technique est inspirée d’une technique utilisée par He et al. (2001) pour mettre en évidence
I’activation de bril par un brassinostéroide. Elle consiste a construire un récepteur hybride
formé¢, d’une part, du domaine extracellulaire du récepteur testé et, d’autre part, du domaine
kinase d’un récepteur dont on connait I’activité. Dans notre cas, nous avons choisi le
domaine kinase de bril. Le récepteur hybride Wak1-bril sera construit sur le méme modele
que NRG 1, le récepteur hybride bril-Xa21 fonctionnel de He (He et al. 2001). Le récepteur
NRG 1 était composé des domaines extracellulaire, transmembranaire et juxtamembranaire de
bril et du domaine kinase de Xa2l. Le récepteur hybride que nous voulons construire
contiendra le domaine extracellulaire, transmembranaire et juxtamembranaire de Wakl que
nous appelerons désormais domaine extracellulaire de Wak1 et le domaine kinase de bril.

A Définition des amorces PCR

1. Analyse in silico de Wakl1 et Bril

Dans un premier temps, nous avons recherché les séquences des génes Wak! et bril
dans la banque de données NCBI. A partir de ces séquences, une recherche de la position des
différents domaines protéiques a été effectuée dans the TIGR Arabidopsis thaliana Database.

Séquence Wakl (Atlg21250) (figure 1)

Le domaine extracellulaire : 1 aa a 332 aa

Les domaines EGF : 238 aa et 328 aa

Le domaine transmembranaire : 333 aa a 355 aa
Le domaine juxtamembranaire : 356 aa a 371 aa
Le domaine kinases : 409 aa a 682 aa.

Séquence bril (At4g39400) (figure 1)

Le domaine extracellulaire : 1 aa a 792 aa

Le domaine transmembranaire : 793 aa a 814 aa
Le domaine juxtamembranaire 815 aa a 882 aa
Le domaine kinases : 883 aa a 1155 aa

Nous voulons assembler les domaines protéiques de Wakl, compris entre 1’acide
aminé 1 et 371, au domaine kinase de bril, compris entre I’acide aminé 883 et 1155. Pour
pouvoir assembler la séquence codant pour le domaine extracellulaire de Wakl1 avec celle
codant pour le domaine kinase de bril, il nous faut rajouter un site de restriction. Ce site doit
étre absent du domaine extracellulaire de Wak1 ou du domaine kinase de bril et du vecteur
de clonage. En plus de ce site, deux autres sites de restriction doivent étre introduits pour le
clonage du fragment hybride Wakl1-bril dans le vecteur de transformation de plante. De
nouveau, ces sites doivent étre absents du domaine extracellulaire de Wakl et du domaine
kinase de bril.

Dans un deuxieme temps, nous avons recherché les sites de restriction uniques
présents dans ces différentes séquences codantes avec le programme DNA strider.
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Figure 1 : Représentation schématique de la localisation des différents domaines de Wakl et de bril.



Site de restriction absent de la séquence wak 1 :

Acc65 | g/gtacc Dra 111 cacnnn/gtg Nhe 1 g/ctagc
Age 1 a/ccggt Drd 1 gacnnnn/nngtc Not | gc/ggecgce
Apa 1 gggcc/c Dsa | c/crygg Nru | tcg/cga
ApaL | g/tgcac Eag | c/ggccg Nsi | atgca/t
Asc 1 gg/cgcgcec Eam1105 1 gacnnn/nngtc Pac 1 ttaat/taa
Ase 1 at/taat Eco47 111 agc/gct PaeR7 1 c/tcgag
Ava 1 c/ycgrg Eco0109 1 rg/gnccy PFIM 1 ccannnn/ntgg
Ava |11 g/gwcc EcoR 1 g/aattc Pme 1 gttt/aaac
Avr 11 c/ctagg Ehe 1 ggc/gcc PmI 1 cac/gtg
Bbe 1 ggcgce/c Esp3 1 cgtctc 1/5 Ppulo 1 a/tgcat
Bbs 1 gaagac 2/6 Fau 1 cccgce 4/6 PpuM 1 rg/gwccy
Bel 1 t/gatca Fse 1 ggccgg/cc Psp1406 1 aa/cgtt
Bgl 1 gcennnn/nggc Fsp 1 tgc/gca Pvu 1 cgat/cg
Bpm 1 ctggag 16/14 Hae 11 rgcgc/y Rsr 11 cg/gwccg
Bpull02 1 gc/tnagc Hga 1 gacgc 5/10 Sac 11 ccge/gg
Bsa I ggtctc 1/5 Hha 1 gcg/c Sfi 1 ggccnnnn/nggcc
BsaA 1 yac/gtr Hind 111 a/agctt SgrA 1 cr/ccggyg
Bsaw 1 w/ccggw HinP 1 g/cgc Sma 1 ccc/ggg
BsiE 1 cgry/cg Kas 1 g/gcgcc SnaB 1 tac/gta
Bsiw 1 c/gtacg Kpn 1 ggtac/c Srf 1 gccec/gggce
Bspl120 1 g/ggccc Mcr 1 c/grycg Sse8337 1 cctgcasgg
BspE 1 t/ccgga MIu 1 a/cgcgt Stu 1 agg/cct
BspM 1 acctgc 4/8 Mun 1 c/aattg Swa 1 attt/aaat
BsrF 1 r/ccggy Nae 1| gcc/ggc Tth11l I gacn/nngtc
BssH 11 g/cgcgc Nar 1 gg/cgcc Xho 1 c/tcgag
BstU 1 cg/cg Nco | c/catgg Xma 1 c/ccggg

BstX 1 ccannnnn/ntgg NgoM 1 g/ccggc

Site de restriction unique de wak 1 :

Enzyme Site <-- Pos. -—>
Bsg I gtgcag 16/14 6 7 2202
Ben | ccs/gg 159 160 2049
Nci | cc/sgg 159 160 2049
AFL 111 a/crygt 203 204 2005
Afl 11 c/ttaag 209 210 1999
BspD 1 at/cgat 268 269 1940
Cla 1 at/cgat 268 269 1940
Apo 1 r/aatty 335 336 1873
Hpa 1 gtt/aac 362 363 1846
Bsm 1 gaatgc 1/-1 409 410 1799
Sph 1 gcatg/c 429 430 1779
AlwN 1 cagnnn/ctg 457 458 1751
Sal 1 g/tcgac 498 499 1710
Bcg 1 cgannnnnntgc 500 501 1708
BstB 1 tt/cgaa 531 532 1677
PshA 1 gacnn/nngtc 576 577 1632
Xmn 1 gaann/nnttc 639 640 1569
Bgl 11 a/gatct 641 642 1567
BspH 1 t/catga 664 665 1544
Nde 1 ca/tatg 734 735 1474
BsaB 1 gatnn/nnatc 810 811 1398
Aat 11 gacgt/c 843 844 1365
BsaH 1 gr/cgyc 843 844 1365
Spe 1 a/ctagt 861 862 1347
Sca 1 agt/act 867 868 1341
Bst1107 1 gta/tac 1060 1061 1148
Sau96 1 g/gncc 1161 1162 1047
EcoN 1 cctnn/nnnagg 1241 1242 967
Msc 1 tgg/cca 1253 1254 955
Xba 1 t/ctaga 1415 1416 793
Ban 1 g/gyrcc 1461 1462 747
EcoR V gat/atc 1599 1600 609
Ear 1 ctcttc 174 1689 1690 519
Sap 1 gctcttc 1/4 1689 1690 519
Ban 11 grgcy/c 1692 1693 516
Ecl136 1 gag/ctc 1692 1693 516
Sac 1 gagct/c 1692 1693 516
Dra 1 ttt/aaa 1833 1834 375
Bsu36 1 cc/tnagg 2085 2086 123

Figure 2 : Analyse des sites de restriction unique présents et absents de wak 1. Les sites soulignés sont les
sites de restriction choisis pour le clonage ultérieur.



Site de restriction absent de bril :

Acc 1 gt/mkac BssH 11 g/cgcgce Nhe 1 g/ctagc

Acc65 1 g/gtacc Bst1107 1 gta/tac Not 1 gc/ggccgce

ATl 11 c/ttaag BstB 1 tt/cgaa Nru 1 tcg/cga

AlwN 1 cagnnn/ctg BstE 11 g/gtnacc Nsi 1 atgca/t

Apa 1 gggcc/c BstX | ccannnnn/ntgg Pac 1 ttaat/taa
ApaL 1 g/tgcac Dra 111 cacnnn/gtg PFIM 1 ccannnn/ntgg
Asc 1 gg/cgcgcec Drd 1 gacnnnn/nngtc PmI 1 cac/gtg

Ase 1 at/taat Eag 1 c/ggccg Ppull 1 a/tgcat

Avr 11 c/ctagg Eam1105 1 gacnnn/nngtc Pvu 1 cgat/cg

BamH 1 g/gatcc Eco47 111 agc/gct Pvu 11 cag/ctg

Ban 1 g/gyrcc EcoN 1 cctnn/nnnagg Sal 1 g/tcgac

Bbe 1 ggcgce/c Ehe 1 ggc/gcc Sap 1 gctcttc 174
Bcl 1 t/gatca Fau 1 cccgce 4/6 SFi | ggccnnnn/nggcc
Bgl 1 gccnnnn/nggc Fse 1 ggccgg/cc SnaB 1 tac/gta

BsaA 1 yac/gtr Fsp 1 tgc/gca Spe 1 a/ctagt

BsaB | gatnn/nnatc Hae 11 rgcgc/y Sph 1 gcatg/c

Bsg 1 gtgcag 16/14 Kas 1 g/gcgcc Srf | gcce/gggc
BsiW 1 c/gtacg Kpn 1 ggtac/c Sse8337 | cctgca/sgg

Bsm 1 gaatgc 1/-1 MIu 1 a/cgcgt Ssp 1 aat/att
Bsp120 1 g/ggccc Nae 1| gcc/ggce Stu | agg/cct
Bspl1407 1 t/gtaca Nar 1 gg/cgcc Swa | attt/aaat
BspE | t/ccgga Nco | c/catgg Tthlll I gacn/nngtc
BspH 1 t/catga Nde 1 ca/tatg Xcm 1 ccannnnn/nnnntgg
BspM | acctgc 4/8 NgoM | g/ccggce

Site de restriction unique de bril:

Enzyme Site cible <-- Position -->
Xba 1 t/ctaga 387 388 3255
Eco0109 1 rg/gnccy 404 405 3238
PpuM 1 rg/gwccy 404 405 3238
Sty | c/cwwgg 428 429 3214
Sma | ccc/ggg 486 487 3156
Xma 1 c/ccggg 486 487 3156
EcoR 1 g/aattc 545 546 3097
Aat 11 gacgt/c 642 643 3000
BsaH | gr/cgyc 642 643 3000
Xmn | gaann/nnttc 899 900 2743
SgrA 1 cr/ccggyg 908 909 2734
Sca 1 agt/act 1103 1104 2539
Pspl1406 1 aa/cgtt 1178 1179 2464
Rsr 11 cg/gwccg 1208 1209 2434
Hpa 1 gtt/aac 1568 1569 2074
SfaN 1 gcatc 5/9 2027 2028 1615
EcoR V gat/atc 2064 2065 1578
BspD 1 at/cgat 2190 2191 1452
Cla 1 at/cgat 2190 2191 1452
BstN 1 cc/wgg 2277 2278 1365
EcoR 11 /ccwgg 2277 2278 1365
Dsa 1 c/crygg 2301 2302 1341
NspB 11 cmg/ckg 2301 2302 1341
Sac 11 ccge/gg 2301 2302 1341
PshA 1 gacnn/nngtc 2362 2363 1280
Bcg 1 cgannnnnntgc 2516 2517 1126
Mun 1 c/aattg 2537 2538 1105
Bpm 1 ctggag 16/14 3160 3161 482
BsiE 1 cgry/cg 3432 3433 210
Mcr 1 c/grycg 3432 3433 210
Hae 1 wgg/ccw 3454 3455 188
Msc 1 tgg/cca 3454 3455 188

REMARQUE : Sacl a trois sites de restrictions situé a : 812 — 1451 — 1667
nucléotides

Figure 3 : Liste des sites de restrictions absents et uniques de bril. Les enzymes soulignées sont celles qui
ont été choisies pour le clonage ultérieur
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Figure 4 : Représentation schématique de la structure secondaire de Wakl au niveau du domaine
transmembrannaire (analysé par le logiciel GOR Secondary Prediction from SBDS).
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Figure 5: Représentation schématique de la structure secondaire de Bril au niveau du domaine kinase
(analysé par le logiciel GOR Secondary Prediction from SBDS).
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Figure 6 : Représentation schématique de la structure secondaire de Wakl-bril au niveau du domaine
transmembrannaire (analysé par le logiciel GOR Secondary Prediction from SBDS).

A partir des résultats obtenus (figures 2-3), le site de restriction que nous avons décidé
d’ajouter pour permettre I’assemblage des fragments Wak1-bril est le site de restriction de
I’enzyme Smal (CCC|GGG). Ce site est absent du vecteur de clonage pCRII®, et facilitera
les étapes de clonage ultérieures.

Les sites de restriction que nous pouvons utiliser pour 1’insertion dans pBI121 sont les
suivants : Xbal, BamHI et Smal pour le c6té 5°; et Sstl (Sacl) pour le coté 3°. Vu que Smal
est déja utilis¢ pour 1’assemblage des fragments Wak1-bril, seuls Xbal ou BamHI peuvent
étre utilisés. D’apres les résultats obtenus dans la figure 3, nous avons choisi le site de
restriction de Xbal (T | CTAGA) car il est absent de la séquence codant pour le domaine
extracellulaire de Wak1 et le domaine kinase de bril.

Le site Sstl sera ajouté du coté 3’ de la séquence codant pour le domaine kinase ; ce
site de restriction est absent dans la séquence codante du domaine kinase de bril.

Maintenant que nous avons défini les sites de restriction a insérer, nous allons
comparer la structure secondaire de Wak1 et de bril a celle du récepteur hybride théorique.
La structure secondaire de Wak1 (figure 4) présente au niveau de la zone de jonction (371°
aa) une hélice a allant du 351° au 374° aa. Au niveau de la zone de jonction du récepteur
hybride, on constate que I’hélice 0. ne va que jusqu au 371° aa (figure 5). La structure
secondaire du domaine kinase (figure 6) du récepteur hybride (a partir du 373° aa) ressemble
évidement a celle présente au niveau du domaine kinase du récepteur bril (883° aa).

Malgré la petite modification observée dans le structure secondaire du récepteur
hybride, nous décidons néanmoins d’aller plus loin et de définir les amorces qui nous
permettrons de cloner les différents fragments de Wak1 et de bril.



2. Définition des amorces PCR Wakl1 et bril

Sur base de la séquence théorique obtenue par NCBI, des amorces gauche et droite
permettant I’amplification du fragment de Wak1 et de bril respectivement ont été définies :

VanWaklg 2 5 TCTAGAATGAAGGTGCAGGAGGGTTTG 3’
VanWakld = 5° CCCGGGTTGTTCTCGGAGCTTGGTGTC 3’

Vanbrilg 2 5 CCCGGGCATAATGATAGTCTGATTGGT 3’
Vanbrild 2 5> GCGGCCGCGAGCTCTCATAATTTTCCTTCAGGAAC 3’

Ces amorces ont été définies de telle maniére a conserver le cadre de lecture.

B. Clonage du domaine extracellulaire de Wak1 dans pCRII®

Le laboratoire avait auparavant isolé et cloné la s€équence codante du gene Wak1 dans
le vecteur pCRII®. Nous sommes partis de ce clone bactérien pour isoler le plasmide Wak1-
pCRII® par miniprep. L’ADN plasmidique préparé a servi de matrice pour amplifier la
partie du gene Wakl qui nous intéresse et de rajouter a ce fragment les deux sites de
restriction que nous avons déterminé au point 1 : Xbal et Smal. Cette amplification a été
réalisée au moyen des amorces VanWakld et VanWaklg en utilisant les conditions
suivantes :

Température de dénaturation : 95 °C pendant 1 minute
Température d’ Hybridation : 50 °C pendant 1 minute
Température d’élongation : 72 °C

35 cycles un cycle

72 °C pendant 10 minutes

4 °C a I’'infini

Nous avons ainsi amplifi¢é un fragment de 1116 pb correspondant a la séquence
codant pour le domaine de Wakl défini au point 1 (figure 7). Avant d’étre inséré dans
pCRII®, le produit PCR a été déposé sur gel et le fragment de 1116 pb a été excisé du gel et
purifié par la méthode QIAEX (figure 8). Ce fragment de 1116 pb a ensuite été inséré dans le
vecteur pCRII® en testant différents rapports insert / vecteur.

Des bactéries E. coli Top 10" ont été transformées par choc thermique avec les
différents produits de ligation. Les bactéries transformées ont été étalées sur milieu LB
sélectif (Amp, IPTG, X-Gal) et incubées a 37°C pendant une nuit. Un criblage préliminaire
des transformants par un test blanc/bleu a été réalisé.

Pour identifier les colonies blanches qui ont intégré I’insert Wakl dans le vecteur
pCRII®, une PCR a été réalisée avec les amorces VanWak1d et VanWakl1g afin d’amplifier
I’insert de 1116 pb (figure 9). Un clone s’est avéré étre positif au terme de ce criblage. Pour
confirmer les résultats obtenus par PCR, plusieurs restrictions diagnostiques ont été réalisées.

Nous avons effectué¢ cette vérification au moyen des enzymes de restriction Smal,
Xbal et EcoRI. L’enzyme EcoRI coupe au niveau de deux sites de restriction situés sur le
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vecteur de part et d’autre de ’insert. L’enzyme Xbal coupe aussi au niveau de deux sites de
restriction, un sur I’insert et ’autre sur le vecteur. pCRII ne possedant pas de site Smal, le
seul site de restriction Smal sera celui présent au niveau de I’insert.

Les restrictions ont ét¢ réalisées a partir d’une minipréparation de plasmide du clone
12. (Figure 10). La restriction avec EcoRI permet de mettre en évidence un fragment
d’environ 1100 pb et un d’environ 3900 pb. Les restrictions Smal et Xbal présentent un
fragment de 5 kb correspondant au vecteur linéarisé. Le deuxiéme fragment obtenu lors de la
restriction avec Xbal est tellement petit, 51 pb, qu’il n’est pas visible sur le gel. Pour
confirmer que le clone 12 contient I’entiereté du fragment Wakl (domaine extracellulaire,
transmembranaire et juxtamembranaire), son insert a été séquencé au moyen des amorces
forward et reverse du plasmide pCRII®. Les résultats obtenus a la sortie du séquenceur ont
¢été analysés par Blastn. Nous avons pu vérifier que la séquence clonée était compléte et que
les amorces utilisées avaient introduit correctement les sites de restriction Smal et Xbal en
bordure de I’insert sans décalage de phase.

C. Clonage du domaine Kinase de bril dans pCRII®

Au début de ce travail, cette séquence n’était pas disponible au laboratoire. Nous
I’avons cloné au départ de mRNA par rétro-transcription. Pour cela, nous avons extrait de
I’ARN total de plantules d’Arabidopsis thaliana selon la méthode d’extraction au Tripure™.
Cet ARN total (figure 11) a été utilisé comme matrice pour une synthése d’ADNc premier
brin. Une PCR avec les amorces Vanbrildr et Vanbrilg sur I’ADNc premier brin a été
réalisée dans les conditions suivantes :

Température de dénaturation : 95 °C pendant 1 minute
Température d’hybridation : 50 °C pendant 1 minute
Température d’élongation : 72 °C pendant 3 minutes
35 cycles un cycles

72 °C pendant 10 minutes

4 °C a I’infini

Un fragment d’environ 900 pb a ainsi été¢ amplifié (figure 12). Vu la présence d’une
bande parasite a 200 pb, le produit PCR a été déposé sur gel, le fragment de 900 pb a été
découpé et purifié par la méthode QIAEX (figure 13).

Le fragment d’ADN correspondant au domaine bril a été inséré dans le vecteur
pCRII® en testant différents rapports insert / vecteur. Des bactéries E. coli Top10f” ont été
transformées par choc thermique avec les différents produits de ligation. Les bactéries
transformées ont été étalées sur milieu LB sélectif (Amp, IPTG, X-Gal). Un criblage
préliminaire des transformants par un test blanc/bleu a été réalisé.

Pour identifier les colonies blanches qui ont intégré un plasmide bril-pCRII®, une
PCR préliminaire a été réalisée avec des amorces forward et reverse en utilisant les mémes
conditions que pour ’amplification avec les amorces Vanbrild, Vanbrilg. Trois clones
présentant une amplification adéquate de 1200 pb (952 bp de I’insert plus 250 pb du vecteur)
ont été sélectionnés (figure 14).
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Figure 13 : Vérification sur gel d'agarese 1 %
de |'amplification du fragment bril. La bande
de 952 pb a été découpée en vue d'une purifi-
cation avec le kit QIAEX,
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figure 14 : Criblage des colonies transformées avec le vecteur bril-pCRII avec
les amorces Forward et Reverse- analyse sur gel d'agarose 1 %. Les clones 6,
9,10 sont positifs.
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figure 15 : Criblage par PCR des clones 6, 9, 10 trans-
formés avec pCRIT avec les amorces Vanbrid et Vanbrig
- Analyse sur gel d'agarose 1 %. Les clones 6 et 9 sont
positifs ; le clone 10 est négatif.
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Figure 16: Restriction des plasmides wak1-pCRII et bril-pCRIT avec les enzymes de restriction Smal et
Sxt] suivie de la ligation de bril dans le vecteur wakl-pCRIT



Les clones sélectionnés par la premiere PCR ont été analysés avec les amorces Vanbrild et
Vanbrilg. Suite a ce criblage, seuls les clones 6 et 9 se sont avérés étre positifs. Le clone 10
ne montre aucune amplification avec les amorces Vanbrild et Vanbrilg (figure 15).

Pour confirmer les résultats obtenus par les PCR, plusieurs restrictions diagnostiques
ont été réalisées avec les enzymes Smal, Sstl et EcoRI. L’enzyme EcoRI coupe au niveau de
deux sites de restriction propres au vecteur situé¢ de part et d’autre de I’insert. L’enzyme
Smal coupe en un seul site de restriction présent au niveau de I’insert. Sstl coupe en deux
sites proches, 1I’un sur le vecteur et I’autre sur 1’insert.

Les restrictions ont été réalisées a partir d’une minipréparation de plasmide provenant
des clones 6 ou 9. La restriction avec EcoRI a donné un fragment d’environ 970 pb et un
d’environ 3900 pb. Les restrictions Smal et Sstl, quant a elles ont incontestablement linéarisé
le vecteur et donnent un fragment de pres de 5000 pb. La deuxiéme restriction Sstl donne un
petit fragment (42 pb) qui n’est pas visible sur le gel.

Afin de confirmer que les clones 6 et 9 contiennent I’entiéreté du fragment Bril, leur
insert a été séquencé au moyen des amorces forward et reverse du plasmide pCRII®. Une
analyse BLASTn montre un alignement correct de nos séquences avec les séquences codant
pour le domaine kinase de bril. De plus, nous avons pu vérifier que I’intégration était
compléte et que les sites de restriction Sma I et Sstl étaient correctement introduits sans
changement de phase.

D. Clonage du fragment Wak1-Bril dans pCRII®

Dans cette troisieme étape, nous allons associer le fragment bril au fragment Wakl
dans pCRIIL. Pour cela, nous allons restreindre le plasmide Wak1-pCRII® et Bril-pCRII®
avec les enzymes Smal et Sstl (figure 16).

La restriction du plasmide Wak1-pCRII® restreint par Smal et Sstl donne un fragment
d’environ 4900 pb et un fragment de 40 pb. Seul le fragment d’environ 4900 pb nous
intéresse. Pour éliminer le petit fragment (40 pb) et les enzymes de restriction, une
purification sur colonne microcon a été réalisée (figure 17).

La restriction du plasmide bril-pCRII® par Smal et Sstl donne un fragment d’environ
900 pb et un fragment de plus ou moins 3900 pb (figure 18). Le produit de la restriction a été
déposé sur gel d’agarose et la bande correspondant au domaine kinase de bril (900 pb) a été
découpée et purifiée par QIAEX.

Le fragment de 900 pb correspondant au domaine kinase bril a été inséré dans le
vecteur Wakl-pCRII® de 4900 pb en testant différents rapports insert / vecteur. Des
bactéries E. coli Top10f* ont été transformées par choc thermique avec les différents produits
de ligation. Les bactéries transformées ont ensuite été étalées sur milieu LB sélectif (Amp).
Vu que le fragment codant pour le domaine extracellulaire du géne Wakl1 était déja inséré
dans le geéne lacZ de pCRII, le criblage des transformants n’a pas été réalisé par un test
blanc/bleu mais par PCR avec les amorces Forward et Reverse au moyen de I’Expand
Polymérase vu la taille de I’insert recherché (soit 2300 pb). Les clones 1, 3, 4, 6, 8, 11, 13,
14, 17, 20 contiennent un fragment de plus de + 2300 pb (figure 19).



Les clones 4, 6, 8, 11, 13 ont été analysés par PCR avec les amorces VanWaklg et
Vanbrild (figure 20). Tous les clones sélectionnés présentent un insert de 2058 pb. Les
clones 4 et 8 ont été utilisés dans la suite du travail.

Pour le séquencage complet du fragment Wakl1-bril, de nouvelles amorces ont été
déterminées sur base de la séquence théorique de Wakl-bril (figure 21). Ces amorces ont
permis de couvrir toute la séquence de I’insert codant pour le récepteur hybride Wak1-bril.

Les différentes séquences obtenues ont été analysées avec le programme vector NTIL.
Ce programme a permis de mettre en évidence les zones de chevauchement des différentes
séquences et de reconstituer la séquence complete de I’insert Wakl1-bril. Cette séquence
hybride a ensuite été analysée par Blastn montant un alignement correct entre notre séquence
hybride avec les domaines extracellulaire, transmembranaire et juxtamembranaire de Wak1 et
le domaine kinase de bril respectivement.

E. Clonage du fragment Wak1-bril dans pBl1121

A ce stade, nous avons le fragment Wak1-bril dans le vecteur pCRII®. Il nous faut
maintenant inséré ce fragment dans le plasmide binaire pBI121 utilisé pour transformer les
plantes via Agrobacterium tumefasciens.



Figure 17: Vérification sur gel d'agarose 1 %
de la restriction de wak_pCRII avec Smal (1)
et la double restriction par Smal, SstI (2).
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Figure 19 :Criblage des colonies transfor-
mées avec wak 1-bril pCRITI avec les amor-
ces Forward et Reverse - Analyse sur gel
d'agarose 1 %. Les clones 1, 3, 4, 6, 8, 11,
13, 14, 17 sont positifs.
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Figure 20 :Criblage des colonies wak 1- bril pCRII avec les
amorces Vanbrid et vanwakg - Analyse sur gel d'agarose 1
%. Les clones 4, 6, 8, 11, 13 sont positifs.

TCTAGAatgaaggtgcaggagggtttgttcttggtggctattttcttctcccttgegtgtacgcagetggtgaaggggcaacatcaa
cctggtgagaattgccaaaataaatgtggcaacatcacaatagagtacccttttggeatttcttcaggttgttactatrcccggaaatga
aagtttcagtatcacctgtaaggaagataggccacatgtcttaagecgacattgaagtggcaaactttaatcacagcggecagetacaag
ttctgcttaatcgatcctctacttgctacgacgagcaaggaaaaaaaactgaggaggacagttcttitacactggaaaatttatctett
tcecgecaacaacaagttaactgecagtaggetgtaacgetttatcacttctggacacttttggaatgcaaaactactcaactgecatgett
gtcattatgcgattctccceccagaggetgatggagaatgtaatggtagaggttgctgcagagtecgacgtttetgeccegttggataget
atacattcgaaactacatcaggtcgecatcaagecacatgacttettttcacgactttagtecttgecacctacgettttctcgttgaagatg
ataagttcaacttcagttctacagaagatcttctgaatctgegaaatgtcatgaggttccctgtgttactagattggtctgttggaaatc
agacatgcgagcaagttggaagcacaagcatatgeggtgggaacagcacttgtctcgattctactecctagaaacgggtatatctgeag
atgcaatgaaggctttgatgggaatccatacctticagctggttgccaagacgtcaatgagtgtactactagtagtactatccatagac
ataactgttcggatcccaaaacctgtagaaacaaggttggaggcttctattgtaagtgtcaatctggttaccgecttagataccaccact
atgagctgcaagcgtaaagagtttgcatggactacaattcttcttgtaaccaccatcggettettggtecattctgettggegttgectg
tatacaacagagaatgaagcacctgaag cataatgatagtctgattggttctggtgggtt
tggagatgtttacaaagcgattttgaaagatggaagcgcggtggctatcaagaaactgattcatgttagcggtcaaggtgatagagagt
tcatggcggagatggaaaccattgggaagatcaaacatcgaaatcttgtgectcttcttggttattgcaaagttggagacgageggcett
cttgtgtatgagtttatgaagtatggaagtttagaagatgttttgcacgaccccaagaaagctggggtgaaactaaactggtccacacg
gcggaagattgcgataggatcagctagagggcttgetttecttcaccacaactgecagtccgeatatcatccacagagacatgaaatcca
gtaatgtgttgcttgatgagaatttggaagctcgggtttcagattttggcatggecgaggctgatgagtgcgatggatacgeatttaage
gtcagtacattagctggtacaccgggttacgttcctccagagtattaccaaagtttcaggtgttcaacaaaaggagacgtttatagtta
cggtgtggtcttactcgagctactcacgggtaaacggccaacggattcaccggattttggagataacaaccttgttggatrgggtgaaac
agcacgcaaaactgeggattagegatgtgtttgaccccgagettatgaaggaagatccagecattagagatcgaacttttacaacattta
aaagttgcggttgegtgtitggatgatcgggcttggagacgaccgacaatggtacaagtcatggecatgtttaaggagatacaagecg
ggtcagggatagattcacagtcaacgatcagatcaatagaggatggagggttcagtacaatagagatggttgatatgagtataaaaga
agttcctgaaggaaaattatgaGAGCTC

Figure 21 : Séquence théorique de wakl-bril. Sept amorces ont été définies en vue du séquengage complet
du récepteur hybride : VanWaklg, Waklintl, Waklint2, vanbrilg', brilintl, vanbrild.
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Figure 22: Restriction de pBI121 et de wakl-bril pCRIT avec les enzymes de restriction Sstl et
bal suivit d'une ligation dans p BI121.



Pour rappel, le T-DNA de ce plasmide compris entre le bord droit (RB) et le bord gauche
(LB) est transféré et inséré dans le génome de la plante lors de la transformation. Ce T-DNA
contient un geéne de résistance a la kanamycine sous le contrdle du promoteur et du
terminateur de la nopaline synthase (NOS pro, NOS-ter) et le geéne rapporteur GUS (B3-
Glucuronidase) sous le contrdle du promoteur constitutif 35S du virus de la mosaique du
choux fleur (CaMV35S) et du terminateur NOS (figure 22).

Nous allons remplacer le géne GUS par le fragment Wak1-bril. Pour cela, nous allons
restreindre le plasmide Wak1-bril-pCRII® et pBI121 avec les enzymes Xbal et Sstl (figure
23).

WB 4 SL WB 8 SL BI121

~14 000 pb
10 000 pb

2500 pb
2000 pb

1500 pb

2058 pb

Figure 23 : Vérification sur gel d'agarose 1 % des restrictions
XbaI, SstI des plasmides WB_4-pCRII, WB_8-pCRITI et
pBI121. Les bandes de 2058 pb et de 14 000 pb ont été décou-
pées en vue d'une purification avec le kit QLAEX

Dans le cas de la restriction du plasmide Wak1-bril pCRII® par Xbal et Sstl, on obtient
un fragment de 2058 pb correspondant a Wakl1-bril et un fragment d’environ 3900 pb
correspondant au vecteur pCRII®. Le fragment Wak1-bril de 2058 pb a été extrait du gel et
purifié par la technique QIAEX (figure 23).

Dans le cas de la restriction du plasmide pBI121 par Xbal et Sstl, on obtient un
fragment d’environ 900 pb contenant le géne GUS et un fragment d’environ 14000 pb
contenant le plasmide pBI121 linéaris¢. La bande correspondant au vecteur pBI121 dépourvu
de GUS a été découpée du gel et purifiee par QIAEX (figure 23). Le fragment Wak1-bril a
¢été inséré dans le vecteur pBI121 en testant différents rapport insert / vecteur. Des bactéries
E. coli Topl0f® ont ¢té transformées par choc thermique avec les différents produits de
ligation. Les bactéries transformées ont été étalées sur milieu LB sélectif (Kan).

Les colonies bactériennes ont été criblées par PCR au moyen des amorces forward et
reverse. Suite a cette procédure de ligation et de transformation, aucun clone possédant un
insert de 2300 pb n’a été détecté. Plusieurs modifications dans la procédure de ligation et de
transformation ont été envisagées.



Vu la taille importante du plasmide pBI121 (supérieure a 14 kb), nous avons remplacé
la transformation par choc thermique par 1’¢électroporation, plus efficace pour Ia
transformation par de grands plasmides. Des concentrations plus importantes en pBI121 ont
été également utilisées conjointement pour les mélanges de ligation. Ces nouveaux essais de
transformation par électroporation n’ont donné aucun résultat positif.

Trois nouvelles modifications ont été apportées :

La ligase T4 d’Invitrogen (4.0 unité weiss) a ¢été remplacée par une ligase plus
efficace : la T4 DNA ligase de Biolabs (32 unité weiss).

Augmentation des quantités de plasmide pBI121 dans les réactions de restriction et de
ligation.

Remplacement de la purification QIAEX par une purification plus efficace, le kit
Nucléospin, pour la purification du plasmide pBI121.

Toutes ces modifications n’ont pas permis d’obtenir de clones positifs.

Une nouvelle modification a été apportée au protocole. Pour la restriction de Wak1-
bril et de pBI121, nous avons remplacé les enzymes d’Invitrogen n’ayant qu’une efficacité
de 65 % par des enzymes de New England Biolabs d’une efficacité de 95 % (Le pourcentage
d’efficacit¢ d’une enzyme correspond a la quantité de fragment qui peut se lier apres
digestion enzymatique). Une nouvelle ligation, suivie d’une transformation par
¢lectroporation a été réalisée. Le criblage des colonies bactériennes avec les amorces
vanWakl1g et vanbrild a permis d’identifier deux clones positifs (figure 24). Les résultats du
criblage PCR ont été¢ confirmés par une restriction avec Sstl et Xbal (figure 25). Les
plasmides correspondants ont été utilisés pour la transformation d’Agrobacterium
tumefaciens.

F. Transformation de culture en suspension

La souche d’Agrobacterium utilisée dans ce travail, LBA4404/virG, est mutée pour le
géne virG. Ce geéne, impliqué dans le mécanisme d’intégration du T-DNA, est actif
constitutivement et permet une meilleure efficience de transformation. Les Agrobacterium
LBA4404/virG rendues électrocompétantes ont été transformées par électroporation avec le
plasmide Wakl1-bril pBI121. Les bactéries transformées ont été étalées sur milieu sélectif
(Kanamycine, gentamycine, rifampicine, streptomycine). Les bactéries se développant sur le
milieu sélectif ont été utilisées pour la transformation de matériel végétal. La biologie de la
transformation d’une plante par Agrobacterium tumefaciens est rappelée a la figure 26.

Le matériel végétal que nous avons choisi de transformer est une culture en
suspension d’Arabidopsis thaliana. Ce choix se base essentiellement sur la facilité avec
laquelle une telle suspension pourra par la suite étre traitée avec divers éliciteurs (oligomeres
pectiques et aux PGA).

Rappelons rapidement les grandes étapes de la procédure de transformation des
cultures en suspension par Agrobacterium. Agrobacterium a été préalablement traité avec de
I’acétosyringone pour activer la transcription des génes vir. La culture en suspension d’A.
thalinana est ensuite infectée par Agrobacterium en présence d’acétosyringone. Apres trois
jours de co-culture, de la Céfotaxime et du Ticarcilline acide clavulanique ont été ajoutés a la
culture en suspension. Ces antibiotiques servent a éliminer les Agrobacterium de la culture.
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figure 4 . Criblage des colonies wak 1-bri pBI121 avec les amorces Wakd
et Brig - Analyse sur gel d'agarose 1 %. Les clones 4,9 sont positifs.
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Figure 25 : Vérification sur gel d'agarose 1 % de la double
restriction XbaI-SstI du plasmide wakl-bril-pBI121
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Figure 26: Agrobacterium est une bactérie gram négatif responsable de la galle du collet. Elle posséde un
plasmide Ti (Tumor induce) composé du T-DNA, la région qui s'integre dans la plante, et des geénes vir
(virulence) nécessaire pour l'intégration du T-DNA. Cette région est délimitée par deux répétitions
directes de 25 paires bases appelées bord gauche et bord droit. L'infection par Agrobacterium se fait via
une blessure de la plante. Une plante blessée libere des composés phénoliques, I'acétosyringone étant le
plus efficace. Cette molécule déclenche tous les mécanismes d'insertion. Une des étapes importante pour
qu'il y ait transformation est I'adhésion d"Agrobacterium a la plante blessée (1). L'acétosyringone se fixe
sur le récepteur virA de la bactérie. Ce récepteur active le facteur de transcription virG en le
phosphorylant(2). Une fois phosphorylé, virG active la ftranscription des autres geénes vir (3). virD2,
accompagné d'autres protéines vir, reconndit et excise le T-DNA (4). VirE2 forme ensuite un manchon de
protection autour du T-DNA simple brin pour qu'il ne soit pas dégradé une fois dans la plante (5). Les
protéines virB et virD4 forment un canal de transformation par ot le T-DNA passe (6). Arrivé dans le
cytosol de la plante, le T-DNA est adressé vers le noyau de la plante grdce aux séquences NLS, séquence
d'adressage du hoyau, des protéines virD2 et virE2 (7) Dans le nhoyau, le T-DNA s'integre
préférentiellement dans les zones de transcription (8).



Lors des repiquages hebdomadaires, de la kanamycine est rajoutée au milieu de
culture, afin de sélectionner les cellules ayant intégré le T-DNA. En plus de la sélection en
milieu liquide, des cellules ont été¢ « coulées » sur milieu de callogenése et ont été
sélectionnées sur milieu solide. Plusieurs semaines, voire mois, sont nécessaires avant
d’obtenir une culture en suspension transformée stable et exempte d’Agrobacterium. Ce
méme délai est nécessaire a 1’obtention de cals a partir des cellules « coulées » sur milieu de
callogenese. Ne pouvant pas aller plus loin dans la caractérisation des transformants en voie
de régénération, nous avons caractérisé les souches non transformées.

G. Cinetigue de transcription des génes CycD3 et BRH
1 Mise au point de la RT-PCR semi-quantitative

Rappelons ici que nous voulons montrer I’impact de la pectine et d’oligomeéres
pectiques sur I’action d’un récepteur hybride Wak1-bril, via la transcription ou non de génes
de la réponse aux brassinostéroides. Les deux génes que nous avons ciblés sont CycD3 et

CycD3 BRH Tubuline

Nombre de cycles: 15 20 25 30 35 SL 15 20 25 30 35 15 20 25 30 35 SL

1000 p
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Figure 27 : Vérification sur gel d'agarose 1 % de la RT-PCR avec une
température d'hybridation de 60 °C. La tubuline et BRH présentent

une amplification respectivement & partir du 20€ et du 25 cycle.

BRH. CycD3 code pour une cycline spécifique de la voie des brassinostéroides ; tandis que
BRH code pour un facteur de transcription réprimé lors cette méme réponse. Les paragraphes
suivant seront donc consacrés a 1’analyse du niveau de transcription de ces deux geénes dans
une culture en suspension d’Arabidopsis thaliana non transformée. Pour ce faire, nous avons
utilis¢ la technique de la RT-PCR semi-quantitative. Pour pouvoir comparer les résultats
obtenus, le niveau de transcription du gene la tubuline a été utilis¢é comme contrdle interne.
Avant d’étre utilisé, le protocole de cette technique nécessite quelques mises au point.

Dans un premier temps, nous avons déterminé la température d’hybridation des
amorces CycD3, BRH et tubuline. La premiére température que nous avons testée est la
température théorique : 60 °C. Le protocole PCR utilis¢ est le suivant :

Dénaturation pendant 5 minutes a 95°C

Température de dénaturation : 95°C pendant 1 minute
Température d’Hybridation : 60°C pendant 1 minute
Température d’élongation : 72 °C pendant 3 minutes
35 cycles

72 °C pendant 10 minutes

4 °C a I’infini



~ Des prélévements ont et€ effectues tous les cing cycles a partir du 15°™ cycle jusqu’au
35" (figure 27). Ces différents prélévements permettront de déterminer le nombre de cycles
PCR nécessaires pour ne pas quitter la phase d’amplification exponentielle.

Durant cette premicre mise au point, on observe une bande d’amplification
correspondant a la tubuline a partir du 20°™ cycle. Pour BRH, une faible amplification est
observée a partir du 25°™ cycle. Pour CycD3, aucune amplification n’a été détectée. Sur
base de ces résultats, nous pouvons constater que la température d’hybridation utilisée (60°C)
ne convient finalement qu’a I’amplification de la tubuline.

Pour optimiser la température d’hybridation des amorces CycD3 et BRH, une PCR en
gradient entre 65°C - 50°C a été réalisée. Le programme PCR utilisé est le suivant :

Dénaturation pendant 5 minutes a 95°C

Température de dénaturation : 95 °C pendant 1 minute
Température d’Hybridation : 65°C = 50°C pendant 1 minute
Température d’élongation : 72 °C pendant 3 minutes

35 cycles

72 °C pendant 10 minutes

4 °C a I’infini

Le résultat de cette PCR en gradient nous montre que la tubuline présente une
amplification non spécifique lorsque la température d’hybridation est comprise entre 62,1 et
51.1°C (figure 28A). Pour BRH, une amplification est observée a 52,9 et 55,5 °C
(figure 28B). Pour CycD3, une amplification est détectée a 55,5°C et 59,3°C (figure 28C).
Dans les expériences ultérieures, la température d’hybridation utilisée pour BRH et CycD3
sera de 55°C et 60°C pour la tubuline.

Maintenant que la température d’hybridation est fixée, il nous reste a déterminer le
nombre de cycles a utiliser pour la PCR et de déterminer la quantité d’ARN nécessaire pour
la rétro-transcription pour chaque variété d’Arabidopsis.

Pour la mise au point de la rétro-transcription, deux quantités d’ARN total de départ
ont été testées : 5 pug et 10 pg pour les deux variétés A-TL et LMM1. Trois PCR (une par
paire d’amorces) ont été réalisées au départ du cDNA 1° brin. Des prélévements ont été
effectués tous les cinq cycles a partir du 25°™ cycle jusqu’au 50°™ cycle et analysés sur gel
d’agarose.

~ Pour la vari¢t¢ ATL, seule une faible amplification de BRH est détectée a partir du
30°™ cycle au départ de I’échantillon de 5 pg d’ARN total (figure 29). Au départ de 10 pg
d’ARN total de cette méme variété, une amplification de la tubuline, de BRH et de CycD3 est
observée & partir du 30°™ cycle (figure 30). La phase d’amplification stationnaire est
observée a partir du 40°™ cycle et ce pour les trois génes.

Pour la variété L-MM1, les résultats obtenus a partir de 5 pg d’ARN total sont une
amplification a partir du 30°™ cycle pour la tubuline et CycD3, et a partir du ZSéme cycle PCR
pour BRH. La phase d’amplification stationnaire est observée a partir du 45°™ cycle pour la
tubuline et BRH, et a partir du 50°™ cycle pour CycD3 (figure 31). Au départ de 10 pg
d’ARN total, les résultats obtenus montrent une amplification a partir du 25™ cycle pour la



tubuline et BRH, et a parir du 30émecycle‘ PCR pour CycD3. La phase d’amplification
stationnaire des trois génes est atteinte au 40°™ cycle (figure 32).

De ces résultats, nous pouvons établir un programme PCR :

e Dénaturation pendant 5 minutes a 95°C

e Température de dénaturation : 95 °C pendant 1 minute

Température d’Hybridation : 60°C pour la tubuline ] pendant 1 minute
55°C pour cycD3 et BRH

Température d’¢élongation : 72 °C pendant 3 minutes

35 cycles

72 °C pendant 10 minutes

4 °C a I’infini

Pour la rétro-transcription, nous pouvons déterminer la quantité d’ARN total de départ
nécessaire pour chaque variété : 10 pg ARN total pour ATL et 5 ug ARN total pour L-MMI1.
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figure 28: Vérification sur gel d'agarose 1 % de la PCR en gra-
dient. A. Tubuline ; B. BRH; C. CycD3 Les températures qui
ont été choisies sont entourée par un rectangle (CycD3 et
BRH) et par un cercle (tubuline).
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figure 29: Vérification sur gel d'agarose 1 % de la RT-PCR
réalisée a partir de 5 yg d'ARN total provenant de la variété
ATL. A. tubuline; B. CycD3;C. BRH.
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figure 30: Vérification sur gel d'agarose 1 % de la RT-PCR
réalisée a partir de 10 pg d'ARN total provenant de la variété
ATL. A. Tubuline ; B. CycD3 ; C. BRH. Le nombre de cycle uti-
lisé dans les expériences est indiqué par un cercle
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figure 31: Vérification sur gel d'agarose 1 %
de la RT-PCR réalisée a partir de 5 yg d'ARN
total provenant de la variété Liml. A.
Tubuline ; B. CycD3: C. BRH. Le nombre
de cycle utilisé dans les expériences ulté-

rieures est indiqué par un cercle.
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Figure 32: Vérification sur gel d'agarose
1 % de la RT-PCR réalisée a partir de 10
pg d'ARN total provenant de la variété
LIml. A. Tubuline ; B. CycD3 ; C. BRH
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Figure 33 : A. Exemples d'amplification de CycD3 et de la tubuline au cours d'une culture en suspension A.
thaliana L-mm1 traités ou non au PGA. B. Evolution du rapport CycD3/tubuline tubuline au cours d'une
culture en suspension A. thaliana L-mm1traité ou non au PGA.
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Figure 34 : A. Exemples d'amplification de BRH et de la tubuline au cours d'une culture en suspension A.
thaliana L-mm1 traités ou non au PGA. B. Evolution du rapport BRH/tubuline tubuline au cours d'une culture

en suspension A. thaliana L-mm1 traité ou hon au PGA.
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Figure 35 : A. Exemples d'amplification de CycD3 et de la tubuline au cours d'une culture en suspension A.

thaliana L-mm1 traités ou non aux oligoméres pectiques. B. Evolution du rapport CycD3/tubuline tubuline

au cours d'une culture en suspension A. thaliana L-mm1 traités ou non aux oligoméres pectiques.
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Figure 36 : A. Exemples d'amplification de BRH et de la tubuline au cours d'une culture en suspension A.
thaliana L-mm1 traités ou non aux oligomeres pectiques. B. Evolution du rapport CycD3/tubuline tubuline
au cours d'une culture en suspension A. thaliana L-mm1 traités ou hon au PGA.
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Figure 37 : A. Exemples damplification de CycD3 et de la tubuline au cours d'une culture en suspension A.
thaliana A TL traités ou non aux oligomeres pectiques. B. Evolution du rapport CycD3/tubuline au cours
d'une culture en suspension A. thaliana ATL traités ou non aux oligomere pectiques.
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Figure 38 : A. Exemples d'amplification de BRH et de la tubuline au cours d'une culture en suspension A.
thaliana ATL traités ou non aux oligomeres pectiques. B. Evolution du rapport BRH/tubuline au cours d'une
culture en suspension A. thaliana ATL traités ou non aux oligoméres pectiques.
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Figure 39 : A. Exemples d'amplification de BRH et de la tubuline au cours d'une culture en suspension A.
thaliana A TL traités ou non aux PGA. B. Evolution du rapport BRH/tubuline tubuline au cours d'une culture
en suspension A. thaliana ATL traités ou non aux PGA.
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Figure 40 : A. Exemples d'amplification de CycD3 et de la tubuline au cours d'une culture en suspension A.
thaliana ATL traités ou non aux PGA. B. Evolution du rapport CycD3/tubuline tubuline au cours d'une
culture en suspension A. thaliana ATL traités ou non aux PGA.



2. Cinétigue de transcription des genes CycD3 et de BRH dans les
cellules non transformées

Comme dit précédemment, s’il y a effectivement activation du récepteur hybride
Wakl1-bril par le PGA ou les oligomeéres pectiques de DP>9, nous devrions mesurer une
augmentation de la transcription de CycD3 et une diminution de celle de BRH dans des
expériences ultérieures. Pour montrer que cette augmentation, ou diminution, est bien due au
récepteur hybride, deux contrdles doivent étre effectués sur les cellules transformées.

Le premier contrdle consiste a mesurer le niveau de transcription basal de CycD3 et
de BRH dans une culture en suspension non transformée et non traitée. Pour cela, ’ARN
total des cellules de la culture en suspension a été extrait, rétro-transcrit et analysé par RT-
PCR. Ces mesures ont été réalisées 3 jours aprés le repiquage (TO) jusqu’au repiquage
suivant (T3).

Le deuxiéme contrdle consiste a mesurer le niveau de transcription de CycD3 et de
BRH dans une culture en suspension non transformée traitée avec un éliciteur. Les éliciteurs
que nous avons utilisées sont 1’acide polygalacturonique (PGA) et des oligoméres pectiques
ayant un degré de polymérisation > 9. Ces deux éliciteurs sont, en effet, capables d’interagir
avec le domaine extracellulaire de Wak1 (A. Decreux communications personnelles)

Les différents résultats obtenus pour les deux traitements sont présentés sur les
figures 33 a 40.

Ces résultats ne présentent pas, a premiere vue, une évolution «assez variable» que ce
soit pour les cellules controles que pour les cellules traitées, et ce pour les deux variétés
d’Arabidopsis thaliana. Le peu de répétitions réalisées ne permettent pas d’aller plus loin a
ce stade. Il faudra vérifier I’étendue de la variabilité entrevue par nos expériences avant de
passer a I’¢tude des cellules transformées en voie de régénération.



IV. Conclusion et perspectives



Conclusion et perspectives

Par sa localisation en membrane et par son contact avec la paroi, le récepteur Wakl
pourrait jouer un rdle dans la communication extracellulaire de la cellule végétale. Un des
ligands potentiels de ce récepteur est la pectine. Ce constituant de la paroi peut se lier au
récepteur Wak1 et induire probablement une phosphorylation de celui-ci. La pectine s’étant
avére €tre, dans de nombreux cas, un ¢€liciteur de nombreux phénomeénes physiologiques tels
que la réponse de défense contre les pathogénes ou encore 1’élongation cellulaire (voir
introduction), il serait intéressant de savoir si le récepteur Wak1 participe a la transduction du
signal initiée par la pectine ou les fragments pectiques.

Dans le cadre de 1’étude de ’activation du récepteur Wakl par un constituant de la
paroi, nous avons construit un récepteur hybride wakl-bril. Ce récepteur devrait permettre
de mettre en évidence une activation de Wakl par la pectine via I’activation des genes
spécifiques de la voie des brassinostéroides.

Les cultures en suspension d’Arabidopsis thaliana que nous avons transformé avec
cette construction hybride n’étant pas encore exemptes d’Agrobacterium et les cellules
transformées étant en train de régénérer, la construction n’a pas encore pu étre testée.

Les premicres mesures du taux de transcription des génes CycD3 et BRH au départ de
cultures non transformées mais traitées ou non aux oligoméres pectiques et aux PGA ne
permettent pas de tirer de conclusions: les données obtenues jusqu’a présent sont
insuffisantes et assez variables. Ces résultats préliminaires devront donc étre complétés de
mesures supplémentaires qui permettront des analyses statistiques et d’avoir une meilleure
idée de la variabilité de la RT-PCR et de la variabilité d’échantillons a échantillons. Si apres
avoir réalisé plusieurs fois 1’expérience (traitement, extraction et RT-PCR) et que de la
variabilité est toujours observée, il serait probablement utile de synchroniser les cultures en
suspension. N’oublions pas que nous essayons de mesurer le niveau de transcrits des geénes
CycD3 et BRH impliqués dans la division cellulaire brassinostéroides-dépendante. Cette
synchronisation de la culture permettrait aux cellules végétales de se diviser toute en méme
temps et par la méme occasion de synchroniser 1’expression de CycD3 et de BRH. Pour
effectuer une telle synchronisation, il suffirait de traiter les cultures en suspension avec des
agents chimiques tels que la roscovitine (inhibiteur des CDK (cycline-dépendent kinase)) ou
I’aphidicoline (inhibiteur de DNA polymérase a et d) qui bloquent respectivement les cellules
en phase G1/S ou G2/M et la progression de G1 en S de fagon réversible (Planchais et al.
2000).

Lorsque les cellules en suspension seront disponibles, celles-ci devront étre
caractérisées. Dans un premier temps, il faudra déterminer s’il y a bien eu insertion du T-
DNA dans ’ADN de la plante. Pour cela, une PCR, avec les amorces Vanwakg et Vanbrid,
devra étre réalisée a partir de I’ADN génomique obtenus a partir de cellules transformées.
Pour vérifier que ’ADN de plantes n’est pas contaminé par I’ADN d’Agrobacterium, une
PCR controle avec des amorces spécifiques d’Agrobacterium devra aussi étre réalisée.



Dans un second temps, il sera également nécessaire de déterminer par Southern blot
le nombre d’insertion du T-DNA dans le génome de la plante et, éventuellement déterminer le
ou les sites d’insertion dans I’ADN de la plante par la technique du Génome walker.

Il faudra également montrer que le géne codant pour le récepteur hybride est transcrit
et exprimé en utilisant la technique de RT-PCR ou le Northern blot.

Avec des anticorps spécifiques du récepteur hybride, il sera nécessaire de vérifier par
Western blot que la protéine hybride est exprimée en membrane. Pour cela, nous pourrons
réaliser une extraction des protéines de la membrane des cellules en suspension transformées
et les analysées par western blot ou par immunolocalisation sur coupes.

Apres ’ensemble de ces vérifications, les cellules transformées pourront étre traitées
avec des oligoméres pectiques et aux PGA. Les niveaux de transcription des génes de la
cycline CycD3 et du facteur de transcription BRH seront ensuite mesurés par la RT-PCR
semi-quantitative. Ces mesures devront étre comparées a celles obtenues pour les cellules
non transformées. Si I’on constate que les traitements aux PGA ou aux oligomeéres pectiques
induisent une augmentation de la transcription de CycD3 ou une diminution de BRH
significativement différente a celle obtenue chez les cellules non transformées, nous pourrons
conclure que la pectine est un ligand de wak1.

Ces résultats pourraient étre confirmés par la réalisation de deux constructions
controles. La premiére aurait le domaine kinase de bril muté et la seconde aurait une
mutation au niveau du site de liaison de la pectine. En ce qui concerne la mutation du site de
fixation de la pectine au niveau du domaine extracellulaire de Wakl, certains acides aminés
probablement impliqués dans la liaison de la pectine ont ét¢ identifiées au laboratoire. Il a, en
effet, ét¢ démontré que la mutation simultanée de trois acides aminés présents hors du
domaine EGF-like permet de diminuer fortement la liaison de la pectine au domaine
extracellulaire de Wakl1. Si la pectine est effectivement un ligand capable d’activer Wakl,
ces deux constructions devraient donner des résultats similaires a ceux obtenus au départ des
cellules non transformées.
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