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Figure 1. Evolution des températures en surface aux échelles mondiales et continentales (d’apres
I’IPCC, 2007). Les moyennes décennales des observations effectuées de 1906 a 2005 (ligne noire)
sont reportées au centre de chaque décennie et sont relatives a la moyenne correspondante pour la
période 1901-1950. Les lignes en pointillés sont utilisées lorsque la couverture spatiale est inférieure a
50%. Les bandes bleues représentent I’intervalle compris entre 5 et 95% pour 19 simulations de cing
modeles climatiques qui n’utilisaient que les forcages naturels produits par I’activité solaire et
volcanique. Les bandes roses représentent I’intervalle compris entre 5 et 95% pour 58 simulations
provenant de 14 modeles climatiques utilisant des forcages a la fois naturels et anthropiques.



INTRODUCTION

INTRODUCTION

A. La sécheresse chez les plantes
1. La sécheresse : définitions et risques liés au changement climatique
1.1. Definition de la sécheresse

Le terme général de « sécheresse» recouvre des notions différentes. Nous
distinguerons un manque d’eau « ponctuel » (sécheresse) d’un déficit en eau structurel
(aridité). L’aridité est un déficit systématique de pluviométrie. Dans les régions dites
arides, les précipitations sont inférieures a I'évapotranspiration potentielle. Prés d'un tiers
de la superficie totale du monde est constitué¢ de terres arides. Par opposition, la sécheresse
définit un déficit pluviométrique non systématique et est donc caractérisée par I’intensité
de sa déviation par rapport a une valeur moyenne ou normale de pluviométrie (Jones,
1992). Différents ¢léments quantitatifs la caractérisent : la durée (sécheresse intermittente
ou prolongée), la période d’occurrence, I’extension géographique, la dynamique de mise en
place (brutale ou progressive) et I’époque d’apparition par rapport au cycle cultural. Ainsi
lorsqu’on s’intéresse aux cultures de nos régions, une sécheresse correspond a un déficit en
eau du sol et/ou de I’air entrainant au niveau de la plante entiere une diminution de la
quantité d’eau absorbée par la plante par comparaison avec la quantité d’eau évaporée.
Cette différence entre 1’eau absorbée et I’évaporation se caractérise par une diminution du
rendement qui serait attendu en situation favorable ou de la qualité des produits récoltés
(Voltas et al., 2005; Tardieu et al., 2007). L’eau disponible sous la forme de précipitations
ou de ressources pour I’irrigation, joue en effet un role prépondérant dans la production
alimentaire au niveau régional et mondial. Les terres irriguées, qui ne représentent que 18
% des terres agricoles mondiales, produisent un milliard de tonnes de blé par an, ce qui
correspond a environ la moitié¢ de I’approvisionnement total du monde. Cela s’explique par
le rendement des cultures irriguées qui est de 2 a 3 fois plus élevé en moyenne que celui

des terres non irriguées (FAO, 2003).

1.2. Changement climatique et risques de sécheresse

Le changement climatique observé, depuis quelques décennies, apparait comme

une cause profonde des modifications environnementales ayant un impact sur la production

alimentaire. En effet, la structure associant 1’organisation mondiale de météorologie

(WMO) et les Nations Unies, connue sous 1’acronyme d’ICC (« Intergovernmental Panel
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Figure 2. Modifications des températures en surface simulées pour le début et la fin du XXle
siecle par rapport a la période 1980-1999 (d’apres I’'IPCC, 2007). Les panels représentent les
moyennes des simulations faites a I’aide de modéles de circulation générale océan-atmosphere couplés
pour les scénarios B1 (panels supérieurs), A1B (panels centraux) et A2 (panels inférieurs), moyennés
sur les décennies 2020-2029 (panels de gauche) et 2090-2099 (panels de droite).
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Figure 3. Disponibilité en eau du sol durant le cycle de culture du blé a Roseworthy (Australie)
pour la saison 2007 (adapté de Berger et al., 2010). Chaque rectangle correspond a une stratégie
mise en place par les plantes pour faire face a la limitation en eau : (1) la stratégie d’esquive implique
une maturation précoce avant que le déficit hydrique ne devienne trop important ; (2) la stratégie
d’évitement implique une conservation de I’eau dans les tissus pendant les périodes relativement
courtes de stress sévere pour éviter des dégats irréversibles ; (3) une tolérance consiste a maintenir les
fonctions principales de la plante malgré un déficit hydrique.
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on Climate Change »; http://www.ipcc.ch/), a montré un accroissement des températures

moyennes mondiales de I’'air et des océans prouvant une modification du systéme

climatique sans équivoque, a 1’échelle mondiale et régionale (Fig. 1, page 1 ; Bates et al.,

2008). En France, les modéles de prévisions climatiques prévoient une augmentation de

température de ’ordre de 2-3°C a 3-4°C (Fig. 2), avec une augmentation nettement plus

marquée pour la saison la plus chaude (Météo France; http://climat.meteofrance.com/). Les
effets de ce réchauffement climatique sur 1’agriculture sont d’ores et déja observables, avec
un avancement avéré des dates de floraison en verger, de vendange et de moisson. En effet,
I’augmentation des températures a des effets directs sur la demande en eau, en augmentant
la demande évaporative par accroissement du déficit de saturation de l'air, et a des effets
indirects sur le cycle de développement des cultures, en allongeant la période de végétation
d'espéces pérennes et en raccourcissant le cycle d'espéces annuelles (Amigues et al., 2006).
Dans le cas des précipitations, les modéles de répartition spatiale et temporale, sont moins
stirs que ceux ¢tablis pour I'évolution des températures. Les scénarios disponibles
prévoient plutét une accentuation des différences régionales (Sud encore plus sec) et
saisonnieres (pluies plus abondantes en période hivernale et moindres en ét¢), ainsi que des

risques accrus d'événements extrémes.

1.3. Stratégies mises en place par les plantes face a la sécheresse

Au cours de leur évolution, les plantes ont développé de nombreux mécanismes
pour assurer leur survie et leur reproduction en condition de sécheresse. Les stratégies
principales sont l'esquive, l'évitement et la tolérance (Fig. 3; Chaves et al., 2003 ;
Barnabas et al., 2008).

Les plantes qui pratiquent l'esquive vont tout mettre en ceuvre pour permettre la
reproduction avant que le stress ne devienne trop important et réduisent ainsi le risque de
perte de rendement en échange d’une réduction du rendement maximum atteignable. Dans
ce cas, le mécanisme est privilégié dans la culture d’especes ou de variétés terminant plutot
leur cycle de vie par une croissance plus rapide ou décalant leur cycle pour le placer
pendant des périodes ou les conditions sont favorables, comme les cultures d’hiver.

Les plantes qui pratiquent 1’évitement vont éviter la déshydratation de leurs tissus
tout en maintenant leur potentiel hydrique le plus ¢€levé possible a l'aide de caracteres
adaptatifs permettant de réduire la perte en eau tout en améliorant la récupération de 1'eau.
La perte en eau par transpiration est minimisée en grande partie par la fermeture des

stomates, au détriment de l'assimilation du carbone atmosphérique. On observe aussi un

2
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Figure 4. Représentation schématique des trois variantes de la photosynthése de type C, (d’apres
Weber et al. 2010). (A) Photosynthése C, de type enzyme malique a NADP. (B) Photosynthése C, de
type enzyme malique & NAD. (C) Photosynthése C, de type PEP-carboxykinase. 3-PGA : 3-
phosphoglycerate ; Ala : alanine ; Asp : aspartate; C; : cycle de Benson-Calvin ; Glu : glutamate ;
HCO; : hydrogenocarbonate ; OAA : oxaloacétate ; PEP : phosphoenolpyruvate ; PEPC
phosphoenolpyruvate carboxylase ; Pyr : pyruvate ; RuBP : ribulose-1,5-bisphosphate ; Rubisco :
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygénase ; Triose-P : trioses phosphates.
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épaississement cuticulaire. Une réduction de la surface d'évaporation est obtenue par un
enroulement des feuilles, I'¢limination des feuilles les plus agées, ainsi qu'une diminution
de la croissance. La récupération de l'eau peut aussi étre augmentée par une croissance des
racines qui vont aller chercher I'eau plus profondément (Sharp et al., 2004). Cette stratégie
permet donc une survie au détriment de la productivité.

Les plantes tolérantes maintiennent leurs fonctions (croissance foliaire et
reproductrice, nombre d'organes, transpiration et photosynthese) malgré le déficit hydrique.
Cela implique des ajustements osmotiques qui sont rendus possible par la rigidité des
parois cellulaires et par de petites cellules. La tolérance a la sécheresse est aussi associée a
une ¢limination efficace des especes réactives de I’oxygene (« reactive oxygen species »,
ROS ; voir §1.3.4.3) formées lors de la perturbation du métabolisme (Barnabas et al.,
2008 ; Chaves et al., 2003). Ces adaptations permettent le maintien du rendement maximal
mais ont tendance a augmenter le risque de perte totale de rendement. Elles sont favorables
en conditions modérément seéches, mais pourraient s’avérer contre-productives en situation
de déficit hydrique plus sévere (ne permettant plus 1’alimentation hydrique d’un couvert

trop développé ou le remplissage de grains trop nombreux).

1.4. L’efficacité de I'utilisation de I’eau

L’efficience de 1’eau (« water use efficiency », WUE) est définie comme le rapport
entre la biomasse produite et 1’eau transpirée pendant le méme laps de temps. Elle varie
selon les especes et les climats considérés. La plupart des espeéces ont tendance & montrer
une augmentation de leur efficacité d’utilisation de 1’eau quand le déficit hydrique est
faible, ce qui résulte de la relation non-lin€aire entre l'assimilation carbonique et la
conductance stomatatique (Chaves et al., 2003). La perte en eau est tout d’abord limitée
par la fermeture des stomates induisant une réduction de la photosynthése. Les cultures
ayant la plus forte efficience de I’eau correspondent a des plantes en C,, telles que le mais
et le sorgho. En effet, ces plantes possédent une « photosynthése coopérative » (Karpilov,
1970) dont la finalité est 1'assimilation du CO, par la phosphoenolpyruvate carboxylase
(PEPC) dans les cellules du mésophylle (cycle Cy4 ; Fig. 4) pour le concentrer au site de la
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygénase (Rubisco) dans les cellules de la gaine
périvasculaire (cycle de Benson-Calvin), ce qui a pour conséquence de réduire fortement
I’activité oxygénase de cet enzyme et son corollaire la photorespiration au cours de
laquelle une partie du carbone est perdue pour la plante (von Caemmerer and Furbank,
2003 ; Weber and von Caemmerer, 2010). Le bilan énergétique est défavorable par rapport

aux plantes en Cs. Cependant, ce mécanisme d’adaptation est particuliérement performant en

3
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conditions hydriques limitantes et confére a la plante Cy4 la capacité d’une gestion optimale
de son métabolisme carboné. En effet, en condition hydrique limitante, malgré la fermeture
des stomates entrainant un déficit en carbone, le mécanisme C4 permet une concentration du
CO, dans la gaine périvasculaire induisant moins ou pas de photorespiration. De maniére
générale, les plantes C4 utilisent moiti¢ moins d’eau que les plantes C; pour produire une
méme quantité de matiére seche : 300 g d’eau/g de mati¢re seche contre 600 g d’eau pour les
plantes Cs. Ces avantages physiologiques s’estompent pour des températures inférieures a
25°C, en-deca desquelles les plantes Cs ont un rendement quantique plus élevé. Les plantes
C4 sont donc avantagées dans les situations naturelles de faible humidité ambiante, de
température €levée et de luminosité forte qui sont celles présentes dans les zones sub-
tropicales semi-désertiques ou durant des périodes climatiques particulieres, comme 1’été

sous nos latitudes.

2. Les mécanismes physiologiques impliqués dans la réponse a la sécheresse

La réponse des plantes a la sécheresse s’effectue aux niveaux physiologique,
cellulaire et moléculaire. Elle dépend de nombreux facteurs, tels que I’espéce et le
génotype, la durée et la sévérité du déficit hydrique, 1’age et le stade de développement de
la plante, I’organe, le type cellulaire et le compartiment subcellulaire affectés (Barnabas et

al., 2008).

2.1. La fermeture stomatique

La fermeture des stomates correspond a un mécanisme signalétique intervenant
dans les premiéres minutes d’un déficit hydrique. Il s’agit de I’'un des principaux moyens
mis en place par la plante pour éviter les pertes excessives en eau (Wasilewska et al.,
2008). Les stomates sont des pores microscopiques situ¢s sur les feuilles (Casson and
Hetherington, 2010). Ils sont formés par deux cellules de garde jointives qui, selon leur état
de turgescence, vont modifier la taille du pore. La fermeture des stomates permet une
diminution de la perte en eau mais elle provoque également une diminution de 1’apport en
CO; destiné a la photosynthése. L’acide abscissique (ABA), une phytohormone synthétisée
notamment en réponse a un déficit hydrique, a été identifié comme 1’un des signaux
impliqués dans la régulation des stomates (Kim et al., 2010). L'ABA induit la fermeture
des pores stomatiques en inhibant I'ATPase a protons et en activant un canal perméable au
Ca®" non sélectif, ainsi qu'un canal & CI'. Ces événements dépolarisent les membranes des

cellules de garde, ce qui entraine un transport des ions K' vers le cytosol, puis du cytosol
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Figure 5. Mécanismes de signalisation de I’ABA dans les cellules de garde (d’aprés Kim et al.,
2010). Ce modele simplifié se concentre sur la fonction des canaux ioniques et la transduction du
signal ABA a travers les membranes plasmiques et vacuolaires dans les cellules de gardes. Les
mécanismes impliqués dans la régulation de la fermeture et de I’ouverture des stomates sont
représentés sur la cellule de garde située respectivement a gauche et a droite. ABA : acide abscissique
; 1, Ca®* permeable channel : canal calcique perméable ; S-type anion channel/SLACL1 : canal
anionique lent de type S (SLACL1) ; R-type anion channel : canal anionique rapide de type R ; SV
channel: canal tonoplastique lent (slow vacuolar) ; K* VK channel : canal tonoplasmique spécifique du
K* (TPK1) ; K%, channel : canal K* sortant ; K*;, channel : canal K* entrant ; H* ATPase : pompe
ATPase a H*.
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vers l'extérieur des cellules de garde (Fig. 5; Kim et al., 2010). Cette sortie entraine une
baisse de la pression osmotique et provoque une sortie d'eau des cellules, associées a une
diminution de la turgescence. Par ailleurs, ' ABA est capable a la fois d'inhiber les canaux a
K" entrant, ce qui renforce la fermeture des pores stomatiques, et d'activer les canaux a K*

sortant, ce qui inhibe l'ouverture des pores stomatiques.

2.2. La modification de la conductivité hydraulique

La modification de la conductivité¢ hydraulique des tissus qui intervient dés le début
d’un déficit hydrique, correspond a la modulation du trajet de I’eau. Les échanges
transmembranaires de 1’eau sont réalisés a travers des pores formés par des protéines
membranaires, les aquaporines (voir § 1.3.4.1 ; Maurel et al., 2008). En cas de déficit
hydrique, I’ouverture et la répartition des aquaporines dans les membranes sont modifiées,
ce qui permet de moduler le trajet de 1’eau au sein des tissus ou organes (Zhu et al., 2006)
et d’adapter la conductivité hydrique, au sein de la plante, a ’eau dont elle dispose dans le

sol.

2.3. L’ajustement osmotique

Pour limiter la perte en eau, les plantes sont capables de maintenir la turgescence de
leurs cellules grace a [’accumulation controlée de composés organiques appelés
osmoprotectants. Ce phénomene correspond a [’ajustement osmotique. Les
osmoprotectants sont des composés solubles, non chargées a pH neutre et compatibles,
méme a forte concentration avec les fonctions métaboliques. Ils permettent également une
stabilisation des protéines et des membranes cellulaires contre l'effet de dénaturation
engendré par le stress sur des fonctions cellulaires. Leur nature est trés variable et dépend
de la nature du stress et de 1'espéce considérée. Il peut s’agir d’acides aminés, tels que la
proline, la glycine bétaine, de sucres, tels que le saccharose et le trehalose, ou de polyols

(Zhang et al., 1999 ; Abebe et al., 2003 ; Valliyodan and Nguyen, 2006).

2.4. La réduction de la croissance des parties aériennes

Le déficit hydrique se concrétise chez la plupart des espéces par un ralentissement
de la mise en place de nouveaux organes aériens et par une réduction de la croissance des
organes préexistants. Ces modifications résultent d’une diminution de la vitesse de division
des cellules constituant les tissus végétaux (Granier et al., 2000) et d’une modification des

propriétés physico-chimiques des parois entourant les cellules qui deviennent plus rigides,
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ce qui empéche leur croissance (Cosgrove, 2005). Ces processus, a plus long terme,
limitent les surfaces d’échange entre la plante et I’air et donc les pertes d’eau par
transpiration. La réduction de croissance ne serait pas une conséquence passive du manque
d’eau dans les cellules mais une réponse controlée et programmée de la plante dont le
résultat est d'anticiper les événements séveres de stress hydrique. Cette réponse est donc

préventive et non subie.

3. Les mécanismes moléculaires impliqués dans la réponse a la sécheresse

\

Au niveau moléculaire, la réponse de la plante a un stress se traduit par une
induction ou une répression de I’expression de nombreux genes. Il est possible de classer
leurs produits en deux grandes catégories : (1) les protéines impliquées dans la transduction
du signal et le contrdle de la transcription telles que les protéines kinases, les
phospholipases, les phosphatases ou les facteurs de transcription; (ii) les protéines
impliquées dans I’assimilation et le transport de 1’eau et des ions, telles que les aquaporines
et les transporteurs d’ions, et les protéines impliquées dans la protection des membranes et
des protéines, telles que les protéines de choc thermique (« heat shock proteins, HSP), les
protéines chaperonnes et les protéines LEA (« late embryogenesis abundant ») ; (iii) les
protéines impliquées dans les mécanismes régulés, tels que le métabolisme carboné, les

parois (Fig. 6 ; Wang et al., 2003).

3.1. La perception du signal

Pour que la cellule réagisse au déficit hydrique, elle doit avant tout percevoir la
contrainte, au niveau moléculaire, grace a une conversion du stress per¢u au niveau
physique en signaux biochimiques et a une transduction du signal. Différents récepteurs
ont été identifiés ces cinq dernieres années.

Chez Arabidopsis thaliana, la protéine His kinase ATHKI1 de la membrane
plasmique complémente le mutant déficient de la protéine de levure SLN1, impliquée dans
la voie HOG (« high-osmolarity glycerol ») MAPK (« mitogen-activated protein kinase »),
un osmo-récepteur sensible au changement de turgescence, ce qui suggere une homologie
de fonction (Urao et al., 1999 ; Reiser et al., 2003). Récemment, il a été suggéré que la
protéine ATHK1 agirait comme un osmo-récepteur in planta, permettant la détection du
déficit hydrique et I’initiation des réponses induites par cette contrainte (Fig. 7, page 7 ;
Wohlbach et al., 2008). Elle serait non seulement impliquée dans la réponse au déficit

hydrique pendant les premicres étapes de la croissance végétative, mais aussi dans la
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ATHKZ, une voie de signalisation impliquant des phosphorylations via les protéines « Arabidopsis
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Figure 8. Mécanismes d’interaction de I’ABA avec ces trois types de récepteurs connus (d’apres
Cutler et al., 2010). Les récepteurs de I’ABA actuellement connus correspondent a la sous-unité H de
la chélatase de magnesium plastidiale (CHLH/ABAR), aux récepteurs couplés aux proteéines G
hétérotrimériques (GTG) situés sur la membrane plamique, et aux protéines Pyrabactin
resistance/Pyrabactin Resistance 1-Like/Regulatory Component of ABA Receptor (PYR/PYL/RCAR)
nucléocytoplasmiques. Les fleches en trait plein indiquent des interactions directes, alors que les
fleches en pointillées indiquent des interactions inconnues. Les pointes de fleches indiquent des
interactions positives, alors que les barres indiquent des répressions.
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régulation de processus de dessiccation pendant la formation des graines (Wohlbach et al.,
2008).

Par ailleurs, trois types de récepteurs percevant ’ABA ont récemment été
identifiés : (i) la protéine plastidiale CHLH/ABAR (pour « ABA receptor ») correspondant
a la sous-unit¢ H (large sous-unité) de la chélatase de magnésium, un régulateur clé
impliqué dans la biosynthése des chloroplastes et la signalisation rétrograde plaste-noyau ;
(i1) les récepteurs couplés aux protéines hétérotrimériques de type G (GTQ) situés sur la
membrane plasmique ; (iii) les protéines Pyrabactin resistance/Pyrabactin Resistance 1-
Like/Regulatory Component of ABA Receptor (PYR/PYL/RCAR) nucléocytoplasmiques
(Fig. 8). L’ensemble de ces protéines régule 1’expression de geénes et 1’activité de canaux

dans les cellules de garde (pour revue voir Cutler et al., 2010).

3.2. Latransduction du signal

De nombreux messagers secondaires sont impliqués dans la cascade de transduction
du signal lors de la réponse a un déficit hydrique. Parmi ceux-ci, on peut citer les
glycérolipides qui jouent un rdle de perception et de transduction des stimuli externes au
niveau de la membrane plasmique, le calcium, les ROS, des protéines kinases et

phosphatases, et des facteurs de transcription.

3.2.1. Les glycérolipides

Telle une barricre sélective entre les cellules et leurs environnements, la membrane
plasmique joue un role clé dans la perception et la transmission d’informations externes.
Pendant des stress osmotiques, des changements dans la composition en glycérolipides ont
¢été détectés chez les plantes (Munnik et al., 1998). Le role majeur des glycérolipides est de
servir de précurseurs pour la synthése de messagers secondaires. Ainsi, dans les cellules de
garde, 1’inositol-1,4,5-trisphosphate (IP3), I’inositol hexakisphosphate (IP6), 1’acide
phosphatidique et les bases sphingoides phosphorylées sont des acteurs majeurs de la
fermeture des stomates en réponse a I’ABA (Pata et al., 2010 ; Kim et al., 2010).

LIP3 et ’acide phosphatidique s’aveérent également jouer un rdle en réponse au
déficit hydrique dans d’autres organes de la plante (Fig. 9, page 8 ; Munnik and Vermeer,
2010). La phospholipase C (PLC) produit I’IP3 a partir de phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate (PIP2), lui-méme produit par une phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase
(PIP5K). Lors d’un stress osmotique, les teneurs en PIP2 et IP3 augmentent globalement

de fagon rapide (DeWald et al., 2001), de méme que le transcrit codant la PIPSK (Mikami
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Figure 9. Variations du métabolisme des polyphosphoinositides et des inositolphosphates en
réponse a la sécheresse (adapté de Munnik et al., 2010). Les variations métaboliques induites par la
sécheresse peuvent contribuer a la tolérance au déficit hydrique de deux fagons : (i) activation de voies
de signalisation; (ii) production d’osmoprotectants. La voie de signalisation implique une
phospholipase C (PLC) qui hydrolyse le phosphatidylinositol (Ptdins, Pl) et/ou le
phosphatidylinositolbisphosphate (PtdInsP,, PIP,) en inositol bisphosphate (InsP,, IP,) ou inositol
trisphosphate (InsP,, IP;) qui peut étre a son tour phosphorylé en inositol hexakisphosphate (InsPg ,
IP;) par les inositol phosphate multikinases (IPK2 et IPK1), ainsi qu’en diacylglycérol (DAG),
converti & son tour en acide phosphatidique (PA). L’IP, produit induit la libération de calcium
intracellulaire, régule I’expression de genes et/ou active des voies de signalisation dépendantes des F-
box. L’IP4 peut étre également produit via un mécanisme « indépendant des lipides » suite a la
phosphorylation de I’1P; issus du glucose-6-phosphate (GIc6P). L’IP, ainsi formé agit alors comme un
osmoprotectant en condition de stress. Les polyphosphoinositides sont produits par des protéines
kinases et des phosphatases avec des phosphates en position D3, D4 et/ou D5. Chaque
polyphosphoinositide est impliqué dans des voies de signalisation distinctes et a des cibles différentes
indiquées en rouge.
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et al., 1998). Par ailleurs, il a ét¢ montré qu’une mutation dans le géne FRY1 codant une
inositol polyphosphate-1- phosphatase impliquée dans le catabolisme de 1’IP3, augmente
I’expression des genes de réponse a ’ABA et au stress, ainsi qu’une hypersensibilité a
I’ABA et au stress au niveau de la graine et du développement de la plantule (Xiong et al.,

2001).

3.2.2. Le calcium

Le calcium est un messager secondaire majeur de la signalisation du déficit
hydrique (Knight, 2000 ; Dodd et al., 2010). II est probable que les mécanismes aboutissant
a ’augmentation de calcium soient assez semblables dans les cellules de garde et dans les
autres cellules. Comme plusieurs pics de calcium sont détectés lors d’un déficit hydrique, il
est possible que la perception méme du déficit provoque le premier pic, qui serait
responsable en particulier de I’accumulation d’ABA (Xiong et al., 2002). Il semblerait que
des données importantes du signal véhiculé par le calcium soient « codées » dans la
cinétique, ’amplitude et la durée des pics, que 1’on appelle « signature calcique » qui serait
traduite par des effecteurs en aval, tels que les protéines calcium-dépendantes protéines
kinases (CDPK), les calmodulines (CaM), les CCaMK (calcium/calmoduline-dépendantes
kinases) et les protéines CBL (« calcineurines-B like ») (Hong-Bo et al., 2008 ; Dodd et al.,
2010).

3.2.3. Les especes réactives de I’oxygene

Les cellules végétales produisent des ROS, tels que les radicaux superoxide (O ),
le peroxyde d'hydrogene (H,0,) et les radicaux hydroxyles, de maniére continue, suite a
des activités cellulaires normales, telles que la photorespiration et la 3-oxydation d'acides
gras. Ces composés sont de plus produits aprés une exposition a un stress abiotique
(Jaspers and Kangasjarvi, 2010). Ils peuvent devenir toxiques pour la cellule (voir §
1.3.4.3), comme servir de molécules de signalisation (Xiong et al., 2002). Jusqu’a présent,
les événements connus pour étre régulés par le peroxyde d’hydrogéne sont la mobilisation
du calcium, la phosphorylation des protéines ainsi que I’expression des geénes en réponse a
divers stress. Le peroxyde d’hydrogeéne peut interagir avec des protéines clés de la
signalisation et avec les résidus cystéines oxydés des protéines altérant ainsi leur

conformation et leur activité.
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Figure 10. Diagramme schématique des voies de signalisation dépendante ou non du calcium et
du signal ABA impliquant les protéines kinases SNnRK1, SnRK2 et SnRK3 (d’apreés Coello et al.,
2010). L’accumulation de sels dans le cytoplasme déclenche le signal calcique qui est percu par le
complexe connu sous le nom de « SnRK3/calcineurin B-like (CBL) calcium-binding protein complex
(SOS2/S0S3) ». Le signal ABA régule l'activité de la protéine ShnRK2 qui, a son tour, active les
facteurs de transcription AREBPS qui régulent I'expression de génes de réponses. Le signal ABA
pourrait aussi réguler l'activité de la protéine SnRK3 par la fixation de la protéine PP2C. D'autres
stress abiotiques, comme le manque en aliments nutritifs, induisent ou répriment lI'expression/I’activité
des protéines SnRKs.
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3.2.4. Les protéines kinases

Les kinases catalysent la phosphorylation des protéines, ¢’est-a-dire 1’ajout d’un ion
phosphate a une protéine. Ce mécanisme est connu pour étre impliqué dans 1’activation et
I’inactivation des activités enzymatiques, ainsi que dans la modulation des interactions
protéines-protéines dans le cadre des réseaux de signalisation (Schulze, 2010). Chez les
végétaux, de nombreuses protéines kinases ont ¢té identifiées comme répondant a
différents stress et en particulier le stress osmotiques. De plus, ils existent différentes voies
de signalisation activées et/ou comprenant différents types de protéines kinases dont
certaines grandes familles sont mentionnées ci-dessous.

Les cascades de MAP kinase (« mitogen-activated protein kinase », MAPK) jouent
un réle important dans la réponse a divers stress abiotiques, dont la sécheresse. Les
cascades MAPK sont composées de trois protéines kinases : MAPK, MAPK kinases
(MAPKK) et MAPKK kinases (MAPKKK), qui sont liées de fagons diverses aux
récepteurs en amont et aux cibles en aval (Zhang et al., 2006 ; Rodriguez et al., 2010).

Les CDPK sont des kinases dépendantes directement ou indirectement du calcium,
ainsi que d’autres messagers, tels que les phospholipides. Les substrats potentiels des
CDPK sont impliqués dans de nombreux mécanismes, tels que le métabolisme du carbone
et de l'azote, la synthese des phospholipides, le transport des ions et de 1’eau, 1'organisation
du cytosquelette, la transcription et les réponses a des hormones, ainsi que la transduction
du signal sécheresse (Bartels and Sunkar, 2005 ; Klimecka and Muszynska, 2007 ; Dodd et
al., 2010).

Les protéines SnRK (« SNF-1 related kinase ») sont apparentées a une famille de
protéines kinases jouant un role important dans la signalisation énergétique chez la levure
(protéine kinase SNF1, « sucrose non-fermenting 1 ») et chez les mammiféres (protéine
kinase activée par le 5’-AMP). Elles sont classées en trois sous-familles : SnRK1, SnRK2
et SnRK3 (Fig. 10 ; Coello et al., 2010). Alors que la sous-famille SnRK1 ne compte que
deux membres actifs, les sous-familles SnRK2 et SnRK3 comptent 10 a 25 membres. Il a
été montré que la protéine AtSnRK1 jouait un rdle clé dans la signalisation énergétique et
I’homéostasie métabolique en régulant I’expression d’un grand nombre de genes via la
signalisation des sucres et de ’ABA (Baena-Gonzalez and Sheen, 2008 ; Halford and Hey,
2009). La protéine AtOST1 fait partie de la sous-famille SnRK2 qui contrairement a la
sous-famille SnRK1, n’a pas d’homologues chez les mammiféres et les levures, et dont la
plupart des membres sont activés par un stress osmotique (Boudsocq et al., 2004). La
protéine AtOST1 présente également la particularité (comme deux autres membres de la

sous-famille SnRK2) d’étre activée par I’ABA et joue un rdle clé dans la fermeture
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stomatique et I’homéostasie métabolique (Assmann, 2003 ; Zheng et al., 2010). Les
membres de la sous-famille SnRK3 correspondent a des protéines SCaBP (« SOS3-like
calcium sensor binding protein »)/CIPK (« CBL(cobalamin)-interacting protein kinases »)
(Luan et al., 2009). Ils sont impliqués dans les réponses au stress salin et les voies de

signalisation des sucres et de I’ABA dépendantes du calcium (Coello et al., 2010).

3.2.5. Les protéines phosphatases

Les protéines phosphatases catalysent la déphosphorylation des protéines, c’est-a-
dire I’élimination d’un groupe phosphate par hydrolyse. Comme son corollaire, la
phosphorylation, ce mécanisme est connu pour étre impliqué dans les réseaux de
signalisation. Il existe deux groupes importants de phosphatases : les phosphatases de
phosphoprotéines ou PPases qui déphosphorylent des résidus Ser et Thr et les phosphatases
de phosphotyrosines ou PTPases qui déphosphorylent des résidus Tyr. Il y a quatre
familles de PPases (PP1, PP2A, PP2B et PP2C) et trois de PTPases (les PPTases similaires
a des récepteurs, les intracellulaires et celles présentant une double-spécificité ou DsPTP)
(Bartels and Sunkar, 2005). Diverses phosphatases, dont les PP2C, sont connues pour étre
impliquées dans la signalisation osmotique et celle de ’ABA (Kim et al., 2010 ; Cutler et
al., 2010). D’apres des résultats obtenus chez la levure, les PTPases se situent souvent en
amont de cascades de MAPK, qui en retour induisent leur expression, formant ainsi une
boucle de régulation négative (Bartels and Sunkar, 2005). Deux phosphatases a double
spécificité, dont le role n’est pas encore clair, sont impliquées dans la signalisation de
I’ABA : IBRS5 (indol-3-butyric acid response) (Monroe-Augustus et al., 2003) et PHS1
(propyzamide hypersensitive), un régulateur négatif de I’ABA (Quettier et al., 2006). Il a
récemment été montré que la protéine kinase AtOST1, dont I’activité kinase est stimulée
par I’ABA, est une cible directe du complexe formé par les protéines PYR/PYL/RCAR et
la protéine phosphatase de type A connue aussi sous le nom de PP2C (Vlad et al., 2010).
La fixation de ’ABA sur ce complexe Iéve I’inhibition qu’il excercait sur la protéine
AtOST1, lui permettant ainsi de phosphoryler ses cibles, dont le facteur de transcription

ABF3 (« ABA-responsive-element Binding Factor 3 » ; Sirichandra et al., 2010).

3.3. Les facteurs de transcription

Malgré la nature complexe des réponses au déficit hydrique chez les plantes, il a été
¢établi que I’ABA jouait un rdle important dans la réponse a cette contrainte. Il a ét¢ montré

que de nombreux geénes induits par le déficit hydrique sont sous le contrdle de I’ABA, alors
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que d’autres ne sont pas affectés par ’ABA. Les travaux réalisés ces derni¢res années ont
ainsi permis d’identifier deux voies de régulation de I’expression des génes en réponse a la
sécherese : I'une dépendante de I’ABA et l'autre indépendante de I’ABA (Fig. 11 ;
Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2007).

3.3.1. Les facteurs de transcription dépendants de I’ABA

De nombreux genes régulés par I’ABA présentent dans leur région promotrice des
¢léments Cis spécifiques permettant la régulation de leur transcription par différents
facteurs de transcription, tels que les facteurs de transcription de type MYB
(« Myeloblastis oncogen »), MYC (« Myelocytomatosis oncogen ») ou bZIP (« basic
leucine zipper »).

La voie la mieux étudiée implique des éléments cis de type ABRE (« ABA-
responsive element ») qui partagent un motif central palindromique conservé, constitué des
bases PYACGTGGC. Ces ¢léments ont été mis en évidence pour la premicre fois dans le
promoteur du géne Em du blé (Marcotte et al., 1989) et dans celui du géne rab16A du riz
(Mundy et al., 1990). Chez de nombreuses especes, 1’unité promotrice minimale est
constituée de deux motifs ABRE. C’est notamment le cas du promoteur du géene RD29B
d’A. thaliana (Nakashima et al., 2006). Les facteurs de transcription se fixant sur les
séquences ABRE appartiennent a la famille des facteurs de transcription bZIP. Ils sont
communément désignés sous le nom de protéines AREB (« ABRE-binding protein ») ou
ABF (« ABRE-binding factor »). L’activation de ces facteurs nécessite un signal
dépendant de I’ABA qui pourrait étre une phosphorylation.

Les facteurs de transcription MYB sont caractérisés par la présence de domaines
conservés de fixation a I’ADN (Dubos et al., 2010). Le domaine MYB est généralement
composé de une a quatre répétitions non complétes, constituées chacune d’environ 52
acides aminés formant des hélices a qui permettent une conformation nécessaire pour la
fixation & ’ADN. Chez les végétaux, les protéines MYB sont classées en trois groupes
majoritaires : (1) le groupe R2R3-MYB caractérisé par deux répétitions ; (2) le groupe
R1R2R3-MYB caractérisé¢ par trois répétitions ; (3) un groupe hétérogéne regroupant les
protéines proches des MYB. Le groupe des protéines R2ZR3-MYB est celui qui été le plus
étudié ces dernicres années et qui comprend le plus de membres. Ceux-ci sont impliqués
dans le contréle de nombreux processus physiologiques et biochimiques, tels que le
métabolisme primaire et secondaire, 1’identité¢ des cellules et leur cycle, la formation des

fleurs et des graines et la réponse a divers stress abiotiques et biotiques.
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Figure 12. Schéma des fonctions multiples des aquaporines chez les plantes (d’aprés Maurel et
al., 2008). Les isoformes des sous-familles PIP1 et PIP2 utilisent la voie de sécrétion qui permet le
transfert du réticulum endoplasmique (ER) vers la membrane plasmique en passant par I’appareil de
golgi. Les PIPs subissent aussi des cycles répétés d’endocytose a travers les compartiments cellulaires
avant de devenir éventuellement des cibles des vacuoles. Les protéines TIP1 ont été découvertes dans
la membrane des vacuoles. La protéine AtTIP1.1 est localisée dans des invaginations de la vacuole
sphériques (« vacuolar bulb »), dans les cellules de I’épiderme des jeune cotylédons ou des racines en
réponse a un stress salin. Les protéines TIP2s et TIP3s sont préférentiellement associées aux vacuoles
et permettent I’accumulation des protéines de stockage dans respectivement les organes végétatifs et
les grains.
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3.3.2. Les facteurs de transcription indépendants de I’ABA

Dans le cas des mécanismes de régulation indépendants de I'ABA, deux types de
facteurs de transcription sont impliqués : les facteurs NAC (« NAM, ATAF1,2, CUC2 »)
spécifiques des plantes qui se fixent sur des motifs NACR (« NAC recognition site »,
séquence consensus ACACGCATGT), alors que les facteurs DREB (« Dehydration
responsive element binding protein ») se fixent sur des motifs DRE (« dehydration
responsive element », séquence consensus TACCGACAT). Le géne RD29A/COR78/LTI78
est connu pour étre induit par la sécheresse, le froid et I’ABA. Des expériences de délétion
et de substitution de bases de son promoteur ont montré qu’une séquence DRE de 9 paires
de base (pb) est un élément Cis essentiel dans I’induction ABA indépendante de RD29A en
réponse a la sécheresse et au froid. Contrairement aux ¢léments ABRE, une seule copie de
DRE est suffisante pour activer I’expression du géne. Le motif A/GCCGAC qui forme le
cceur de la séquence DRE est retrouvé dans des éléments Cis similaires mis en évidence
dans les promoteurs de genes régulés par le froid nommés CRT (« C-repeat ») et LTRE

(« low temperature responsive element »).

3.4. Les fonctions des génes induits par la sécheresse

Comme cela a déja été dit précédemment, deux types de génes sont induits par la
sécheresse. Les genes codant les protéines impliquées dans la régulation du signal ont
d’ores et déja été présentés dans le paragraphe 1.3.2. Le présent paragraphe est donc
focalis¢ sur les geénes codant des protéines impliquées dans la mise en place de
I’ajustement osmotique, la détoxification de la cellule et la protection des protéines et des

structures cellulaires.

3.4.1. Les aquaporines

Les aquaporines forment des canaux spécifiques, situés sur les membranes
plasmiques ou vacuolaires, permettant le transport de I’eau et/ou de petits solutés neutres
(urée, acide borique) ou de gaz (ammonium, dioxyde de carbone). Elles facilitent ainsi
I’équilibre osmotique en permettant une diffusion de I’eau. Elles permettent également une
régulation du transport de 1’eau entre différents types de cellules et organes afin
d’optimiser son utilisation pendant le stress (Fig. 12 ; Maurel et al., 2008). Elles font partie
de la famille des MIP (« major intrinsic protein ») et sont divisées en deux groupes : les
protéines TIP (« tonoplast intrinsic proteins ») sont situées dans la membrane vacuolaire,

alors que les protéines PIP (« plasma membrane intrinsic proteins ») sont situées dans la
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membrane plamique. Chez A. thaliana, il existerait au moins 30 aquaporines. Certaines,
telles que la protéine RD28 (Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 1992), sont induites par
différents types de déficit hydrique, alors que d’autres sont réprimées par le déficit
hydrique. Cette régulation permet de jouer sur les flux d’eau et du méme coup 1’ajustement

osmotique (Bartels and Sunkar, 2005 ; Alexandersson et al., 2005).

3.4.2. Les protéases

Les protéases correspondent a des enzymes qui catalysent les coupures des liaisons
peptidiques entrainant ainsi une dégradation des protéines. Une augmentation de la
protéolyse lors d’un déficit hydrique permet d’éliminer les protéines endommagées par le
déficit en eau et les ROS et/ou de remobiliser de 1’azote (Bartels and Sunkar, 2005).
Plusieurs protéases d’A. thaliana sont induites par une déshydratation (Seki et al., 2002 ;
Koizumi et al., 1993). Une des plus étudiées est celle codée par le géne ERDI, la sous-
unit¢ régulatrice ATPase d’une protéase chloroplastique qui pourrait participer a la
dégradation de protéines chloroplastiques (Nakashima et al., 1997). Une autre protéase
chloroplastique, la protéine AtDegP2, est induite par une déshydratation et un stress salin.
Elle est impliquée dans le clivage de la protéine D1 photo-endommagée (Haussuhl et al.,

2001).

3.4.3. La détoxification

Les ROS sont fortement induites en réponse aux stress et possédent des effets
déléteres sur les structures biologiques, comme I'oxydation de I’ADN, des protéines et des
lipides membranaires (Xiong et al., 2002). Divers mécanismes ont été développés pour
¢liminer les ROS. L’élimination est principalement réalisée par des composés
antioxydants, tels que l'acide ascorbique (AsA) , le glutathion (GSH) , la thioredoxine
(Trx), la ferredoxine et les carotenoides, et par des enzymes permettant une élimination des
ROS, tels que la catalase, la superoxyde dismutase (SOD), I’ascorbate peroxidase (APX) et
la glutathione reductase. La SOD, qui catalyse la conversion des anions superoxyde en
peroxyde d’oxygene et en eau, est induite par ’ABA et la sécheresse, alors que la catalase
est induite par le peroxyde d’hydrogéne. Les ascorbate peroxydases sont induites par
I’ABA, la sécheresse et 1’é¢thylene.

Les peroxyredoxines permettent de détoxifier les peroxydes (eau oxygénée,
hydroperoxydes) en les réduisant en alcool. Elle permettent ainsi de protéger I’ADN, les

membranes, et certaines enzymes (Lim et al., 1993). Lors de la recherche de génes
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différentiellement exprimés lors d’une déshydratation, la peroxyredoxine TPXI1
(« thioredoxin dependent peroxidas ») a été identifiée (Seki et al., 2002). D’autre protéines,
telles que les Trx ou les sulfoxides reductases, sont impliquées dans la détoxification des
effets des ROS. Néanmoins, si certaines sont induites par une déshydratation, leur role

dans la tolérance a ce stress demande encore a étre déterminé (Bartels and Sunkar, 2005).

3.4.4. Les protéines HSP

Pendant les stress, de nombreuses protéines subissent des modifications structurales
et des changements fonctionnels. Il est par conséquent trés important, pour la survie de la
cellule soumise a un stress, de maintenir ces protéines dans une conformation
fonctionnelle, d’éviter I'agrégation de protéines dénaturées et d’éliminer les polypeptides
non fonctionnels et potentiellement dangereux. Les protéines HSP sont une classe de
protéines chaperonnes initialement découvertes en raison de leur induction par la chaleur.
Leur role crucial est la protection, le maintien et la régulation de la conformation des
protéines, de leur assemblage, de leur localisation et de leur dégradation dans de nombreux
processus cellulaire. Elles sont également impliquées dans la stabilisation des protéines et
des membranes. Elles permettent ainsi une protection des plantes lors de stress par un
rétablissement de la conformation initiale des protéines et de ’homéostasie cellulaire (pour

revue voir Wang et al., 2004).

3.4.5. Les protéines LEA

Les protéines LEA ont été initialement découvertes en raison de leur accumulation
tardive (phase de maturation) au cours de I’embryogénése des graines de coton (Dure and
Galau, 1981). Elles ont par la suite été¢ découvertes dans les graines d’autres espéces, ainsi
que dans les tissus végétatifs, en particulier en réponse a des stress abiotiques, tels que la
sécheresse, le froid et le stress salin (Hand et al., 2010). Omniprésentes chez les plantes,
ces protéines sont également présentes chez d’autres organismes, tels que les bactéries et
les animaux (Hand et al., 2010). Elles sont principalement composées d’acides aminés, tels
que la Gly, I’Ala, la Glu, la Lys/Arg et la Thr, dans des régions répétées ordonnées, ce qui
leur conférent un caractére fortement hydrophile, et sont généralement dépourvues ou ont
une faible proportion en résidus Cys et Trp. La prédiction des structures secondaires
suggerent qu’une majorité de protéines LEA existent en condition hydratée sous des
formes non-structurées et en condition de déficit hydrique sous une forme structurée tel

que des dimeres (Hong-Bo et al., 2005).
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Chez les végétaux, Battaglia et al. (2008) ont identifié sept groupes sur la base de
leur similitude de séquence. Les protéines LEA des groupes 1, 2, 3 et 4 se distinguent par
la présence de motifs particuliers : (1) les protéines du groupe 1 sont caractérisées par un
motif de 20 acides aminés hydrophiles ; (2) les protéines du groupe 2, connues aussi sous
le nom de déhydrines, possédent aux moins deux des trois segments conservés, Y-, S-, et
K-, dans des ordres différents ; (3) les protéines du groupe 3 sont caractérisées par un motif
répété de 11 résidus formant des hélices a ; (4) les protéines du groupe 4 sont caractérisées
par une région N-terminale conservée de 70-80 résidus formant également des hélices a.
Contrairement a la majorité des protéines LEA, les protéines du groupe 5 se distinguent par
la présence de nombreux résidus hydrophobes. Les protéines LEA du groupe 6
correspondent a des protéines dont la taille est petite (7 a 14 kDa). Les protéines du groupe
7, aussi connues sous le nom de protéines ASR (« ABA-, stress- and ripening-induced
proteins »), correspondent a des protéines trés hydrophiles, de petites tailles, largement
répandues dans le régne végétal, a I’exception notable des Brassicacées dont A. thaliana.
Elles sont caractérisées par un motif de 18 a 20 acides aminés riche en His situé¢ en N-
terminal et par deux domaines ABA/WDS (« Water deficit Stress ») situés en C-terminal.

Les geénes LEA présentent la caractéristique d’étre régulés, au niveau
transcriptionnel via un mécanisme dépendant de I’ABA (Wang et al., 2003). Chez A.
thaliana, il a ainsi été montré que 28 des 50 génes LEA identifiés présentaient une
dérégulation de leur expression chez au moins un mutant déficient en ABA (Bies-Etheve et
al., 2008). Par ailleurs, la plupart des genes ASR identifiés sont régulés par I’ABA
(Vaidyanathan et al., 1999 ; Hara et al., 2002 ; Sugiharto et al., 2002 ; Rabbani et al.,
2003 ; Shen et al., 2005 ; Yang et al., 2005). Cependant, certaines déhydrines ne sont pas
régulées par ’ABA. Il en est de méme pour le géne ASR connu sous le nom de DS2 qui est
induit par la sécheresse indépendamment de I'ABA (Doczi et al., 2005). De plus, les
modifications post-traductionnelles, telles que la phosphorylation, pourraient étre mis en
jeu. La protéine OsASRS est ainsi présente sous la forme d’un train de spots sur gels
d’¢électrophorese bidimensionnelle (2D ; Salekdeh et al., 2002). De plus, des expériences
de Western blot avec un anticorps dirigé contre des Ser phosphorylées ont récemment
montré que cette protéine possédait au moins une Ser phosphorylée (Ke et al., 2009).

Peu d’informations sont a ce jour disponibles sur la fonction des protéines LEA.
Plusieurs hypothéeses ont été avancées (Goyal et al., 2005 ; Grelet et al., 2005 ; Tunnacliffe
and Wise, 2007 ; Hand et al., 2010) :
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(1) En raison de leur absence de structure secondaire et de leur nature hydrophile,
les protéines LEA auraient une fonction protectrice car elles diminueraient 1’agrégation de
polypeptides partiellement dénaturés produits en condition de stress.

(2) Etant hydrophiles, les protéines LEA sont également capables de fixer des
molécules d'eau et pourraient donc avoir un réle de tampon d'hydratation en ralentissant la
perte en eau.

(3) Les protéines LEA pourraient aussi assurer une stabilisation stérique dans la
mesure ou elles peuvent se positionner a différents endroits de la cellule et s’associer aux
membranes. Elles agiraient alors comme un tampon mécanique, évitant une diminution
trop importante de la taille des cellules par une stabilisation membranaire.

(4) les protéines LEA pourraient enfin avoir un réle de séquestration des ions dans
la mesure ou elles sont riches en acides aminés chargés. Elles éviteraient ainsi des
dommages cellulaires induits par 1'augmentation de la concentration ionique en cas de
stress hydrique.

Les données obtenues in vivo montrent que certaines protéines LEA se fixent a des
vésicules lipidiques, alors que d'autres fixent des métaux ou des radicaux hydroxyles. Dans
ce dernier cas, ces protéines LEA pourraient protéger les membranes lipidiques contre les
peroxydases ou les enzymes sensibles au froid. Dans le cas particulier des protéines ASR,
il a été montré que la protéine ASR1 de tomate (Solanum lycopersicon ASR1 ; SIASR1) et
la protéine VVMSA (Vitis vinifera, maturation, stress, ABA) sont capables de se fixer a
I’ADN de mani¢re dépendante du zinc (Cakir et al., 2003 ; Kalifa et al., 2004 ; Rom et al.,
2006 ; Maskin et al., 2007 ; Shkolnik and Bar-Zvi, 2008). Il a donc été proposé que ces
protéines réguleraient la transcription de génes impliqués dans la signalisation des sucres
dans les fruits ou dans la réponse aux stress abiotiques dans les tissus végétatifs (Cakir et
al., 2003 ; Kalifa et al., 2004 ; Frankel et al., 2007 ; Yang et al., 2008). Néanmoins, la
protéine SIASR1 et la protéine ASR de Lilium longiflorum, connue sous le nom de
protéine LLLA23, pourraient également avoir une fonction de protection similaire a celle
des protéines chaperonnes (Yang et al., 2005 ; Konrad and Bar-Zvi, 2008). En effet, lors
d’essai d’inactivation d’activité enzymatique et de protéines, par dénaturation thermique, il
a été montré que 1’addition de la protéine SIASR1 purifiée permettait une stabilisation des
protéines (Konrad and Bar-Zvi, 2008). Dans ce contexte, il est intéressant de noter que les
protéines ASR seraient localisées a la fois dans le cytosol et le noyau (Kalifa et al., 2004 ;
Takasaki et al., 2008). Un signal de localisation nucléaire (NLS) a été mis en évidence
expérimentalement, grace a la fusion avec des protéines fluorescentes, en C-terminal pour

la prot¢ine VVMSA (Cakir et al., 2003) et la protéine LLA23 (Wang et al., 2005).
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Figure 13. Les cultures céréalieres et du mais mondiales (adapté de FAOSTAT, 2010). (A) La
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Néanmoins, ces études étaient basées sur l’utilisation de génes rapporteurs, ce qui peut
modifier la localisation subcellulaire de la protéine. Des études de microscopie confocale
ont récemment montré que la protéine SIASR1 native était majoritairement localisée dans
le cytosol en condition normale, comme en condition de stress osmotique (Urtasun et al.,

2010).

4. La sensibilité du mais face a la sécheresse

Le mais (Zea mays L.) est une angiosperme monocotylédone de la famille des
Poacées. C’est une espece diploide comportant dix paires de chromosomes. L’ancétre du
mais est la téosinte avec laquelle il peut toujours s’hybrider. La culture du mais a
probablement commencé en Amérique centrale, notamment au Mexique, il y a plus de
7000 ans. A la fin du 15°™ siécle, aprés la découverte du continent américain par
Christophe Colomb, le mais a été introduit en Europe par I'Espagne. I s'est ensuite répandu
sous les climats chauds du bassin méditerranéen puis, un peu plus tard, en Europe du Nord.
Mangelsdorf et Reeves (1939) ont montré que la culture du mais se pratique dans toutes les
régions agricoles du globe qui s'y prétent et que du mais est récolté quelque part dans le
monde tous les mois de I'année.

Au niveau mondial, le mais représente la seconde céréale mondiale aprés le blé
pour I’alimentation directe ou indirecte de I’homme, et comme matiére premicre pour la
fabrication d'amidon, d'huiles, de protéines, de boissons alcooliques, d'édulcorants
alimentaires et, plus récemment, de carburant (Fig. 13). En France, elle demeure la
deuxieéme plante céréalicre cultivée apres le blé avec 1,679 millions d’hectares cultivés en
2009 ayant conduits a wune production d’environ 15,3 million de tonnes

(http://faostat.fao.org).

4.1. La sensibilité du mais a la secheresse au stade reproducteur

Le mais est une graminée annuelle allogame et monoique. Les fleurs males sont
groupées sur la panicule terminale ramifiée, alors que les fleurs femelles sont rassemblées
sur un ou plusieurs €pis situés a I’extrémité de courtes ramifications naissant a 1’aisselle
des feuilles dans le deuxiéme tiers de la plante. Contrairement a d’autres especes de
céréales comme le blé ou 1’orge, I’effet néfaste d’une sécheresse sur la production de
grains n’est pas di chez le mais, a une stérilit¢ des grains de pollen, mais a une
augmentation du délai entre la floraison male et la floraison femelle (Westgate and Steudle,

1985). Ce phénomene, connu sous le terme de protandrie (ou ASI en anglais pour
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« anthesis-silking interval »), limite le nombre d’événements de fécondation et donc la
production de grains (Barnabas et al., 2008). De plus, En cas de déficit hydrique, il est
fréquent que dans les quelques jours suivant la fécondation, le développement de I’ovule
fécondé¢ s’arréte. Bien que la différence visuelle entre les grains qui vont avorter et les
grains sains ne soit détectable qu’une dizaine de jours aprés la fécondation, il apparait
expérimentalement que I’avortement est initié trés tot, avant méme que 1’embryon ait eu le
temps de se développer. Les mécanismes qui conduisent a cet avortement sont encore mal
décrits. Le signal induisant I’arrét du processus reste notamment a déterminer méme si de
nombreuses études semblent impliquer des sucres (Boyle et al., 1991 ; Zinselmeier et al.,

1995).

4.2. La sensibilité du mais a la secheresse lors du développement vegétatif

Une sécheresse au cours de la croissance végétative de la plante peut également
avoir des conséquences sur le rendement. Comme nous 1’avons déja évoqué, les plantes, et
notamment le mais, mettent en place différents mécanismes en réponse a un déficit
hydrique, tels que la diminution de la croissance foliaire pour réduire au maximum les
surfaces d’échange avec I’atmospheére, et la fermeture partielle des stomates pour limiter
les pertes d’eau. En revanche, la croissance racinaire est moins affectée car elle permet de
maintenir ’acces aux ressources en eau. Cependant, si cette stratégie permet de protéger la
plante et de réduire son niveau de stress, elle pénalise de fagon importante la photosynthése
qui est couplée aux pertes d’eau par transpiration puisqu’elle dépend de la surface foliaire
et de I’état d’ouverture des stomates. Du méme coup, ces réponses ont des conséquences
importantes sur la productivit¢ puisqu’elles affectent de maniere irréversible (i) les
caractéristiques du systéme racinaire, (ii) la biomasse totale de la plante et la surface des

feuilles, (iii) la mise en place et le développement des organes et tissus reproducteurs.

B. L’amélioration de la réponse a la sécheresse

Au niveau cultural, une des voies possibles pour économiser 1’eau d’irrigation
consiste a utiliser des génotypes qui tolérent mieux les périodes de manque d’eau et
nécessitent ainsi moins d’irrigation, ou qui valorisent mieux 1’eau en produisant plus de
biomasse par unité d’eau apportée. Les sélectionneurs ont & I’heure actuelle recours a trois
stratégies génétiques pour améliorer des variétés commerciales : (i) la transgénése qui
consiste a transférer vers un génotype cible un géne dont la fonction ou les données

d’expression sont connues; (ii) la sélection classique qui consiste a effectuer des
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croisements puis a sélectionner des génotypes favorables parmi les descendants au cours
des générations par une évaluation phénotypique; (iii) la sélection assistée par marqueurs
(SAM) qui d’une part coordonne une évaluation phénotypique et moléculaire pour
I’identification de régions chromosomiques ou il existe un locus possédant une relation
entre 1’alléle parental et la valeur du caractére mesuré, locus appelé QTL (« Quantitative
Trait Locus »), et d’autre part permet une introgression de ces régions chromosomiques

favorables dans d’autres lignées.

1. La transgénese

Le travail récent sur la transgénése s'est concentré sur l'utilisation des
biotechnologies pour la production de nouvelles plantes tolérantes aux stress abiotiques
et/ou possédant une valeur nutritionnelle améliorée. Cependant, la transgéneése reste a ce

jour une voie expérimentale essentiellement destinée a analyser les fonctions des génes.

1.1. La transgenése : définition et méthodologies

La transgénese correspond a 1’obtention d’organismes génétiquement modifiés
(OGM), c’est-a-dire qu’elle consiste a transférer vers une plante un géne dont la fonction
ou les données d’expression font supposer qu’il est favorable pour le caractére étudié.
L’origine biologique des genes utilisés peut €tre diverse. Les avancées biotechnologiques
réalisées ces derni¢res années permettent maintenant d’introduire plusieurs génes a la fois.
Ceci est important a noter dans le contexte de I’amélioration de la tolérance a la sécheresse
puisque ce processus complexe repose sur des réponses impliquant de nombreux génes.

Chez le mais, différentes méthodes existent pour la production de plantes
transgéniques, telles que 1’électroporation de culture d’embryons immatures, la
transformation de suspensions cellulaires ou de cals embryogéniques par biolistique
(bombardement de microparticules) et le transfert de géne via Agrobactérium tumefaciens.
La transformation via A. tumefaciens, une bactéric gram-négative correspondant a un
parasite génétique capable d’insérer une portion d’ADN dans le génome, et la biolistique
demeurent les méthodes les plus largement utilisées (Naqvi et al., 2010). Pour permettre la
sélection des mais contenant le ou les transgenes d’intérét, différents génes sont introduits
en supplément dans les constructions, tels que les geénes GFP et bar qui codent
respectivement une protéine fluorescente et une protéine impliquée dans la résistance a des
herbicides. De plus, la transgénése permet de contrdler le stade de développement, le tissu

et le niveau d’expression des geénes introduits pour une fonction optimale grace a la région
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promotrice introduite en amont de la séquence codante. C'est une considération importante
si on désire qu’'un géne donné agit seulement a un stade spécifique, dans un organe
spécifique, ou dans des conditions spécifiques de stress. La panoplie de promoteurs
disponibles pour la transgénese chez le mais reste a ce jour encore relativement limitée.

A T’heure actuelle, les principales cultures transgéniques sont le soja, le mais, le
coton et le colza qui sont principalement modifiés pour des caractéres agronomiques, tels
que la tolérance a des herbicides (HT) et/ou la résistance a des insectes (Bacillus
thuringiensis-Bt). Sur une base mondiale, les cultures transgéniques représentent 77 %, 26
% et 49 % des cultures totales de soja, de mais et de coton, respectivement. Actuellement,
60 % de toute la récolte transgénique cultivée correspond a la tolérance a I’herbicide (HT).
Entre 2007 et 2008, le secteur du mais transgénique cultivé aux USA a augmenté de 28 %
a 48 % et cette tendance est probablement toujours en augmentation (Raymond Park et al.,

2010).

1.2. La transgénése comme outil de connaissance de la fonction des genes

Suite au séquencage et a ’identification des séquences correspondant aux genes
dans un génome, il faut attribuer a chacun d’entre eux une fonction biologique, c'est-a-dire
de déterminer a quoi sert la protéine qu’il code dans le fonctionnement de 1’organisme. Ce
travail repose, d’une part, sur les connaissances déja acquises sur d’autres organismes
puisque, de maniere générale, certaines parties des séquences des geénes sont tres
conservées au travers des régnes, et d’autre part, sur I’étude de 1I’impact de I’absence ou de
la sur-expression de ces génes sur le fonctionnement des plantes.

Grace a la transgénése, il est possible d’inactiver ou de faire exprimer en quantité
plus importante un certain nombre de genes du génome d’une plante au sein de ses
cellules, puis d’évaluer I’'impact de ces modifications sur son comportement dans une
condition de culture donnée, sur son métabolisme ou encore sur 1’expression d’autres
genes impliqués dans le méme processus cellulaire. Cette approche, appelée génomique
fonctionnelle, est aujourd’hui utilisée a une grande échelle pour A. thaliana et le riz. Elle a
permis de déterminer la fonction de nombreux génes parmi les 30 000 environ que
comportent les génomes de ces deux plantes. Elle est bien évidemment appliquée a la
compréhension des mécanismes de tolérance a la sécheresse. C’est de cette facon que les
facteurs de transcription DREB présentés précédemment (voir § 1.3.3.2) ont été
caractérisés, leur absence et leur sur-expression entrainant respectivement une moins
bonne et une meilleure tolérance des plantes a la sécheresse. C’est aussi le cas des génes

codant les aquaporines ou encore des genes codant des enzymes impliquées dans la
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synthése des osmoprotectants pour le maintien d’une pression cellulaire suffisante pour le
bon fonctionnement des cellules.

L’intérét de travailler sur des plantes modeles est d’avoir a disposition les outils
génétiques et moléculaires les plus performants pour comprendre les mécanismes
cellulaires et physiologiques a la base du fonctionnement des plantes. A plus long terme,
les connaissances acquises peuvent étre transférées a d’autres especes végétales proches. A.
thaliana est par exemple un excellent modéele pour le colza alors que le riz constitue un

modele pour la plupart des autres céréales.

1.3. La transgénese comme outil pour I’amélioration de la tolérance a la sécheresse

Les premiers transgeénes utilisés correspondaient & « des geénes d'action simple »,
c'est-a-dire des geénes responsables de la modification d’un seul métabolite connu pour
conférer une tolérance accrue a la sécheresse. Les génes utilisés étaient ainsi impliqués
dans la synthése d’osmoprotectants, tels que la glycine bétaine, la synthése d’acides gras,
les processus de détoxification, de transport de 1’eau, la régulation de la transcription ou la
transduction (pour revue voir Bhatnagar-Mathur et al., 2008). De nos jours, les transgénes
utilisés codent le plus souvent des protéines régulatrices, telles que des facteurs de
transcription.

De nombreux travaux sont actuellement en cours au sein des sociétés semencicres
pour I’amélioration de la tolérance a la sécheresse du mais grace a la transgénese. La
société Monsanto, en collaboration avec BASF, annonce ainsi depuis quelques années une
mise sur le marché américain de la premicre variété de mais transgénique présentant un
meilleur comportement vis-a-vis du déficit hydrique. Cette commercialisation qui aura lieu
trés vraisemblablement en 2012 (Gaufichon et al., 2010), résulte de I’introduction de génes
issus des bactéries Escherichia coli ou Bacillus subtilis et codant une ARN chaperonne
CSP («cold shock protein ») facilitant 1’assemblage des édifices protéiques complexes
(Castiglioni et al., 2008). L’expression des genes CspA (E. coli) ou CspB (B. subtilis)
permet un maintien de la photosynthése et donc de la croissance, au stade végétatif comme
au stade reproducteur, lorsque les plantes sont soumises a un déficit hydrique. Les
augmentations de rendements moyens sont compris entre 4,6% et 7,5% par rapport aux
plantes contrdles. D’autres sociétés semencieres, telles que les sociétés Pioneer, Syngenta
et Limagrain meénent le méme type de programme et avancent des échéances de cinq a sept
ans.

Le mais transgénique qui va &tre mis sur le marché par Monsanto et BASF aux

Etats Unis ne contient qu’un seul transgene. Toutefois, les deux compagnies continuent
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activement 1’identification et les tests d’autres génes impliqués dans I’amélioration de la
tolérance a la sécheresse et annoncent la publication prochaine d’un autre candidat
moléculaire sérieux (Gaufichon et al., 2010) La prochaine génération de plantes
transgéniques tolérantes au stress hydrique sera le résultat de programmes de recherche
comme celui-ci visant a trouver la meilleure combinaison de geénes (de deux a cinq
probablement) pour optimiser les rendements en conditions de déficit hydrique. On parle
d’empilement de génes (plusieurs transgenes pour introduire plusieurs caracteres). Il a ainsi
été récemment montré que des mais transgéniques sur-exprimant les génes betA (codant
une choline deshydrogénase d’E. coli impliquée dans al synthése de la glycine bétaine) et
TsVP (codant une V-H'-PPase de Thellungiella halophila) présentaient une teneur en eau
relative (« relative water content », RCW) plus élevée, une croissance plus vigoureuse, une
protandrie plus réduite et des rendements plus important en condition de déficit hydrique

par comparaison aux lignées sauvages (Wei et al., 2010).

2. La sélection génétique « classique »

La sélection « classique » est la stratégie la plus utilisée pour la plupart des espéces
végétales cultivées. Elle consiste a effectuer des croisements puis a sélectionner des
génotypes favorables parmi les milliers de descendants au cours des générations suivantes.
Les descendants présentant tous les caractéres recherchés sont sélectionnés grace a
I’évaluation de critéres phénotypiques dans des conditions de culture favorisant les plantes
tolérantes au stress considéré. Cette sélection repose donc sur I’exploitation de la

variabilité naturelle existant au sein d’une espéce et requiert un acceés a des ressources

génétiques aussi vastes que possibles, c’est-a-dire a la biodiversité.

2.1. La production d’hydrides plus tolérants a la sécheresse

Biologiquement, chez le mais et comme chez la plupart des espéces a fécondation
croisée (allogames), le croisement de deux lignées pures donne un hybride beaucoup plus
grand et productif que ses deux parents (c'est le phénomene de "vigueur hybride"). Cette
propriété utilisée depuis 1930 aux Etats-Unis a permis d’améliorer les rendements du mais
en condition d’irrigation normale, ainsi qu’en condition de déficit hydrique. Pour identifier
les lignées les plus résistantes au déficit hydrique, les plantes sont cultivées en conditions
de stress et des critéres dits phénotypiques sont mesurés. Ils correspondent a la
manifestation visible pour I’agronome des changements métaboliques et physiologiques. Il

s’agit principalement du retard de floraison femelle (protandrie), de 1’enroulement et de la
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sénescence des feuilles, de la taille des feuilles et des composantes du rendement, telles
que le nombre d’épis par plante et le nombre de grains par épi. Des essais multisites
réalisés sur des hybrides développés par la compagnie semenciere Pioneer entre 1953 et
2001 ont montré une augmentation constante des rendements de 189 kg/ha/an pour le mais
irrigué et de 146 kg/ha/an pour le mais cultivé en condition de sécheresse modérée
(Campos et al., 2004). D’une facon générale, la sensibilité¢ au déficit hydrique au moment
de la floraison des génotypes les plus récents apparait moins importante que celle observée
pour les génotypes les plus anciens. Ce caractére ne faisait pas forcément partie des
objectifs de sélection et cette amélioration provient sans doute en partie d'un effet indirect

résultant d’une meilleure vigueur des plantes due a I'effet de ’hybridation.

2.2. Les ressources génétiques

Les programmes de sélection classique mis en ceuvre par de nombreuses
compagnies semencieres et instituts nationaux ou internationaux de recherche explorent la
variabilité génétique naturelle du mais pour la sélection des génotypes les plus favorables
vis-a-vis de la tolérance a la sécheresse. Ils ont permis de recenser la variabilité génétique
locale mais également de 1’enrichir pour la mise en place de collections de lignées
conservées et exploitées dans la plupart de ces programmes. La sélection dite « classique »,
¢tant basée uniquement sur des caractéres phénotypiques, permet d’utiliser la variation
naturelle existant au sein de [I’espéce. Elle suppose donc I’accés a des banques de
ressources génétiques aussi exhaustives que possible. Le CIMMYT a ainsi constitué une
banque de semences a Mexico représentative de la diversité génétique mondiale du mais. Il
en est de méme des sélectionneurs privés. Cependant, les ressources génétiques naturelles
sont encore peu utilisées, seulement 5% de la ressource génétique disponible étant utilisée

dans les hybrides commerciaux de mais (Hoisington et al., 1999).

3. La sélection assistée par marqueurs
3.1. La SAM : définition et exemples d’application

La SAM ajoute une évaluation génétique a 1’évaluation phénotypique a la base du
processus de sélection classique des plantes. Elle s’appuie sur la variabilité naturelle de
I’espéce ciblée et les travaux de détection de QTL, pour accélérer le processus de sélection
en orientant de fagon raisonnée le choix des génotypes qui combinent le maximum de

caractéres favorables.
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Il est possible « d’étiqueter » les régions du génome des plantes leur conférant les
caractéres agronomiques souhaités. Cette technique repose sur 1’identification de
séquences d’ADN, appelées marqueurs moléculaires, qui ont des positions connues et
stable d’une génération a I’autre dans le génome grace a 1’établissement préalable de cartes
génétiques dont I'unité est le centimorgan (cM ; 1 ¢cM correspond a la distance sur laquelle
1% des chromosomes ont recombinés). Les marqueurs moléculaires, tels que les
microsatellites, les RFLP («restriction fragment length polymorphism ») et les CAPS
(« cleaved amplified polymorphic sequence »), permettent de déterminer 1’allele présent
dans les individus étudiés. En couplant, chez un ensemble d’individus en ségrégation
(lignées recombinantes, F2, haploides doublés), une analyse génétique des marqueurs
moléculaires et une analyse de leur phénotype (caractéres observables et/ou mesurables),
on peut détecter les relations statistiquement fiables entre la présence d’un marqueur et la
valeur du caractére mesuré (par exemple le nombre de grains). Il sera alors possible de
conclure a la proximité de certains marqueurs moléculaires avec les petites régions du
génome responsables des caractéres étudiés et appelées QTL. Cette analyse reposant sur
les différences entre individus pour les caracteres étudiés (taille du grain par exemple), elle
va également permettre de déterminer si ces individus portent une forme du QTL plus ou
moins favorable au caractere étudié. Lorsquun QTL a ¢été détecté, la région
chromosomique porteuse de 1’allele favorable pour le caractere étudi€, peut étre introduit
(introgressé) dans le génome d’une plante élite grace a une succession de croisements. A
chaque étape, les individus ayant hérité de I’allele favorable sont identifiés et sélectionnés
grace aux marqueurs moléculaires qui lui sont associés. Cette approche permet de réduire
le nombre de croisements a quatre, alors qu’il était de six a huit initialement en sélection
classique.

Un exemple de cette stratégie est fourni par 1’utilisation des QTL de retard de
floraison femelle par le CIMMYT pour obtenir des variétés tropicales plus tolérantes a la
sécheresse (Ribaut et al., 1996, 1997, 2002). L’introduction de ces régions
chromosomiques, dans du matériel génétique est un des exemples de réussite pour
I’obtention de génotypes plus tolérants a la sécheresse. La sélection assistée visant
I’introgression d’autres caracteres, tels que 1’ouverture des stomates et leur sensibilité aux
hormones, la modification de 1’architecture racinaire ou encore le maintien de la croissance
foliaire au cours d’un déficit hydrique ont été tentés, mais la complexité de ces
mécanismes n’a pas permis de résultats directement exploitables en sélection (Collins et

al., 2008).
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Figure 14. Modeéle écophysiologique reliant la réponse de la plante aux variations
environnementales (d’apres Reymond et al., 2003, Welcker et al., 2007). Le taux de croissance des
feuilles (« leaf elongation rate », LER) est défini par la vitesse d’¢longation des feuilles (dL) et la
durée d’¢longation (dt). La vitesse d’élongation a pu &tre modélisée par une équation (A) impliquant la
réponse a la température (B), la sécheresse de I’air (C) et la sécheresse du sol (D). Les coefficients des
parametres sont estimés par la pente des courbes de réponse obtenues en faisant varier alternativement
les différents paramétres environnementaux. Le parameétre a correspond a la pente de la réponse du
LER a la température (B). Le paramétre b correspond a la pente de la réponse du LER a la demande
évaporative (VPD; C). Le parameétre ¢ correspond a la pente de la réponse du LER au potentiel
hydrique du sol (D). Les symboles noirs et blancs indiquent les données expérimentales obtenues pour
deux lignées recombinantes issues du croissement entre deux lignées tropicales contrastées pour la
tolérance au déficit hydrique. Chaque symbole (carré, triangle, rond) correspond a une plante issue de
trois expérimentations différentes.
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3.2. Un modele écophysiologique stable pour identifier des QTL de réponse a la

sécheresse

De nombreux caracteres peuvent étre affectés par la sécheresse et ils different selon
le stade de développement de la plante et le déficit hydrique considérés. Comme le déficit
hydrique et les conditions climatiques naturelles fluctuent, il est quasiment impossible de
reproduire des scénarios expérimentaux avec la méme température, le méme statut en eau
du sol et la méme demande évaporative (« vapor pressure deficit », VPD). Une alternative
correspond a utiliser des modeles écophysiologiques qui relient les caractéres quantitatifs
aux conditions environnementales.

Il a ainsi été proposé un modele écophysiologique basé sur I’étude de la longueur
de la feuille, I’un des processus biologiques les plus sensibles au déficit hydrique, a travers
deux caracteres : la vitesse d’¢élongation et la durée d’élongation (Ben-Haj-Salah and
Tardieu, 1997 ; Reymond et al., 2003). La vitesse d’¢longation peut étre modélisée par une
équation impliquant trois parametres environnementaux qui interviennent indépendamment
et de facon linéaire : la température, la sécheresse de I’air et la sécheresse du sol (Fig. 14).
L’estimation des coefficients de ces parametres se fait en faisant varier alternativement les
différents parametres environnementaux, et en estimant la pente des courbes obtenues (a, b
et ¢) représentant le paramétre. Par exemple, pour estimer le coefficient de réponse au
déficit hydrique du sol (c), on fait varier le potentiel hydrique du sol en maintenant
constantes la température et I’humidité relative de D’air. Les réponses obtenues sont
linéaires et reproductibles pour toutes les répétitions d’un méme génotype et pour des
expérimentations différentes. Un génotype donné peut donc étre caractérisé par un jeu de
parametres de courbes de réponses indépendamment des conditions expérimentales : le
modele est donc stable. L’ensemble des données obtenues sur des lignées recombinantes
d’origine tempérées et tropicales a permis d’établir I’existence d’une variation génétique
considérable pour les coefficients de réponse a la sécheresse de I’air et du sol (Reymond et
al., 2003 ; Sadok et al., 2007 ; Welcker et al., 2007). Le potentiel hydrique qui arréte la
croissance foliaire varie entre -0.6 et 1.6 MPa. Cela représente un écart important dans la
mesure ou -1.6 est généralement considéré comme étant le PWP (« permanent wilting
point »), c'est-a-dire le point minimal d’humidité du sol requis par la plante pour ne pas se
faner (en deca de ce point, la plante ne peut plus retrouver sa turgescence une fois placée
dans une atmosphére saturée pendant 12h), alors que -0.6 est un déficit hydrique
relativement modéré. De plus, six zones représentant environ 10% du génome du mais sont
de maniére consistante associées aux coefficients de réponse a la sécheresse de ’air et du

sol (Tardieu et Welcker, sous presse). Enfin, il est intéressant de noter que des QTL de
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Figure 15. Caractérisation moléculaire des QTL par clonage positionnel, comparaison de
cartographie et analyse ‘omique’ (adapté de Tuberosa et al., 2006). Le texte et les fleches en gras
indiquent respectivement le matériel initial et les étapes majeurs. Les rectangles verts correspondent
aux ressources externes, les bleus aux analyses expérimentales, les jaunes aux principales étapes de
génomique et les oranges aux résultats fondamentaux obtenus.
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sensibilité a la sécheresse de I’air et du sol colocalisent avec des QTL de protandrie en
condition de sécheresse, suggérant un déterminisme commun entre la croissance des tissus

végétatifs et reproducteurs (Welcker et al., 2007).

3.3. ldentification des régions chromosomiques conférant le phénotype

Dans la plupart des cas, la région physique co-ségrégeant avec le QTL est de
grande taille (plusieurs dizaine de cM) et contient donc de nombreux génes. Par exemple,
Chez A. thaliana, la région chromosomique identifiée lors de la recherche de QTL
impliqués dans le contrdle de la date de floraison contient jusqu’a 38 génes (Werner et al.,
2005). Des genes co-localisant avec le QTL d’intérét peuvent étre sélectionnés sur la base
de leur fonction prédite. Néanmoins, les progres techniques les plus récents dans le secteur
de la biologie moléculaire et de la génomique, ont désormais rendu possible le clonage
positionnel (identification sur la base de sa position sur le chromosome) des QTL. Une
alternative néanmoins moins longue et fastidieuse consiste a coupler chez un ensemble
d’individus une analyse de leur transcriptome ou de leur protéome avec une analyse de leur
phénotype. Elle permet alors de détecter des genes ou des protéines candidats (Fig. 15 ;

Tuberosa and Salvi, 2006).

3.3.1. Le clonage positionnel

Quand la position approximative du locus est établie, le clonage positionnel permet
d’assigner @ un QTL un intervalle génétique le plus court possible, en obtenant grace a la
cartographie fine un marqueur moléculaire de chaque co6té du locus et le plus proche
possible de celui-ci (« QTL fine genetic mapping »). La population utilisée est issue du
croisement de lignées quasi-isogéniques (« nearly isogenic lines », NILs) qui ne différent
que pour la région du QTL (habituellement entre 10 et 30 cM). Elle peut étre produite
selon différentes méthodes : (i) introgression a I’aide de croisements assistés par marqueurs
d’un allele du QTL dans un ou deux fonds génétiques parentaux, (ii) identification des
individus hétérozygotes dans la région du QTL ; (ii1) croisements avancés de 1’analyse de
QTL (« advanced backcross QTL analysis », ABQA) qui permet une combinaison de
I’introgression de segments chromosomiques d’une accession sauvage dans une lignée élite
et de la sélection par marquage moléculaire et phénotypage. Lorsque la résolution
génétique s’approche du niveau du cM, les marqueurs les plus proches du QTL permettent
un encrage de la carte génétique sur la carte physique, c’est-a-dire une séquence

génomique ou un BAC couvrant la région du QTL. Ce transfert sur la carte physique
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Figure 16. La démarche gene et protéine candidats (d’apreés de Vienne et al., 1999). Deux cas de
figure peuvent apparaitre : (A) le QTL et le PQL co-localisent avec le géne codant la protéine
candidate. Le géne est donc lui-méme le candidat ; (B) le QTL et le PQL ne co-localisent pas avec le
géne codant la protéine. Dans ce cas, le PQL n'est pas identifié. Il peut s'agir de tout géne dont le
polymorphisme a une influence sur I'accumulation de la protéine, tel qu'un facteur de transcription ou
un partenaire protéique. Ne pouvant pas exclure que la co-localisation soit due a I'effet du hasard, ne
sont considérées comme candidates que les protéines pour lesquelles plusieurs co-localisations
PQL/QTL sont observées.
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permet 1’identification de nouveaux marqueurs qui servent a affiner encore plus la
cartographie génétique de la région du QTL et dans la recherche de génes candidats. Dans
cette phase, la bioinformatique fournit une contribution importante en termes de prédiction
de génes et d’annotation et d’exploitation des relations synténiques entre différents
génomes. Apres I’identification d’un ou plusieurs génes ou séquences candidats, il reste a
¢tablir 1’étape ultime qui est la démonstration que le géne identifi¢ est bien le QTL
recherché. Cette démonstration peut étre réalisée par génétique d’association (recherche de
corrélations entre des marqueurs moléculaires et le caractere d’intérét dans une large
collection de plantes représentant au mieux la diversité existant dans I’espéce), par
complémentation fonctionnelle si I’on dispose d’un mutant ou par sur-expression ou sous-

expression du gene identifié via la transgénese.

3.3.2. La stratégie genes et protéines candidats

Le clonage positionnel est une méthode longue et fastidieuse. L’utilisation de la
génomique fonctionnelle a donc permis des avancés nombreuses pour 1’analyse et
I’identification des QTL. En effet, I’analyse du transcriptome ou du protéome d’une
population cartographiée peut permettre de considérer le niveau d’expression d’un seul
géne comme un caractere quantitatif et de disséquer son contréle génétique selon les
méthodes classiques de la cartographie de QTL (Salvi and Tuberosa, 2005). Lorsque c¢’est
la quantité de transcrit qui différe on parle de eQTL pour « expression QTL » (Rockman
and Kruglyak, 2006), alors que quand c’est la quantité de la protéine qui varie on parle de
PQL pour « protein quantity locus » (Damerval et al., 1994).

Le laboratoire de Génétique Quantitative Moléculaire et Protéomique (GQMP),
dans lequel j’ai effectu¢é ma thése, a mis en ceuvre une stratégie « protéine candidate »
combinant deux cribles: le premier, physiologique, consiste a retenir uniquement les
protéines dont ’expression est modifiée en réponse au déficit hydrique, alors que le
second, génétique, consiste a rechercher parmi ces dernicres celles, dont les PQL sont co-
localisés avec des QTL de réponse physiologique, morphologique ou agronomique de la
plante au déficit hydrique. Deux cas de figures peuvent se présenter (Fig. 16) :

(1) Le PQL et le QTL sont co-localisés avec le géne codant la protéine en question.
Le plus probable dans ce cas est qu'il existe un polymorphisme dans le gene
(éventuellement dans le promoteur) qui influe sur le niveau d'expression de la protéine et
en conséquence sur le caracteére étudié. Le géne est donc lui-méme le QTL candidat (Fig.

16A).
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(2) Le QTL et le PQL ne sont pas co-localisés avec le géne codant la protéine (Fig.
16B). Dans ce cas, le PQL n’est pas identifié¢. Il peut s’agir d’un géne dont le
polymorphisme a une influence sur ’accumulation de la protéine, tel qu'un facteur de
transcription, mais aussi d’un gene impliqué dans le turnover ou les modifications post-
traductionnelles de la protéine.

L’hypothese du lien de cause a effet entre la variation d’expression de la protéine et
celle du caractere étudié peut €tre faite, mais on ne peut pas exclure que la co-localisation
soit I’effet du hasard. Les « protéines candidates » sont régulées en réponse au déficit, et
leur variation d'expression pourrait étre la cause de celle de caractéres phénotypiques. La
preuve finale de cette liaison de cause a effet doit étre apportée par transgenese ou par

génétique d’association.

C. Présentation du travail de these

L’équipe GQMP, dans laquelle j’ai effectué mon travail de these, cherche a
approfondir les connaissances sur les réponses du mais a la sécheresse et a identifier les
geénes et les protéines responsables de la variabilité de caractéres complexes affectés par
cette contrainte via la stratégie « protéines candidates ». Dans ce contexte, mon travail de
theése a consisté a progresser dans les deux phases de cette stratégie. La premicre partie de
mon travail a consisté a identifier et a caractériser les génes et les protéines candidats
associés a une région chromosomique contenant un QTL de sensibilité¢ de la croissance
foliaire au déficit hydrique du sol et un QTL de protandrie en condition de sécheresse.
L’ensemble de ce travail est décrit dans le Chapitre 1 sous la forme d’un article en
préparation, dont je suis le premier auteur, suivi d’un supplément expérimental, d’une
discussion générale et de perspectives. Il a également conduit au dépot de deux demandes
de brevet présentées en annexe. La seconde partie de mon travail de thése a consisté a
¢tudier la fonction et les mécanismes de régulation d’une protéine candidate d’ores et d¢ja
identifiée par I’équipe, la protéine ZmASRI1. L’ensemble de ce travail est décrit dans le
Chapitre 2 sous la forme d’un article en préparation, dont je suis le premier auteur, suivi de
deux suppléments expérimentaux et méthodologiques, d’une discussion générale et de

perspectives.
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Identification de genes et de protéines candidats associés a une
région chromosomique contenant des QTL de réponses
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CHAPITRE 1

CHAPITRE 1. Identification de génes et de protéines candidats associés a
une région chromosomique contenant des QTLs de réponses de la

croissance foliaire et de la protandrie au déficit hydrique

1. Objectif

Les recherches de protéines candidates effectuées jusqu’alors au laboratoire étaient
basées sur la cartographie de PQL par analyse de populations de lignées recombinantes.
Cette analyse est la plus complete car elle permet d’identifier plusieurs PQL pour une
méme protéine. Elle reste néanmoins extrémement lourde en termes d’effectifs. Une
nouvelle stratégie a donc été imaginée pour rechercher les geénes et les protéines candidates
associées a un QTL déja cartographi¢ en 1’absence du matériel génétique en principe
appropri¢ pour ce type d’analyse, c'est-a-dire des lignées quasi-isogéniques qui ne
différeraient que dans la région contenant le QTL. La méthode a consisté a comparer parmi
les lignées recombinantes qui ont originellement servi a sa détection, le mélange de celles
qui avaient 1’alléle favorable F (« favourable ») au QTL avec celles qui avaient 1’all¢le
défavorable U (« unfavourable ») . Les populations F et U étaient donc homogenes pour la
région du QTL et hétérogenes dans le reste du génome. Par conséquent, si la variation
génétique du reste du génome était bien échantillonnée dans les deux populations, seules
les différences liées a la région chromosomique marquée seraient révélées, les autres
variations entre les individus liées a d’autres loci étant noyées car aléatoirement réparties
entre les deux populations F et U étudiées.

En concertation avec C. Welcker (UMR 0759 INRA, Montpellier), il a été décidé
de focaliser 1’¢étude sur une région chromosomique du mais (bin 2.08) ou co-localisaient un
QTL de sensibilit¢ de la croissance foliaire au déficit hydrique du sol et un QTL de
protandrie en condition de sécheresse (Welcker et al. 2007). Deux sous-populations de
lignées recombinantes ont ét¢ définies, I’'une homozygote pour 1’alléle favorable apporté
par le parent P1 dans la région contenant les QTL (région de 47 ¢cM définie par quatre
marqueurs), et I’autre homozygote pour I’alleéle du parent P2 dans cette méme région. Des
analyses protéomiques initiées par A. Puppo (M2R, équipe GQMP), couplées a des
analyses transcriptomiques, ont été réalisées entre les mélanges de lignées recombinantes
regroupées en fonction de leur génotype au QTL et du traitement subi par la plante (déficit
hydrique/irrigation normale), ce qui a permis de tester un effet du génotype, du traitement
et de l’interaction génotype x traitement (coll. avec 1’équipe ACEP, PAPPSO et
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Biogemma ; ANR Génoplante WaterLess). Des analyses par RT-PCR quantitative (qQRT-
PCR) ont été ensuite réalisées afin de confirmer que les geénes candidats identifiés étaient
différemment exprimés en fonction de Dl’allele au QTL. Des études complémentaires
menées pour deux des genes identifiés ont débouchés sur la production et la caractérisation
de plantes transgéniques et le dépot de deux demandes de brevet le 15 octobre 2010 (coll.
Biogemma ; S. Mongrand, UMR 5200 CNRS Bordeaux; V. Méchin, UMR 1318

Versailles ; Contrat de prévalorisation avec Génoplante-Valor).
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SUMMARY

Leaf growth and anthesis-silking interval (ASI) are important traits for maize
tolerance to water deficit via their relation with light interception and grain setting,
respectively. To gain further insight into the molecular-genetic mechanisms that
underlie their sensibilities to water deficit, bulked segregant analysis was used to
identify transcripts and proteins whose levels were controlled by a locus at bin 2.08
exhibiting quantitative trait loci for responses of leaf growth and ASI to water deficit.
Recombinant maize inbred lines (RILs) were grouped according to the presence or the
absence of the favourable allele conferring low reduction of leaf growth and short ASI
under water deficit conditions. Each group was then evaluated by transcriptomic and
proteomic profiling of the growing zone of the leaf from bulked RILs. Transcript and
protein profiles combined with mapping analysis, resulted in the identification of 8
differentially expressed genes colocating with the targeted genomic region and involved
in stress, transport, monolignol biosynthesis, cell wall modification and fatty acid
biosynthesis. Among them, we identified the R2ZR3-MYB transcription factor
ZmMYB31 gene involved in the control of the monolignol pathway. We showed that
ZmMYB31 expression was correlated with that of its target genes ZmCOMT and
ZmCAD9Y, as well as ZmFatA involved in fatty acid biosynthesis. In the same lines, the
monolignol and fatty acid content was altered between bulked RILs. Based on these
findings, we propose a model in which ZmMYB31 modulates growth responses to

water deficit via cell wall modification and fatty acid-derived metabolites.
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INTRODUCTION

Maize (Zea mays L.) is the second most important food grain crop and one of the
major recipients of irrigation water (FAO, 2008; Amigues et al., 2006). This is in spite
of the fact that, because of its C4 metabolism, it has a low stomatal conductance, which
limits transpiration (Tardieu and Simonneau, 1998), and an excellent water use
efficiency, which provides more biomass per unit of transpired water than summer-
grown Cj species (Jones, 1992). The cause of its high sensitivity likely involves the
development of the female inflorescence and its floral parts, which is vulnerable to
delay or arrest by water deficit, leading to a substantial anthesis-silking interval (ASI)
and in turn substantial losses in grain production (Boyer and Westgate, 2004). Because
ASI coincides with a phase of silk development between the end of cell division and the
arrest of cell growth, it is possible to infer that early ear development affects the ovule
number and in turn grain number (Fuad Hassan et al., 2008). However, the mechanistic
basis and genes involved in the ASI trait are not known. Sugars and ABA are though to
play a role in this water stress response (Setter et al., 2011). There is also evidence that
maize silk and leaf growths under water deficit have common genetic determinisms
(Welcker et al., 2007).

Leaf growth determines the ability of plants to intercept and convert light into
biomass before and after flowering (Monteith, 1977). In maize and other grasses, it
takes place in a growing zone (GZ; constant length of 7-8 cm in maize) at the base of
the leaf (Tardieu et al., 2000; Granier and Tardieu, 2009). Because leaf growth is one of
the first processes affected by water deficit (Boyer, 1970; Westgate and Boyer, 1986),
many physiological studies concentrated in short-term responses and associated

mechanisms. They demonstrated the roles of cellular and metabolic processes such as
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changes in cell turgor, hydraulic conductivity, cell wall plasticity and carbohydrate
content (reviewed in Smeekens et al., 2010; Tardieu et al., 2011). However, the
integration of these processes at the whole-plant level is insufficiently understood. An
approach has therefore been developed to fill this gap for maize leaf growth challenged
by environmental conditions. Evaluation of leaf elongation rate (LER) sensitivities to
evaporative demand (slope of LER response to leaf-to-air vapour pressure difference
(VPD); LERypp) and soil water deficit (slope of LER response to predawn leaf water
potential; LERgefici) in mapping populations of maize recombinant inbred lines (RILs)
showed that limited genomic zones are associated with LERypp or LER geficit (Reymond
et al., 2003; Sadok et al., 2007; Welcker et al., 2007). Furthermore, both modelling and
experiments showed that quantitative trait loci (QTLs) influencing these traits translate
into differences in yield in multiple climatic scenarios and soil water status (Chenu et
al., 2009). Interestingly, four colocations were observed between ASI trait under water
deficit (ASIgeficit) and LERgeficic (Welcker et al., 2007). These include a genomic region
at bin 2.08, which also harbours QTLs for leaf architecture and grain yield under water
deficit conditions (Ribaut et al., 2009; Capelle et al., 2010). It is noteworthy that the
alleles conferring higher LER conferred in all cases shorter ASI, i.e. maintained silk
elongation rate and subsequently ear growth (Sawkins et al., 2004). Therefore,
clarifying the genetic determinism of these traits will impact trait manipulation for
continued maize improvement in water-limited conditions.

QTLs are positioned within chromosome intervals, which usually include
several hundred genes, and delineating a QTL to a single gene using genetic approaches
is time-consuming and technically demanding (Salvi and Tuberosa, 2005).

Alternatively, the expression profiling of a mapping population at the transcript or
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protein level enables to treat the expression level of a single gene as a quantitative trait
and to dissect its genetic control by QTL analysis. Candidate genes or proteins can then
be suggested by the colocation between their QTLs and those for the traits of interest
(Zivy and de Vienne, 2000; Salvi and Tuberosa, 2005). The aim of the present study
was to characterize the genomic region at bin 2.08, which led us to a modified strategy
based on bulked segregant analysis (Michelmore et al., 1991). RILs that were used for
QTL mapping were grouped according to the presence or the absence of the allele
conferring low LERgeficit and short ASlgesicie. Each group was then evaluated by
transcriptomic and proteomic profiling of the GZ from leaves of bulked RILs. We
identified 8 differentially expressed genes colocating with the QTL region and involved
in stress, peptide transport, cell wall and fatty acid (FA) biosynthesis. Based on lignin
composition and total fatty acid (FA) analyses, we propose a model in which the R2R3-
MYB transcription factor ZmMYB31 modulates growth responses to water deficit via

cell wall modification and FA-derived metabolites.

RESULTS
Strategy to identify candidate genes in the targeted QTL region by bulked
segregant-based analysis

To identify the genes underlying the QTLs for LERgeficit and ASIgeficit, selected
RILs that were used for QTL mapping (Figure S1; Welcker et al., 2007), were grouped
according to the alleles in the QTL region delimited by 4 markers covering 47 cM. Bulk
F (“favourable” allele) and bulk U (“unfavourable” allele) contained 18 RILs having the
allele brought by the drought-tolerant maize inbred line P1 and the drought-susceptible

maize inbred line P2, respectively, for both LER geficit and ASlieficic (Figure 1a). Thus, all
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RILs from the same bulk were genetically similar in the targeted region (allelic
frequency of the favourable allele: 1 in one bulk and O in the other), while they were
dissimilar in the rest of the genome (expected allelic frequency: 0.5 in both bulks). It
was therefore expected that only markers linked to the region of interest would show
differences between bulked samples. Importantly, values of LER geficir and ASIgeficit
determined in phenotyping platform and in field mild drought conditions, respectively,
were previously found to be significantly different between the two bulks of RILs
(Figures 1b and 1c; Welcker et al., 2007).

To perform transcriptomic and proteomic analyses, the two bulks of RILs were
grown at vegetative stage in a growth chamber under well-watered and water deficit
conditions. We showed that the growth of the 5th and 6th leaves from both bulks was
decreased by around 36% and 40% in response to water deficit, respectively (Figure S2a
and S2b). Nevertheless, no significant difference was observed between bulks F and U.
Because ABA plays an important role in the stress response and tolerance of plant to
water deficit (Zhang and Davies, 1990), we also measured ABA content in the 5th leaf
from bulks F and U. We showed that ABA concentration significantly increased in

response to water deficit in a similar way in bulks F and U (Figure S2c).

The transcriptomic analysis reveals seven candidate genes

The 46K array constructed by the Maize Oligonucleotide Array Project
(http://www.maizearray.org) was used to compare the GZ transcriptomes of the 6th leaf
from bulks F and U under well-watered and water deficit conditions. The microarray
comparison revealed 70 transcripts that were differentially expressed between the bulk

F and the bulk U (P < 0.01; 2-fold change in one or both treatment conditions; Table
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S1). Using mapping analysis as an additional criterion, the list was shortened to 7
differentially expressed genes colocating with the QTL region (Table S2). The
differential expression between the two bulks of RILs was confirmed for all candidate
genes by quantitative reverse transcription (QRT)-PCR on 4 individual RILs that had
been used for the initial microarray analysis (Figure 2 and Table S3). Among the 7
identified candidate genes, 6 showed strongest expressions in the bulk F, while one
(MZ00039906/MZ00013399) showed strongest expression in the bulk U (Figure 2).
Three candidate genes (MZ00019118, MZ00022414 and MZ00022562) showed
strongest expression in water deficit condition, while one candidate gene
(MZ00039906/MZ00013399) showed lowest expression in water deficit condition
(Figure 2).

Among the 6 candidate genes with higher expression in the bulk F, two shared
annotation related to transcriptional repressor, as they were annotated as MYB-related
Hv1 protein (MZ00022562; hereafter named ZmMYB31 according to Fornale et al.
(2006)) and PnFL-2 protein (MZ00023501), which will be called ZmJAZ2 protein
hereafter because of its highest identity with Arabidopsis thaliana jasmonate-Z1IM
domain (JAZ) protein 2, a member of the JAZ repressor family involved in the
regulation of jasmonate-related oxylipin responses (Staswick, 2008; Table S1). Three
other candidate genes preferentially expressed in the bulk F likely encoded a vegetative
cell wall glycoprotein 1 (MZ00022414; hereafter named ZmGP1 according to Voigt et
al., 2009), a plasma membrane group 4 remorin (MZ00019118, ZmREM4.1), whose
expression is strongly stress responsive (Raffaele et al., 2007), and a peptide transporter
(MZ00029327), which will be called ZmPTR?2 protein hereafter because of its highest

identity with AzPTR2 encoding an A. thaliana tonoplastic peptide transporter
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(Komarova et al., 2008). Finally, the last candidate gene preferentially expressed in the
bulk F (MZ00013399/MZ00039906) encoded a 60S ribosomal protein L44
(ZmRPL44). The candidate gene preferentially expressed in the bulk U (MZ00016022)

encoded a protein whose function is unknown.

ZmMYB31 expression is correlated with that of monolignol-related target genes
and with lignin monomeric composition and structure

The candidate gene ZmMYB31 belongs to the subgroup 4 of the R2ZR3-MYB
transcription factor family (Fornale et al., 2006). When expressed in A. thaliana, it
functions as a repressor of both the maize and the A. thaliana caffeic acid O-
methyltransferase (COMT) gene (Fornale et al., 2006, 2010) and as an enhancer of the
A. thaliana cinnamyl alcohol dehydrogenase 6 (AtCADG6) (Fornale et al., 2006). These
two latter genes are involved in the biosynthesis of lignin monomers (Figure 3a).
Interestingly, among the 70 genes with expression changes in the bulk F compared with
the bulk U, one (MZ00004221; P < 0.001) showed highest similarity with AtCAD9 and
will therefore be called ZmCAD?9 hereafter (Table S1). Microarray analysis showed that
ZmCAD?9 gene expression was stronger in the bulk F than in the bulk U Figure 3b),
similarly to that was observed for the candidate gene ZmMYB31 (Figure 2). While
expression of the ZmCAD9 gene could not be confirmed by qRT-PCR because of its
low abundance in the GZ, we showed that the ZmCOMT gene was more expressed in
the bulk F than in the bulk U (Figure 3c), as observed for ZmMYB31 (Figure 2).
Expression of the ZmCOMT gene was also higher in water deficit condition than in

well-watered condition (Figure 3c).

SUBMITTED MANUSCRIPT



©CoO~NOUTA,WNPE

The Plant Journal

To obtain additional clues with regard to ZmMYB31 gene function, we analyzed
fragments of the GZ and the differentiation zone (DZ) from the 6th leaf for lignin
composition. Grass lignins consist of p-hydroxyphenyl units (H) derived from p-
coumaryl alcohol, guaiacyl units (G) derived from coniferyl alcohol, and syringyl units
(S) derived from sinapyl alcohol (Figure 3a). The H, G and S units of grass lignins are
interconnected through labile 3-O-4 ether bonds and a series of resistant carbon-carbon
and biphenyl ether linkages. We therefore used thioacidolysis for the determination of
H, G and S lignin units involved in B-O-4 ether bonds in both the GZ and the DZ. The
levels of H lignin unit did not differ between both bulked RILs (Figures 3d and 3e). In
contrast, the levels of G and S lignin units were higher in the bulk F than in the bulk U
irrespective of the treatment condition and the leaf fragment (Figures 3d and 3e). Levels
of both G and S lignin units were also higher in water deficit condition than in well-
water condition in the GZ (Figure 3d). In contrast, only the level of G lignin unit was

higher in water deficit condition than in well-watered conditions in the DZ (Figure 3e).

The proteomic analysis reveals three candidate proteins

To complement the microarray study, a comparative proteomic survey was
performed using two-dimensional gel electrophoresis (2-DE) on a fragment of the GZ
of the 6th leaf from bulks F and U under well-watered and water deficit conditions. The
gel comparisons revealed 3 protein spots that were significantly (P < 0.01) more
abundant (s2602 and s2730) or less abundant (s3076) in the bulk F than in the bulk U
under both well-watered and water deficit conditions (Figure 4 and Table S4).
Subsequent analyses by liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-

MS/MS), followed by an interrogation of the Maize Genome Sequences and BLAST
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analysis against the A. thaliana genome, led to the identification of the 3 candidate
proteins (Table S4). The two proteins more abundant in the bulk F were annotated as
o/ fold hydrolase (s2602) and enoyl-acyl carrier protein (ACP) reductase (s2730;
ZmENRU1), which catalyzes the final reduction step of the FA synthesis cycle (Chan and
Vogel, 2010). The s3076 protein more abundant in the bulk U showed highest similarity
to the nucleocytoplasmic pyrabactin resistance (PYR)/PYR-like (PYL)/regulatory
components of ABA receptor (RACR) protein 12 (AtPYR/PYL/RACR12), a member of
the recently discovered PYR/PYL/RACR protein family that functions as direct ABA
receptors (Cutler et al., 2010), and will therefore be called ZmPYR/PYL/RACRI12
hereafter. Mapping of the genes encoding the 3 candidate proteins showed than none of
them were colocated with the chromosomal segment harbouring the targeted QTLs
(Table S2). Nevertheless, the ZmFatA gene encoding a protein partner of the candidate
protein ZmENRI1, mapped on the chromosomal segment harbouring the targeted QTLs

(Table S2).

Identification of an additional candidate gene, ZmFatA, encoding a protein partner
of the candidate protein ZmENR1

The ZmFatA gene encodes an acyl-ACP thioesterase (TE) that terminates the
plastidial FA biosynthesis cycle (Figure 5a). The resulting free FAs enter the cytosol
where they are esterified to coenzyme A and further metabolized into membrane lipids
and/or storage triacylglycerols (Figure 5a). Plant TEs have been shown to cluster into
two classes, FatAs, which show marked preference for 18:1-ACP with minor activity
towards 18:0- and 16:0-ACPs, and FatBs, which hydrolyze primarily shorter-chain,

saturated acyl-ACPs (Salas and Ohlrogge, 2002; Mayers and Shanklin, 2007).
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Interestingly, the ENR and the TE proteins may form a metabolon, which is thought to
greatly increase reaction rates and provide possibilities for greater regulation of
biochemical activity (Brown et al., 2006). Consequently, we hypothesized that
regulation of ZmFatA gene might impact on the levels of the candidate protein
ZmENRI1 to maintain the metabolic channelling occurring during this metabolic
pathway. Therefore, we quantified the transcript levels of these genes by qRT-PCR in
the GZ of bulks F and U under well-watered and water deficit conditions. The ZmENRI
gene showed no significant difference between the two bulks (Figure 5b). In contrast,
the ZmFatA gene was preferentially expressed in the bulk F compared to the bulk U
(Figure 5b), like the ZmENRI1 protein. Additionally, the ZmFatA gene showed strongest
expression in water deficit condition in both bulks (Figure 5b).

To go further, we analyzed by gas chromatography (GC) analysis the total FA
composition of fragments of the GZ and the DZ from the 6th leaf. In the GZ, the total
FA content showed (1) no significant difference between the two bulks in well-watered
condition, (2) a decrease in the bulk U targeting specifically palmitate (16:0) and oleate
(18:1) in water deficit condition, (3) a general decrease in the bulk F, which is strongest
compared with the bulk U, in water deficit condition (Figure 5c). In the DZ, the total FA
content showed (1) an increase in 18:1 and linolenate (18:3) in the bulk F compared
with the bulk U in well-watered condition, (2) a decrease in 18:1 in the two bulks,

which is lower in the bulk F than in the bulk U in water deficit condition (Figure 5d).

DISCUSSION

Transcriptomic and proteomic analyses identified distinct candidate genes
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The bulked segregant analysis is often used to identify molecular markers
associated with quantitative traits (Michelmore etal., 1991; Altinkut and Gozukirmizi,
2003; Lin et al., 2006). Here, we used this method to identify transcripts and proteins
whose amounts were regulated by a locus at bin 2.08 harbouring QTLs for LER eficit and
ASlgericic (Sawkins et al., 2004; Welcker et al., 2007), as well as QTLs for leaf
architecture and grain yield under water deficit conditions (Ribaut et al., 2009; Cappelle
et al., 2010). The underlying hypothesis was that genes that were differentially
expressed as a function of the allele in the QTL region might be involved in the
variation of the trait of interest.

No detectable differences could be observed between the two bulks for LER
reduction of the 5th and 6th leaves upon water deficit. This was probably related to a
lower precision of the measure compared with that was performed previously (daily
manual measurements versus continuous automatic measurements; Sadok et al., 2007;
Welcker et al., 2007). On the other hand, this absence secured that the variations
observed between the two bulks were not related to different physiological and cellular
states, but rather to a genetic polymorphism. Furthermore, the absence of difference in
ABA content between the two bulks suggests a genetic mechanism of tolerance to water
deficit downstream ABA or ABA-independent.

Seventy transcripts and 3 proteins were differentially expressed between the two
bulks of RILs. Interestingly, the comparative proteomic analysis revealed different
target genes from the microarray analyses. Therefore, the two approaches were
complementary. Among the identified differentially expressed genes, 8 mapped with the
chromosomal segment harbouring the QTLs for LER geficit and ASIjeficit previously

identified (Sawkins et al., 2004; Welcker et al., 2007). According to our starting
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hypothesis, the differential expression of a single gene could explain the targeted QTLs.
Consequently, the other differentially expressed genes could be either not related to the
traits of interest or regulated by the actually positive candidate gene. In the latter case,

their differential expression could impact the traits of interest.

Changes in expression and metabolite composition in relation to the maize leaf
developmental gradient

Among the 8 identified candidate genes, 4 (ZmREM4.1, ZmGP1, ZmMYB31 and
ZmFatA) showed strongest expression in water deficit condition, whereas one
(ZmRPL44) showed lowest expression in water deficit condition. It is worth noting that
there is a gradient of tissue age along the maize leaf. Because leaf growth is reduced
under water deficit condition, tissues of the same age are closer to the leaf point of
insertion in water-stressed leaves than in well-watered leaves (Ben-Haj-Salah and
Tardieu, 1995; Ben-Haj-Salah and Tardieu, 1997; Vincent et al., 2005). Consequently,
transcript, protein and metabolite profiles may appear more abundant under water
deficit condition when their levels increased from leaf base to top (Vincent et al., 2005).
In this context, to ensure that the variations observed were not influenced by the side
effect of growth reduction, we investigated the expression profiles of the 8 identified
candidate genes using the transcriptomic dataset recently generated along the maize leaf
(Li et al., 2010). ZmREM4.1, ZmGP1, and ZmFatA showed an increase in transcript
levels in the leaf segment undergoing the sink-source transition located above the GZ
(Figure S3). In contrast, ZmRPL44 and ZmMYB31 showed preferential expression at the
base of the leaf and no clear difference in the transition zone compared with the GZ,

respectively (Figure S3). Thus, only ZmRPL44 and ZmMYB31 genes can be described

SUBMITTED MANUSCRIPT 14

Page 14 of 43



Page 15 of 43

©CoO~NOUTA,WNPE

The Plant Journal

without any ambiguity as responsive to water deficit in the GZ of the maize leaf, while
changes in transcript levels of the other candidate genes may be related to the side effect
of growth reduction. It is worth noting that ZmREM4.1 orthologs in A. thaliana and rice
show a marked increase after drought stress and treatment of plants with

phytohormones such as ABA (Raffaele et al., 2007; Ray et al. 2010).

The two candidate genes undergoing regulation by water deficit are involved in
protein and lignin biosynthetic pathways

The candidate gene ZmRPL44 encodes a 60S ribosomal protein L44 involved in
protein synthesis. In the GZ, tissue expansion is due to cytoplasmic growth and cell
proliferation that may require significant ribosome biosynthesis and translational
capacity (Sugimoto-Shirasu and Roberts, 2003). In the present study, ZmRPL44
expression was higher in the drought-tolerant bulk F than in the drought-sensitive bulk
U, and down-regulated in response to water deficit. It is noteworthy that 5 other 60S
ribosomal proteins were differentially expressed between the two bulks of RILs.
Therefore, it may be speculated that ZmRPL44 contributes to the growth maintenance
of leaves and silks under water deficit through targeted protein synthesis.

The second candidate gene up-regulated in response to water deficit is the
R2R3-MYB transcription factor ZmMYB31 involved in lignin biosynthesis, a complex
and heterogeneous phenylpropanoid polymer that constitutes one of the major
components of the secondary walls of xylem cells and fibres (Fornale et al., 2006, 2010;
Zhao and Dixon, 2011). In the present study, we established a direct link between
growth responses to water deficit and ZmMYB31-dependent regulation of monolignol

biosynthesis by the observation that ZmMYB31 expression was strongest in the bulk F,
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just like the expression of two monolignol-related genes ZmCAD9 and ZmCOMT. The
expression pattern of the ZmCOMT gene was unexpected based on the heterologous
expression reports of Fornalé et al. (2006, 2010) in A. thaliana. Nevertheless,
differences between the two bulks of RILs in the GZ were consistently detected in the
levels of the -O-4 linked G and S monolignols in both well-watered and water deficit
conditions. There were also marked, but smaller differences, in the levels of the B-O-4
linked G and S monolignols between the two bulks of RILs in the DZ. Consequently,
the ZmMYB31 protein might act as both a transcriptional activator and a repressor,
depending on the context of the target sequence, which might influence its interaction
with other regulatory proteins, as previously suggested for AtMYB15 (Agarwal et al.,
20006).

We previously showed that water deficit induced a reduction of B-O-4 linked
monolignols in the DZ of the maize leaf (Vincent et al., 2005). This is not inconsistent
with our present finding of higher levels of B-O-4 linked G and S monolignols in the
bulk F than in the bulk U. First, it can be conceived that higher levels of -O-4 linked G
and S monolignols reflect a higher level of lignin in the cell wall, independently of
environmental conditions. It has been reported that lignin not only provides terrestrial
plants with rigidity against compressive forces but also forms a mechanical barrier
against abiotic stresses such as water deficit (Moura et al., 2010). In particular, the
aromatic properties of lignin make the cell wall impermeable to water, which reduces
transpiration and assists with maintaining normal turgor pressures under water deficit
(Monties and Fukushima, 2001). Consistently, recent studies have shown that the
process of lignification and strongest expression levels of lignin biosynthesis-related

genes, such as CAD and COMT, are important for tolerance to water deficit (Hu et al.,
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2009). It is also worth noting that close correlations were observed between the drought
tolerant coefficients for leaf lignin content and ASI (Hu et al., 2009). Additionally, rice
plants treated with drought stress for 72 h showed increased expression of several genes
involved in lignin biosynthesis, including CAD (Yang et al., 2006), and similar results
have been obtained with Citrullus lanatus sp., which displays extraordinary tolerance to
drought stress conditions (Yoshimura et al., 2008). Second, it can be speculated that the
altered levels of B-O-4 linked G and S monolignols reflect an altered lignin structure
with a constant lignin level. Lignin molecules with increased -O-4 ether bonds adopt a
preferential parallel orientation relative to the cellulose surface (Besombes and Mazeau,
2005). Thus, it can be hypothesized that increases in B-O-4 ether bonds in the bulk F
could enhance lignin interaction with the cellulose, leading to reduction of water losses.
Collectively, the results presented here suggest that ZmMYB3[-dependent regulation of
genes involved in cell wall biosynthesis may provide an advantage for growth responses
under water deficit. This hypothesis is strengthening by the presence of two further cell
wall-related genes in the list of genes differentially expressed between the two bulks of
RILs, namely ZmPPESB (MZ00035817) of the pectin methylesterase family (Pelloux et
al., 2007) and ZmGP1 of the hydroxyproline-rich glycoprotein (HRGP) superfamily
(Showalter et al., 2010).

Transcriptome data comparing A. thaliana plants misexpressing AtMYB30 and
AtMYB41 with those of the wild-type (Cominelli et al., 2008; Raffaele et al., 2008) also
argue in favour of ZmMYB31 as the actually positive candidate gene explaining the
targeted QTLs and regulating other differentially expressed genes. First, among the
genes showing changes in expression in A. thaliana plants misexpressing AtMYB30,

there are in particular the lignin-related cinnamoyl-CoA reductase (CCR) gene and the
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FA-related FatB gene (Raffaele et al., 2008). Second, among the up-regulated genes in
AtMYB41 overexpressing A. thaliana plants, there are 10 genes that share similar
annotation with those identified in the present study as differentially expressed between
the two bulks of RILs, including two genes coding for ZmMYB31 orthologs (AtMYB4
and AtMYB?7), two for pectinesterases close to ZmPPESB, one for COMT and one for
FatA (Cominelli et al., 2008). In this context, these results suggest that ZmMYB31

might be involved in cell wall modification, as well as FA biosynthesis.

Changes in the FA biosynthetic pathway between the two bulks of RILs

De novo FA synthesis in plants occurs in plastids and is catalyzed by a type II
FA synthase (FAS) complex in which separate enzyme catalyze sequential reactions
(Beisson et al., 2003). At the final, FAs are exported to the cytoplasm as CoA esters that
are incorporated into lipids. Here, we showed that the preferential expression of the
candidate gene ZmFatA in the bulk F correlated with the expression levels of the
ZmENRI1 protein, reinforcing the hypothesis that the two subunits ENR and TE of the
FAS complex form a metabolon (Hellyer et al., 1992; Honeyman and Fawcett, 2000).
While limited functional information is available on FatA, a mutation in the AtFatB
gene results in severe growth retardation and alteration in the supply of saturated FAs
for very-long-chain FA (VLCFA) biosynthesis (Bonaventure et al., 2003). Similarly, the
modl mutant that is affected in the A. thaliana ENR gene, displays multiple
morphological phenotypes, including chlorotic and curly leaves, premature senescence
and reduced fertility (Mou et al., 2000). Thus, there is converging evidence that the ENR

and TE genes play important role in plant growth.
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Surprisingly, in the GZ, we found that the C16 to C18 FA contents varied
inversely with changes in expression of the two FA biosynthesis-related ZmENRI and
ZmFatA genes. An explanation may be that the balance of total FAs is altered in favour
of FA derivatives contributing to inducible water stress resistance. According to our
microarray data, expression of the wax synthesis marker CER/ (Aarts et al., 1995) is
down-regulated in the bulk F compared with the bulk U, suggesting that VLCFAs are
redirected to the synthesis of other derivatives involved in water deficit responses.
Interestingly, cutin is comprised of C16 and C18 FAs and their oxygenated derivatives
(Lequeu et al., 2003; Pollard et al., 2008). Besides waxes, Kosma et al. (2009) recently
reported that water deficit increased the amount of nearly all leaf cutin monomers on A.
thaliana by 65%, producing plants with less permeable cuticles. NaCl and ABA induce
leaf waxes, but in contrast to water deficit, have little or no effects on cutin monomers
(Kosma et al., 2009). Thus, it can be hypothesized that alteration of FA synthesis would
impact on components of the cutin. Though it is yet unclear what role cutin plays in
cuticle permeability, it is noteworthy that AtMYB41, similarly to ZmMYB31, is more
abundant in plants experiencing water deficit (Kosma et al., 2009). Collectively, these
data suggest that ZmMYB31 might modulate growth responses to water deficit by
promoting the generation of FA-derived molecules. Future work will be conducted to

identify these FA derivatives.

CONCLUSION
In conclusion, we showed here that the two bulks of RILs that differed for their
genotype in a chromosomal region harbouring QTLs for LERgeficit and ASIgeficit,

exhibited differential and coordinated expression of genes involved in monolignol
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biosynthesis, cell wall modification and de novo FA biosynthesis, as well as differential
lignin monomer and FA compositions in the GZ of the leaf. Consequently, a working

model representing ZmM YB3 1-dependent regulation of these different pathways in leaf
and ASI responses to water deficit may be proposed. Additionally, these findings set the

stage for further functional studies through transgenesis or association genetics.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Plant material and growth condition

The study was carried out on RILs developed by CIMMYT at the 6th inbreeding
level from the cross between the two tropical maize inbred lines Ac7643 and
Ac7729/TZSR W referred as P1 and P2, respectively (Ribaut et al., 1996). Bulks F and
U included 18 RILs with P1 and P2 alleles, respectively, at the 4 markers umc92a,
bnl8.29¢, umc137a and umc150b on bin 2.08, and dissimilar in the rest of the genome,
similarly to that was observed within the reference mapping population (Welcker et al.,
2007). To carry out the water deficit experiment, plants were grown in a controlled
growth cabinet (period of 16 h at 450 uE m?s’! light intensity, 25/18°C (day/night) and
50% relative humidity) with appropriate daily watering (50% soil water content) until
the Sth leaf reached a 30-cm length (about 21 days in average). At this stage (day 0),
each bulk was either submitted to water limitation (35% soil water content; water deficit
condition) or daily irrigated (50% soil water content; well-watered condition). Each
bulk was represented by 18 RILs in each condition. The 5th and 6th leaves were
harvested 7 days after day O (water deficit condition) or after 3 days of constant LER
(well-watered condition), 5 to 7 h after the onset of the light period. Two-cm-long

fragments of the 6th leaves and a 10-cm-long fragment in the middle of the Sth leaf
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blades were immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until analysis. All
samples were ground in a 2-mL microcentrifuge tube containing both 5 and 7 mm iron
beads for 2 to 3 series of 20 s using a TissueLyser II at 20 Hz (Qiagen). ABA content
was determined for each individual plant. Microarray, 2-DE, lignin and FA analyses
were performed on 2 or 3 independent biological replicates, which were a pool of 5 to 6
RILs from the same bulk. For qRT-PCR assays, 4 RILs that were involved in the
replicate used for the initial microarray experiment, were independently analyzed for

each bulk.

ABA content measurement
ABA content of dry leaf segment was determined as described (Quarie et al.,
1988) using samples dissolved in distilled water at 20 uL mg™' dry weight and shacked

during 24 h at 4°C.

Microarray analysis

Total RNA was extracted using the Nucleospin 8 RNA extraction Kit
(Macherey-Nagel) and in vitro-amplified based on suggestions from the Maize
Oligonucleotide Array Project
(http://www.maizearray.org/files/cCRNA_Target_Production_Using_RNA_Amplificatio
n.pdf). Hybridization was carried out as described
(http://www.maizearray.org/files/Hybridization_Protocol_For_cRNA_Targets.pdf)
using the 46K array constructed by the Maize Oligonucleotide Array Project
(http://www.maizearray.org). Quantile normalization of the raw data was carried out

using the R version 2.4.1 software with a log;o transformation of the data initially
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performed. The criteria for the inclusion of a gene in the list of differentially expressed
genes were a 2-fold increase or decrease and P < 0.01 by two-way ANOVA analysis.
The cDNA and genomic sequences corresponding to the 70mers present on the
microarray were established by BLAST of the 70mers against the HTGS database and
the recently release of the maize genome sequence, and regularly updated. Deduced
amino acid sequences were annotated by BLAST against the A. thaliana genome at

NCBI and screened for known conserved domains using the CBS database.

qRT-PCR analysis

Total RNA (4 ng) was reverse transcribed using random hexamers (In vitrogen),
100 units of SuperScript II (In vitrogen) and 40 units of recombinant Rnasin
ribonuclease inhibitor (Promega) in a final volume of 20 ul. Primer sequences were
designed using Primer Express 2.0 (Applied Biosystem). Subsequent qRT-PCR analysis
was carried out as described (Capelle et al., 2010). The calibration step of the
experiment checked for equivalent PCR efficiency of the different genes (to allow
comparison and normalization). Standard curves (log of cDNA dilution vs. C;) using
serial 10-fold dilution of cDNA were built for each pair of selected primers, a 100%
efficiency corresponding to a slope of -3.3 (Marino et al., 2003). Practically, only pairs
of primers yielding a slope of -3.3 + 0.1 were selected. The specificity of the
amplification (checked by dissociation curve analysis, gel electrophoresis and
sequencing of the PCR product) and the use of appropriate control genes were also
assessed. Normalization of the results was achieved using the glycine-rich RNA-binding
protein 2 (ZmGRP2) gene, the expression of which was shown to be stable in the

different investigated maize tissues and treatments.
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2-DE and LC-MS/MS analyses

Protein extraction with TCA/acetone precipitation was carried out as described
(Mechin et al., 2007a). Proteins were solubilized in UKS buffer (Mechin et al., 2007a)
and quantified wusing the 2-D Quant Kit (GE Healthcare Life Sciences).
Isoelectrofocusing (IEF) was carried out using 24-cm long, pH 4-7 Immobiline Dry
Strips (GE Healthcare) to which 50 pg (for protein quantification) or 250 pg (for protein
identification) of dissolved protein was added. Active rehydration and focusing were
achieved as described (Mechin et al., 2007b). Strips were equilibrated as described
(Gorg et al., 1987) and sealed at the top of a 1-mm-thick 2-D gel (24 x 22 cm) with 1%
(w/v) low-melting agarose in SDS electrophoresis buffer (25 mM Trizma base, 0.2 M
glycine, and 0.1% (v/v) SDS). Separation of continuous gels (11% (p/v) acrylamide,
2.9% (w/v) piperazine diacrylamide) was performed as described (Mechin et al.,
2007b). For protein quantification, a silver-staining procedure was performed as
described (Mechin et al., 2003). Scanning was carried out at 300 dpi with a 16-bit
greyscale pixel depth using an image scanner (Amersham Biosciences) and analyzed
with Progenesis software (Nonlinear Dynamics) according to Zivy (2007). For protein
identification, gels were stained with SYPRO ruby protein gel stain (Bio-Rad) and
visualized using a dark reader transilluminator DR190M (blue light source 400-500 nm;
Clare Chemical Research). Spots were excised for MS and collected in 96-well
microplates. Excised gels were re-stained with silver nitrate as described (Mechin et al.,
2003) and compared with the non-excised silver stained gels. 2-D gel spot digestion,
LC-MS/MS analysis and protein identification were performed as described (Page et al.,

2010; Supplemental Method).
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Lignin monomeric composition analysis

Thioacidolysis was performed according to Lapierre et al. (1986). Dried samples
were placed in a screw-cap glass tube together with 10 mL of a dioxane/ethanethiol
mixture (9:1, v/v) containing 0.2 M boron trifluoride etherate for 4 h at 100°C (oil bath).
After extraction of the lignin-derived monomers, the analysis of their trimethylsilyl
derivatives (TMS) was run on a polydimethylsiloxane capillary column (SPB1,
Supelco, 30 x 0.25 m, 0.25 um) GC/MS with an ion trap spectrometer detector (IE 70

eV, positive mode).

FA analysis
Fatty acid methyl esters were obtained by transmethylation and analyzed

essentially as described (Domergue et al., 2010).

Two-way ANOVA analysis

A log) transformation of the data was initially performed when the standard
error values showed that the standard error increased in proportion to the treatment.
Either non-transformed or logjo-transformed values were then used for two-way
ANOVA analyses using R software version 2.8.1 (http://cran.at.r-project.org). The two
possible means models for two-way ANOVA are the additive model and the interaction
model (Scheffé, 1999; Seltman, 2010). A F-test for interactions was performed to
determine whether the additive model could be retained. When the interaction model
was needed, the Bonferroni method was applied for pairwise comparisons. The

significance was placed at a 0.05 level.
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SUPPORTING INFORMATION

Figure S1. Response curves of LER to soil water deficit in two contrasted RILs.
Figure S3. Phenotypic characterization of the two bulks of RILs.

Figure S2. Expression profile of the 8 candidate genes along the maize developmental
leaf gradient.

Table S1. Transcripts that showed significant changes in the bulk F compared with the

bulk U.
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Table S2. Mapping of candidate genes and genes encoding candidate proteins.
Table S3. Primers used for mapping and qRT-PCR experiment.

Table S4. Proteins that showed significant changes in the bulk F compared with the
bulk U.

Supplementary Method and Supplementary Legends.

FIGURE LEGENDS

Figure 1. Allelic frequency and phenotypic distribution for LER geficir and ASTgeficic
between the two bulks of RILs. (a) Allelic frequency along chromosome 2 for the two
bulks of RILs and QTL location at bin 2.08 for traits related to LER geficic and A Slgeficit.
Bulk F: bulk of 18 RILs having the favourable allele brought by P1 for both LER geficit
and ASlgeficii; bulk U: bulk of 18 RILs having the unfavourable allele brought by P2 for
both LERgeficir and ASTgeficic; black filled circles: alleles brought by P1; white filled
circles: alleles brought by P2. (b-c) Phenotypic distribution for LER4eficit (b) and
ASIdeficit (c) carried out in a phenotyping platform and in moderated water-stressed
field, respectively, within the two bulks of RILs (Welcker et al., 2007). Difference for

LER geficit and ASIgesicit were significant (P< 005)

Figure 2. Expression profile of the seven candidate genes identified by transcriptomic
and mapping analyses. Quantitative RT-PCR was performed on the RNA samples
(segment 4-6 cm of the 6th leaves) from 4 different RILs that had been used for the
initial microarray analysis. Transcript levels of individual genes in each condition were
normalized against the housekeeping ZmGPR2 gene, whose expression is not

responsive to water deficit (Table S3), and shown relative to the lowest value, that of
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the ZmJAZ2 gene in the 6th leaf of bulk U in well-watered condition, which was set at
1. Values represent means of biological quadruplicates = SE. When both genotype and
treatment effects were significant (P < 0.05), a, b, a+a, b+a are indicated. Exp. protein:

expressed protein.

Figure 3. Transcript levels of ZmMYB31 target genes and monolignol content in the
two bulks of RILs. (a) The monolignol biosynthetic pathway is based on that published
previously (Zhao and Dixon, 2011). Genes encoding the enzymes in bold exhibited
differential expression between the two bulks of RILs. (b) The transcript profile of
ZmCAD9 was obtained by microarray analysis of the GZ (segment 4-6 cm) from the 6th
leaves of bulks F and U under well-watered and water deficit conditions. Values
represent means of biological duplicates + SE. (c) Expression profile of ZmCOMT was
determined by qRT-PCR on the RNA samples from 4 different RILs that had been used
for the initial microarray analysis. Transcript levels were normalized against the
housekeeping ZmGPR?2 gene, and shown relative to the lowest value, that of the
ZmJAZ?2 gene in the 6th leaf of bulk U in well-watered condition (Figure 2). Values
represent means of biological quadruplicates + SE. (d-e) Lignin unit abundance by
thioacidolysis in the GZ (segment 6-8 cm; D) and the DZ (segment 18-20 cm; E) of the
6th leaves from plants of bulks F and U under well-watered and water deficit
conditions. Values represent means of biological triplicates = SE. When both genotype

and treatment effects were significant (P < 0.05), a, b, a+a, b+a are indicated.

Figure 4. Quantitative protein expression of the three candidate proteins in the two

bulks of RILs. (a-b) 2-DE of total proteins extracted from the GZ (segment 2-4 cm) of
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the 6th leaves from RILs grown under well-watered and water deficit conditions and
grouped according to the two bulks F and U. The proteins showing significant changes
between bulks F and U (P < 0.01) are indicated with arrows in panels a and b, with
panel b being an enlarge section of the images of bulks F and U in water deficit
condition. (c) Protein quantification of candidate proteins shown in panels a and b.
Values represent means of biological triplicates + SE. When two samples show different

letters above the bars, the difference between them is significant (P < 0.05).

Figure 5. Transcript levels of ZmFatA and ZmENRI genes and FA composition in the
two bulks of RILs. (a) A schematic overview of the FA metabolism. FabG, 3-ketoacyl-
ACP reductase; FabZ, 3-hydroxyacyl-ACP dehydratase; KAS, 3-ketolacyl-ACP
synthase; MGDG, monogalactosyldiacylglycerol; PC, phosphatidylcholine. (b)
Quantitative RT-PCR was performed on total mRNA from the GZ (segment 4-6 cm) of
the 6th leaves from plants of bulks F and U under well-watered and water deficit
conditions. Transcript levels were normalized against the housekeeping ZmGPR?2 gene,
and shown relative to ZmFatA transcript levels for bulk U in well-watered condition.
Values represent means of biological quadruplicates + SE. (c-d) FA composition in the
GZ (segment 6-8 cm; c¢) and the DZ (segment 18-20 cm; d) of the 6th leaves from plants
of bulks F and U under well-watered and water deficit conditions. Values represent
means of biological triplicates + SE. When both genotype and treatment effects were

significant, a, b, a+a, b+a are indicated (P < 0.05).
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Table S1. Transcripts that showed significant changes in the bulk F compared with the bulk U.

P value® Ratio bulk F/bulk U
Oligo ID* Genotype Treatment Genotype x Treatment Control Deficit Maize gene model” Annotation® Class®
MZ00000779  0.0089 0.7331 0.7714 0.2968 0.3383 GRMZM2G510387 Expressed protein Unknown
MZ00001209  0.0036 0.2715 0.1739 -0.4444 -0.2556 GRMZM2G089688 Expressed protein Unknown
MZ00003845  0.0031 0.0030 0.4279 0.4495 0.3404 GRMZM2G067421 Heavy metal-associated domain containing protein Transport
MZ00003939  0.0053 0.0158 0.1482 -0.4562 -0.2323 GRMZM2G377539 ABC1 kinase 5 (ABC1K5) Transport
MZ00004221  0.0011 0.1574 0.8019 0.3562 0.3343 AC234163.1_FGT002 Cinnamyl! alcohol dehydrogenase (CAD9) Cell wall
MZ00005519  0.0100 0.0052 0.4574 -0.3860 -0.2691 GRMZM2G066578 Fatty acid hydrolase/decarbonylase (CER1) Wax
MZ00005638  0.0048 0.7080 0.5272 -0.5693 -0.7276 GRMZM2G409722 Expressed protein Unknown
MZ00012856  0.0058 0.1640 0.2657 0.3438 0.5619 GRMZM2G406155 Expressed protein Unknown
MZ00013399  0.0079 0.5266 0.2065 -0.6567 -0.3488 GRMZM2G125527 60S ribosomal protein L44 (RPL44) Protein synthesis
MZ00013697  0.0039 0.1740 0.7044 0.4165 0.3634 GRMZM2G083841 Phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) Photosynthesis
MZ00014222  0.0062 0.0189 0.9519 0.4098 0.4199 GRMZM5G851698/GRMZM2G054136 40S ribosomal protein S6 (RPS6) Protein synthesis
MZ00014255  0.0067 0.3808 0.3043 0.3785 0.2612 GRMZM2G019200 Calmodulin binding/purine nucleotide binding (DRL1) Transcriptional regulation
MZ00014810  0.0028 0.0026 0.0023 0.0840 -1.8162 GRMZM2G165917 Eukaryotic translation initiation factor 5 (elF5) Protein synthesis
MZ00015446  0.0074 0.2196 0.8289 -0.2936 -0.3219 GRMZM2G079257 Signal recognition particle 54 kDa subunit Transport
MZ00016022  0.0012 0.7342 0.7688 -0.3679 -0.3406 GRMZM2G056632 Expressed protein Unknown
MZ00016676  0.0046 0.2662 0.0092 -0.5969 -0.1029 GRMZM5G831993 CCCH-type zinc fingerfamily protein with RNA-binding domain RNA binding
MZ00017371  0.0096 0.8512 0.5790 -0.3885 -0.2994 GRMZM2G073401 CPN10 chaperonin Protein folding
MZ00018619  0.0080 0.3961 0.2635 -0.4609 -0.2677 GRMZM2G145895 Thiol-disulfide isomerase and thioredoxins Stress
MZ00019118  0.0050 0.0049 0.9352 0.5252 0.5417 GRMZM2G099239 Group 4 remorin (REM4.1) Stress
MZ00020025 0.0016 0.0535 0.0572 -0.6830 -0.3304 GRMZM2G043484 Enhancer of zeste-like protein 3 (Mez3) Transcriptional repressor
MZ00020407  0.0006 0.0806 0.0117 0.7136 0.3417 GRMZM2G125768 Plasma-membrane choline transporter family protein Lipid
MZ00020514  0.0010 0.2024 0.5690 0.2926 0.3384 GRMZM2G007683 Sulfiredoxin-1 Stress
MZ00022057  0.0044 0.5404 0.8158 0.4097 0.3837 GRMZM2G307088 Signal sequence processing protein (SEC11) Transport
MZ00022414  0.0015 0.0090 0.4094 0.5679 0.4467 GRMZM2G152189 Vegetative cell wall glycoprotein 1 (GP1) Cell wall
MZ00022562  0.0055 0.0968 0.9573 0.3254 0.3186 GRMZM2G050305 MYB-related protein Hv1 (MYB31) Cell wall, transcriptional repressor
MZ00023501  0.0087 0.5488 0.4252 0.4551 0.3128 GRMZM2G101769 PnFL-2 protein (JAZ2) Stress, transcriptional repressor
MZ00024066  0.0053 0.4832 0.7309 0.9237 1.0560 GRMZM2G058070/GRMZM2G021617 PsbQ OEC16-like Tat ITP Photosynthesis
MZ00025074  0.0086 0.0977 0.1503 0.4820 0.2526 GRMZM2G160324 T-snare/myosin heavy-chain-related protein Cell organization
MZ00025682  0.0045 0.4690 0.0147 -0.5608 -0.1149 GRMZM2G150496 Inositol pentakisphosphate 2-kinase (ATIPK) Stress
MZ00026099  0.0074 0.3341 0.3863 -0.3990 -0.2697 GRMZM2G153274 Glycerophosphoryl diester phosphodiesterase precursor Lipid
MZ00028383  0.0079 0.9597 0.6802 -0.4004 -0.4622 GRMZM2G167174 Expressed protein Unknown
MZ00028663  0.0028 0.1183 0.4375 -0.5570 -0.7257 GRMZM2G445057 Ribonuclease Il family protein RNA processing
MZ00028770  0.0003 0.0522 0.8861 -0.3008 -0.3087 GRMZM2G011491 Expressed protein Unknown
MZ00029327  0.0004 0.0410 0.4628 0.3325 0.3855 AC205608_FGT004 Peptide transporter (PTR2) Transport
MZ00029637  0.0079 0.1472 0.5199 0.6680 0.8410 GRMZM2G001973 Group 5 Remorin (REM5.1) Unknown
MZ00029969  0.0016 0.7337 0.1890 -0.9438 -0.6929 GRMZM2G020255 Expressed protein Unknown
MZ00031292  0.0049 0.0251 0.8573 0.5987 0.5593 GRMZM2G083759 Signal transducer (ENP) Light
MZ00032379  0.0046 0.8818 0.7089 -0.4484 -0.3897 GRMZM2G150806 Protein kinase APK1A Protein post-translational modification
MZ00034851  0.0087 0.0569 0.7450 -0.4930 -0.4261 GRMZM5G834496 Photosystem Il reaction center protein J (PSII-J) Photosynthesis
MZ00034874  0.0083 0.2027 0.9856 0.4030 0.4062 GRMZM5G844074 30S ribosomal protein S15 (RPS15) Protein synthesis
MZ00035042  0.0072 0.1872 0.1527 0.7658 0.4208 GRMZM2G437100 Heat shock protein 17 (HSP17) Stress
MZ00035134  0.0068 0.6819 0.9812 -0.5140 -0.5090 GRMZM2G110574 Heat shock protein 90 (HSP90) Stress
MZ00035514  0.0010 0.0862 0.3718 0.3397 0.2689 GRMZM2G108228 Tubby-like protein 1 (TLP1) Stress, transcriptional activity
MZ00035535  0.0012 0.0782 0.7624 0.3135 0.3390 GRMZM2G417715 Ubiquinol(cytochrome C chaperone family protein Stress
MZ00035817  0.0025 0.0072 0.0935 0.5637 0.2886 GRMZM2G175499 Pectinesterase PPESB Cell wall
MZ00036220  0.0016 0.0007 0.4147 -0.3751 -0.2954 GRMZM2G126594 60S ribosomal protein L17 (RPL17) Protein synthesis
MZ00036871  0.0017 0.0019 0.0437 0.4644 0.2046 GRMZM2G121573 Leucine-rich repeat (LRR) transmembrane protein kinase 1-like protein Signalling
MZ00038210  0.0010 0.0191 0.2683 0.3708 0.2753 AF546188.1_FGT005 Zein-alpha A20 protein Storage protein
MZ00038567  0.0054 0.0013 0.4355 -0.2565 -0.3527 GRMZM2G082087 12-oxophytodienoate reductase 3 Stress
MZ00038605  0.0003 0.0363 0.5554 0.3163 0.3526 GRMZM2G112165 Heat shock protein 90 (HSP90) Stress
MZ00039167  0.0048 0.0001 0.0055 0.6031 0.0124 GRMZM2G062531 C-4 methylsterol oxidase (SMO1-1) Lipid
MZ00039906  0.0006 0.0095 0.1334 -0.5873 -0.3963 GRMZM2G125527 60S ribosomal protein L44 (RPL44) Protein synthesis
MZ00040590  0.0051 0.2319 0.8311 0.3694 0.4010 GRMZM2G058070/GRMZM2G021617 PsbQ OEC16-like Tat ITP Photosynthesis
MZ00040858  0.0054 0.0056 0.0770 0.5515 0.2182 GRMZM2G100212/GRMZM2G335593 Verprolin Stress
MZ00040978  0.0037 0.0593 0.5351 0.5616 0.7029 GRMZM5G890561 60S ribosomal protein L33 (RPL33) Protein synthesis
MZ00041064  0.0005 0.0129 0.2944 -0.7383 -0.5830 GRMZM2G047971 60S ribosomal protein L32 (RPL32) Protein synthesis
MZ00041322  0.0071 0.7242 0.7041 0.3035 0.3566 GRMZM2G001084 ClpC1/C2 Protein degradation
MZ00041873  0.0026 0.4165 0.7225 -0.2936 -0.3289 GRMZM2G112366 Signal peptidase complex subunit 1 Transport
MZ00041903  0.0020 0.9654 0.8710 -0.3884 -0.3701 GRMZM2G142013 Expressed protein Unknown
MZ00042111  0.0075 0.1576 0.1768 -0.5338 -1.0543 GRMZM2G125345 Expressed protein Unknown
MZ00043049  0.0083 0.9277 0.6177 -0.4302 -0.3440 GRMZM2G354604 GTP-binding nuclear protein Ran-Al Signalling
MZ00043150  0.0028 0.7907 0.2983 -0.2911 -0.4209 GRMZM2G435338 60S ribosomal protein L11 (RPL11D) Protein synthesis
MZ00043169  0.0002 0.0018 0.2858 -0.2728 -0.3334 GRMZM2G130987 Sec61 alpha subunit isoform 2 protein Lipid
MZ00043996  0.0073 0.0008 0.8283 0.2902 0.3182 GRMZM2G029087 Bax inhibitor 1 Stress, lipid
MZ00044157  0.0072 0.2769 0.7378 0.7126 0.6372 GRMZM2G162284 HMG1/2-like protein Transcription regulation
MZ00044578  0.0098 0.9902 0.0774 -0.2747 -0.7232 GRMZM2G067919 Globulin-1 S allele Precursor (GLB1-S) Storage protein
MZ00046598  0.0017 0.0892 0.0160 -0.1685 -0.4502 GRMZM2G358537 Expressed protein Unknown
MZ00047591  0.0016 0.2305 0.4295 -0.3689 -0.2924 GRMZM2G067915 Carboxylesterase (CXE18) Lipid, stress
MZ00052218  0.0017 0.0130 0.0021 -0.0318 -0.6276 GRMZM2G019806 basic helix-loop-helix (bHLH) DNA-binding superfamily protein Transcription regulation
MZ00055418  0.0004 0.7273 0.9847 0.3450 0.3463 GRMZM2G008095 Protein SFT2 Transport
MZ00056493  0.0013 0.0093 0.1816 -0.4196 -0.2788 GRMZM5G890561 60S ribosomal protein L35a (RPL35aC) Protein synthesis

“Identification number of the corresponding oligonucleotide deposited on the microarray.

hTranscripls that showed significant (P < 0.01) changes in the bulk F compared with the bulk U.

°Expression values reported relative to samples from the bulk F in the same treatment condition (Log ;).

“Maize genome release 5a.59 of November 2010 (http://www.maizesequence.ora).
“Manually improved annotations from Swissprot, Genebank, trembl and InterPro databases.




Table S2. Mapping of candidate genes and genes encoding candidate proteins.

Spot no. /

Analyses Oligo ID. Annotation Map® Bin MM coord.” Proj coord.” Flanking Markers® Maize gene model*  QTL'

Proteomics $2602 al 3 fold Hydrolase Physical 2.06 383.4 383.4 umc1749 GRMZM2G001750 No
s3076 ZmPYR/PYL/RACR12 Physical 1.05 431.2-432.4 431.2-432.4 myc7-umc2230 GRMZM2G134731 No
52730 ZmENR1 REFMAP050110 4.08 138.7 2774 phi026-umc1511 GRMZM2G070422  No
None ZmFatA LHRF_Gnp2004 2.07 286.0 430.9 umcba-bnlg1633 GRMZM2G102878  Yes

Transcriptomics MZ00016022 Expressed protein Physical 2.07 4538 453.8 phi251315 GRMZM2G056632  Yes
MZ00019118 ZmREM4.1 Physical 2.08 505.1 505.1 bnlg1767 GRMZM2G099239  Yes
MZ00022414 ZmGP1 Physical 2.08 509.2-515.8 509.2-515.8 bnlg1233-Al668346 GRMZM2G152189  Yes
MZ00022562 ZmMYB31 Physical 2.07 4358 435.8 umc2205 GRMZM2G050305  Yes
MZ00023501 ZmJAZ2 Physical 2.08 522.4-5235 522.4-523.5 umcl947-umcl604 GRMZM2G101769  Yes
MZ00029327 ZmPTR2 Physical 2.08 520.5-522.4 520.5-522.4 phi435417-umcl947  AC205608_FGT004 Yes
MZ00039906 ZmRPL44 Physical 2.07 476.7 476.7 umc1536 GRMZM2G125527  Yes

*The genes differentially expressed between bulk F and bulk U were mapped by BLAST analysis on MaizeSequence.org, except the ZmENR1 gene, which was mapped on the
IBM population (REFMAP050110 map) derived from B73xMol7 crossing, and the ZmFatA gene which was mapped on the LHRF_Gnp2004 population derived from
F2xF252 crossing because of no polymorphism between B73 and Mo17.
®Map coordinate computed with MapMaker using ‘RI self Haldane’ options or found on the HTGS database.

“Map coordinate on IBM2 2008 Neighbors obtained by homothetic projection with BioMercator (Arcade et al., 2004).
“proximal and distal markers.

*Maize genome release 5.2.59 of November 2010 (http://www.maizesequence.org).
"The QTL region delimited by the 4 markers umc92a, bnl8.29c, umr137a and umc150b covering 47 cM.




Table S3. Primers used for mapping and qRT-PCR experiment.

Spot no. / Amplicon
Oligo ID. Maize gene model Gene name Used for  Primer name  size (pb)  Sequence (5’ to 3°)
None GRMZM2G080603 ZmGRP2 gRT-PCR  Zea-F 94 CACAACGCCTTCAGCACCTA
Zea-R AAGGTGACGAAGCCGAAGC
None GRMZM2G102878  ZmFatA mapping  ZmFatA-F-m 807 CCATTACAAATCAATGTTGTTG
ZmFatA-R-m AGTTGCAAATTATCATTGTCC
gRT-PCR  ZmFatA-F-q 74 GGTTCATGTCCAGATCAGCTC
ZmFatA-R-q CGAATCTTTCAGATCCTGCAC
s2730 GRMZM2G070422 ZmENR1 mapping ENR-F-m 247 ATCTTCCCTTCCCTCTCTGC
ENR-R-m TCGCCTCATCACTATCACTCA
gRT-PCR  ENR-F-q 133 TTGATGAATCACGGAAGCTG
ENR-R-q ATGCCCCTGCATATCTTTTG
MZ00016022 GRMZM2G056632 Expressed gRT-PCR  Expprot-F 82 CCCATGTCCCCCCATACTAGA
protein Expprot-R CGGAAACGGCGTACAAATCT
MZ00019118 GRMZM2G099239 ZmREM4.1 gRT-PCR ZmREM-F 81 GCGTTCCACACAGCTAAGCA
ZmREM-R GCAGTTCAGTTGCATCGTTCAC
MZ00022414 GRMZM2G152189 ZmGP1 gRT-PCR ENOD-F 73 TCTCAAGCCCATAGGTGTTGTAGA
ENOD-R GGACAAGGGAACGCATTGTAC
MZ00022562 GRMZM2G050305 ZmMYB31 gRT-PCR ZmMYB-F 65 CGCGCTTCTACCCTCTCTGT
ZmMYB-R AGGTGTGGCAAAACAAAAACG
MZ00023501 GRMZM2G101769 ZmJAZ2 gRT-PCR  Smarcc-F 91 ACACCCCCGACCATTAAATTAA
Smarcc-R TCGCTCGAAATTGTTTATTTATCCT
MZ00029327 AC205608_FGT004 ZmPTR2 gRT-PCR PT-F 78 CACCAGCATCCTTATACTCATTTGA
PT-R CCGGCACAAGCACTTTGTT
MZ00039906 GRMZM2G125527 ZmRPL44 gRT-PCR RPL144-F 72 CCTCCAAGAACAAAGAGTGCAA
RPL144-R GGCTATCCTTTCCCTTCTTAAACTG
None AC196475 FGT004 ZmCOMT gRT-PCR COMT-F 76 AGACTGCCCCCGATCCAT

COMT-R GAATTTAGAATCCACGACATGCAA




Table S4. Proteins that showed significant changes in the bulk F compared with the bulk U.

P value
Spot Trend in Genotype x Peptide
no. bulk F*  Genotype Treatment Treatment Maize gene model” Annotation® Class Mr? pI® Mr®  pl®  match no.
52602 Up 0.001 0.259 0.476 GRMZM2G001750 Hydrolase, o/ fold Unknown 376 55 410 85 6
family protein
s2730 Up 0.002 0.344 0.268 GRMZM2G001750 Enoyl-acyl acrrier Lipid 344 51 323 52 8
protein (ACP)
reductase 1 (ENR1)
s3076 Down 0.007 0.155 0.001 GRMZM2G001750 pyrabactin Stress 289 46 2536 52 5

resistance/PYR1-
like/regulatory
components of ABA
receptor protein 12
(PYR/PYL/RACR12)

*Trend in the bulk F compared to the bulk U in both treatment conditions.

®Maize genome release 5a.59 of November 2010 (http://www.maizesequence.org).
‘Manually improved annotations from Swissprot, Genebank, trembl and InterPro databases .
Observed Mr (10%) and pl calculated from the 2-D gel.

*Theorical Mr (10% and pl computed by the EXPASY website.




SUPPLEMENTARY METHOD
Protein identification by LC-MS/MS

A database search was performed with X!Tandem (version 2010.01.01.4)
(http://www.thegpm.org/TANDEMY/). Enzymatic cleavage was declared as a trypsin
digestion with one possible misscleavage. Cys carboxyamidomethylation and Met
oxidation were set to static and possible modifications, respectively. Precursor mass and
fragment mass tolerance were 2.0 and 0.8, respectively. A refinement search was added
with similar parameters, except that semi-trypsic peptide and possible N-terminal
protein acetylation were searched. The maize genome sequence (release 4a.53, 53764
entries), UniProt database restricted to maize (http://www.uniprot.org, release 15.11,
43694 entries) and a contaminant database including in particular trypsin and keratins,
were used. Only peptides with a E value smaller than 0.1 were reported. Identified
proteins were filtered and grouped using X!Tandem pipeline
(http://pappso.inra.fr/bioinfo/xtandempipeline/) with the following criterions: (1) a
minimum of two different peptides was required with a E value smaller than 0.05; (2) a
protein E value (calculated as the product of unique peptide E values) smaller than 10
was required. In case of identification with only 2 or 3 MS/MS spectra, similarity
between the experimental and the theoretical MS/MS spectra was visually checked. To
take redundancy into account, proteins with at least one peptide in common were
grouped. This allowed grouping of proteins of similar function. Within each group,
proteins with at least one specific peptide relative to other members of the group were

reported as sub-groups.



SUPPLEMENTARY LEGENDS

Figure S1. Response curves of LER to soil water deficit in two contrasted RILs. The
RIL104 (a) and the RIL245 (b) carrying out different alleles in the chromosomal region
harbouring the QTLS for LERgeficit and LERgeficit-intercept (intercept of LERgericit) Showed
low and strong sensitivity to soil water deficit, respectively. Each symbol (filled circles,
empty circles, stars) represents one plant from three different experiments. The straight

line is a linear regression used to estimate LERgeficit and LERGeficit-intercept-

Figure S2. Phenotypic characterization of the two bulks of RILs. (a-b) LER expressed
per unit day time for the 5th (a) and 6th (b) leaves from plants of bulks F and U under
well-watered and water deficit conditions. (¢) ABA concentration in the 5th leaf from
plants of bulks F and U under well-watered and water deficit conditions. The mean of
17 biological replicates = SE is shown. When two samples show different letters above

the bars, the difference between them is significant (P < 0.05).

Figure S3. Expression profile of the 8 candidate genes along the maize developmental
leaf gradient. Results of sequence analyses on the lllumina 2G platform from cDNA
libraries on 4 representative zone (base, -1 cm, +4 cm and tip) of the 3rd leaf blade of a
9-day-old maize seedling (Li et al., 2010). Base: 1 cm above the leaf 3 ligule, which
corresponds in our study to the growing zone (GZ); -1cm: 1 cm below the leaf 2 ligule,
which corresponds to leaf tissue undergoing the sink-source transition; +4 cm: 4 cm
above the leaf 2 ligule, which corresponds to a maturing zone called DZ in our study;

tip: + 1 cm below the leaf 3 tip, which corresponds to the mature zone.
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Figure 1. Constructions utilisées pour la transformation du mais avec les génes candidats ZmFatA
et ZmMMYB31 synthétiques. Constructions utilisées pour les transgene synthétiques ZmFatA (A-B) et
ZmMYB31 (C-D). Cassette du transgéne synthétique ZmFatA : [proOsrubi3-intronOsrubi3-
SynZmMYB31-terAtSac66] ; cassette du transgene synthétique ZmMYB31 : [proOsrubi3-intronOsrubi3-
SynZmMYB31-terAtSac66] ; cassette du géne de sélection des transformants a I’aide de I’herbicide
bialaphos : [proOsActine-intronOsActine-ShBar-terAtNos] ; cassette du géne GFP permettant le suivi
visuel des transformants : [proCsVMV-intronAtFAD2-SynGFP-terAtNos] ou [proTaHMWG-SynGFP-
terAtNos]. At, A. thaliana ; Os , Oriza sativa ; Sh, Streptomyces hygroscopicus ; Ta, Triticum aestivum.

Geéne Technologie  Vecteur Souche Nombre Nombre Nombre d'événements
d'évenements  d'événements  ayant un transcrit
alou?2 monocopie inteégre unique (nombre
copies d'évenements testés)

ZmMYB31 Gateway pBIOS1977 T01892 22 13 6 (9)

Golden gate pBIOS1978 T01893 40 26 13 (20)

ZmFatA Gateway pBIOS1995 T01907 26 18 11 (17)

Golden gate  pBIOS1996 T01908 29 14 5 (14)

Tableau 1. Bilan sur le nombre d'évenements transgéniques simples obtenus avec les quatre
constructions produites.



CHAPITRE 1 — Supplément

3. Supplément expérimental : production et caractérisation de plantes de mais

transgéniques sur-exprimant les génes candidats ZmMYB31 et ZmFatA

L’analyse du transcriptome et du protéome a permis d’identifier huit génes
candidats présentant une variation génétique d’expression liée a la région chromosomique
marquée et co-localisant avec cette méme région. Les analyses biochimiques réalisées
ultérieurement ont permis de soutenir le role potentiel de deux d’entre eux : (1) le géne
ZmMYB31 codant un facteur de transcription R2R3-MYB de type 4 dont ’'une des cibles
est le géne ZMCOMT impliqué dans la biosynthése des monomeres de lignine (Fornalé et
al., 2010) ; (2) le gene ZmFatA codant pour une acyl-ACP thioesterase (TE) de type FatA
qui termine la réaction de biosynthése des acides gras dans les plastes par hydrolyse de la
liaison entre la chaine acyl et ’ACP (préférentiellement le 18:1-ACP), libérant ainsi un
acide gras (préférentiellement 1’acide oléique, 18:1) (Beisson et al., 2003). Afin d’évaluer
leur role vis-a-vis de la tolérance a la sécheresse, nous avons entrepris de produire et de
caractériser des lignées de mais transgéniques sur-exprimant 1’un ou ’autre de ces deux
genes sous contrdle d’un promoteur constitutif (contrat Genoplante-Valor). La société
Biogemma a pris en charge, pour chaque gene d’intérét, la transformation, la détermination
du nombre de copies insérées intégres chez les transformants primaires (T0), la production
des grains T1 et I’évaluation de la cinétique de desséchement des plantes transgénique T1.
Pour ma part, j’ai évalué¢ I’absence de terminaison prématurée de la transcription du
transgene chez les plantes TO, participé aux prélévements foliaires nécessaires pour évaluer
I’expression du transgéne chez les plantes T1, puis analysé¢ 1’abondance relative du

transgene dans les feuilles des plantes T1.

3.1. Production des souches d’agrobactérie utilisées pour la transformation du mais et

contenant les génes candidats ZmMYB31 et ZmFatA

Pour favoriser leur expression, les séquences des geénes candidats ZmMYB31 et
ZmFatA de mais ont été optimisées pour une utilisation optimum des codons chez le mais.
Ces séquences, a 1’origine de la méme séquence protéique que celle trouvée naturellement
chez le mais, présentaient une homologie au niveau nucléique de 79% pour ZmMYB31
(GRMZM2G050305) et 77% pour ZmFatA (GRMZM2G102878).

Deux stratégie de clonage ont été utilisées pour introduire le geéne synthétique
d’intérét dans le vecteur destiné a la transformation : (1) clonage a 1’aide du vecteur
Gateway qui fait appel a la recombinaison, ce qui nécessite 1’ajout de séquences

nucléotidiques supplémentaires au produit d’intérét; (2) clonage a I’aide du vecteur
80
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Figure 2. Evaluation de la cinétique de dessechement des transformants ZmMYB31 de premiére
génération. L’analyse a été effectuée sur différents événements T1 hémizygotes issus des souches
T01892 (vert clair) et T01893 (bleu clair), ainsi que sur des plantes de la lignée de mais A188 (orange) et
d’un mélange des ségrégants négatifs (pool NT ; rouge). Les plantes entiéres ont été coupées au collet
puis plongées pendant 24h a 4°C et a I’obscurité dans de I’eau afin de déterminer leur poids a pleine
turgescence (A). La quantité relative en eau (RWC) apres 8 h (B) et la vitesse de dessechement entre 2 et
8h (C) ont ensuite été mesurées sur des plantes asséchées a 30°C en présence de lumiére. Les valeurs
représentent les moyennes + écart-types (n = 5). Les étoiles indiquent une différence significative (test
LSD de Fisher, P < 0.05) par rapport au pool NT.
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Golden gate qui utilise les propriétés diverses des enzymes de restriction de type II, ce qui
permet le clonage sans ajout de séquences nucléotidiques supplémentaires (Engler et al.
2008). La transformation a 1’aide du vecteur Golden Gate n’ayant pas encore été
entierement validée, la transformation par Gateway a également été réalisée afin d’assurer
des résultats. Les vecteurs Gateway et Golden gate contenaient tous les deux: (1) le
promoteur constitutif et I’intron du géne Actine de riz suivi du géne Bar de Streptomyces
hygroscopicus conférant la résistance a I’herbicide bialaphos et permettant la sélection des
transformants au stade plante ; (2) le promoteur du virus de la mosaique des nervures du
manioc (CSVMV) suivi de l’intron du géne FAD2 d’A. thaliana (vecteur Gateway)
spécifique de I’endosperme (vecteur Golden Gate) ou le promoteur de la gluténine de haut
poids moléculaire (HMWG) suivi d’un géne codant une protéine fluorescente GFP (« green
fluorescente protein ») permettant le suivi visuel des graines transformées; (3) le
promoteur constitutif du géne ubiquitine 3 de riz, suivi de son premier intron pour
controler I’expression du géne synthétique (Fig. 1; annexe 1).

Au total, quatre souches d’A. tumefaciens ont donc été produites (Tableau 1 ;
annexe 1) : deux avec le géne ZMMYB31, nommées T01892 (Gateway) et T01893 (Golden
gate), et deux avec le géne ZmFatA, désignées T01907 (Gateway) et T01908 (Golden
gate). Chacune de ces souches a ¢été utilisée indépendamment pour transformer la lignée de
mais A188 qui est la seule a I’heure actuelle a donner de bons résultats de transformation

avec A. tumefaciens.

3.2. Sélection des lignées transgéniques primaires

Les transformants primaires (T0) ont été sélectionnés selon quatre critéres : (1)
nombre de copies insérées (PCR quantitative sur ADN génomique) ; (2) intégrit¢ de
I’ADN-T inséré (PCR sur ADN génomique) ; (3) absence de terminaison prématurée de la
transcription du transgéne dans les feuilles (RT-PCR a I’aide d’une amorce sens située sur
I’intron ubiquitine 3 de riz et d’une amorce antisens située sur le terminateur AtSac66) ; (4)
nombre de grains T1 récoltés. Apres sélection des transformants ZmMYB31, il a été obtenu
39 évenements monocopie dont 19, sur les 28 analysés, possedaient un transcrit unique et
integre (Tableau 1). Apres sélection des transformants ZmFatA, il a été obtenu 32
éveénements monocopie, dont 16, sur les 22 analysés, avaient un transcrit unique et intégre

(Tableau 1).
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Figure 3. Evaluation de la cinétique de desséchement des transformants ZmFatA de premiére
génération. L’analyse a été effectuée sur différents évenements T1 hémizygotes issus des souches
T01907 (vert) et T01908 (bleu), ainsi que sur des plantes de la lignée de mais A188 (orange) et d’un
mélange des ségrégants négatifs (pool NT ; rouge). Les plantes entiéres ont été coupées au collet puis
plongées pendant 24h a 4°C et a I’obscurité dans de I’eau afin de déterminer leur poids a pleine
turgescence (A). La quantité relative en eau (RWC) apres 8 h (B) et la vitesse de dessechement entre 2
et 8h (C) ont ensuite été mesurées sur des plantes asséchées a 30°C en présence de lumiere. Deux
analyses différentes ont été realisées (panels a gauche et a droite). Les valeurs représentent les
moyennes * écart-types (n = 5). Les étoiles indiguent une différence significative (test LSD de Fisher,
P < 0.05) par rapport au pool NT.
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3.3. Caractérisation des lignées transgéniques T1

Les plantes transgéniques de premiere génération (T1 ; croisement du transformant
primaire avec la lignée parentale A188), hémizygotes pour le transgéne, ont ensuite été
caractérisées a deux niveaux : (1) évaluation de la tolérance au déficit hydrique a 1’aide de
cinétiques de desséchement ; (2) détermination de 1’abondance relative de chaque transcrit

d’intérét dans la feuille par qRT-PCR.

3.3.1. Analyse de cinétiques de dessechement sur les plantes T1

Des cinétiques de desseéchement ont été réalisées a partir de plantules T1 au stade 3-
4 feuilles sur la plate-forme de cinétique de desséchement de Biogemma. Trois parametres
ont été mesurés : (i) le poids a pleine turgescence apres 24 h d’imbibition dans de I’eau a
4°C et a ’obscurité; (ii) la teneur relative en eau (RWC, « relative water content ») des
plantes aprés 2 et 8 h d’exposition a 30°C a la lumiere ; (iii) la vitesse de desséchement
entre 2 et 8 h. Le poids a pleine turgescence permet, en plus du calcul du RWC, de
déterminer si les plantes analysées sont au méme stade de développement. Il a ét¢ montré
lors de précédentes expérimentations que ce poids correspondait au poids frais plus 3%
d’eau absorbée et ceci quel que soit le génotype considéré (données de Biogemma).

Sur la base du nombre de grains disponibles et du nombre de copies du transgéne
(seuil fixé a 2 copies au plus), 18 éveénements de transformation ZmMMYB31l et 34
évenements ZmFatA ont été analysés (cinq plantes par évenement pour chaque mesure).
Un mélange de ségrégants négatifs (pool de graines GFP- issus de différents évenements
T1 ; noté NT) ne possédant pas le transgene a été constitué et utilis¢ comme témoin. Dans
le cas des transformants ZmFatA qui ont fait I’objet de deux séries d’analyse, le poids a
pleine turgescence des plantes NT se différenciait de celui de la lignée parentale A188,
suggérant un effet de la transformation et de la culture in vitro. Ceci n’était pas inattendu
dans la mesure ou les plantes étaient issus des transformants primaires (Fig. 3A). L analyse
des évenements indépendants a montré que :

o deux évenements ZMMYB31 (T01892 011 et T01893 020) sur les 18 testés (11%)
présentaient une croissance différente de celle des plantes NT (Fig. 2A), alors que
15 événements ZmFatA sur les 34 testés (44%) présentaient une croissance
différente de celle des plantes NT (Fig. 3A) ;

o un événement ZmMMYB31 (T01893 020 ; Fig. 2B) et deux éveénements ZmFatA
(TO1908 004 et TO1908 010; Fig. 3B), avaient un RCW aprées 8h de
dessechement significativement inférieur a celui des plantes NT ;
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Figure 4. Analyse par gRT-PCR de I’expression du transgene dans la feuille mature des
transformants de premiére genération. Les plantes T1 issues des souches T01892 (ZmMYB31,
Gateway; panel A), T01893 (ZmMYB31, Golden gate; panel B), T01907 (ZmFatA, Gateway; panel C)
et T01908 (ZmFatA, Golden gate; panel D), ont été cultivées en serre en condition irriguée. Aprés 23-
24 jours, les feuilles en croissance (ligule inférieure ou égale a 1 cm) et la feuille mature inférieure ont
été prélevees. L’ARN total des feuilles matures a été extrait et des qRT-PCR ont été réalisées a I’aide
d’un couple de primers spécifiques de chaque transgéne. Les valeurs obtenues ont été normalisées a
I’aide de celle obtenue pour le gene Zeastar puis rapporté a celles obtenues pour la lignée parentale
A188, prélevée le méme jour que les transformants. Les valeurs obtenues correspondent a la moyenne
+ SE (n = 3 pour les événements; n = 7 pour les pool NT). La présence de lettres différentes indique
une différence significative (P < 0.05) entre I’éveénement transgénique et le pool NT (ANOVA a deux
facteurs). Pool NT : mélange des 7 premiers évenement produits.



CHAPITRE 1 — Supplément

o huit événements ZmMMYB31 (Fig. 2C) et deux éveénements ZmFatA (Fig. 3B)
avaient une vitesse de dessechement significativement supérieure a celle des plantes
NT.
Sur la base de la vitesse de dessechement et le RCW a 8 h, 12 événements sont apparus
intéressants pour des analyses ultérieures : huit événement ZMMYB31 (un issu de la souche
T01892 et sept issus de la souche T01893) et quatre événements ZmFatA issus de la
souche T01908.

3.3.2. Abondance relative du transgene dans les plantes T1

Sur la base des données d’expression obtenue par RT-PCR sur les plantes TO
(résultats non montrés) et des données de la cinétique de desséchement obtenues sur les
plantes T1, 29 événements ont fait I’objet d’une nouvelle culture en condition irriguée pour
déterminer quelle était 1’abondance relative du transgéne dans leurs feuilles au stade
végétatif. Parmi les 29 événements sélectionnés, 22 présentaient une différence
significative pour au moins [’un des parametres mesurés sur la plateforme de cinétique de
dessechement de Biogemma. L’abondance relative de chaque transcrit d’intérét a été
mesuré par qRT-PCR a partir d’ARN total de feuilles matures de plantes T1 :

(3) le transcrit ZmMYB31 s’est avéré plus abondant chez 16 des 17 événements
ZmMYB31 testés par comparaison aux pools de plantes NT (Fig. 4A-B) ;
(4) le transcrit ZmFatA s’est avéré plus abondant chez huit des 12 événements
ZmFatA testés par comparaison aux pools de plantes NT (Fig. 4C-D).
Au total, ’expression du transgene était plus abondante chez 24 des 29 événements testés
par comparaison aux pools NT. Une seconde extraction d’ARN a permis de confirmer les
résultats obtenus et d’établir que la faible expression détectée chez les pools NT était due a
une contamination. Par ailleurs, les annotations effectuées au cours de la culture ont
montré que seuls les événements sur-exprimant le géne ZmFatA et issus de la souche
T01908 se différenciaient du pool NT avec ayant une feuille en croissance plus longue et

plus large (Tableau 2).

3.4. Conclusion

Des plantes transgéniques dérégulées pour les geénes candidats ZmMYB31 et ZmFatA
ont ¢ét¢ obtenues par transformation de la lignée de mais A188 avec une cassette
d’expression contenant chaque geéne d’intérét sous contréle du promoteur constitutif

ubiquitine 3 de riz. Les profils moléculaires des plantes TO et le nombre de grains T1
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obtenus ont tout d’abord permis de sélectionner 17 événements ZmMMYB31l et 12
évenements ZmFatA indépendants. A 1’exception des évenements T 01893 023 et T
01908 010, tous les évenements T1 sélectionnés qui différaient du pool NT pour au moins
I’un des paramétres mesurés sur la plateforme de cinétique de desséchement, sur-
exprimaient bien le transgeéne dans la feuille mature par comparaison au pool de plantes
NT. Sur la base de ces données, pour chaque souche produite, trois événements ont été
sélectionnés pour des analyses ultérieures permettant de valider les lignées transgéniques

produites pour les génes ZMMYB31 et ZmFatA.
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Figure 5. Modeéles susceptibles d’expliquer I’identification de plusieurs genes différemment
exprimés entre les deux mélanges de lignées recombinantes et co-locolisant avec la région
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(QTL pg1geficir)- L€S traits noirs indiquent la position des genes différemment exprimés (au niveau transcriptionnel
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identifiés contrdle I’abondance (au niveau transcriptionel ou protéiques) de genes qui co-localisent ou non avec
la région ciblée, et affectent a leur tour les deux caractéres ciblés. eQTL: QTL de la quantité de transcrit ; PQL.:
QTL de la quantité de protéine ; G4 : géne codant la protéine 4.
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4. Discussion générale

La premiere partie de mon travail de thése a consisté a identifier des transcrits et
des protéines dont 1’abondance relative était régulée par un locus situ¢ dans une région
chromosomique (bin 2.08, 47 cM) contenant un QTL de sensibilité de la croissance foliaire
au déficit hydrique du sol et un QTL de protandrie en condition de sécheresse chez le mais.
Dans ce but, nous avons comparé le transcriptome et le protéome de la zone d’¢longation
de feuilles en croissance de deux sous-populations de lignées recombinantes différant
génétiquement pour la région ciblée et hérérogénes sur le reste du génome. Les analyses
transcriptomique et protéomique ont permis d’identifier 67 transcrits et trois protéines dont
I’abondance relative variait entre les deux sous-populations de lignées recombinantes.
Parmi les 67 génes exprimés différemment, sept ont été cartographiés dans la région
chromosomique ciblée. Bien qu’aucun des génes codant pour les protéines candidates
identifiées n’ait été cartographié dans la région ciblée, nous avons montré que le géne
ZmFAtA, codant un partenaire protéique de la protéine candidate ZmENRI, était
cartographié au niveau de la région ciblée et exprimé différemment entre les deux sous-
populations de lignées recombinantes. L’analyse du transcriptome combinée a celle du
protéome a donc au total permis d’identifier huit génes candidats.

Trois hypothéses peuvent étre avancées pour expliquer I’identification de plusieurs
genes candidats : (1) un seul des huit génes candidats identifiés interfére sur les caracteres
ciblés et les autres genes candidats correspondent a des faux positifs (Fig. 5A) ; (2) deux
des huits geénes candidats identifiés controlent chacun 1’'un des deux caractéres ciblés, et les
autres genes candidats sont des faux positifs (Fig. 5B); (3) I'un des geénes candidats
identifiés régule I’abondance d’un ou plusieurs autres geénes, co-localisant ou non avec la
région ciblée, au niveau transcriptionnel et/ou protéique (Fig. 5C). L’ensemble des
résultats obtenus et les données de la littérature tendent en faveur du geéne candidat
ZmMYB31, codant un facteur de transcription MYB-R2R3 du sous-groupe 4, et de la
troisieme hypothese. En effet, nous avons montré que 1’expression du géne ZmMYB31 était
(1) induite par le déficit hydrique, (2) positivement corrélée a celle de deux de ses cibles,
les genes ZMCOMT et ZmMCADS9, impliqués dans la biosynthése des monolignols G et S,
(3) positivement corrélée a la teneur en monolignols G et S. Ces résultats suggérent donc
que le gene ZmMMYB31 régulerait positivement les génes ZMCOMT et ZmCADS9, ce qui
permettrait une accumulation accrue de monomeres de lignine dans les parois et de ce fait
une diminution de la perméabilité membranaire en condition de déficit hydrique (Fig. 6).

Bien que le géne ZmMYB31 ait été identifié comme répresseur de 1’expression du geéne
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ZmCOMT chez A. thaliana (Fornalé et al., 2006, 2010), nos données obtenues par
thioacidolyse corroborent les données obtenues par qRT-PCR. Il est possible que le géne
ZmMYB3L1 puisse a la fois agir comme un activateur et un répresseur transcriptionnel selon
I’organisme et les conditions environnementales considérés, comme cela a été suggéré
pour le géne AtMYB15 (Agarwal et al., 20006).

Des données récentes de la littérature montrent que les protéines AtMYB30 et
AtMYB41 affectent I’expression respectivement des génes AtFatB et AtFatA (Raffaele et
al., 2008 ; Comineli et al., 2008). Nous pouvons donc faire I’hypothése que la protéine
ZmMYB31 serait également impliquée dans la synthése de novo des acides gras en
régulant directement ou indirectement le geéne candidat ZmFatA (Fig. 6). Bien que la
protéine ZmFatA ne soit pas détectable sur gels 2-D ou par d’autres méthodes de
protéomiques (Friso et al., 2010 ; Majeran et al., 2010), nous pouvons supposer que
I’abondante relative de son transcrit se répercute au niveau protéique et affecte la quantité
de la protéine candidate ZmENRI1 afin de maintenir 1’activité et les propriétés cinétiques
(« metabolic channeling ») des enzymes de cette voie métabolique (Brown et al., 2006). De
manicre surprenante, nous avons observé une diminution des acides gras dans la sous-
population de lignées recombinantes portant 1’alléle favorable F ou le transcrit du géne
ZmFatA était le plus abondant. Il est possible que les acides gras formés soient métabolisés
en d’autres composés non dosés, tels que les monomeres de la cutine, un constituant de la
cuticule (Pollard et al., 2008). Il a récemment été montré que 1’augmentation de cutine
permettait une diminution de la perméabilit¢ de 1’épiderme et une réduction de la
transpiration (Pollard et al., 2008 ; Kosma et al., 2009). En régulant I’expression du geéne
ZmFatA, la protéine ZmMYB31 pourrait donc a la fois affecter la quantité de la protéine
candidate ZmENRI1 et la teneur en dérivés lipidiques susceptibles de réduire la
transpiration foliaire en condition de déficit hydrique (Fig. 6).

Afin d’évaluer le role des geénes candidats ZmMYB31 et ZmFatA vis-a-vis de la
tolérance a la sécheresse, nous avons entrepris la production et la caractérisation de plantes
transgéniques sur-exprimant 1’un ou l’autre de ces deux genes sous le contrdle du
promoteur constitutif du géne ubiquitine 3 de riz. Aprés sélection des transformants TO,
des analyses préliminaires ont été réalisées sur les transformants T1. Il est ainsi apparu que
huit événements indépendants sur-exprimant le géne ZmMMYB31l et deux éveénements
indépendants sur-exprimant le géne ZmFatA avaient une vitesse de dessechement
significativement plus forte que celle du mélange de ségrégants négatifs. Pour deux des

évenements ZmMMYB31 et les deux événements ZmFatA, cette différence semble corrélée
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au poids a pleine turgescence. Les données de desséchements semblent en contradiction
avec le role supposé de ces deux geénes dans la réponse au déficit hydrique. Cependant, il
est intéressant de noter que des résultats similaires ont été obtenus avec le gene AtMYB41
(Cominelli et al., 2008). En effet, bien que ce geéne soit induit en réponse a la
déshydratation, sa sur-expression entraine une perte en eau plus importante dans les
feuilles (Cominelli et al., 2008).

Comme la protéine AtMYB41, la protéine ZmMYB31 pourrait aussi affecter
différents constituants de la membrane plasmique et de la paroi cellulaire (Fig. 6). En effet,
dans la listes des geénes différemment exprimés entre les deux sous-population de lignées
recombinantes, figurent plusieurs geénes ¢galement affectés par la sur-expression du géne
AtMYB41 (Cominelli et al., 2008), en particulier une o/ fold hydrolase localisée dans la
membrane plasmique, la pectinestérase PPESB impliquée dans la modification de la
pectine de la paroi, et la protéine GP1 correspondant a une glycoprotéine localisée dans la
paroi (Fig. 6). Il a ét¢ montré que des changements dans la structure de la pectine
influencent le développement des plantes et la réponse aux stress (Pelloux et al., 2007).

L’ensemble des données obtenues nous ont conduits & proposer un modele de
régulation dépendant du gene ZmMYB31. Néanmoins, nous ne pouvons pas exclure que
I’un des autres genes candidates identifiés soit impliqué dans la réponse au déficit
hydrique. Ainsi, les génes candidats ZMREM4.1 et ZMmJAZ2, présentent des caractéristiques
pouvant les relier a la réponse au déficit hydrique. Le géne candidat ZmREM4.1 est localisé
spécifiquement dans la membrane plasmique (Raffaele et al., 2009; T. Ott, communication
personnelle). Il semble particuliérement intéressant dans la mesure ou : (1) il est co-localisé
a environ 5 cM du pic du QTL de sensibilité de la croissance foliaire au déficit hydrique du
sol ; (2) ’expression des génes du groupe 4 a laquelle il appartient est corrélée a celle de
geénes associés aux voies énergétiques et aux stress biotiques et abiotiques chez A. thaliana
et le riz (Raffaele et al. 2007 ; Ray et al., 2010) ; (3) certaines rémorines sont enrichies
dans la fraction insoluble au détergent (« detergent insoluble membrane », DIM) de la
membrane plasmique, et présentes dans les plasmodesmes ou elles interférent avec la
propagation du virus de la pomme de terre PVX en se fixant a la protéine virale TGBpl
(Raffaele et al. 2009). Par ailleurs, le géne candidat ZmJAZ2 est un membre de la famille
JAZ connue pour réprimer les réponses induites par le jasmonate, telles que la sénescence
foliaire (Wasternack, 2007). La jasmonate stimule une interaction entre les protéines JAZ

coll

et la protéine ubiquitine ligase SCF™, ce qui entraine une dégradation des protéines JAZ

par les protéases S26 chez A. thaliana (Staswick, 2008). Cette dégradation des répresseurs

87



CHAPITRE 1 — Discussion et perspectives

JAZ libére alors le facteur de transcription MYC2, ce qui induit I’expression de génes
dépendants du jasmonate (Staswick, 2008). Il est possible qu’une forte expression du gene
ZmJAZ2 dans la population favorable permette une protection contre le déficit hydrique.
En effet, il a ét¢ montré qu’un retard de la sénescence foliaire induisait une tolérance au
déficit hydrique chez Nicotania tabaccum cv. SR1 avec un maintient du rendement (Rivero
et al., 2007).

5. Perspectives

A court terme, des expériences sont d’ores et déja prévues prévues pour valider les
éveénements transgéniques sur-exprimant le géne ZmMMYB31 via ’analyse de: (1) leur
teneur en protéine ZmCOMT par MS quantitative sans marquage isotopique (« label-
free ») a I’aide d’extraits protéiques solubles (« gel-free ») ; (2) leur teneur en monolignols
par thioacidolyse. Parallélement, les événements sur-exprimant le géne ZmFatA seront
validés sur la base de : (1) leur teneur en acides gras totaux par chromatographie en phase
gazeuse avec détection par ionisation de flamme (GC-FID) ; (2) leur teneur en acides gras
dans les différentes especes lipidiques par chromatographie sur couche mince suivie d’une
analyse GC-FID (Contrat de prévalorisation avec Génoplante-Valor nov. 2009-fev. 2011).

A moyen terme, le réle des génes ZMMYB31 et ZmFatA vis-a-vis de la tolérance a
la sécheresse sera étudi¢ en évaluant le phénotype des événements sélectionnés : (1) au
stade végétatif sur la plateforme de phénotypage Phenodyn (Sadok et al., 2007 ; projet
Amaizing, 2012-2019) via la mesure de la vitesse d’¢élongation foliaire et de la
transpiration en réponse a différents potentiels hydriques du sol, (2) au stade reproducteur
sur la plateforme PhenoArch (projet Amaizing) et au champ via la mesure de la protandrie
en condition de déficit hydrique.

Par ailleurs, il serait intéressant de valider le modele de régulation dépendant du
gene ZMMYB31 en analysant par qRT-PCR 1’expression des cibles connues (ZmCAD9 et
ZmCOMT) et supposées (ZmFatA, ZmPPE8B, ZmGP1, o/f fold hydrolase) du géne
ZmMYB31 chez les plantes sur-exprimant le géne ZmMYB31. II serait également
intéressant d’étudier I’effet de la sur-expression des génes ZMMYB31 et ZmFatA sur : (1) la
composition de la cutine par GC-FID ; (2) la structure de la cutine par microscopie
¢lectronique a balayage; (3) la perméabilit¢ de I’épiderme par mesure des flux de
chlorophylle. Par ailleurs, 1’analyse par MS quantitative de la protéine ZmENRI chez les

plantes sur-exprimant le géne FatA permettrait de confirmer que les protéines ZmFatA et
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ZmENRI1 forment un métabolon. Une alternative serait d’étudier I’expression du gene
AtFatA chez le mutant modl codant une ENR chez A. thaliana (Mou et al., 2000).

Pour s’assurer que 1’un des autres génes candidats identifiés n’est pas impliqué dans
la régulation du locus situé¢ dans la région ciblée, nous pourrions envisager de : (1) produire
d’autres plantes transgéniques sur-exprimant ou sous-exprimant ces genes ; (2) rechercher
des mutants dans les collections ; (3) réaliser une analyse par génétique d’association afin
d’associer un polymorphisme dans un ou plusieurs de ces geénes avec une différence
phénotypique reliée a la tolérance au déficit hydrique du mais. Enfin, un moyen d’étudier
la fonction des génes dont la fonction exacte reste méconnue ou qui sont de fonction
inconnue pourrait étre de complémenter avec des ADNc de mais des mutants d’A.thaliana,

dont le phénotype présente une altération caractéristique du paramétre ciblé.
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Figure 1. La protéine candidate ZmASR1 (adapté de Vienne et al., 1999). Le gene candidat
ZmASRL1 colocalise avec son PQL ([ZmASR1]) et des QTL de protandrie (« Anthesis-silking interval »)
et de sénescence foliaire (« Leaf senescence ») sur le chromosome 10 du mais.
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CHAPITRE 2. Caractérisation fonctionnelle de la protéine candidate

ZmASRL1 et analyse des mécanismes de régulation des genes ZmASR

1. Objectif

Au laboratoire, une analyse de PQL dans la population de lignées recombinantes
issues du croisement entre les lignées parentales de mais MBS847 et F2 a permis
d’identifier ZmASR1 (« Zea mays ASR1 ») comme une protéine candidate. En effet, son
PQL co-localise avec le géne ZmASR1 (ce qui suggere que le PQL est le gene ZMASR1 lui-
méme) et des QTL de sénescence foliaire et de protandrie en condition de sécheresse (Fig.
1 ; de Vienne et al., 1999). L'effet sur la sénescence en condition de sécheresse a ensuite
été confirmé avec des sur-expresseurs et des sous-expresseurs du gene ZmASR1 (Jeanneau
et al., 2002). Des travaux ont donc été initi€s au laboratoire afin de mieux appréhender la
fonction de cette protéine. De manicre intéressante, il a ét¢ montré que la famille ASR
compte au moins neuf membres chez le mais. De plus, 1’analyse quantitative de gels 2D et
des Western blot réalisés a I’aide d’un anticorps dirigé contre la protéine ZmASR1, ont
montré que trois isoformes ASR de mais, et en particulier la protéine ZmASRI1, sont
présentes sous la forme de trains de spots, suggérant 1'existence d’isoformes.

Dans ce contexte, mon travail de thése a tout d’abord consisté a préciser le role de
la protéine ZmASR1 en validant son role au champ en condition de sécheresse, et en
identifiant ses cibles a 1’aide d’approches transcriptomique, protéomique et métabolomique
(coll. E. Issakidis-Bourguet, UMR 8618 CNRS; Biogemma ; PAPPSO ; Plate-forme
Métabolisme-Métabolome de I’IFR87 ; ANR Génoplante WaterLess). Une autre partie de
mon travail de recherche a consisté a étudier les mécanismes de régulation du gene
ZmASR1, ainsi que ceux des autres membres de la famille ZMASR a laquelle il appartient
chez le mais (coll équipes GEAR et ACEP ; P. Rogowsky, UMR 879 INRA, Lyon). Des
analyses par qRT-PCR ont tout d’abord permis de déterminer I’abondance relative des
transcrits ZMASR dans différents organes et en réponse a différents stimuli (coll W.
Bouard, stage M1). Des d’analyses biochimiques (mesure d’activit¢ Ser/Thr et Tyr
kinases) et protéomiques [séparation des protéines sur gels 2D, analyse par Western blot,
enrichissement en phosphoprotéines et en phosphopeptides, identification de
phosphopeptides par spectrométrie de masse (MS)] ont ensuite été initiées pour déterminer
si les protéines ZmASR ¢étaient soumises a des modifications post-traductionnelles par

phosphorylation (coll. PAPPSO ; T. Vain, stage M1).
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2. Implication de la protéine ZmASR1 dans la régulation de la biosynthese des acides

aminés branchés et le maintient du rendement en condition de sécheresse
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ABSTRACT

Abscisic acid-, stress- and ripening-induced (ASR) proteins were first described about
15 years ago as accumulating to high levels during plant developmental processes and in
response to diverse stresses. Currently, the effects of ASRs on water deficit tolerance and the
ways in which their physiological and biochemical functions lead to this stress tolerance
remain poorly understood. Here, we characterized the ASR gene family from maize (Zea
mays), which contains nine paralogous genes, and showed that maize ASR1 (ZmASR1) was
encoded by one of the most highly expressed paralogs. Ectopic expression of ZmASR1 had a
large overall impact on maize yield that was maintained under water-limited stress conditions
in the field. Comparative transcriptomic and proteomic analyses of wild-type and ZmASR1-
overexpressing leaves led to the identification of 3 transcripts and 15 proteins up- or down-
regulated by ZmASR1. The majority of them were involved in primary and/or cellular
metabolic processes, including branched-chain amino acid (BCAA) biosynthesis.
Metabolomic and transcript analyses further indicated that ZmASR1-overexpressing plants
showed a decrease in BCAA compounds and changes in BCAA-related gene expression in
comparison with wild-type plants. Interestingly, within-groups correlation matrix analysis
revealed a close link between 13 decreased metabolites in ZmASR1-overexpressing leaves,
including two BCAAs. Among these 13 metabolites, 6 were previously shown to be
negatively correlated to biomass, suggesting that ZmASR1-dependent regulation of these 13

metabolites might contribute to regulate leaf growth, resulting in improvement in kernel yield.



INTRODUCTION

Since one-third of the world’s food is produced on irrigated land (FAO, 2008), the
likely impacts of recurrent heat waves and water stress episodes on global food production are
numerous. In the European heat wave of 2003, crop production was reduced by around 30%
(Ciais et al., 2005). In maize (Zea mays), the most significant reductions in end-of-season
kernel yields are observed when water deficit occurs during the flowering stage, either just
before floral initiation or immediately after pollination, because of the impact of water deficit
on ovary and young kernel abortions (Claassen, 1970; Boyer and Westgate, 2004). Water
deficit during the vegetative growth phase also leads to reductions in overall productivity
through reductions in kernel numbers (Boyer and Westgate, 2004). Finally, late-stage water
deficit during the kernel filling period can lead to reductions in yield, depending upon the dry
matter reserves in the plant (McPherson and Boyer, 1977).

Trait-based approaches considering maize drought avoidance and dehydration
tolerance mechanisms have been relatively slow to progress judged by the adoption of
improved varieties (Salekdeh et al., 2009). Transgenic maize plants expressing the betA gene
from Escherichia coli encoding choline dehydrogenase, a key enzyme in the biosynthesis of
glycine betaine from choline, showed enhanced glycine betaine accumulation, resulting in
greater kernel yield after drought stress in field tests (Quan et al., 2004). Expression of a
maize CAAT box-transcription factor, ZmNF-YB2, has also been shown to confer drought
tolerance and enhanced photosynthetic capacity under drought stress with improvements in
kernel yield in maize (Nelson et al., 2007). Additionally, two members of a family of bacterial
RNA chaperones, CspA from E. coli and CspB from Bacillus subtilus, were shown to confer
vegetative tolerance and improved end-of-season kernel yield under water-limiting conditions
in maize (Castiglioni et al., 2008). These studies clearly demonstrate that maize plants are
amenable to improved water deficit tolerance through multiple mechanisms of action.

Having specific target traits and genes can markedly accelerate progress through the
marker-assisted selection of parents and progeny in early generations (Tuberosa and Salvi,
2006). We used a proteomics strategy, with the use of a recombinant inbred line population
derived from the cross between the maize inbred lines MBS847 and F2 differing in yield
under water deprivation conditions, to identify candidate proteins associated with water stress
response in maize (de Vienne et al., 1999). The protein quantity profiling of all individuals in
the segregating population made it possible to treat the quantity of each protein as a
quantitative trait and to identify QTL (quantitative trait locus) for protein quantity hereafter

named PQL (protein quantity locus) according to Damerval et al. (1994). When the PQL



colocated with a QTL related to water deficit response, a causal relationship could be inferred
between the protein level and the trait variation. Furthermore, when the gene encoding the
protein also colocated, it could be seen as a candidate gene. Among the identified candidate
genes was a member of the abscisic acid- (ABA), stress- and ripening-induced (ASR) gene
family, ZmASR1 (for Zea mays ASR1), which colocated with its PQL and QTLs for leaf
senescence and anthesis-silking interval (de Vienne et al., 1999; Jeanneau et al., 2002). These
associations were validated by the observation that transgenic maize lines misexpressing
ZmASR1 showed significant changes in leaf senescence under mild water deficit conditions in
the field (Jeanneau et al., 2002). Interestingly, transgenic Arabidopsis plants overexpressing
an ASR gene from Lilium longiflorum (LLA23) or Musa paradisiaca (MpASR), exhibited
enhanced capacity to survive in water-limited conditions (Yang et al., 2005; Liu et al., 2010).
Overexpression of tomato ASR1 (SIASR1) gene in tobacco plants also resulted in decreased
rates of water loss (Kalifa et al., 2004a). Together, these results suggest that water deficit
tolerance is mediated at least in part through ASR proteins.

The ASR proteins are highly charged, hydrophilic and low molecular weight proteins
that are widely present in the plant kingdom, except in the Brassicaceae family (reviewed by
Carrari et al., 2004; Battaglia et al., 2008). Since their discovery more than a decade ago, they
have been described as accumulating to high levels during plant developmental processes,
such as fruit ripening, pollen maturation and Glc metabolism (Iusem et al., 1993; Wang et al.,
1998; Cakir et al., 2003; Frankel et al., 2007; Yang et al., 2008), and in response to diverse
stresses, including water deficit, salt, cold, limited light and lately pathogen attack (Schneider
et al., 1997; Riccardi et al., 1998; Vaidyanathan et al., 1999; Huang et al., 2000; Maskin et al.,
2001; Kalifa et al., 2004a; Philippe et al., 2010; Liu et al., 2010). Nevertheless, it is
noteworthy that their exact function remains enigmatic. Indeed, the molecular mechanisms
underlying the biological roles of the ASR proteins cannot be deduced simply by sequence
homology with other known proteins. SIASR1 and the grape ASR protein, VVMSA (for Vitis
vinifera maturation-, stress-, ABA-induced protein), have been shown to possess DNA-
binding activity (Cakir et al., 2003; Kalifa et al., 2004b; Rom et al., 2006; Maskin et al., 2007;
Shkolnik and Bar-Zvi, 2008). On the basis of such findings, these ASR proteins have been
proposed to regulate the transcription of sugar- and abiotic stress-regulated genes in fruit and
vegetative tissues, respectively (Cakir et al., 2003; Kalifa et al., 2004a; Frankel et al., 2007,
Saumonneau et al., 2008). However, a dual function of LLA23 and SIASRI1 proteins as a
regulator and a protective molecule upon water deficit has also been proposed (Yang et al.,

2005; Yang et al., 2008; Konrad and Bar-Zvi, 2008).
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Figure 1. Gene structure of ZmASR genes. (A) Schematic drawing of the exon/intron structure of
ZmASR genes. Black arrows and thin grey bars indicate exons (bold numbers) and introns (normal
numbers), respectively, sizes for which are in base pairs. (B) Alignment of the deduced amino acid
sequences of ZmASR genes. Arrows denote the two highly conserved regions of ASR proteins: a small N-
terminal consensus of ~18 to 20 amino acids containing a stretch of six His residues (solid arrow) and a
large C-terminal region containing two ABA/WDS signatures (dashed arrows). Amino acid positions
determined to be the Zn?*-dependent DNA-binding activity domain and a sequence possibly hindering
DNA-binding of the SIASR1 protein (Rom et al., 2006), are marked with triangles and stars, respectively.
Amino acid positions determined to be the A and B regions of the bipartite nuclear localization signal of
the LLA23 protein (Wang et al., 2005), are underlined. Amino acids identical to LLA23 or SIASR1
proteins are written in bold.



To validate further the candidate gene ZMASR1 and gain insight into its function, we
characterized the ASR gene family of maize. We showed that ZmASR1 was one of the most
highly expressed ASR genes in maize and found evidence that its expression had a large
overall impact on maize vegetative productivity and yield that was maintained under water-
limited stress conditions in the field. We identified 25 genes that were either transcriptionally
or post-transcriptionally regulated by ZmASRI1, of which 7 were involved in branched-chain
amino acid (BCAA) biosynthesis. Our studies further revealed a close link between 13
decreased metabolites in ZMASR1-overexpressing leaves, including two BCAAs, and support
the idea that ZmASR1-dependent regulation of BCAA biosynthetic genes might contribute to

yield improvement.

RESULTS
ZmASRL1 belongs to the maize ASR gene family that consists of at least nine members

To identify ZmASR genes, we first analyzed the public databases for the presence of
putative ASR coding sequences in maize using the ZmASR1 protein sequence as the query
(Riccardi et al., 1998). The search was then extended to maize genomic contigs (The Institute
for Genomic Research), high throughput genomic sequences and the recently released maize
genomic sequence (Schnable et al., 2009), which were matched with the EST sequences and
used to design specific primers for DNA and cDNA amplification in maize lines used for
mapping analysis and transgenesis. This led to the identification of 9 ZmASR genes in the
maize genome (Fig. 1, Supplemental Tables S1 and S2), including the published gene Bssl
(for bundle sheath strands specific gene 1; Furumoto et al., 2000) renamed hereafter ZmASRA4.
ZmASR1 to ZmASR7-3 mapped to 5 of the 10 maize chromosomes with chromosomes 2 and
10 harboring two loci each and chromosome 3 three loci (Supplemental Table S1). ZmASR7-1
and ZmASR7-2 were separated by 3 kb, whereas ZmASR7-3 was separated from this cluster by
approximately 100 kb. When the nucleotide sequences of the 9 ZmASR cDNAs were aligned,
sequence identity values of 15 to 97% were observed between the individual maize genes
(Supplemental Table S3). All ZmMASR genes possessed a conserved structure composed of two
exons and one intron, except ZMASR7-1, ZmASR7-2 and ZmASR7-3 genes, whose first and
second exons were fused (Fig. 1A). This fusion between exon 1 and exon 2 was also found in
sorghum (Sorghum bicolor) SbASR6 and SbASR7 genes, suggesting that it took place before
the divergence of those two species (Supplemental Table S4). In general, the length of exons

1 and 2 was conserved (approximately 200 bp), with the exception of exon 1 of ZmMASR3



gene, which was three times longer, like its barley, sorghum and rice counterparts
(Supplemental Table S4).

The maize ASR loci encoded small proteins of 102 to 269 amino acid long that met the
hydrophilin criteria (Garay-Arroyo et al., 2000) in that their GRAVY index was between -
1.13 and -1.37, and 8 to 28% of their amino acid residues are Gly, and were predicted to be
“natively unfolded” in solution given their enrichment in disorder-promoting charged amino
acids (Supplemental Table S4). They all contained the two ASR-specific conserved motifs,
e.g. a small N-terminal consensus of 18 to 20 amino acids containing a typical stretch of six
His residues, and a large C-terminal region of at least 80 amino acids containing two
ABA/WDS signatures (Canel et al., 1995; Padmanabhan et al., 1997), except ZmASR3 and
ZmASR4, which did not possess the N-terminal His-rich domain (Fig. 1B; Supplemental
Table S4). The first exon of ZMASR3 encoded an additional domain that was not conserved in
other ZmASR proteins. Additionally, ZmASR7-1 presented a single nucleotide insertion in a
position corresponding to amino acid 57 within the second ABA/WDS signature, leading to a
frameshift and consequently to a unique and maize-specific deduced amino acid sequence at
the C-terminus (Fig. 1B). With the exception of ZmASR4 and ZmASRS, ZmASR proteins
contained a sequence motif at the C-terminus (Fig. 1B and Supplemental Table S4),
presenting highest identity (71 to 86%) with the Zn**-dependent DNA-binding activity
domain of the SIASR1 protein (Rom et al., 2006). Close examination of the C-terminal
extremity of ZmASR1, ZmASR2 and ZmASR3 revealed the presence of a region structurally
similar to the bipartite nuclear localization signal (NLS) of LLA23 (Fig. 1B and Supplemental
Table S4; Wang et al., 2005), while 5 other ZmASR proteins presented only the first (A in
Fig. 1B) but lacked the second motif (B in Fig. 1B).

To assess the diversity of the ASR gene family beyond maize, a phylogenetic tree was
constructed that included the 9 maize genes and 91 related genes from representatives of
different groups of Spermatophyta found in the data banks (Supplemental Fig. S1). In the case
of rice we adopted the nomenclature published during the time course of this study (Philippe
et al., 2010). Maximum likelihood (ML) and Bayesian reconstruction methods were
congruent and confirmed the previous established division of plant ASR proteins in three
distinct clades corresponding to conifer, eudicot and monocot sequences (Supplemental Fig.
S1; Frankel et al., 2007). By adding all available maize sequences, we showed that within
monocots, the Commelinid sequences form a monophyletic group, with Poaceae sequences
falling in two distinct clades, the I-1/I-2/I-3 clade and the II-1/I1-2 clade (Supplemental Fig.
S1). Within the I-1/1-2/1-3 clade ZmASR1, ZmASR2, ZmASR3 and ZmASR4 were related to
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SbASR1, SbASR2, SbASR3 and OsASR6, respectively (Supplemental Fig. S1). Within the II-
1/11-2 clade, ZMASR5 and ZmASRG6 were related to SODASR5 and ShASR4, respectively, while
ZMASR7-1, ZmASR7-2 and ZmASR7-3 appeared as three recent paralogs that were related to
SbASR7 (Supplemental Fig. S1).

Response of ZMASR transcript levels to water deficit and water stress-related
treatments

To investigate the role of the different ZMASR genes in the maize plant and under
water stress conditions, quantitative reverse transcription (qQRT)-PCR was used to monitor
their transcript levels in leaf and kernel tissues at different developmental stages, the growth
of both tissues being very sensitive to water deficit, and root tissue, which partly maintains
growth under water deficit (Westgate and Steudle, 1985). The expression patterns of
ZmASRG6, ZmASR7-2 and ZmASR7-3 were not analyzed because it was not possible to design
gene-specific primers of sufficient quality for qRT-PCR. The relative abundance of the other
six ZMASR amplicons could be compared as we showed that the PCR efficiency for each gene
was very similar (see the Methods section).

Under well-watered conditions, all the ZmASR genes tested were transcribed in leaf,
kernel and root tissues (Fig. 2). In leaves, the expression of ZMASR1 displayed a bell-shaped
expression pattern (Fig. 2A) peaking at 10 cm from the leaf insertion point, e.g. beyond the
growing zone, which has a constant length of 7-8 cm in maize (Tardieu et al., 2000). The
transcript levels of ZMASR3, ZmASR4, ZmASR5 and ZmASR7-1 increased along the leaf,
while the transcript levels of ZMASR2 were rather stable along the segments from 2 to 10 cm
and decreased in the mature part of the leaf (Fig. 2A). In unfertilized and fertilized caryopses,
the transcript levels of ZMASR1, ZmASR2 and ZmASR3 displayed a bell-shaped expression
pattern, which peaked at 0, 7 and 9 d after pollination (DAP), respectively, and remained
rather stable after 12 DAP (Fig. 2F, G). The transcript levels of ZmASR4 increased
moderately during the filling stage, whereas expression of ZmASR5 and ZmASR7-1 peaked at
7 DAP and, after a drop at 12 DAP, remained rather stable throughout development (Fig. 2F,
G). Under water deficit conditions, statistically significant transcript level increases were
observed for ZMASR1, ZmASR2, ZmASR4 and ZmASR7-1 in leaves (Fig. 2A) and only
ZmASR4 in kernels (Fig. 2G).

For plants, the responses to water deficit include both ABA-dependent and ABA-
independent pathways (Nakashima et al., 2009). Moreover, ABA induces some ASR genes in

a range of plant species, including tomato, tobacco, grape, sugarcane and rice (Rossi et al.,
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1998; Sugiharto et al., 2002; Cakir et al., 2003; Takasaki et al., 2008). Sugars, such as Glc,
also exhibit interactions with ABA in controlling seedling development (Rolland et al., 2006),
and grape and tomato ASR proteins may be involved in Glc metabolism (Cakir et al., 2003;
Frankel et al., 2007). Additionally, PEG-induced water stress increases tomato, potato and
sugarcane ASR transcript levels (Amitai-Zeigerson et al., 1995; Doczi et al., 2002; Huang et
al., 2000; Sugiharto et al., 2002). Therefore, we also studied ZmASR transcript levels in
response to exogenous ABA (3.7 uM), Glc (1%) and PEG (7%) treatments. Transcript levels
of ZMASR1, ZmASR2, ZmASR3 and ZmASR4 were up-regulated between 4 and 18 h in control
leaves and roots, while those of ZMASR5 were slightly down-regulated after 4 h and up-
regulated at 12 h in control leaves and roots, respectively (Fig. 2B and 2D). Comparatively,
transcript levels of ZMASR7-1 were up-regulated at 12 h and stable in control leaves and
roots, respectively (Fig. 2B and 2D). These expression data might be due to the memory of a
circadian cycle. In response to ABA treatment, we found that in leaves transcript levels of
ZmASRS were down-regulated, while those of ZmASR1, ZmASR3 and ZmASR4 were up-
regulated (Fig. 2B). In roots, up-regulation by ABA appeared a common feature to ZmASR1,
ZMASR2, ZmASR4 and ZmASR7-1 (Fig. 2D). Supplying Glc barely altered ZmASR1 transcript
levels in leaves (Fig. 2C). In contrast, in roots, up-regulation by Glc appeared a common
feature to ZMASR1 and ZmASRS5 (Fig. 2E). This Glc response was unlikely to be due to an
osmotic effect since the PEG treatment, at an equal osmotic potential, had no effect on both
ZmASR1 and ZmASRS expression (Fig. 2E). Nevertheless, supplying PEG decreased ZmASR5
transcript levels in leaves as well as ZMASR2 and ZmASR7-1 transcript levels in roots (Fig. 2C
and 2E).

ZmASRL1 is the primary detectable ZmASR protein responding to water deficit in leaves
Expression at the transcript level is not always reflected at the protein level, so we
combined separation of soluble proteins by two-dimensional gel electrophoresis (2-DE) with
quantitative analysis of silver-stained gels and identification by liquid chromatography-
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) to investigate the protein expression pattern of the
ZmASR proteins in ear leaf and kernel tissues harvested at different DAPs from plants
submitted to water deprivation 7 d before pollination. Our 2-DE condition allowed the
analysis of 5 ZmASRs (ZmASR1, ZmASR2, ZmASR3, ZmASR4 and ZmASRSY5), the pl of
the remaining ZmASRs (ZmASR6, ZmASR7-1, ZmASR7-2 and ZmASR7-3) being higher
than that of the immobilized pH gradient strips used. The highly alkaline pI of ZmASR7-1,
ZmASR7-2 and ZmASR7-3 (between 9.7 and 10.6) would need specific basic isoelectric
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focusing gels that are in general not favorable to quantitative 2-DE analysis. Our 2-DE
analysis revealed ZmASR1, ZmASR2 and ZmASR3 in ear leaves (Fig. 3A-G) and only
ZmASR1 in kernels (Fig. 31-K). Interestingly, ZmASR1 encoded by one of the most highly
expressed ZMASR genes, was the most abundant detected ZmASR isoforms (Fig. 3H). Under
well-watered conditions, its expression was rather stable during the early phase in kernels
(Fig. 3H), paralleling the slight decrease observed at the transcript levels only after 7 DAP
(Fig. 2G). Under water deficit conditions, its expression gradually increased in ear leaves
(Fig. 3H), while it did not show any significant change in kernels (Fig. 3L). In contrast,
ZmASR?2 showed relatively moderate increase in ear leaves in response to water deficit, while
ZmASR3 did not show any change (Fig. 3H). These data suggest that ZmASR1 encodes the

major ASR isoform for water stress responses in maize.

Ectopic expression of ZmASR1 maintains kernel yield under water-limited conditions
To address ZmASR1 function, transgenic maize plants overexpressing the ZmASR1
coding sequence (ZMASR1-OE) under the control of the constitutive CSVMV promoter
(Verdaguer et al., 1998) were generated. After selection and regeneration, followed by two
backcrosses with the maize line F2, 9 independent hemizygous lines that carried a unique T-
DNA insertion and expressed ZmASRI1 protein (data not shown), and their wild-type sister
(WT) lines were selected and evaluated in a field site under well-watered and water-limited
conditions (see the Methods section and Supplemental Fig. 2A-B). Quantitative RT-PCR
experiments on leaves 11 (below the ear leaf) 5 d before silk emergence showed that
transgenic lines expressed ZmASR1 about 13-fold and 4-fold more than WT lines under well-
watered and water-limited conditions, respectively (Supplemental Fig. S2C). An across-event
analysis demonstrated that ZmASR1-OE plants exhibited a significant 3% and 4% increase in
ear leaf area relative to WT plants under both well-watered and water-limited stress
conditions, respectively, and a significant 12% increase in shoot biomass yield in well-
watered conditions (Fig. 4A and 4B, Supplemental Table S5). ZmASR1-OE plants also
demonstrated an increase (P < 0.10) in dry leaf weight and total chlorophyll content under
both well-watered and water-limited stress conditions (Supplemental Table S5). Mean yield
of WT plants at the water deficit block was 2.5 tons (t) per ha, representing an approximately
43% reduction in yield compared with WT plants under well-watered conditions (Fig. 4C,
Supplemental Table S5). Yield averages of ZmASR1-OE plants as a group were significantly
greater than WT plants, by 7% and 17% under well-watered and water-limited conditions,

respectively (Fig. 4C and 4D, Supplemental Table S5). Together, these results provided
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evidence that ectopic expression of ZmMASR1 improved and maintained maize kernel yield

under well-watered and water-limited conditions in the field.

Transcriptomic, proteomic and metabolic adjustments in ZmASR1-OE plants

To obtain additional cues with regard to ZmASR1 function, we used the 46K array
constructed by the Maize Oligonucleotide Array Project (http://www.maizearray.org)
followed by qRT-PCR experiments, 2-DE and gas chromatography coupled to time-of-flight
mass spectrometry (GC-TOF-MS) analysis to contrast the transcriptome, the proteome and
the metabolome, respectively, of ZmASR1-OE leaves with that of WT leaves 5 d before silk
emergence under well-watered and water deficit conditions.

A first gene list of 16 differentially expressed genes was established from the
transcriptome comparison between ZmASR1-OE and WT leaves under both treatment
conditions based on P < 0.01 by two-way ANOVA analyses and the criterion of a 1.5-fold
change in transcript abundance. To confirm the differential expression, qRT-PCR experiments
were performed based on the same samples that had been used for the initial microarray
analysis. Because it was not possible to design gene-specific primers of sufficient quality for
qRT-PCR for 5 target genes, the list was shortened to 11 candidates. Only three of the 11
potential target genes were significantly affected by ZmASR1-OE with opposite effects: (1)
up-regulation of MZ00000739 and MZ00024643 by ZmASR1-OE under well-watered
conditions; (2) down-regulation of MZ00022082 by ZmASR1-OE under both well-watered
and water deficit conditions (Fig. 5, Supplemental Table S2). MZ00000739 (ZmSPL14) likely
encoded a nuclear SQUAMOSA (SQUA) promoter binding protein (SBP)-box transcription
factor of the plant-specific subfamily Ila most closely related to AtSPL14 from Arabidopsis
(Stone et al., 2005; Guo et al., 2008). MZ00022082 encoded a protein with unknown function
carrying a WD40 repeat-like containing domain and was accordingly hereafter named
ZmWD40.1. Finally, MZ00024643 shared highest identity with At5g14680 (75%) and
At3g01520 (71%) sequences encoding Arabidopsis vacuolar USPA (for universal stress
protein A of Escherichia coli) domain proteins (Kerk et al., 2003; Endler et al., 2006) and was
accordingly hereafter named ZmUSPA.1.

The proteome comparison revealed 22 protein spots that were consistently and
significantly more abundant (7 spots) or less abundant (15 spots) in ZMASR1-OE leaves than
in WT leaves in one or both treatment conditions (Table I). Subsequent analyses by LC-
MS/MS led to the identification of 16 of them and showed that they were encoded by 15
distinct genes (Table I, Supplemental Table S6). These comprised five up-regulated proteins
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annotated as class II aspartyl-tRNA synthetase, B-D-glucosidase, spermidine synthase 1,
glucan endo-1,3-B-glucosidase 5 and NAD-dependent epimerase/dehydratase, and 11 down-
regulated proteins annotated as trigger factor-like protein, adenylosuccinate synthetase (two
spots encoded by the same gene), plastid transcriptionally active 16, 3-isopropylmalate
dehydrogenase (IPMDH; two isoformes, ZmIPMDH1 and ZmIPMDH?2), pyruvate
dehydrogenase subunit E1f3, sedoheptulose-1,7-bisphosphatase, photosystem II
stability/assembly factor, C2-domain containing protein and thiazole biosynthetic enzyme 1-
1. Interestingly, none of the corresponding 15 genes generated expression data with
significant P value thresholds in the transcriptomic analysis (data not shown).

Non-targeted metabolite profiling identified 84 unique compounds. Among them, 20
were consistently and significantly affected by ZmASR1-OE with opposite effects: increase in
lactate and urea in water deficit conditions and decrease in 18 other metabolites, including 10
amino acids (Ile, Leu, Val, Phe, Trp, Asn, Gln, Pro, Ala and Gly), two of their derivatives or
potential precursors (benzoate and citramalate) and three sugars (galactinol, Glc and Suc), in

both well-watered and water deficit conditions (Table II).

ZmASR1-OE influences the expression of additional BCAA- and Pro-related target
genes and a specific combination of metabolites

Since the decrease in the three BCAAs Ile, Leu and Val was in reasonable agreement
with that of the ZmIPMDH1 and ZmIPMDH?2 isoforms involved in Leu biosynthesis (Fig. 6),
we hypothesized that ZmASR1 could regulate the transcription of key genes involved in
drought-responsive pathways that were modified by ZmASR1-OE. Therefore, we identified
those genes in the maize genome based on sequence homology to Arabidopsis genes and
examined the expression level of 26 of them in WT and ZmASR1-OE leaves by qRT-PCR
experiments (Fig. 6, Supplemental Fig. S3 and Table S2; The Arabidopsis Information
Resource (TAIR) and AraCyc; Fang et al., 1992; Taji et al., 2002; Martin et al., 2006; Less
and Galili, 2008; Urano et al., 2009). We did not find evidence for transcriptional regulation
of ZMIPMDH1 and ZmIPMDH2/3 genes, in agreement with the transcriptomic analysis (Fig.
6). However, three other BCAA-related transcripts, one for acetohydroxyacid synthase
(ZmAHASL1) and two for ketolacid reductoisomerase (ZmKAR1 and ZmKARI2), showed a
significant increase in ZMASR1-OE leaves in comparison with WT leaves under well-watered
conditions (Fig. 6). Furthermore, one transcript for branched-chain aminotransferase

(ZMBCAT4, BCAA biosynthesis) and two transcripts for A'-pyrroline-5-carboxylate
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synthetase (ZmP5CS2 and ZmP5CS3; Pro biosynthesis) were up-regulated under both
treatment conditions, while an other branched-chain aminotransferase paralog (ZmBCAT2)
was down-regulated in ZmASR1-OE leaves under both treatment conditions (P < 0.10; Fig. 6,
Supplemental Fig. S3). These 7 biosynthetic genes were induced in response to water deficit,
but only one, ZMBCAT2, had an expression pattern consistent with the metabolic changes in
ZMASR1-OE leaves compared to WT leaves (Fig. 6).

To provide further insight into the impact of ZMASR1-OE on the transcriptome,
proteome and metabolome of the maize leaf, a within-groups correlation matrix analysis was
performed. Among 9316 pair-wise correlations computed between 30 transcripts (ZmASR1,
ZmSPL14, ZmWD40.1, ZmUSPA.1 and the 26 genes related to metabolic pathways modified
by ZmASR1-OE), 22 protein spots, the total chlorophyll content and 84 metabolites, we
obtained 726, 158 and 23 individual significant correlations at P < 0.05, P <0.01 and P <
0.001, respectively (Supplemental Tables S7A and S7B). These numbers were nearly twice
that expected under the null hypothesis (Supplemental Table S7B). Furthermore, the number
of positive and negative individual significant correlations did not follow a symmetric
binomial distribution (Supplemental Table S7B). Similar differences were observed for the
transcript-transcript, metabolite-metabolite and transcript-metabolite submatrices, suggesting
that the individual significant correlations obtained for these submatrices were most likely
valuable (Supplemental Table S7B). The analysis of the metabolite-metabolite submatrix
revealed that 13 of the 18 metabolites that were less abundant in ZmASR1-OE leaves than in
WT leaves, showed high positive correlation to each other (Table III). Interestingly, 6 of them
were previously reported to be negatively correlated to biomass in Arabidopsis (Table III;
Meyer et al., 2007; Sulpice et al., 2009). Furthermore, 6 others showed high positive
correlation with metabolites negatively correlated to biomass in Arabidopsis (Table I11;
Meyer et al., 2007; Sulpice et al., 2009). The analysis of the transcript-metabolite submatrix
showed that ZmASRI1 target transcripts involved in BCAA biosynthesis were positively
correlated with each other and/or BCAAs, and revealed a close link between 6 ZmASR 1
target transcripts (ZmBCAT4, ZmKARI2, ZmP5CS2, ZmP5CS3, ZmUSPA.1 and ZmWD40.1)
and the specific combination of 13 decreased metabolites (Supplemental Tables S7C and

S7D).

DISCUSSION

Expression of ASR genes in response to water deficit in maize and other Poaceae species
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Here, we identified 9 ASR genes in the maize genome, making the ZmASR gene family
the biggest ASR gene subfamily identified to date. Phylogenetic analyses indicated several
duplication events after the divergence of Liliales from Commelinids, giving rise to 5
paralogous clades of ASR genes in the Poaceae family. Anchoring of the ASR genes on the
maize physical map shows that all Poaceae sequences can be assigned to one of the Poaceae
ancestor protochromosomes previously defined by Salse et al. (2008). Thus, sequences from
the subclades I-1, I-2, I-3, II-1 and II-2 trace back to chromosomes A11/A12, A4, Al, A2/A4
and A1, respectively. Consequently, the data support the idea that the Poaceae intermediate
ancestor with 12 protochromosomes (Murat et al., 2010) had already 7 ASR genes. The
sequence of events raising this small gene family in grasses might have taken place during the
diploidisation process following the Poaceae specific whole-genome duplication (Murat et al.,
2010). A larger sample of sequence data from monocots other than Poaceae might help to
further elucidate this point.

Our gene-specific qRT-PCR expression data combined with 2-DE analysis and the
recent work of Philippe et al. (2010) in rice strongly suggest that members of the Poaceae
subclade I-1, including ZmASR1 and OsASRS, are the most prevalent ASR proteins in major
plant tissues. It is noteworthy that recently released large-scale quantitative proteomics only
revealed ZmASR1 and ZmASR?2 in maize leaves (Friso et al., 2010; Majeran et al., 2010). In
C4 Poaceae, such as maize, a key component of mature leaves is the partitioning of
photosynthetic processes between the bundle sheath and the mesophyll. Among the 25,800
transcripts (about 80% of the predicted maize transcriptome) that were revealed along the
maize leaf gradient, Li et al. (2010) identified only 5 (ZmASR1, ZmASR2, ZmASR3, ZmASR4
and ZmASRS5) of the 9 ZmASR genes characterized in this study. It is striking that they all
belong to the suite of genes (21%) that were determined to be differentially expressed
between bundle sheath and mesophyll cells (Li et al., 2010). Thus, ZMASR4 showed enriched
expression in bundle sheath cells, in agreement with a previous work that used differential
screening analysis (Furumoto et al., 2000), while ZmASR1, ZmASR2, ZmASR3 and ZmASRS5
showed enriched expression in mesophyll cells. Such a pattern of expression suggests that the
ZmASR gene family shows subfunctionalization. Interestingly, almost all Poaceae sequences
in subclades I-1, I-2 and 11-2, including ZMASR1, ZmASR2, ZmASR3, ZmASR7-2 and
ZmASR7-3, share a putative NLS and substantial sequence identity with the Zn>*-dependent
DNA binding activity domain of LLA23 and SIASRI proteins, raising the interesting
possibility that the ASR proteins belonging to these subclades act as regulators modulating

gene expression.
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Additionally, our transcript and protein expression data confirmed and extended
findings of up-regulation by water deficit of ZmASR1 in maize leaves (Riccardi et al., 1998,
2004). Indeed, we showed up-regulation of ZmMASR1, ZmASR2, ZmASR4 and ZmASR7-1 by
water deficit in leaves, although direct treatment with ABA in leaves induced elevation of
ZmASR1, ZmASR3 and ZmASR4. Up-regulation by water deficit and ABA treatment was
previously shown for the sugarcane and rice ZmASR1 orthologs SoDIP22 and OsASR5
(Sugiharto et al., 2002; Rabbani et al., 2003; Takasaki et al., 2008). These data indicate that
members of the Poaceae subclade I-1, except ZMASR2, may play important role in ABA-
dependent pathways in the water deficit response in Poaceae leaves. In contrast, ZmASR2 and
ZmASR7-1 are regulated by ABA-independent pathways under water deficit in mature leaves,
as previously reported for potato DS2 genes (Silhavy et al., 1995; Doczi et al., 2002). It is
worth noting that maize and rice (Philippe et al., 2010) ASR genes belonging to Poaceae
subclades I-3 (ZmASR4 and OsASR6) and II-2 (ZmASR7-1 and OsASR1) were all up-regulated
by water deficit in mature leaves. In contrast, maize and rice ASR genes belonging to Poaceae
subclades I-2 (ZmASR3 and OsASR4) and II-1 (ZmASR5 and OsASR3) were not significantly
altered and down-regulated by water deficit in mature leaves, respectively. Therefore, these
data suggest that the ASR expression in response to water deficit represents an evolutionarily
conserved regulatory mechanism in the Poaceae and several unrelated eudicot plants. A better
understanding of the physiological roles of the maize ASR genes will require more exhaustive
definition of their expression profiles in response to water deficit at the cellular level. It would
also be important to determine whether these genes are affected by water deficit at the post-

translational level.

ZmASR1 maintained kernel yield under water deficit conditions through a set of low-
molecular-weight metabolites related to growth rate

ASR overexpression studies in plants are exemplified by works carried out on
Solanoideae (Kalifa et al., 2004a; Frankel et al., 2007) and Arabidopsis, although the latter
does not include any ASR homologous genes (Yang et al., 2005; Liu et al., 2010). Our study
demonstrated that ZmASR1-OE improved kernel yield of transgenic maize in the field under
well-watered and water-limited conditions. The positive yield impact of ZmASR1 was both on
kernel number and weight. These results were unexpected based on our previous PQL study,
which did not reveal any QTL for maize yield and its component in the vicinity of the
ZmASR1 chromosomal region (de Vienne et al., 1999; Jeanneau et al., 2002). Nevertheless, it

may be point out that recently identified QTLs for ear length under water-stressed conditions
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(Lu et al., 2006) and female flowering time (Marino et al., 2009) are centered on the ZmASR1
locus. The finding that ZMASR1-OE plants demonstrated significant improvements in ear leaf
area and shoot biomass yield, as well as an increase in leaf dry weight and total chlorophyll
content, implies that these improvements in vegetative productivity translated into
improvements in reproductive performance and kernel yield. Enhanced vegetative tolerance
under well-watered conditions is surprising as we would have expected no significant
differences as previously described under mild water deficit conditions (Jeanneau et al.,
2002). Nevertheless, transgenic maize plants overexpressing ZMNF-YB2 were darker green
and flowered 1-3 d earlier than the control plants under conditions of ample water supply
(Nelson et al., 2007). Additionally, enhanced vegetative tolerance and improved kernel yield
under water deficit conditions were produced by the overexpression of ZmMNF-YB2, betA or
Csp genes in maize (Quan et al., 2004; Nelson et al., 2007; Castiglioni et al., 2008).
Continued evaluation of ZMASR1-OE across different hybrid genetic backgrounds adapted for
the marketplace will be important ongoing work. Furthermore, testing the ability of other
water deficit-inducible ZMmASR genes for their ability to confer water deficit tolerance will
further define the structure-function relationships and improve our understanding of the mode
of action of the ZmASR proteins.

A noteworthy observation from our data is that 18 low-molecular-weight metabolites
decrease in mature ZMASR1-OE leaf. Of high relevance are 12 standard or related-amino
acids and three sugars: (1) Ala, which is synthesized from pyruvate; (2-3) Asn and Gln, which
are the central regulators of carbon/nitrogen metabolism; (4) Gly, whose metabolism occurs
by several different pathways, including Thr catabolism; (5-7) Ile (Thr-derived pathway) and
the two other BCAAs, Leu and Val (pyruvate-derived pathway) that show the highest
hydrophobicity among the proteinogenic amino acids and are accordingly the major
constituents of transmembrane regions of membrane proteins; (8-9) Phe and Trp, whose
synthesis initiates from chorismate and serve in plants as precursors for a wide range of
secondary metabolites having multiple functions; (10) Pro, which is synthesized from either
Glu or Orn and has multiple functions in stress adaptation, recovery and signaling; (11)
benzoate, which derives from Phe and is a precursor to several important benzenoid
compounds, including the defense signaling compound salicylic acid; (12) citramalate, which
may serve as a precursor for Ile biosynthesis in plants similarly as in microorganisms (de
Kraker et al., 2007; Joshi et al., 2010; Less et al., 2010; Szabados and Savoure, 2010); (13)
Suc, which is the major end product of photosynthesis and the major transport form of carbon

from source and sink; (14) its cleavage product Glc, which enhances the expression of genes
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implied in carbohydrate metabolism (Koch, 1996; Trouverie et al., 2004); (15) galactinol,
which plays a novel role in the protection of cellular metabolism, in particular, the
photosynthesis of chloroplast, from oxidative damage caused by several types of abiotic
stresses (Nishizawa et al., 2008). Our finding that ZmASR1-OE triggers adjustment on Glc
level is in good agreement with the observation that a QTL for hexose content colocates with
the ZmASR1 locus (Pelleschi et al., 2006) and a previous report in potato in which tomato
SIASR1 was overexpressed (Frankel et al., 2007). Decreased levels of Phe, Pro, Val, and Suc
had also been described for tobacco and potato plants overexpressing tomato SIASR1 (Kalifa
et al., 2004a; Frankel et al., 2007), although the remaining other decreased metabolites had
never been identified before. Interestingly, among the 18 decreased metabolites, 13 were
positively correlated to each other. Previous reports documented that biomass can be
predicted by a specific metabolite status (Meyer et al., 2007; Sulpice et al., 2009). It is
intriguing that among the 13 positively correlated metabolites, 6 (Ala, Phe, Val, Suc, benzoate
and citramalate) were previously shown to be negatively correlated to biomass (Meyer et al.,
2007; Sulpice et al., 2009). It is also noteworthy that 6 others (trans-aconitate, trans-
caffeoylquinate, galactinol, Glc, monomethylphosphate and Pro) showed positive correlation
to metabolites negatively correlated to biomass (Meyer et al., 2007; Sulpice et al., 2009).
Since ZMASR1-OE plants demonstrated improvement and maintenance in shoot biomass yield
under well-watered and water-limited conditions, respectively, as well as a decrease in this
specific set of 13 metabolites under both treatment conditions, we hypothesize that ZmASR1
might regulate the level of these 13 metabolites, which would contribute to biomass yield and
subsequently result in improvements and maintenance of kernel yield under well-watered and

water deficit conditions, respectively.

Influence of ZMASR1 on the expression of genes involved in BCAA biosynthesis

What is the relationship between ZmASRI1 and the level of these 13 metabolites that
may impact on biomass and kernel yield? Our global comparative study led to the
identification of 25 genes that were either transcriptionally (10 genes) or post-
transcriptionally (15 genes) up-regulated (8 transcripts and 5 proteins) or down-regulated (2
transcripts and 11 proteins) by ZmASR1-OE in mature leaves. Three quarters of them encoded
proteins normally localized in plastids or accumulating in these organelles under osmotic
stress and involved in primary metabolic pathways. Importantly, the microarray analysis and
the additional qRT-PCR experiments revealed different target genes from the proteomic

analysis. Therefore the two approaches were complementary. It is quite evident that some
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genes with transcript changes in ZmASR1-OE leaves compared with WT leaves might have
not been revealed by the proteomic analysis because of their low abundance. Nevertheless, it
is noteworthy that none of the identified proteins that showed substantial changes in
abundance in ZmMASR1-OE leaves compared to WT leaves were transcriptionally regulated in
ZmASR1-OE leaves. The data therefore strengthens the idea that ZmASR1 similarly to other
ASR proteins may act both as a transcriptional regulator and a chaperone-like protein
protector (Saumonneau et al., 2008; Urtasun et al., 2010). A synergistic relationship was
found between the osmolyte glycine betaine and the SIASR1 protein, suggesting a combined
mechanism of action of these two proteins in response to abiotic stresses (Konrad and Bar-
Zvi, 2008). However, the enhanced glycine betaine accumulation in transgenic betA
overexpressing maize lines led to greater increases in total soluble sugars and free amino
acids (Quan et al., 2004) in contrast to the metabolite effects we report in ZmASR1-OE plants.
Thus, the mechanism of action of ZmASRI1 is likely to be different from that of glycine
betaine. Just recently, a wheat group 2 LEA protein named DHN-5 that is closely related to
the maize LEA protein RAB17 and involved in salt and osmotic tolerance (Brini et al., 2007),
has been shown to enhance the thermostability and activity of 3-D-glucosidase (Brini et al.,
2010), a target protein of ZmASRI. It is striking that 3-D-glucosidase and 12 other ZmASR1
target genes belong to the list of established and potential thioredoxin (Trx) targets
(Montrichard et al., 2009; He et al., 2009). Closer analysis shows that 7 additional ZmASR1
target genes may contain Cys residues involved in disulfide bridges, making a total of 20 the
ZmASRI target genes potentially linked to Trx. Thus, our results open the way to the very
speculative hypothesis that ZmASR1 exhibits a chaperone-like activity on selectively redox-
regulated proteins.

Among the established and potential Trx targets with expression changes in ZmASR1-
OE plants, we found 7 genes involved in BCAA biosynthesis. A unique feature of BCAA
biosynthesis, which seems to occur exclusively in plastids, is that Val and Ile are formed in
two parallel pathways using the same enzymes, namely AHAS, KARI, dihydroxyacid
dehydratase and BCAT, while Leu formation branches off from 2-oxoisovalerate, the last
intermediates of the Val biosynthetic pathway, to follow a three-step chain elongation
catalyzed by isopropylmalate synthase, isopropylmalate isomerase and IPMDH, which ends
with a transamination step catalyzed by a BCAT (Binder et al., 2007; Joshi et al., 2010).
Decreases in ZMBCAT?2 transcripts and ZmIPMDH1 and ZmIPMDH?2 proteins in ZmASR1-
OE leaves in comparison with WT leaves, fit well with the finding that ZmASR1-OE triggers
significant decreases in BCAAs. Furthermore, transcript levels of ZmAHAS1, ZmKARI1,
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ZmKARI2 and ZmBCAT4 were correlated with each other and/or the levels of the specific set
of 13 decreased metabolites. Importantly, ZmKARI1 and ZmKARI2, showed enriched
expression in mesophyl cells in comparison with bundle sheath cells (Majeran et al., 2005;
Friso et al., 2010), similarly to that was observed for ZmASRI1 (Li et al., 2010). There are
contradictory reports in the literature on the distribution of ZmIPMDH1 and ZmIPMDH2
across mesophyll and bundle sheath chloroplasts, with a 2-fold enrichment in either
mesophyll (Majeran et al., 2005) or bundle sheath (Friso et al., 2010) chloroplasts.
Distribution of ZmAHAS1, ZmBCAT2 and ZmBCAT4 are as yet unavailable, although it is
noteworthy that ZmBCAT1 and ZmBCAT3 showed enriched expression in mesophyll cells
(Friso et al., 2010). Additionally, it may be noted that Arabidopsis Trx-m1 is the most
effective Trx on AtIPMDHI1 in comparison with Arabidopsis Trx-fl or bacterial Trx (He et
al., 2009). Its maize ortholog (Trx-m4) also showed enriched expression in mesophyll cells
(Majeran et al., 2005; Friso et al., 2010). Taken together, our data demonstrate the causal
relationship between the overexpression of ZmASRI1 and genes involved in BCAA
biosynthesis and support the idea that the improvement in biomass associated with ZmASR1-
OE involves the coordinated transcriptional regulation of BCAA biosynthetic genes. The
resolution of the other ZmASRI target genes is severely hampered by the fact that only
limited functional information is available on them. In this respect, a noteworthy observation
is that Canas et al. (2010) have just recently shown that increasing the expression of the
enzyme P5CS may have a beneficial effect on yield. Additional experiments will be required

to reveal the role of the other ZmASRI1 gene targets in water deficit tolerance.

METHODS
Plant materials and cultures

Stress treatments at vegetative stage. To carry out the water deficit experiment, maize
B73 plants grown in a greenhouse (period of 16 h supplemented with artificial lighting,
25/18°C (d/night) and 60/55% (d/night) relative humidity) with appropriate daily watering
(50% soil water content) until the 5th leaf reached a 35-cm length (about 21 d in average),
were deprived of water (water deficit stress test) or daily irrigated (50% soil water content;
control condition). The 5th and 6th leaves were harvested when growth of the 6th leaf stopped
(< 0.2 cm; water deficit stress test) or after 3 d of constant leaf elongation rate (control
condition), 5 to 7 h after the onset of the light period. Four-cm-long fragments of the 6th
leaves and a 10-cm-long fragment in the middle of the 5th leaf blades were immediately

frozen in liquid nitrogen. For ABA, Glc and PEG treatments, we used leaves and roots
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described in detail by Trouverie et al. (2004). All samples were ground in a 2-mL
microcentrifuge tube containing both 5 and 7 mm steel beads for two to three series of 20 s
using a TissueLyser II at 20 Hz (Qiagen) and stored at -80°C until analysis.

Stress treatment at reproductive stage. Tissues used to establish expression profiles
during maize ovule and kernel development (-5 to 70 DAP), were described in detail by
Massonneau et al. (2005). To carry out the water deficit experiment, maize MBS847 plants
were grown in the greenhouse as described by Qin et al. (2004). Seven d before pollination,
plants were deprived of water or irrigated daily. Sampling took place at 0, 4, 7 and 12 DAP, 5
to 7 h after the onset of the light period. The ears and 10-cm-long fragments in the bottom
thirds of the corresponding axillary leaves were harvested from plants subjected to each
treatment. Mature ovules and kernels were collected from the central part of the ears,
separated from the adhering perianth and the pedicel, and stored in liquid nitrogen. All plant
materials were ground in a mortar in liquid nitrogen and stored at -80°C until analysis.

Stress treatment and yield trial in the field. To evaluate the ZmASR1-OE plants in the
field under limited water-treatment, 9 independently integrated ZmASR1-OE events were
grown at Magneraud, France, in May 2005, using two randomized block design (1 to 4 rows
per event; 45 plants per row in each block, transgene-positive and transgene-negative plants in
each row identified by PCR during the late vegetative stage of development). One block was
maintained in a well-watered condition and the other one placed under limited water-supply
using mobile devices preventing watering by rainfall (Supplemental Fig. S1A) and three sets
of two Watermark probes dispatched at the top third, middle and bottom third of each block.
For each location, there were two probes placed vertically in the soil, 30 and 60 cm below the
surface, respectively, and connected to a datalogger allowing daily collection of soil water
potential data. These data and growth stage of plants were integrated into the “grapher
Watermark” software designed for a specific quality of soil, and therefore allowed the
monitoring of the trial for signs of water deficit throughout the season. Consequently, the
limiting-water condition was achieved at the late vegetative stage of development, e.g. from
19 d before silk emergence (Supplemental Fig. SIB-C). Among the 9 events, 3 with strongest
expression of the transgene (2 to 3 rows per event in each block) were selected for further
analysis. Two-cm-long fragments in the bottom third of the 11th leaves below the ear leaf
were collected 57 d after sowing (5 d before silk emergence), 5 to 7 h after the onset of the
light period and immediately frozen in liquid nitrogen. They were then ground in a 2-mL
microcentrifuge tube containing both 5 and 7 mm steel beads for two to four series of 20 s,

using a TissueLyser II at 20 Hz (Qiagen). Biological duplicates were formed by dividing each
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row in two groups and pooling the three selected events, without changing the proportion of
each row: samples included 46 plants in total with 14 to 18 plants per event and two to three

row per event. All samples were stored at -80°C until analysis.

Plant transformation

The plasmid used for the production of ZMASR1-OE plants contains the backbone of
vector pSB12 (Komari et al., 1996), a Basta resistance cassette (rice Actin promoter and
intron, Bar, Nos terminator) next to the right border, and the ZmASR1 cDNA of maize
MBS847 (Genbank accession number AX297905), under the control of the CSVMV promoter
next to the left border. Agrobacterium-mediated transformation of maize inbred line A188
was based on a published protocol (Ishida et al., 1996). For each transformation event, the
number of T-DNA insertions was evaluated by Southern blot, the integrity of the transgene
was verified by PCR, and the expression level of the transgene was evaluated by RT-PCR and
2-DE as described (Depege-Fargeix et al., 2011; Jeanneau et al., 2002). Seventeen
independent transformation events were crossed with the maize inbred line F2, in which the
ZmASRI1 protein is not detected (Riccardi et al., 1998. Jeanneau et al., 2002). T1 events were
then selected and backcrossed one more time with the maize inbred line F2. Among the 17
independently integrated T2 events, the 9 with strongest expression of the transgene
compared to the endogenous ZMASR1 gene based on 2-DE, were evaluated in the field. In the

T2 generation containing 50% transgenics, the WT plants were used as control plants.

Database search, gene structure determination and chromosomal location of ZmASR
genes

To search for ZMASR1 homologs in maize, we used the ZmMASR1 cDNA in BLAST
analysis using EST assemblies in The Gene Index data base
(http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/plant.html), assemblies of genomic DNA fragments at
The Plant Genomics Resources (http://blast.jevi.org/tgi maize/index.cgi), high-throughput
genomic sequences (HTGS) from BAC clones at the National Center for Biotechnology
Information (NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/HTGS) and the recently release of the
maize genome sequence (http://maizesequence.org). The members of the maize ASR gene
family suggested from these combined in silico analyses were confirmed by sequencing of
amplified cDNA and genomic DNA of maize B73 plus 1 to 5 additional maize inbred lines
(Mo17, F2, F252, MBS847 and/or A188). They were then mapped on the IBM or LHRF
mapping panels using the REFMAP050110 (IBM_Gnp2004) or LHRF Gnp2004 framework
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map, respectively (Falque et al., 2005), using gene-specific primers (Table S2). Alternatively,
BLAST analysis on MaizeSequence.org was used in the absence of polymorphism between
the maize inbred lines that led to the IBP or LHRF mapping panels. Deduced amino acid
sequences were annotated by BLAST against known ASR proteins at NCBI and query against
InterPro (http://www.ebi.ac.uk/Tools/InterProScan/). The ProtParam tool (Gasteigler et al.,
2005; http://www.expasy.ch/tools/protparam.html) was also used to get the physical and

chemical properties of the deduced amino acid sequences.

Phylogenetic analysis

Sequence alignments were managed using BioEdit version 7.0.0 (Hall, 1999), and
visually refined on the basis of the amino acid sequences. Bayesian phylogenetic analysis was
carried out using MrBayes version 3.1.1 (Huelsenbeck and Ronquist, 2001) with a general
time-reversible model with a proportion of invariable sites and a y-distribution for site-
specific rates and a partition according to the three codon positions on the four most
conserved regions only (272 nucleotide alignment matrix). Three chains (two-heated) were
run twice for 107 generations, with a sampling of the cold chain parameters every 100
generations and a burn-in of 25,000 samples. Convergence was followed with potential scale
reduction factor and average SD of split frequencies. A majority rule consensus tree was built

with posterior probabilities of nodes above 0.85 x 100 indicated.

gRT-PCR analysis

The total RNA isolation from maize tissues collected in the stress experiments (leaves,
roots, mature ovules and kernels) with the TRIzol Reagent (Invitrogen) and ethanol
precipitation was carried out as described (Trouverie et al., 2004). Subsequent DNase
treatment and DNase inactivation were carried out according to the instructions of the
supplier (Ambion). Two pg of total RNA were reverse transcribed using random hexamers (In
vitrogen), 100 units of SuperScript II (In vitrogen) and 40 units of recombinant Rnasin
ribonuclease inhibitor (Promega) in a final volume of 20 pL. For expression profiles in the
maize ovules and kernels, the total RNA isolation with phenol/chloroform extraction and
acetic acid/ethanol precipitation, as well as subsequent DNAse treatment and reverse
transcription were carried out as described (Massonneau et al., 2005).

Primer sequences were designed using Primer Express 2.0 (Applied Biosystem).
Subsequent qRT-PCR analysis was carried out as described (Capelle et al., 2010). The

calibration step of the experiment checked for equivalent PCR efficiency of the different
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genes (to allow comparison and normalization). Standard curves (log of cDNA dilution vs. Cy)
using serial 10-fold dilution of cDNA were built for each pair of selected primers, a 100%
efficiency corresponding to a slope of -3.3 (Marino et al., 2003). Practically, only pairs of
primers yielding a slope of -3.3 & 0.1 were selected. The specificity of the amplification
(checked by dissociation curve analysis, gel electrophoresis and sequencing of the PCR
product) and the use of appropriate control genes were also assessed. Normalization of the
results was achieved using the glycine-rich RNA-binding protein 2 (ZmGRP2) gene, the
expression of which was shown to be stable in the different investigated maize lines, tissues

and treatments.

Microarray analysis

Total RNA was extracted using the Nucleospin 8 RNA extraction Kit (Macherey-
Nagel) and in vitro-amplified based on suggestions from the Maize Oligonucleotide Array
Project
(http://www.maizearray.org/files/cRNA Target Production Using RNA_ Amplification.pdf).
Hybridization was carried out as described
(http://www.maizearray.org/files/Hybridization Protocol For cRNA Targets.pdf) using the
46K array constructed by the Maize Oligonucleotide Array Project. Quantile normalization of
the raw data was carried out using the R version 2.4.1 software with a log;o transformation of
the data initially performed. The criteria for the inclusion of a gene in the list of differentially
expressed genes were a 1.5-fold increase or decrease and P < 0.01 by two-way ANOVA
analysis. The cDNA and genomic sequences corresponding to the 70mers present on the
microarray were established by BLAST of the 70mers against the HTGS database and the
recently release of the maize genome sequence, and regularly updated. Deduced amino acid
sequences were annotated by BLAST against the A. thaliana genome at NCBI and screened

for known conserved domains using the CBS database.

Protein extraction, gel staining and 2-DE analysis

Protein extraction with TCA/acetone precipitation was carried out as described
(Mechin et al., 2007). Proteins were solubilized in UKS buffer (Mechin et al., 2007) and
quantified using the 2-D Quant Kit (GE Healthcare Life Sciences). Isoelectrofocusing (IEF)
was carried out using 24-cm long, pH 4-7 Immobiline Dry Strips (GE Healthcare Life
Sciences) to which 50 pg (for protein quantification; 150 and 30 pg for ear leaf and kernel

tissues, respectively) or 300 pg (for protein identification) of dissolved protein was added.
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Active rehydration and focusing were achieved at 20°C in a Protean IEF Cell (Bio-Rad) by
increasing the voltage step by step from 50 to 10,000 V (13 hat 50 V, 0.5 h at 200 V, 0.5 h at
500 V, 1 h at 1,000 V, then increase at 10,000 V) and stopped when 84,000 Vh were reached.
Strips were equilibrated as described (Gorg et al., 1987) and sealed at the top of a 1-mm-thick
2-D gel (24 x 22 cm) with 1% (w/v) low-melting agarose in SDS electrophoresis buffer (25
mM Trizma base, 0.2 M glycine, and 0.1% (v/v) SDS). Separation of continuous gels (11%
(p/v) acrylamide, 2.9% (w/v) piperazine diacrylamide) was performed at 14°C (20 V for 1 h,
140 V for 15h and 20 V for 2 h) in a Protean Plus Dodeca Cell Electrophoresis Chamber (Bio-
Rad) until the bromophenol blue front reached the end of the gel. For protein quantification, a
silver-staining procedure was performed as described (Mechin et al., 2003). Scanning was
carried out at 300 dpi with a 16-bit grayscale pixel depth using an image scanner (Amersham
Biosciences) and analyzed with Progenesis software (Nonlinear Dynamics) according to Zivy
(2007). For protein identification, gels were stained in colloidal Coomassie blue according to
Yan et al. (2000) and spots were excised for MS. Excised gels were re-stained with silver
nitrate as described (Mechin et al., 2003) and compared with the non-excised silver stained

gels.

LC-MS/MS and protein identification

2-D gel spot digestion and LC-MS/MS analysis were performed as described (Page et
al., 2010). A database search was performed with XTandem (version 2010.01.01.4)
(http://www.thegpm.org/TANDEMY/). Enzymatic cleavage was declared as a trypsin digestion
with one possible misscleavage. Cys carboxyamidomethylation and Met oxidation were set to
static and possible modifications, respectively. Precursor mass and fragment mass tolerance
were 2.0 and 0.8, respectively. A refinement search was added with similar parameters,
except that semi-trypsic peptide and possible N-terminal protein acetylation were searched.
The maize genome sequence (release 4a.53, 53764 entries), UniProt database restricted to Zea
mays (http://www.uniprot.org, release 15.11, 43694 entries) and a contaminant database
including in particular trypsin and keratins, were used. Only peptides with a E value smaller
than 0.1 were reported. Identified proteins were filtered and grouped using X!Tandem
pipeline (http://pappso.inra.fr/bioinfo/xtandempipeline/) with the following criterions: (1) a
minimum of two different peptides was required with a E value smaller than 0.05; (2) a
protein E value (calculated as the product of unique peptide E values) smaller than 10 was
required. In case of identification with only two or three MS/MS spectra, similarity between

the experimental and the theoretical MS/MS spectra was visually checked. To take
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redundancy into account, proteins with at least one peptide in common were grouped. This
allowed grouping of proteins of similar function. Within each group, proteins with at least one

specific peptide relative to other members of the group were reported as sub-groups.

Chlorophyll content measurement and metabolite analysis

Total chlorophyll content was measured after extraction of leaf material into 80%
acetone and assay at 663 and 645 nm as described (Arnon, 1949). GC-TOF-MS analysis was
carried out as described (Noctor et al., 2007). Because automated peak integration was

occasionally erroneous, integration was verified manually for each compound in all analyses.

Two-way ANOVA analysis and within-groups correlation matrix analysis

A log) transformation of the data was initially performed when the standard error
values showed that the standard error increased in proportion to the treatment. Either non-
transformed or logo-transformed values were then used for two-way ANOV A analyses using
R software version 2.8.1 (http://cran.at.r-project.org). The two possible means models for
two-way ANOVA are the additive model and the interaction model (Scheffé, 1999; Seltman,
2010). An F-test for interactions was performed to determine whether the additive model
could be retained. When the interaction model was needed, the Bonferroni method was
applied for pairwise comparisons. The significance was placed at a 0.05 level.

In a multivariate anova (MANOV A) model, the within-groups correlation matrix is
calculated from the correlation matrix of residuals after regressing out the influence of the
fixed effects by linear regression (Hair et al., 2010). Functions of the R software were used.
We were unable to test the association between two variables independently of the others
because we did not have enough data to determine partial correlation coefficients. Therefore,
the null hypothesis of a pair-wise correlation coefficient was evaluated by a test derived from
a F-test and extended to all correlation coefficients using the Bonferroni method. The

significance was placed at a 0.05 level.
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Table I. Proteins that showed significant changes in ZMASR1-OE leaves compared to WT leaves.

Trendin  Ratio ZmASR1-OE / WT" Analysis of variance table®
Spot ID* ZmASR1-OE  Control Deficit ZmASR1-OE Deficit Interaction Maize gene model®  Annotation® Class

s0732 Down 0.99 0.34 NR NR 0.007 NI ND ND

s1021 Up 1.30 2.22 0.020 0.752 0.071 GRMZM2G019121 Class Il Aspartyl-tRNA synthetase (AspRS) Amino acid activation

s1202 Up 2.94 1.74 0.020 0.420 0.561 GRMZM2G008247 B -D-glucosidase (GLU) Carbohydrate metabolism
GRMZM2G034152  Flavin containing amine oxidase

s1388 Down 0.50 0.55 0.006 0.304 0.578 GRMZM2G127393  Trigger factor-like protein Protein folding

s1406 Down 0.13 0.73 NR NR 0.027 GRMZM2G123204 Adenylosuccinate synthetase (AdSS) Purine biosynthesis
GRMZM2G020446 Diaminopimelate decarboxylase

s1422 Down 0.42 0.98 NR NR 0.031 GRMZM2G123204  Adenylosuccinate synthetase (AdSS) Purine biosynthesis

s1442 Down 0.26 0.56 0.015 0.491 0.118 NI ND ND

s1444 Down 0.66 0.74 0.005 0.289 0.686 GRMZM2G449496  Plastid transcriptionally active 16 (PTAC16) RNA regulation

s1612 Down 0.37 0.86 NR NR GRMZM2G104613  3-isopropylmalate dehydrogenase 2 (IPMDH?2) Leu biosynthesis
GRMZM2G803490  3-isopropylmalate dehydrogenase 1 (IPMDHI)

s1641 Down 0.48 0.88 NR NR 0.026 GRMZM2G803490  3-isopropylmalate dehydrogenase 1 (IPMDHI1) Leu biosynthesis

s1886 Down 0.68 0.65 0.019 0.248 0.953 GRMZM2G097226  Pyruvate dehydrogenase subunit E1f (PDH-E1B)  Glycolysis and TCA cycle

s1904 Down 0.70 0.63 0.007 0.859  AC147602.5 FGP004 Sedoheptulose-1,7-bisphosphatase (SBPase) Calvin cycle

s1913 Down 1.14 0.68 NR GRMZM2G102838 Photosystem II stability/assembly factor (HCF136) Protein assembly

$2020 Down 0.99 0.50 NR AC210204.3 FGP002 C2 domain containing protein Stress

s2141 Down 0.30 0.68 0.005 NI ND ND

s2210 Down 0.71 0.38 0.019 0.215 0.258 GRMZM2G018375 Thiazole biosynthetic enzyme 1-1 (THI1) Thiamine biosynthesis

s2275 Up 1.82 1.23 0.050 0.055 GRMZM2G064163  Spermidine synthase 1 Polyamine biosynthesis

s2316 Up 1.56 1.29 0.011 0.133 GRMZM2G078566  Glucan endo-1,3-B-glucosidase 5 Carbohydrate metabolism

$2322 Up 1.75 1.34 0.005 0.436 0.108 NI ND ND

52460 Down 0.82 0.63 0.035 0023 0.112 NI ND ND

$2528 Up 1.54 1.21 0.020 0.778 0.244 GRMZM2G068244 NAD-dependent epimerase/dehydratase Coenzyme binding

$3353 Up 1.85 1.32 0.020 0.306 0.170 NI ND ND

“Identification number of the corresponding protein spot on the 2-D reference map.
®The expression values are reported relative to the WT samples in the same culture condition (n=2).
“Proteins were categorized as ZmMASR1-OE (light-gray box), deficit (gray box) and interaction (dark-gray box) as follows. ZmASR1-OE: metabolites that showed significant (P < 0.05) changes in
ZmASR1-OE leaves compared to WT leaves when the additive model could be retained. Deficit: metabolites that showed significant (P < 0.05) changes under water deficit conditions compared to
well-watered conditions when the additive model could be retained. Interaction: metabolites that showed significant (P < 0.05) changes in ZmMASR1-OE leaves compared to WT leaves by the

Bonferroni method when the additive model could not be retained. Experimental details are described in Methods.

YMaize genome release 5a.59 of November 2010 (http://www.maizesequence.org). "NI" stands for "not identified by LC-MS/MS".
“Manually improved annotation from SwissProt, GenBank, Trembl and InterPro databases. Annotations in gray were eliminated based on the absence of correspondence between the theorical Mr
and the observed Mr and/or the PAI (see Supplemental Table S6). "ND" stands for "not determined".
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Table I1. Metabolites that showed significant changes in ZMASR1-OE leaves compared to

WT leaves.
Trendin ~ Ratio ZmASR1-OE / WT* Analysis of variance table”

Pathway Metabolite ZmASR1-OE Control Deficit ZMASR1-OE Deficit Interaction
BCAAs Ile Down -0.11 -0.15 0.010 - 0.573

Leu Down -0.08 -0.14 0.007 0.284

Val Down -0.09 -0.11 0.010 0.143 0.790
Aromatic amino Phe Down -0.06 -0.12 0.011 - 0.189
acids Trp Down -0.11 -0.16 0.016 - 0.583
Glutamate family Asn Down -0.13 -0.20 0.044 0.170 0.624

Gln Down -0.07 -0.12 0.037 0.550

Pro Down -0.06 -0.08 0.032 0.783
RFO Galactinol Down -0.13 -0.08 0.010 0.415
Saccharides Glc Down -0.17 -0.08 0.004 0.221

Suc Down -0.14 -0.08 0.037 0.277 0.505
GABA shunt Ala Down -0.08 -0.09 0.024
Others trans-Aconitate Down -0.22 -0.10 0.021 0.183 0.280

Benzoate Down -0.09 -0.11 0.039 0.173 0.833

trans-Caffeoylquinate Down -0.13 -0.16 0.033 0.078 0.781

Citramalate Down -0.10 -0.19 0.040

Gly Down -0.11 -0.11 0.005

Lactate Up 0.31 1.81 NR

Monomethylphosphate Down -0.16 -0.21 0.004

Urea Up 0.37 1.23 NR

*The expression values are reported relative to the WT samples (n=2).

"Metabolites were categorized as ZMASR1-OE (light-gray box), deficit (gray box) and interaction (dark-gray box) as follows.
ZmASR1-OE: metabolites that showed significant (P < 0.05) changes in ZmASR1-OE leaves compared to WT leaves when the
additive model could be retained. Deficit: metabolites that showed significant (P < 0.05) changes under water deficit conditions
compared to well-watered conditions when the additive model could be retained. Interaction: metabolites that showed
significant (P < 0.05) changes in ZmASR1-OE leaves compared to WT leaves under water deficit conditions by the Bonferroni
method when the additive model could not be retained. Experimental details are described in Methods.
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Table I11. Pair-wise correlations of ZmASRI1 target metabolites against decreased and

biomass-related metabolites.

Pathway

Parameter x*

Trend in

ZmASR1-OE Parameter y"

Glutamate
family

Gln

Down

Leu

BCAAs

Leu

Down

Gln

Ile

Down

Leu

Val

Down

Phe
Pro

Aromatic amino
acids

Phe

Down

Val
Pro

Glutamate
family

Pro

Down

Phe
Val

RFO

Galactinol

Down

Benzoate

Citrate
Monomethylphosphate
Raffinose

Succinate

Threonate

Saccharides

Glc

Down

trans-Aconitate

Ala

Ascorbate
trans-Caffeoylquinate
Citramalate

Malate

Suc

Suc

Down

Ascorbate
trans-Caffeoylquinate
Citrate

Ethanolamine

Glc

Malate

Orn

GABA shunt

Ala

Down

trans-Aconitate
Citramalate

Glc

Malate

Others

trans-Aconitate

Down

Ala
Citramalate
Glc

Malate
Raffinose

Benzoate

Down

Galactinol
Monomethylphosphate
Raffinose

Threonate

trans-Caffeoylquinate

Down

Ascorbate
Ethanolamine
Glc

Malate

Suc
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Citramalate Down trans-Aconitate
Ala
Glc
Malate
Monomethylphosphate Down Benzoate
Galactinol
Raffinose

*Metabolites that showed significant changes in ZMASR1-OE leaves compared to WT
leaves.

°Green and red distinguish metabolites negatively and positively correlated to biomass in
Arabidopsis (Meyer et al., 2007; Sulpice et al., 2009).

‘Correlations were calculated from residual data. Green and red shading distinguish
negative and positive correlations, respectively (P < 0.05). The original data are in the
Supplemental Table S7A.
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Figure S1. Majority rule consensus tree obtained using Bayesian interference analysis of 100 ASR sequences. Analysis was performed on a 272-nucleotide matrix restricted to 4 conserved
regions (posterior probabilities of nodes above 0.8 indicated; tree rooted with the conifer group). Maize accession numbers are indicated in Supplemental Table S1. Other accession numbers are as
follows: for Artemisia annua, AaASR (EZ25607.1); for peanut, AhASR (EZ721040.1); for Brachypodium distachyon, BAASRL ( Bradi5g10030.1), BAASR2 (Bradidg24650.1), BdASR3
(Bradi5g10027.1), BAASR4 (Bradi2g61590.1), BIASRS (Bradi2g61600.1), and BAASRG (Bradi2g61607.1); for cayenne pepper, CaASR (AY496130.1); for pomelo, CimASR (U18972.1); for
papaya, CpaASR (TU.supercontig_21.214); for Calystegia soldanella, CsASR (AB047594); for muskmelon, CumASR (AF426403.1); for cucumber, CusASR1 (Cucsa.325760.1), and CuSASR2
(Cucsa.325770.1); for Ginkgo biloba, GbASR (AY461715.1); for soybean, GmASRL (AK285221.1), GmASR2 (AK382827.1), and GmASR3 (Glymal0g36890.1); for rubber tree, HbLP1
(AY221984.1), and HbLP2 (AY221987.1); for barley, HVASRL (AK252686.1), HVASR? (AK252200.1), and HVASR3 (AK?250239.1); for Ipomea nil, InASR (AB267819); for lotus, LjASR
(AP004525); for lily, LLA23 (AY101194.2) for banana, MaASR1 (GU134749.1), MaASR2 ( GU134773.1), MaASR3 (GU134777.1), and MaASR4 (GU134737.1); for Mesembryanthemum
crystallinum, McASR (AF054443); for cassava, MeASR (cassaval9036); for Mimulus qusttatus, MgASRL (mgf006859m), MgASR2 (mgf007644m), MgASR3 (mgf010714m), MgASR4
(mgf021948m), and MgASRS (mgf016130m); for rice, OSASRL (AK063053.1), OsASR2 (AK318549.1), OsASR3 (AK064115.1), OsASR4 (AK104594.1), OsASRS (AK119208.1), and OsASR6
(AK060804.1); for apricot, PaASR (U93164.1); for bamboo moso, PeASR1 (FP096381.1), PeASR2 (FP097460.1), PeASR3 (FP096151.1), PeASR4 (FP092024.1), PeASRS (FP097457.1), PeASR6
(FP097681.1), and PeASR7 (FP093510.1); for japanese apricot, PmASR (AB434493.1); for white spruce, PgASRL (BTL14797), PgASR2 (BT102053.1), PgASR3 (BT106573.1), PgASR4
(BT101799.1), PgASRS (BT101584.1), PgASR6 (BT087197.1), PgASR7 (BTL02413.1), PgASR8 (BT101475.1), and PgASR (BT117663.L); for poplar, PotASR1 (XM_002306668.1), PotASR2
(XM_002306669.1), PotASR3 (XM_002306670.1), and PotASR4 (POPTR_0005s21570.1); for peach, PpASR (AF317062); for loblolly pine, PtLP3-0 (U67135), PtLP3-1 (U52865), PtLP3-2
(U59451), and PtLP3-3 (U59424); for castor oil plant, REASR1 (XM_002524251.1), and RcASR2 (XM_002524250.1); for Salicornia brachiata, SabASR (EU746399.1); for sorghum, ShASRL
(Sh08g004190.1), SbASR2 (Sh059004100.1), SHASR3 (Sh06g016540.1), ShASRA (Sh04g022220.1), ShASRS (Sh06g016530.1), ShASRG (Sb039013810 1), and SbASR7 (Sh03g013820.1); for
tomato, SIASR1 (DQ058745.1), SIASR2 (AY217012.1), SIASR3 (DQ058750.1), and SIASR4 (DQ058762.1); for sugarcane, SoDIP22 (ABO071694.1); for potato, Stci21A (U76610.1), Stci2lB
(U76611.1), and StDS2 (AJ320154); for Triticum aestivum, TaASR (AK333819.1); for grapevine, VWMSA (AF281656.1).
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Figure S2. Stress treatment and yield trial of ZmASR1-OE plants. (a-c) The yield performance of 9 independently integrated
T2 events was evaluated in the field at Magneraud, France, in May 2005, using two randomized block design. One block was maintained in a well-watered (control)
condition (B) using rain and overhead irrigation, and the other one placed under limited water-supply (C) with mobile devices (A) preventing watering by rain
(experimental details are described in Methods). Blue bar: rain; red bar: overhead irrigation; dashed blue line: threshold of depth (probe at 60 cm below the surface);
dashed pink line: threshold of surface (probe at 30 cm below the surface); blue line: median of depth; pink line: median of surface; black arrow: harvest of leaves 11.
(D) Quantitative RT-PCR experiments assessing ZmASR1 relative expression in WT and ZmASR1-OE leaf samples at a developmental stage corresponding to 57 d
after sowing (5 d before silk emergence) using gene-specific primers listed in Supplemental Table S2. Transcript levels were normalized against the stable
endogenous ZmGRP2 gene and shown relative to ZmBCAT2 transcript levels in the 11th leaf in control conditions. Values represent the mean of biological duplicates
+ SE. When two samples show different letters above the bar, the difference between them is significant (normal letters: P < 0.05).
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Figure S3. Relative expression profile of selected genes encoding ZmASR1 targets and/or rate-limiting
enzymes in leaves 11 of ZmASR1-OE and WT plants. Quantitative RT-PCR experiments were carried out
on cDNA prepared from WT and ZmASR1-OE leaf samples (pool of 3 events, 14 to 18 plants per event, 46
plants in total per sample) at a developmental stage corresponding to 57 d after sowing using gene-specific
primers listed in Supplemental Table S2. Transcript levels were normalized with the values obtained for the
ZmGRP2 gene, which was used as an internal reference gene, and shown relative to ZmBCAT2 transcript
levels in leaf 11 in well-watered (control) conditions. Values represent the mean of biological duplicates + SE
(normal letters: P < 0.05; italic letters: P < 0.10). AHAS, acetohydroxyacid synthase; BCAT, branched-chain
aminotransferase; GlInl, cytosolic GIn synthetase; GIn2, plastidic GIn synthetase; GolS, galactinol synthase;
IPMDH, isopropylmalate dehydrogenase; KARI, Ketolacid reductoisomerase; OAT, ornithine-o-
aminotransferase; P5CS, Al-pyrroline-5-carboxylate (P5C) synthetase 1; P5CR, P5C reductase; ProDH, Pro
dehydrogenase; RafS, raffinose synthase.



Table S1. ZmASR gene mapping.

Gene name  Maize gene model*  Map® Bin MM coord.  Proj. coord.® Flanking Markers®
ZmASR1 GRMZM2G136910 REFMAPO050110 10.02-10.03 49.6 143.5 phi059-umc130
ZmASR2 GRMZM5G854138  Physical 2.05 354.5 354.5 csu850-csu850
ZmASR3 GRMZM2G044132 LHRF_Gnp2004 2.04 197.1 314.9 bnlg1175-umc255a
ZmASR4 GRMZM2G168552 LHRF_Gnp2004 8.05 201 404.2 umc1665-bnlg1782
ZmASR5 GRMZM2G052100 REFMAPO050110 10.04-10.05 92 294.4 bnlg1526-umc259
ZmASRG6 GRMZM2G057841 REFMAP050110 5.04-5.05 2159 388.7 bnl5.71a-phi333597
ZmASR7-1  GRMZM2G014797 Physical 3.04 238.1 238.1 AY110403-AY 110403
ZmASR7-2  GRMZM2G314075 Physical 3.04 238.1 238.1 AY110403-AY 110403
ZmASR7-3  GRMZM2G383699 Physical 3.04 238.1 238.1 AY110403-AY 110403

®Maize genome release 5.a.59 of November 2010 (http://www.maizesequence.org).
®Mapping was performed on the IBM population (REFMAP050110 map) derived from B73xMol7 crossing, except for
ZmASR3 and ZmASR4 genes, which were mapped on the LHRF_Gnp2004 population derived from F2xF252 crossing because
of no polymorphism between B73 and Mol7, and ZmASR7-1, ZmASR7-2 and ZmASR7-3 genes, which were mapped by
BLAST analysis on MaizeSequence.org because of no polymorphism between either B73 and Mo17, or F2 and F252.

“Map coordinate computed with MapMaker using “RI self Haldane” options or found on the HTGS database.

dMap coordinate on REFMAP050110 obtained by homothetic projection with BioMercator (Arcade et al. 2004).

*Proximal and distal markers.




Table S2. Sequence of the primers used for mapping and gRT-PCR analyses.

Amplico
Gene name nsize
and/or oligo ID*  Maize gene model®  Annotation® Class Used for Primer name (bp) Sequence (5’->3")
ZmASR1 GRMZM2G136910 ABA-, stress- and Transcription gRT-PCR  ZmASR1-F-q 95 GTCCCTCCCCGTGTGCTA
MZ00036717 ripening induced factor and/or ZmASR1-R-q TGCATCACACGAGCGCATA
MZ00042848 protein 1 chaperone- mapping  ZMASR1-F-m 179 TGTCGATCCAATTGTCACTT
MZ00042852 like activity ZmASR1-R-m CGTGTACTCGGCGGACTC
ZmASR2 GRMZM2G057410 ABA-, stress- and Transcription gRT-PCR  ZmASR7-F-q 84 CCTCTTCGGCTGACCGTAGT
ripening induced factor and/or ZmASR7-R-q AGAATTAAACAGGTGTGTGGTTGTG
protein 2 chaperone-
like activity
ZmASR3 GRMZM2G044132 ABA-, stress- and Transcription gRT-PCR  ZmASR5-F-q 152 ACCACCAACGACGACGAATA
ripening induced factor and/or ZmASR5-R-q CGGGAGGAGCCGTACTCT
protein 3 chaperone- mapping ZmASR5-F-m 1033 CTGCAAAGCAGCAAGCTCTA
like activity ZmASR5-R-m GATCAGCCGAAGAAGTGGTG
ZmASR4 GRMZM2G168552 ABA-, stress- and Transcription gRT-PCR  ZmASR2-F-q 109 CGGCAGGGCCATGTACTC
ripening induced factor and/or ZmASR2-R-q GTCGTCCACGTTGTCGTAGTACTC
protein 4 chaperone- mapping ZMASR2-F-m 634 AGGGCCATGTACTCCAACAC
like activity ZmASR2-R-m TGGGATGATCAGTCGTTTCA
ZmASR5 GRMZM2G052100 ABA-, stress- and Transcription gRT-PCR  ZmASR3-F-q 77 CCAGTTCCAGTTGTGCCATTG
ripening induced factor and/or ZmASR3-R-q GAAGAAACCGTGGTGCCTCAT
protein 5 chaperone- mapping ZmASR3-F-m 292 GTAGCGACGCGTTCCTGT
like activity ZmASR3-R-m GGCTCCTCCCTCAAATGCTTC
ZmASR6 GRMZM2G057841 ABA-, stress- and Transcription  mapping ZmMASR4-F-m 400 ATGGCTGAGGAGAAGAAG
ripening induced factor and/or ZmASR4-R-m TTCTTCTGGTGGTGCTCGT
protein 6 chaperone-
like activity
ZmASR7-1 GRMzZM2G014797 ABA-, stress- and Transcription gRT-PCR  ZmASRG6-1-F-q 131 ACGAGCACCACCAGAAGAAAGA
ripening induced factor and/or ZmASR6-1-R-q GGTCGGTGCATATGTATGAACG
protein 7-1 chaperone-
like activity
ZmSPL14 GRMZM2G169270  AtSPL14-like Transcription gRT-PCR MZ00000739-F 84 GAGCAGAGTTGGAACATGTCATG
MZ00000739 protein factor MZ00000739-R TCGACATTTTGTGCATTGCA
ZmWDA40.1 GRMZM2G405690 WDA4O0 repeat-like- Unknown gRT-PCR MZ00022082-F 71 TTTATATCTCCAACAAGGCGTCTTT
MZ00022082 containing domain MZ00022082-R

protein

TCAGCAGTTGCCAGGACAAG




ZmUSPA.1 GRMZM2G119258 USPA domain Unknown gRT-PCR  MZ00024643-F 64 TGAGCGAGTTCTGCGTTAAGC
MZ00024643 protein 1 MZ00024643-R TCGGTAGCGTTCCGTTTTATG
ZmAHAS1 GRMZM2G143357  Acetohydroxyacid BCAA gRT-PCR  ZmAHAS2-F 75 TTGGTATGCATGGCACAGTGTA
synthase 1 biosynthesis ZmAHAS2-R ACCGCACACCAAATGCAA
ZMmAHAS2 GRMZM2G007647  Acetohydroxyacid BCAA gRT-PCR  ZmAHAS4-F 76 TGGTGCAACAGCCCGTTT
synthase 2 biosynthesis ZmAHAS4-R CGGTTTTTTTGGTAATGCCTCTA
ZmAHAS3 GRMZM2G077215 Acetohydroxyacid BCAA gRT-PCR  ZmAHAS5-F 73 CAGACATTACACTGCGCGATTT
synthase 3 biosynthesis ZmAHASS-R AATGATTCCTCCAGCTCCATTC
ZmKARI1 GRMZM2G161868 Ketolacid BCAA gRT-PCR  ZmKARI1-F TTTGTGCGACTGTTTGTAAGTCAAG
reductoisomerase 1 biosynthesis ZmKARI1-R CCGGGTCCTCTGATAGAAGCT
ZmKARI2 GRMZM2G004382 Ketolacid BCAA gRT-PCR  ZmKARI2-F CCGCTGATGCTGATTTCGT
reductoisomerase 2 biosynthesis ZmKARI2-R CACTGCGGATCCATACAAGCT
ZmIPMDH1 GRMZM2G803490 Isopropylmalate BCAA gRT-PCR  ZmIPMDH1-F 68 GCTCCGTGCCGGACTTG
dehydrogenase 1 biosynthesis ZmIPMDH1-R CATCTACCAACTGCGGCAATAC
ZmIPMDHZ2/3 GRMZM2G104613 Isopropylmalate BCAA gRT-PCR  ZmIPMDH2/3-F 68 GCAAAAGTCGCCGTTGGA
GRMZM2G109935 dehydrogenase 2 biosynthesis ZmIPMDH2/3-R
and 3 TCTACAGTGTACAGTCTCGCAATCTG
ZmBCAT1 GRMZM2G071208 Branched-chain BCAA gRT-PCR  ZmBCATI1-F 77 TGTACACTTCACTGACGAGTCTTCAG
aminotransferase 1~ biosynthesis ZmBCATI1-R CGGCCAACTAATTCAGTTGCA
ZmBCAT2 GRMZM2G153536 Branched-chain BCAA gRT-PCR  ZmBCAT2-F 87 CCCGAGTACACCTTCCTCATCT
aminotransferase 2 biosynthesis ZmBCAT2-R GTCATGCACCACCAGGTTGA
ZmBCAT3 GRMZM2G055899 Branched-chain BCAA gRT-PCR  ZmBCAT3-F 80 TCATTGAAGTTGCTCAGAGCAAA
aminotransferase 3~ biosynthesis ZmBCAT3-R TTCATCAGCGTTAATCAACTCATCT
ZmBCAT4 GRMZM2G047347 Branched-chain BCAA gRT-PCR  ZmBCAT4-F 68 GGGTTCCGGAGCCAATGT
aminotransferase 4  biosynthesis ZmBCAT4-R ATAGGGTATGAGATAGGAGAGCTGCTA
ZmBCAT5 GRMZM2G128547 Branched-chain BCAA gRT-PCR  ZmBCATS5-F 83 GGAAGGTTTAGCACCAATAAATTTG
aminotransferase 5 biosynthesis ZmBCAT5-R TGGTCTTCACACCCCCAGTAC
ZmGolS(1-4) GRMZM2G120365 Galactinol synthase RFO gRT-PCR  ZmGolS1-4-F 76 GAGGTTCACGGGCAAGGA
GRMZM2G165919 1,2,3and 4 biosynthesis ZmGolS1-4-R GTAGATGTCCCACCACTTGTTCAC
GRMZM2G131697
GRMZM2G141291
ZmRafS GRMZM2G340656 Raffinose synthase = RFO gRT-PCR  MZ00036333-F 86 AATTACCCTCACGCGAAGCA
MZ00036333 biosynthesis MZ00036333-R AAGAATCAAATCACCGACCAAGA
ZmArginase GRMZM2G174671 Arginase Pro gRT-PCR  ZmArginasel-F 76 CGGGACAGGGATGCTAAGC
metabolism ZmArginasel-R CACTGGGTACGCCCTTGGTA
ZmOAT1 GRMZM2G095221 Orn-8-transferase 1 Pro gRT-PCR  ZmOAT1-F 75 TGGAAGTACATTCGGTGGGAAT
metabolism ZmOATI1-R CCTTCGTCTCTGACCACTTTCA




ZmOAT?2 GRMZM2G119583  Orn-5-transferase 2 Pro gRT-PCR  ZmOAT2-F 65 CGCTCATCGTCTCGGAGAA
metabolism ZmOAT2-R CGCCGGTAGACAGTCCCTTA
ZmP5CS1 GRMZM2G061777  A'-pyrroline-5- Pro gRT-PCR  ZmP5CS2-F 73 TTAGTGCATGTGAGATGGCTGTT
carboxylate metabolism ZmP5CS2-R
synthetase 1 CGCTCATCCGACGACAAATT
ZmP5CS2 GRMZM2G375504  Al-pyrroline-5- Pro gRT-PCR  ZmP5CS1-F 76 CATTGAAGCCAGAAAAGATAGCAA
carboxylate metabolism ZmP5CS1-R
synthetase 2 TGGTTGATTGGGTCTTCCATATT
ZmP5CS3 GRMZM2G028535  Al-pyrroline-5- Pro gRT-PCR  ZmP5CS3-F 73 GATCCTGCCCGTGCATTC
carboxylate metabolism ZmP5CS3-R
synthetase 3 ACAACGAGACAGGTAGGCCAAT
ZmP5CR GRMZM2G068665  Al-pyrroline-5- Pro gRT-PCR  ZmP5CR-F 67 CACGGCTGTCAGAAAAAAAGC
carboxylate metabolism ZmP5CR-R
reductase TCCTGCAAATCTTGCATCTTGA
ZmProDH(1-2) GRMZM2G117956 Pro dehydrogenase  Pro gRT-PCR  ZmProDH-F 92 CGAGCGTGTGCATCAAGATC
GRMZM2G053720 land?2 metabolism ZmProDH-R CGACGGGTGCCTCTTCTG
ZmGIn1-2 GRMZM2G024104 Cytosolic Glu Gln gRT-PCR  ZmGInl-2-F 65 ACCGAGAAGGAAGGCAAAGG
synthetase 1-2 biosynthesis ZmGInl-2-R ACGTACGGGTCCATGTTGGA
ZmGIn1-3 GRMZM2G386046 Cytosolic Glu Gln gRT-PCR  ZmGIn1-3-F 60 AGGGCAGTGGGAGTTCCAA
synthetase 1-3 biosynthesis ZmGIn1-3-R CAGACCTGGTCGCCTGAAGA
ZmGInl-4 GRMZM2G036464 Cytosolic Glu Gln gRT-PCR  ZmGInl-4-F 75 TCGGACACCACAGAGAAGATCA
synthetase 1-4 biosynthesis ZmGInl-4-R GGCTTTGCTCCTGAGATCCAT
ZmGIn2 GRMZM2G098290 Plastidic Glu Gln gRT-PCR  ZmGlIn2-F 73 CACTCCATTTGACCCTTGCTATT
synthetase 2 biosynthesis ZmGIn2-R TGAAGGGCGATATGAGCAAAA
ZmGRP2 GRMZM2G080603 Glycine-rich RNA-  Nucleicacid gRT-PCR  Endol-F-ol 841 94 CACAACGCCTTCAGCACCTA
binding protein 2 binding Endol-R-ol 842 AAGGTGACGAAGCCGAAGC

%l dentification number of the corresponding oligonucleotide deposited on the micro-array.
®Maize genome release 5a.59 of November 2010 (http://www.maizesequence.org). When it was not possible to design gene-specific primers, primers commons to the genes

indicated in parentheses and of sufficient quality for gRT-PCR were designed.

‘Manually improved annotation from SwissProt, GenBank, Trembl and InterPro databases.




Table S3. Sequence identity between individual ZmASR genes.

ZmASR1 ZmASR2 ZmASR3 ZmASR4 ZmASR5 ZmASR6 ZmASR7-1 ZmASR7-2 ZmASR7-3

82 25 36 56 54 32 44 44
ZmMASR1 74/88 2368 26/59  51/64  49/64
25 37 56 55 33 48 47
ZmASR2 24/31 28/59 53/61 54/61
30 21 21 15 22 22
ZmASR3 28/66 17/52 18/54
32 33 23 35 35
ZmASR4 30/46 28/50
72 44 60 61
ZmASR5 79/86
ZmASR6 “ ” N
70 70
ZMASR7-1 Coding region %°
Exon 1/exon 2 %" 97
ZmASR7-2
ZmASR7-3

®Values indicate the percentage of sequence identity at the nucleotide level in the whole coding regions of the genes.
®\V/alues indicate the percentage of sequence identity at the nucleotide level between individual exons.
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Table S4. Summary of exon lengths of various ASR genes from Poaceae and properties of
their deduced amino acid sequences.

Exonl Exon?2 Disorder- Sequence
from to promoting  His-rich First Zn**- Zn*-dependent hindering DNA-

Genename ATG®  STOP® aminoacis” domain NLS® binding site” DNA-binding site® binding®
PeASR5 NA NA 70.3 Yes Bipartite 59(59) 86(100) 90(100)
BdASR2 231 189 63.7 Yes Bipartite 65(71) 71(100) 90(90)
HVASR1 129 81 59.4 Yes Bipartite 76 (82) ND (ND) ND (ND)
HVASR2 231 186 58.7 Yes Bipartite 76 (82) 71 (100) 90 (90)
OsASR5 231 186 46.8 Yes Bipartite 76 (76) 71 (100) 90 (100)
SbASR1 252 186 50.7 Yes Bipartite 82 (82) 81 (100) 90 (100)
SoDIP22 243 186 63.4 Yes Bipartite 76 (76) 86 (100) 90 (100)
ZmASR1 231 186 62.3 Yes Bipartite 82 (82) 86 (100) 90 (100)
SbASR?2 216 189 49.6 Yes Bipartite 65 (65) 86 (100) 90 (100)
ZmASR?2 207 189 61.8 Yes Bipartite 59 (65) 86 (100) 80 (90)
PeASR1 NA NA 69.6 Yes Bipartite 65(65) 71(100) 80(90)
PeASR2 NA NA 69.3 Yes  Monopartite 53(65) 71(100) 80(90)
BdASR3 NA NA 73.6 No Bipartite 12(29) 71(100) 80(100)
HVASR3 609 210 65.1 No Bipartite 5.5 (22) 71 (100) 70 (100)
TaASR NA NA 74.2 No Bipartite 16(26) 71(100) 80(100)
OsASR4 459 231 47.2 No Bipartite 11 (22) 57 (86) 80 (100)
SbASR3 603 207 42.4 No Bipartite 11 (22) 71 (86) 80 (100)
ZmASR3 594 216 66.9 No Bipartite 11 (22) 71 (86) 80 (100)
PeASR3 NA NA 74.1 No Bipartite 11(21) 57(86) 70(100)
PeASR4 NA NA 73.0 No Bipartite 16(26) 57(86) 70(100)
ZmASR4 202 206 64.4 No No 5.8 (5.8) 28 (57) 70 (100)
BdASR4 414 192 65.7 No No 11(26) 57(71) 70(100)
OsASR6 345 204 53.3 Yes Monopartite 17 (17) 57 (71) 40 (50)
SbASR5 153 153 47.4 Yes Monopartite 70 (82) 57 (71) 80 (90)
ZmASR5 162 153 61.5 Yes Monopartite 70 (76) 57 (71) 80 (90)
OsASR3 159 159 51.5 Yes Monopartite 67 (67) 57 (71) 80 (90)
SbASR4 171 153 52.5 Yes  Monopartite 50 (67) 71 (71) 80 (90)
ZmASR6 168 153 64.1 Yes Monopartite 56 (56) 71 (86) 80 (90)
PeASR6 NA NA 68.1 Yes  Monopartite 59(59) 71(86) 80(90)
PeASR7 NA NA 67.0 Yes  Monopartite 59(65) 71(86) 80(90)
BdASR5 168 168 67.3 Yes  Monopartite 12(18) 71(71) 70(80)
BdASR6 NA NA 69.8 No  Monopartite 6(12) 71(71) 50(60)
OsASR2 150 168 71.1 No  Monopartite 23 (35) 71 (71) 60 (70)
OsASR1 135 156 59.3 No Monopartite 5.5 (5.5) 71 (71) 60 (70)
SbASR6 0 261 46.3 Yes No 35 (47) 71 (71) ND (ND)
SbASR7 0 306 59.4 Yes Monopartite 23 (23) 86 (86) 70 (80)
ZmASR7-1 0 321 67.9 Yes No 23 (29) ND (ND) ND (ND)
ZmASR7-2 0 309 55.9 Yes  Monopartite 23 (29) 86 (86) 70 (80)
ZmASR7-3 0 309 59.9 Yes  Monopartite 23 (29) 86 (86) 80 (90)

Exon lengths (bp) of ASR genes from Poaceae. “NA” annotation stands for “non accessible”.

®Percentage of disorder-promoting amino acid residues according to Romero et al. (2001).

“Bipartite NLS lacking the last Lys of the A region from the LLA23 protein (Wang et al., 2005).

dpercentage of sequence identity (similarity) between various Poaceae ASR proteins and SIASR1 protein (Rom et al., 2006). “ND”
annotation stands for “non determined”.




Table S5. ZmASR 1-OE plants maintain kernel yield under water-limited conditions.

WT ZmASR1-OE pP°
Control Deficit Control Deficit Ratio ZmASR1-OE/WT Analysis of variance table Analysis of Bonferroni method
Mean® SE? Mean® SE? Mean®  SE? Mean® SE? Control Deficit ZmASR1-OE Deficit Interaction Pair tested Difference  Lower Upper
Total chlorophyll content (mg g FW) 16 008 116 007 1,77 016 14 0 111 121 00634 |NINOI0GZ 0,749 NR NR NR NR
Dry leaf weight (g g™ FW) 02 001 019 001 0,23 0,03 024 001 1,15 1,26 0,058 0,8139 0,6197 NR NR NR NR
Ear leaf area (cm?) 428094 3,09 32237 387 443,03 4,04 33646 383 1,03 1,04 0,002 0,222 NR NR NR NR
Shoot biomass (g plant™) 8568 2,31 51,66 224 9577 231 5205 22 1,12 1,01 NR NR ZmASR1 -OE.Deficit - ZmMASR1 -OE.Control 4372 5222  -3522
ZmASR1 -OE.Deficit - WT.Control -3363 42,13  -2513
ZmASR1-OE.Control - WT.Deficit 4411 3553 52,68
ZmASR1-OE.Control - WT.Control 10,08 1,39 18,78
WT.Deficit - WT.Control -34,02 42,60  -2545
Shoot biomass yield (/ha) 6,85 0,18 2413 0,18 7,66 0,18 216 0,18 1,12 1,01 NR NR ZmASR1 -OE.Deficit - ZmASR1-OE.Control 3497 41,77 2817
ZmASR1 -OE.Deficit - WT.Control 2691 3371 -20,11
ZmASR1-OE.Control - WT.Deficit 35,28 2842 42,14
ZmASR1-OE.Control - WT.Control 8,07 1,11 15,02
WT.Deficit - WT.Control 27,22 3408 -20,36
Kernel weight (g plant™) 859 1,43 37,00 1,30 9213 142 4332 1378 1,07 1,17 0,0002 0,4648 NR NR NR NR
Dry kernel yield (t ha™) 585 01 254 01 628 01 297 01 1,07 1,17 0,0002 0,6435 NR NR NR NR
Kernel number (plant™) 292,28 556 173,09 545 321 556 201,81 539 1,10 1,17 9,80E-06 0,4993 NR NR NR NR
Harvest index (%) 50,0 089 4237 087 4958 089 4511 085 0,99 1,06 NR 0,0649 ZmASR1-OE.Deficit - ZmASR1-OE.Control -4,46 7,76 117
ZmASR1 -OE.Deficit - WT.Control -4,99 -8,28 -1,69
ZmASR1-OE.Control - WT.Deficit 7,21 3,88 10,53
WT.Deficit - WT.Control -7,73 -11,05 -4,40

#Mean and SE values of WT and ZmASR1 -OE plants.

°Field physiology and yield performance measurements were categorized as ZmASR1- OE (light-gray box), deficit (gray box) and interaction (dark-gray box) as follows. ZmASR1-OE: measurements that showed significant (P < 0.05) changes in ZmASR1- OE plants compared to
WT plants when the additive model could be retained. Deficit: measurements that showed significant (P < 0.05) changes under water deficit conditions compared to well-watered conditions when the additive model could be retained. Interaction: measurements that showed
significant (P_< 0.05) changes in ZmASR1 -OE plants compared to WT plants by the Bonferroni method when the additive model could not be retained. Experimental details are described in Methods. NR: not relevant.




Table S6. Proteins that showed significant changes in ZmASR1 -OE leaves compared to WT leaves, their annotated function, location and quantification.

WT ZmASR1-OE
Control Deficit Control Deficit
Spot ID  Maize gene modeP  Annotation® Location® Mr(10°%° pl® Mr(10%' pl" Spectre match no. Peptide matchno. PAI® Mean" SE" Mean" SE" Mean" SE" Mean" SE"

s0732 NI ND ND ND ND 66.5 4.9 ND ND ND 204.06 1.81 527.55 ND 202.41 144  178.24 38.96
51021 GRMZM2G019121 Class Il Aspartyl-tRNA synthetase (AspRS) Cytoplasm, plastid 58.7 6.8 60.0 6.4 7 6 0.27 104.24 7.555 7812 0.335 135.03 25.34 173.63 0.96
51202 GRMZM2G008247  B-D-glucosidase (GLU) Plastid 58.6 6.0 56.1 5.8 19 16 091 35.05 17.075 61.08 16.29 102.89 21.43 106.30 16.045

GRMZM2G034152 Flavin containing amine oxidase 52.0 5.6 56.1 5.8 3 3 0.14
51388 GRMZM2G127393  Trigger factor-like protein Plastid stroma 52.1 5.0 52.3 4.8 8 8 0.28 134.36 0.545 111.12 24.735 67.15 1.695 60.68 12.445
1406 GRMZM2G123204 Adenylosuccinate synthetase (AdSS) Plastid stroma 48.9 5.9 51.6 5.8 4 4 0.18 122.75 18.84 50.29 18.925 15.56 1.09 36.64 5.305

GRMZM2G020446 Diaminopimelate decarboxylase 48.4 6.1 51.6 5.8 2 2
1422 GRMZM2G123204 Adenylosuccinate synthetase (AdSS) Plastid stroma 48.9 5.9 51.3 6.1 8 7 0.36 311.28 35.235 131.56 33.695 131.28 0.615 129.24 24.585
1442 NI ND ND ND ND 50.8 5.9 ND ND ND 66.79 11.69 4462 7.335 1719 1465 2517 6.105
s1444 GRMZM2G449496 Plastid transcriptionally active 16 (PTAC16) Plastid nucleoid 495 5.1 50.7 5.9 16 15 0.73 292.34 819 305.67 12.74 194.21 18.995 225.32 32.905
s1612 GRMZM2G104613  3-isopropylmalate dehydrogenase 2 (IPMDH2) Plastid stroma 39.3 5.0 47.2 4.9 5 5 0.31 81.35 1.765 57.95 2.735 30.36 4.285 50.07 0.325

GRMZM2G803490  3-isopropylmalate dehydrogenase 1 (IPMDH1) 39.1 5.0 46.5 4.8 2 2 0.13
51641 GRMZM2G803490  3-isopropylmalate dehydrogenase 1 (IPMDH1) Plastid stroma 39.1 5.0 46.5 4.8 3 3 0.20 187.14 17.83 101.93 8.55 90.32 1195 89.56 7.73
51886 GRMZM2G097226 Pyruvate dehydrogenase subunit E1p (PDH-E1B) Mitochondria 37.3 5.1 40.6 5.0 7 5 0.70 14421 1912 125.94 2139 98.18 5.06 81.78 5.285
s1904  AC147602.5_FGP004 Sedoheptulose-1,7-bisphosphatase (SBPase) Plastid stroma 37.7 5.5 40.2 4.7 19 15 0.95 996.16 86.8  752.43 33.985 693.40 109.79 477.21 18.56
1913 GRMZM2G102838 Photosystem |l stability/assembly factor, HCF136 type (HCF-136) Thylakoid-peripheral-lumenal-side 40.2 6.0 40.0 5.3 21 17 1.05 663.49 11.265 813.33 39.005 754.16 6.42 552.43 1.985
s2020  AC210204.3_FGP002 C2 domain containing protein ND 32.7 5.1 37.8 4.9 7 7 0.88 93.49 2655 103.23 5.81 92.72 247 52.00 8.74
s2141 NI ND ND ND ND 35.0 4.8 ND ND ND 1452 0.875 16.78 1.235 437 1985 1149 1.105
s2210 GRMZM2G018375 Thiazole biosynthetic enzyme 1-1 (THI1) Plastid stroma 33.0 4.9 33.6 4.9 12 8 1.18 260.21 579 253.72 2485 185.99 0.555 96.00 7.315
s2275 GRMZM2G064163 Spermidine synthase 1 ND 28.0 5.2 32.2 5.1 11 8 1.09 78.25 131 4886 7.02 14219 3935 60.22 1219
52316 GRMZM2G078566 Glucan endo-1,3--glucosidase 5 Plasma membrane 31.7 4.7 31.3 52 2 2 0.13 53.57 1325 45.08 6.13 83.79 0.46 58.27 6.515
52322 NI ND ND ND ND 31.3 5.1 2 2 0.67 30.89 0.65 33.69 4.005 54.14 3.65 45.08 1.775
52460 NI ND ND ND ND 28.6 5.4 2 2 0.15 49.26 1.225 8259 4.525 40.53 9415 51.94 244
52528 GRMZM2G068244 NAD-dependent epimerase/dehydratase Plastid stroma 27.7 6.8 26.7 6.5 2 2 0.17 177.51 5515 210.01 36.29 273.89 9.41 253.79 7.15
$3353 NI ND ND ND ND 13.6 5.4 ND ND ND 2355 0.9 2478 1.84 4347 6.075 3276 3.155

“ldentification number of the corresponding protein spot on the 2-D reference map showing significant @ < 0.05) changes in ZmASR1 -OE leaves compared to WT leaves under both treatment conditions and manually evaluated from the 2-D reference map.
"Maize genome release 5a.59 of November 2010 (http://www.maizesequence.org). "NI" stands for "not identified by LC-MS/MS".

°Manually improved annotation from SwissProt, GenBank, Trembl and InterPro databases. Annotations in gray were eliminated based on the absence of correspondence between the theoricalM r and the observed M r and/or the PAI. "ND" stands for "not determined".

dManually improved cellular locations from experimental data (Majeran et al. 2010).
°Observed Mr and pl.
Theorical Mr and pl.
9Protein Abondance Index.
"Mean and SE values of a biological duplicate.







Table S7B. Number of individual significant correlations for the whole matrix and its submatrices.

Individual significant correlations

Obtained Expectedb
Matrix® Significance level Total Positive  Negative Total
Whole matrix P <0.05 726 448 278 465
P <0.01 158 96 62 93
P <0.001 23 14 9 9
Transcript-transcript P <0.05 53 42 11 22
P <0.01 16 13 3 5
P <0.001 2 2 0 0
Spot protein-spot protein P < 0.05 14 7 7 12
P <0.01 2 1 1 3
P <0.001 0 0 0 0
Metabolite-metabolite P <0.05 323 300 23 175
P <0.01 67 63 4 35
P <0.001 10 9 1 4
Transcript-spot protein P <0.05 30 9 21 33
P <0.01 7 3 4 7
P <0.001 1 0 1 1
Transcript-metabolite P <0.05 194 40 154 126
P <0.01 41 5 36 26
P <0.001 5 0 5 2
Transcript-TCC P <0.05 1 1 0 2
P <0.01 0 0 0 0
P <0.001 0 0 0 0
Spot protein-metabolite P <0.05 105 44 61 92
P <0.01 24 10 14 18
P <0.001 5 3 2 2
Spot protein-TCC P <0.05 1 0 1 1
P <0.01 0 0 0 0
P <0.001 0 0 0 0
Metabolite-TCC P <0.05 5 5 0 4
P <0.01 1 1 0 1
P <0.001 0 0 0 0

®TCC: total chlorophyll content.

®Number of expected individual significant correlations under the null hypothesis, with the
number of positive and negative individual significant correlations following a symetric
binomial distribution.




Table S7C. Pair-wise correlations of ZmASR1 targets against BCAA-related ZmASR1 targets.

Trend in
Analyses Parameter x* ZMmASR1-OE Parameter y° corr(x,y)°
gRT-PCR ZmAHAS1 Up ZmKARI1
ZmBCAT4 Up lle
Leu
Val
ZmKARI1 Up ZmAHAS1
ZmKARI2
ZmKARI2 Up ZmKARI1
lle
Metabolomics  Trp Down ZmKARI1
ZmKARI2
lle Down ZmBCAT4
ZmKARI2
Leu
GIn Down ZmAHAS1
Leu
Gly Down ZmKARI1
Urea Up ZmAHAS1
Leu Down ZmBCAT4
lle
Phe Down ZmBCAT4
Val
Pro Down ZmBCAT4
Val
Val Down ZmBCAT4

*Transcripts or metabolites that showed significant changes in ZmASR1 -OE leaves
compared to WT leaves (P < 0.05, except transcripts in italic in which P < 0.10) .
bTranscripts or metabolites involved in the BCAA biosynthetic pathway and showing
significant changes in ZmASR1 -OE leaves compared to WT leaves (P < 0.05, except
transcripts in italic in which P < 0.10) .

“Correlations were calculated from residual data. Green and red shading distinguish
negative and positive correlations, respectively (P < 0.05). The original data are in the
Supplemental Table S7A.




Table S7D. Pair-wise correlations of ZmASR1 target transcripts against decreased and biomass-related metabolites

Parameter x*

Trend in

ZmMmASR1-OE Parameter yb

corr(x,y)°

ZmAHAS1

Up

GIn
Urea

ZmBCAT4

Up

lle
Leu
Phe
Pro
Val

ZmKARI1

Up

Gly
Trp

ZmKARI2

Up

lle
Trp

ZmP5CS2

Up

Monomethylphosphate
Raffinose

ZmP5CS3

Up

Ascorbate
Citrate
Galactinol
Glc
Malate
Raffinose
Suc

ZmSPL14
MZ00000739

Up

Nicotinate
Spermidine

ZmUSPA.1
MZ00024643

Up

Benzoate
Citrate
Galactinol
Malate

Monomethylphosphate
Raffinose

ZmwWD40.1
MZ00022082

Down

trans -Aconitate
Ala

Citramalate

Glc

Malate

*Transcripts that showed significant changes in ZmASR1-OE leaves
compared to WT leaves (P < 0.05, except transcripts in italic in which P <

0.10) .

®Green and red distinguish metabolites negatively and positively correlated
to biomass in Arabidopsis (Meyer et al., 2007; Sulpice et al., 2009).
‘Correlations were calculated from residual data. Green and red shading
distinguish negative and positive correlations, respectively (P < 0.05). The
original data are in the Supplemental Table S7A.
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Amorces

Figure 1. Détermination des caractéristiques de chaque couple d’amorces pour les différents
genes de la famille ZmASR. Chaque couple d’amorces a été testé expérimentalement par gRT-PCR
avec une gamme d’ADNCc de la lignée B73 (dilution de 1 a 1/10000). La pente des C, de la gamme-
étalon a permis le calcul de I’efficacité de chaque couple d’amorces selon I’équation E=10-pente-1, es
ronds rouges indiquent les couples d’amorces choisis ayant une bonne spécificité et une bonne
efficacité. Les ronds bleus indiguent les couples d’amorces présentant un probleme de spécificité ou
formant des dimeres, sur la base de la courbe de dissociation des produits de gRT-PCR. Les ronds
noirs correspondent aux couples non retenus ayant une mauvaise efficacité.



CHAPITRE 2 — Suppléments

2.2 Supplément méthodologique
2.2.1 Dessin et validation des primers gRT-PCR

Les amorces utilisées pour la qRT-PCR ont été dessiné avec les logiciels PRIMER
EXPRESS 2.0 (Applied Biosystems) et PRIMER3 v0.4.0 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/)
sur la base de différents critéres. En effet, les oligonucléotides doivent présenter une Tm de
60 £ 1°C, générer un fragment de 50 a 200 pb et étre spécifique du gene cible. La
formation de structures secondaires et de dimeres doit étre limitée pour permettre d’éviter
la perte de rendement lors de la PCR. La condition primordiale pour I’utilisation d’un
couple d’amorces correspond a une efficacité de 100 £ 5 % de ce couple (Marino et al.,
2003) lors de la qRT-PCR pour une estimation précise de la teneur en transcrit du geéne
cible. Les couples d’amorces ont donc tout d’abord été validés : (1) par BLAST sur une
banque génomique pour vérifier leur spécificité ; (2) par PCR sur ADNg pour vérifier leur
efficacité dans les conditions de la qRT-PCR ; et (3) par séquengage des produits PCR
pour véridier leur spécificité. L’efficacité de chaque couple d’amorces a été testée
expérimentalement avec une gamme d’ADNc comprenant 8 point de dilution (1 a
1/10000). La pente des C; obtenus en fonction du log des dilutions de cette gamme permet
le calcul de I’efficacité du couple d’amorces selon I’équation E = 1077*"°.1. Chaque
couple d’amorces retenu a été choisi apreés plusieurs tests expérimentaux ayant permis
d’¢liminer les couples présentant (1) formant des dimeres visualisés grace a la courbe de

dissociation obtenue apres la PCR (2) ayant une efficacité trop faible (Fig. 1).

2.2.2. Choix des genes contréles

Les geénes controles permettent de s’assurer que la méme quantité d’ADNc est
présente dans les échantillons qu’on souhaite comparer. Ils doivent donc présenter une
expression constitutive dans différents tissus ou types cellulaires, a différents stade de
développement et en réponse a différents traitements. Nous avons testé cing génes
controles a I’aide de six couples d’amorces qRT-PCR pour les quatre génotypes (B73,
A188, F2 et MBS847) utilisés pour 1’ensemble des analyses (Tableau 1). L’efficacité des
couples d’amorces a tout d’abord été testé par PCR sur des extraits d’ADNg des quatre
génotypes, selon les conditions suivantes : (1) étape de dénaturation a 94°C pendant 5 min,
(2) 25 cycle d’amplification : 30 sec de dénaturation a 94°C, 30 sec d’incubation a 60°C et
30 sec d’¢élongation a 72°C, (3) étape d’¢longation a 72°C pendant 5 min. Les produits
PCR obtenus sont séparés sur gel d’agarose 1%. Les couples d’amorces permettant une

amplification de ’ADNg des quatres génotypes ont été sélectionnés. L’efficacité des
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CHAPITRE 2 — Suppléments

couples d’amorces sélectionnés a ensuite été testée par qRT-PCR sur une gamme de
dilution d’ADNc des quatre génotypes. Les couples d’amorces permettant d’obtenir un
seul pic de dissociation et une efficacité proche de 100% ont été sélectionnés. La dernicre
étape a consisté a déterminer si les génes ciblés étaient constitutifs dans 1I’ensemble des
tissus et des traitements utilisés pour I’ensemble des analyses. Il s’est averé que seul le
gene ZMGRP2 présentait une efficacité proche de 100% et une expression constitutive sur
I’ensemble des tissus utilisés (Tableau 1). Ce géne a donc été choisi pour I’ensemble des

travaux réalisés.
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Tableau 2. Analyse de la composition en cys et recherche de ponts disulfure chez la protéine ZmaSR1 et ses 26 cibles potentielles

Oligo ID/ Spot ID /
Nom de la protéine®

Accession”

Annotation®

Cysd

Prédiction de ponts disulfures®

Séqu ences'

Score

Cible Trx*

Réference’

ZmASR1

GRMZM2G136910

ABA-, stress- and ripening-induced protein 1

0

MZ00000739
ZmSPL14

GRMZM2G169270

SQUAMOSA promoter binding protein (SBP)-box-like gene 14

24

ASYPMCQVDDC - GQIHDCRQSKT
CQVDDCRADLT - YIRPGCLVLSM
RRHKVCETHSK - QVGLTCWQSAL
QAQRFCQQCSR - RSCSQCAILES
RFCQQCSRFHP - QFVVLCLDNSK
EGKRSCRRRLA - QRASACTLSTR
TSQAWCAPPLD - VCVCVCVFMRA
PGYQSCYVSTS - SKEVLCSAYPG
YVSTSCSDHSP - AIAAVCVCVCV
GTQIHCTSTGK - AAVCVCVCVFM
FILGRCFIEVE - LQIRSCSQCAI
ASSSVCQELRS - SERDWCSLTKT

0.01037
0.99954
0.99226
0.99962
0.8695
0.99891
0.86306
0.99767
0.86538
0.97381
0.99974
0.8955

MZ00022082
ZmWwD40.1

GRMZM2G405690

Unknown protein; WD40 repeat-like-containing domain

27

AVLQLCRWTLL - VFSFCCLYLLF
ALSDTCTQAVF - RASCSCQWECL
LAWGYCSDAFD - LSSSSCYLIGL
TVHAFCHSRKS - WRPTECSVLED
PENWFCSFLTT - NESVRCEAHPS
YWYSKCSLKTM - DVISLCPLGLT
FLRASCSCQWE - GVFSFCCLYLL
SCQWECLKVLS - SVLQQCRTDLE
PSNAECILVTV - SFSSQCDAIKF
DVFLACLNTAG - lILPPCRSQQD
NQFADCFSIWE - RTNSSCFFRRI
GSLSFCANQSI - LADRLCWENGV
RRKYRCDENEV - GDSVVCSCQGY
SVVCSCQGYLY - AAGSTCNALNL

0.9998
0.7239
0.91732
0.92076
0.99729
0.99963
0.99191
0.99906
0.9981
0.99988
0.99703
0.99116
0.99813
0.99893

MZ00024643
ZmUSPA.1

GRMZM2G119258

Universal stress protein A domain protein 1

HPSISCRTAFD - QLGIKCEAWIR
YFVNQCHQLGI - TVSEFCVKHAE
PKEVICSEVKR - VKHAECPVITI

0.01316
0.61819
0.01051

Montrichard et al., 2009

ZmAHAS1

GRMZM2G 143357

Acetohydroxyacid synthase 1

AAPIRCSALSR - SGEELCRFVEL
EALERCGVRDV - PHVSICADVKL
GRVGVCIATSG - YVGGGCAASGE

Montrichard et al., 2009

ZmKARI1

GRMZM2G161868

Ketolacid reductoisomerase 1

ETPPSCPPLTV - FHALGCCWKLI
HALGCCWAKLIN - DILYECYEDVA
SVIVVCPKGMG - DYSSLCQPLLG
ASFYPCMDILY - GAIEVCAELRP

Hagglund et al., 2008

ZmKARI2

GRMZM2G004382

Ketolacid reductoisomerase 2

ATQHPCLVAAS - DILYECYEDVS
SVIAVCPKGMG - FMVDNCSTTAR
AAYYPCMDILY - GAIEVCAQLRP

Hagglund et al., 2008

ZmBCAT2

GRMZM2G 153536

Branched-chain aminotransferase 2

PFAARCSQAGG - GGGGGCSLLLP
MYVTRCSPEDR - EEVSSCNVFVV
GAERMCMPAPS - ADEVFCTGTAV

ZmBCAT4

GRMZM2G047347

Branched-chain aminotransferase 4

GYCTVCFTPSS - MYLMSCSSDGV
FIVFVCPVGHY - EEVSSCNIFMV

ZmP5CS1

GRMZM2G375504

A-1-pyrroline-5-carboxylate synthetase 1

VGRLGCLCEQV - LDGKACAAVGQ

RLGCLCEQVKE - DYPAACNAMET

FRERLCETVES - VAARECSRRLQ
HADGICHVYID - SAHTDCIITTD
AHEVLCIPKAD - YSSMACTIEFV

ZmP5CS3

GRMZM2G028535

A-1-pyrroline-5-carboxylate synthetase 3

RLGSLCEQVKQ - ANLWACSKEAT
FDGKACAAVGQ - YSSMACTVEFV
FEKAYCPLGVL - LLTTRCILRGS
HADGICHVYID - ASTRFCDGTRF
DYPAACNAMET - SAHTDCIITTD

0.99682
0.30823
0.15636

s1021

GRMZM2G019121

Class Il Aspartyl-tRNA synthetase

MSTVQCVLVAS - THRHLCEFVGL
VRKIYCINRAI - FYTMPCYDNPA
IFRIQCQVENK - VVMLFCALNNI

NGQPACLAQSP - HLSENCKKELE
HYFEVCDIIDG - KRATECGIDVS

0.99392
0.01566
0.01038
0.99967
0.9973

Montrichard et al., 2009

$1202

GRMZM2G008247

B-D-Glucosidase

NWDHFCHNFPE - SPGLDCAIPTG
NFAKVCFDNFG - FAPGRCSPGLD

0.06483
0.01746

Montrichard et al., 2009

$1388

GRMZM2G127393

Trigger factor-like protein

SIIHECYQSTL - RILKRCKEVEK
QFTVVCKELFY - KLLPGCTTIDE

0.01052
0.9974

$1406
51422

GRMZM2G123204

Adenylosuccinate synthetase

PAPRLCRSLRA - SAGGICTGLGI

DVVARCQGGAN - SNGISCEGRLL
NENTQCVIGNG - ALKYCCQINGF
GRPRRCGWLDI - VALKYCCQING

0.01258
0.99648
0.98785
0.04737

Montrichard et al., 2009
Balmer et al., 2006

51444

GRMZM2G449496

NAD(P) binding protein

s1612
ZmIPMDH2

GRMZM2G104613

3-isopropylmalate dehydrogenase 2

RRGKLCSVDKA-TTLVGCKRMGE

0.01047

He et al., 2009

s1641
ZmIPMDH1

GRMZM2G 145805

3-isopropylmalate dehydrogenase 1

RRGRLCSVDKA-QTLVGCKRMGE

0.01039

He et al., 2009

51886

GRMZM2G097226

Pyruvate dehydrogenase subunit E1B; transketolase domain

AQHSQCYAAWF - AAKRACYRAVP
LDSSFCLPIGK - IGAEICMSVVE

0.99582
0.01041

Montrichard et al., 2009
Balmer et al., 2004

51904

AC147602.5_FGP004

Sedoheptulose-1,7-bisphosphatase

CGGTACVNSFG - EYSHVCKYACS
ALSARCEIGDS - IRLLICMGEAM

0.09329
0.99728

Schurmann and Buchanan, 2008
Dunford et al., 1998

s1913

GRMZM2G102838

Photosystem Il stability/assembly factor, HCF 136 type

VRTASCGGTAC - VCKYACSEEVP

0.01085

52020

AC210204.3_FGP003

C2 domain containing protein

$2210

GRMZM2G018375

Thiazole biosynthetic enzyme 1-1

SAGLSCAYELS - HDTQSCMDPNV
VVVSSCGHDGP - MSKIVCWLLQG

0.14456
0.99968

Balmer et al., 2003

$2275

GRMZM2G064163

Spermidine synthase |

TERDECAYQEM - PGGVVCTQAES
THLPLCSIKDP - DIVVNCRQVFK
EQIDICEIDKM - HTASFCLPSFA

0.01045
0.0106
0.99734

Hagglund et al., 2008

$2316

GRMZM2G078566

Glucan endo-1,3-B-glucosidase 5

LPRQWCVVNPN - PSTDACNFTIQ
SVTYACTFSDC - QVEGSCYFQGL
CTFSDCTSLGY - GYGSSCNGLDA

0.01145
0.09318

52528

GRMZM2G068244

NAD-dependent epimerase/dehydratase

1

0.01109

#Numéro d'identification de I'oligonucléotide déposé sur la puce, numéro d'identification du spot protéique sur le gel de référence ou nom de la protéine.
°Numéro d'accession de la base génomique 5a.59 de novembre 2010 (http://www.maizesequence.org)
“Annotations mannuelles & partir des bases SwissProt, GenBank, Trembl et InterPro.

“Nombre de cystéines identifiées dans la séquence protéique d'intérét mature (sans peptide d'adressage).
®Prédiction de ponts disulfures a I'aide du site DIANNA 1.1 (http://clavius.bc.edu/~clotelab/DIANNA/). Les scores en rouge correspondent aux scores supérieurs & 0.6 et le plus élevé identifié pour chaque protéine
Les cystéine en bleu correspondent aux cystéines conservées identifiées comme cibles de régulation redox dans la littérature.

SProtéines identifiées comme une cible Trx potentielle ou avérée dans la littérature.
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3. Résultats suplémentaires

3.1. Etude de I’impact de la sur-expression du gene ZmASRL1 sur la régulation rédox des
protéines IPMDH chez le mais

3.1.1. Introduction

La régulation redox correspond a la modification du statut oxydatif des
groupements thiol (R-S-H) des résidus Cys, ce qui conduit a la formation d’un pont
disulfure (R-S-S-R) entre deux Cys et a une altération de la structure de la protéine. Cette
altération s’accompagne le plus généralement d’une perte ou d’un gain de fonction ou
d’une augmentation de la dégradation de la protéine ciblée. Chez les végétaux, il est connu
que de nombreux métabolismes sont régulés de maniere redox, tels que 1’assimilation du
carbone par le cycle Calvin-Benson, la germination des graines, la transcription, la
traduction, la division cellulaire, la signalisation redox, I’élimination de radicaux et la
détoxification (Montrichard et al., 2009). Les échanges thiol/disulfure protéiques sont
effectués par des protéines spécifiques, les thioredoxines (Trx) et les glutaredoxine (Grx)
qui possedent un dithiol treés réactif dans leur site actif et servent également de substrat a
des enzymes réducteurs. Contrairement aux organismes non photosynthétiques, les
végétaux ont de multiples isoformes de Trx présentes dans le cytosol (Trx-h), la
mitochondrie (Trx-h et Trx-o0) ou les plastes (Trx-f, Trx-m, Trx-x et Trx-y) (Lemaire et al.,
2007).

L’ensemble des analyses transcriptomique et protéomique réalisées sur les extraits
foliaires des plantes cultivées au Magneraud, a permis d’identifier 25 geénes dont
I’expression est affectée par la sur-expression du géne ZmASR1 (Virlouvet et al., en
préparation ; voir Résultats §2.2). Sur les 25 génes identifiés, 13 (quatre transcrits et neuf
protéines) codent des cibles potentielles ou avérées des thioredoxines (Trx) selon
Montrichard et al. (2009 ; Tableau 2). L’analyse de la présence potentielle de ponts
disulfures prédits par le logiciel DIANNA chez I’ensemble des 25 protéines identifiées
montre : (1) qu’un score supérieure a 61% a €té obtenu au moins une fois pour neuf des 13
genes cibles avérées ou potentielles des Trx ; (2) qu’un score supérieure a 95% a été
obtenu au moins une fois pour sept autres cibles de la protéine ZmASRI1 (Tableau 2). Ces
résultats suggerent donc que sur les 25 génes affectés par la sur-expression du gene
ZmASR1, 20 pourraient étre des cibles des Trx.

Parmi les protéines dont I’abondance est affectée par la sur-expression du gene
ZmASR1 et connues pour étre régulées de maniére redox, nous pouvons noter la présence

de la sédoheptulose-1,7-bisphophatase (s1904 ; SBPase), une enzyme chloroplastique
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Figure 1. Comparaison des séquences proteiques déduites des genes IPMDH d’A. thaliana et de
mais. Les acides aminés identiques sont indiqués en blanc sur fond noir. La fleche noire indique le premier acide
aminé prédit de la protéine mature obtenue aprés clivage du peptide d’adressage chloroplastique situé en amont chez
A. thaliana. Les deux fleches rouges indiquent les deux Cys conservées essentielles pour la régulation redox de la
protéine AtIPMDH1 chez A. thaliana (He et al., 2009).
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Figure 2. Régulation redox de la protéine recombinante AtIPMDH1 et des protéines IPMDH
foliaires de mais. (A) La protéine AtIPMDH1 purifiée (200 ng) a été incubée en présence ou pas de différents
produits : (1) les agents alkylants IAM (100mM), NEM (50 mM) et/ou sodium disulfite (Na,S,O.; 2%, p/v); (2)
une Trx plastidiale (Trx_m1 10 uM) avec un agent réducteur (DTTred, 10mM) ou un agent oxydant (DTTox, 10
mM) a 30°C pendant 30 ou 60 min, suivi de I’ajout ou pas des trois agents alkylants. (B) Les extraits protéiques
solubles de feuilles 11 de plantes de mais sauvages cultivées en condition irriguée, ont été incubés pendant 60 min
en présence d’agents alkylants supplémentés ou pas en DTTred (10 mM). L ensemble des protéines a été analysée
par SDS-PAGE (12%, p/v) non-réductrice suivie d’une immunodétection a I’aide de I’anticorps anti-AtIPMDH1
(1/5000). Les protéines immunodétectées ont été visualisees a I’aide d’un anticorps secondaire
immunofluorescent révélé par scan infrarouge (panel supérieur). L’ensemble des protéines présentes sur les
membranes a ensuite été révélées par coloration au nitrate d’argent (panel inférieur).
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impliquée dans le cycle de Calvin-Benson (Tableau 2). Les SBPase de différentes especes
végétales contiennent un nombre variable de Cys dont deux paires conservées en N-
terminale : ces deux paires sont également présentes chez la SBPase de mais (Tableau 2 ;
Dunford et al., 1998 ; Schurmann and Buchanan, 2008). Deux autres cibles plastidiales de
la protéine ZmASRI, les isopropylmalate deshydrogénase (IPMDH) 1 et 2 de mais
(ZmIPMDH1 et ZmIPMDH?2), impliquées dans biosynthése de la Leu, contiennent
¢également les deux Cys conservées impliquées dans la régulation rédox dépendante des
Trx de la protéine AtIPMDHI chez A. thaliana (Fig. 1 ; Tableau 2 ; He et al., 2009). Bien
que n’ayant pas été identifié comme une cible de la protéine ZmASRI, il est intéressant de
noter que la protéine ZmIPMDH3 contient également ces deux Cys conservés (Fig. 1).
L’ensemble de ces résultats tend a impliquer un mécanisme rédox dans la réponse
au stress hydrique médiée par la protéine ZmASR1. Nous avons donc pris contact avec S.
Chen (University of florida, USA), afin de pouvoir disposer d’outils susceptibles d’étudier
cette hypothese. Celle-ci a eu I’amabilité de mettre a notre disposition des ¢chantillons de
protéine AtIPMDHI1 recombinante et d’anticorps anti-AtIPMDHI1 (He et al., 2009). Ce
matériel nous a tout d’abord permis de mettre au point les conditions expérimentales
permettant de visualiser les protéines IPMDH sous leurs formes réduites et oxydées, puis
d’¢étudier I’influence de la protéine ZmASRI1 sur la régulation redox des protéines IPMDH

chez le mais (coll. E. Issakidis-Bourguet, UMR 8618 CNRS, Orsay).

3.1.2. Mise au point de conditions expérimentales permettant de visualiser les protéines

IPMDH sous leurs formes réduites et oxydées

La protéine AtIPMDHI existe sous deux formes apres séparation par SDS-PAGE
non réductrice et immunodétection a I’aide de I’anticorps anti-AtIPMDHI1 (« redox
Western ») : la premiére, de plus haut poids moléculaire, correspond a la forme réduite
plus active, alors que la seconde, de plus faible poids moléculaire correspond a la forme
oxydée moins active (He et al., 2009).

Un premier essai basé sur le protocole décrit par S. Chen avec la protéine
AtIPMDHI1 n’ayant pas permis de retrouver ces résultats, nous avons tout d’abord cherché
a optimiser les conditions expérimentales avec la protéine AtIPMDHI. Différents
conditions ont ¢été testées : (i) les conditions d’immunodétection avec 1’anticorps anti-
AtIPMDHI ; (ii) la présence ou non d’agents alkylants, tels que 1’iodoacétamide (IAM), le
N-ethylmaleimide (NEM) qui permettent le blocage des groupes thiols des Cys et
préservent ainsi la conformation réduite de la protéine, et le sodium disulfite (Na;S,0s)

qui permet la solubilisation des protéines en préservant leur état rédox ; (iii) la durée de la

155



A WT ZmASR1-OE
Tm St Tm St
kDa p1 p2 p1 p2 p1 p2 p1 p2

170—
100—

70 —

56 —

—‘ A— a— o, -y < Forme réduite
40 — - _— —_ “ Forme oxydée
i
d—
-

. —~— . «—Forme dégradée

O Forme réduite

B Forme oxydée - T

m
o _ B

Tm St Tm St

)

36—

170 =
100—

70 =

55—
40 =

Abondance relative de
la protéine ZmIPMDH (%)

WT ZmASR1-OE

Figure 3. Influence de la sur-expression du gene ZmASR1 sur la régulation redox des protéines
IPMDH foliaires chez le mais. Les protéines solubles (10 ug) de feuilles 11 des ségrégants négatifs
(WT) et des plantes sur-exprimant le géne ZmASR1 (ZmASR1-OE) cultivés en champs en condition
irriguée (Tm) ou de déficit hydrique (St), ont été séparées sur gel SDS-PAGE (12%, p/v) non-
réducteur puis analysees par Western blot a I’aide de I’anticorps anti-AtIPMDH1 (1/5000). Les
protéines immunodétectées ont été visualisées a I’aide d’un anticorps secondaire immunofluorescent
révélé par scan infrarouge (A, panel supérieur). Les protéines présentes sur les membranes ont ensuite
été révélées par coloration au nitrate d’argent (A, panel inférieur). Les bandes immunodétectées ont
ensuite été quantifiées a I’aide du logiciel ImageQuant (B). Le volume des bandes correspond au
pourcentage par rapport a la somme des deux bandes réduite et oxydée.
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réduction ou de I’oxydation avec du dithiotréitol (DTT) sous ses deux formes (DTTred
pour réduite, DTTox pour oxydée) en présence ou non d’une Trx plastidiale, la protéine
Trx-m purifiée d’A. thaliana. Les résultats obtenus ont montré que ’addition de Tween
(0.05%) dans la solution de blocage et une dilution de I’anticorps anti-AtIPMDHI1 de
moiti¢ amélioraient les conditions d’immunodétection (résultat non montré). Par ailleurs,
I’TAM, le NEM et le sodium disulfite augmentaient Iégérement la bande de plus haut poids
moléculaire correspondant a la forme réduite de la protéine AtIPMDHI1 (Fig. 2A, page
146). En présence de la Trx-m qui accroit le pouvoir réducteur ou oxydant du DTT, les
résultats obtenus ont montré que I’addition de DTTred permettait la réduction presque
totale de la proté¢ine AtIPMDHI, alors que 1’ajout de DTTox entrainait légérement son
oxydation (Fig. 2A). Ces résultats ont montré que la protéine AtIPMDHI1 existait sous
deux formes redox et que ce changement d’état était dépendant des Trx. Ces données
corroboraient donc les résultats de He et al. (2009) et validaient le test expérimental mis au
point au laboratoire.

Dans ce contexte, nous avons dans un deuxiéme temps déterminé si 1’anticorps
anti-AtIPMDHI1 pouvait reconnaitre les protéines IPMDH de mais. Les données obtenues
par « redox Western » ont montré que les protéines IPMDH de mais ont un comportement
¢lectrophorétique différent sur gel monodimensionnel dénaturant non réducteur, suggérant
qu’elles sont, comme la protéine AtIPMDHI1, potentiellement soumises a une régulation
redox (Fig. 2B). Néanmoins, compte tenu des bandes multiples obtenues, plus ou moins
reproductibles, il apparait nécessaire de développer un anticorps spécifique pour les

protéines ZmIPMDHI1 et ZmIPMDH2 de mais pour optimiser ces expériences.

3.1.3. Influence de la protéine ZmASRL1 sur la régulation redox des protéines IPMDH chez
le mais

La production d’anticorps dirigés spécifiquement contre les protéines ZmIPMDH1
et ZmIPMDH2 ¢étant un processus long et coliteux, nous avons réalis¢ des « redox
Western » préliminaires avec [’anticorps anti-AtIPMDHI1 et des extraits protéiques
foliaires de plantes de mais sur-exprimant le géne ZmASR1 et de plantes sauvages
(ségrégants négatifs) cultivées au Magneraud en condition irriguée ou de déficit hydrique.
L’anticorps anti-AtIPMDHI1 a permis de détecter trois bandes majoritaires pouvant
correspondre, d’aprés leur poids moléculaire apparent, du haut vers le bas a une protéine
IPMDH réduite, une protéine IPMDH oxydée et une protéine IPMDH dégradée (Fig. 3A).
L’abondance relative des formes réduite et oxydée a été mesurée par analyse d’images. Les

résultats obtenus ont montré que la forme réduite était augmentée en réponse au déficit
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Figure 4. Prédiction des sites de phosphorylation pour les protéines ASR des clades | et Il de Poacées. Le
domaine riche en His et le domaine ABA/WDS caractéristiques des protéines ASR sont indiqués respectivement
par des fleches bleues et grises. Les acides aminés en vert sont identiques aux acides aminés du motif nécessaire
a la fixation a I’ADN dépendante du Znz* de la protéine SIASR1, alors que ceux en orange correspondent a la
séguence empéchant sa fixation (Rom et al. 2006). Les acides aminés en violet sont identiques aux acides aminés
du signal de localisation nucléaire identifié chez la protéine LLA23 (Wang et al., 2006). Les clades | et Il sont
indiqués respectivement par des carrés vert clair et vert foncé. Les rectangles rouges correspondent aux résidus
prédits comme phosphorylés par le logiciel NetPhos.
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hydrique chez les plantes sauvages et les plantes sur-exprimant le géne ZmASR1, alors que
la forme oxydée était diminuée chez ces mémes plantes en réponse au déficit hydrique
(Fig. 3B). Ces résultats suggerent donc que la forme réduite des protéines IPMDH, qui
correspond a la forme la plus active chez A. thaliana (He et al., 2009), est augmentée en
condition de déficit hydrique. Ils sont en accord avec les données métaboliques obtenues
avec ces mémes extraits et qui indiquent une augmentation de la teneur en Leu en
condition de déficit hydrique (Virlouvet et al., en préparation; Fig. 6, page 90).
Néanmoins, quelque soit la condition de culture ou la forme (reduite/oxydée) considérée,
aucune différence n’a été observée entre les plantes sur-exprimant le géne ZmASR1 et les

plantes sauvages (Fig. 3B).

3.1.4. Conclusion

Les résultats préliminaires obtenus avec 1’anticorps anti-AtIPMDHI ont permis de
montrer qu’il existait un impact du déficit hydrique sur 1’état redox des protéines
ZmIPMDH. Néanmoins, ils ne nous permettent pas a I’heure actuelle de conclure quant a
I’implication d’un mécanisme redox dans la réponse au stress hydrique médié par la

protéine ZmASRI.

3.2. Mise en évidence de modifications post-traductionnelles par phosphorylation chez
les protéines ZmASR

3.2.1. Introduction

La phosphorylation est une modification post-traductionnelle (MPT) covalente et
réversible qui a lieu en faible stoechiométrie sur les chaines latérales des acides aminés
ayant un groupement hydroxyle (Ser, Thr et Tyr), ainsi que sur celles des acides aminés
chargés (His et Asp). Catalysée par des protéines kinases, elle est connue avec son
corollaire, la déphosphorylation catalysée par des protéines phosphatases, pour étre
impliquées dans ’activation et I’inactivation des activités enzymatiques, ainsi que dans la
modulation des interactions protéine-protéine dans le cadre des réseaux de signalisation
(Schulze, 2010).

Diverses données tendent a montrer que les protéines ASR sont soumises a des
phosphorylations en réponse a des stress abiotiques, tels que le stress salin et le déficit
hydrique. Ainsi, I’analyse protéomique d’extraits racinaires de riz, soumis ou non a un
stress salin, a montré que la protéine OsASRS (RS5) qui appartient au méme sous-groupe

I-1 que la protéine ZmASRI1 (Fig. 4), était présente sur gel 2D sous la forme d’un train de
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Figure 5. Mise en évidence de modifications post-traductionnelles pour les protéines ZmASR1,
ZmASR2 et ZmASR3. (A) Identification de la protéine ZmASRL1 sous la forme d’un train de spots par
Western 2D a I’aide d’un anticorps polyclonal anti-ZmASR1 et d’extraits protéiques de feuilles 6 en
croissance (150 pg) de plantes de la lignée MBS847 cultivées en condition de déficit hydrique. (B-C)
Identification des protéines ZmASR2 (B) et ZmASR3 (C) sous la forme d’un train de spots sur gels 2D
obtenus a partir d’extraits protéiques (50 ug) de feuilles 6 en croissance de plantes de la lignée A188
cultivées en condition de déficit hydrique et colorés au nitrate d’argent. (D) Abondance relative des spots
ZMASR2 et ZmASR3 dans différentes portions foliaires (zone d’élongation : F6, 0-5 cm ; zone
différenciée : F6, 15-20 cm ; zone mature : F11) en condition irriguée (bleu) et de déficit hydrique (rouge).
Les valeurs correspondent a la moyenne + SE rapportée au total du train (n = 4 pour F6 ; n = 2 pour F11).
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spots protéiques, ce qui suggere qu’elle est soumise a des phosphorylations (Salekdeh et
al., 2002). De plus, il a récemment ét¢ montré que cette protéine était immunodétectée,
aprés séparation sur gel 2D (Western 2D) d’extraits protéiques foliaires de plantes
soumises a un déficit hydrique, par un anticorps dirigé contre les Ser phosphorylées, ce qui
suggere qu’elle posséde au moins un résidu Ser phosphorylé (Salekdeh et al., 2002 ; Ke et
al., 2009). De maniere concordante, de nombreux sites de phosphorylation, en particulier
des Ser et des Tyr, sont prédits chez I’ensemble des protéines ASR de Poacées (Fig. 4). Au
laboratoire, 1’analyse de gels 2D et des Western 2D réalisés a I’aide d’extraits protéiques
foliaires de mais et d’un échantillon d’anticorps polyclonal dirigé contre la protéine
ZmASRI1 (don de M. Hoefer et P. Westhoff, Diisseldorf, Allemagne), ont montré que les
isoformes ZmASR1, ZmASR2 et ZmASR3 sont présentes sous la forme de trains de spots
d’isoformes, ce qui suggere que ces trois protéines sont également soumises a des
phosphorylations (Fig. 5A, B, C). De maniére intéressante, I’analyse quantitative des trains
de spots a montré que 1’abondance relative de certaines isoformes des protéines ZmASR2
et ZmASR3, était régulée au cours du développement de la feuille en réponse au déficit
hydrique (Fig. 5D).

Dans ce contexte, nous avons recherché si les protéines ZmASR pouvaient étre
soumises a des phosphorylations en réponse a la sécheresse a 1’aide d’approches in vitro et
in vivo. Dans ce but, deux types d’outils ont été produits : (1) les protéines recombinantes
GST-ZmASRI1 et ZmASRI1 pour analyser par MS les sites phosphorylés chez ces protéines
aprés leur phosphorylation in vitro a ’aide de différentes protéines kinases ; (2) deux
sérums purifiés dirigés contre des peptides communs a 1’ensemble des membres de la
famille ZmASR et un sérum purifi¢ dirigé contre un peptide spécifique de la protéine
ZmASR1 pour, d’une part, déterminer par Western 2D, apres enrichissement d’extraits
foliaires en phosphoprotéines, 1’état de phosphorylation des protéines ZmASR, et d’autre
part, les purifier en quantité suffisante pour déterminer par MS les sites de phosphorylation
in vivo. Pour identifier les sites de phosphorylation in vivo, une alternative a consisté a
analyser par MS des extraits protéiques de feuilles de mais enrichis en phosphopeptides.
L’ensemble de ce travail, réalis¢ au cours de ma these, a fait I’objet du stage de M1 de T.

Vain (février-juillet 2010) et d’une collaboration étroite avec PAPPSO.

3.2.2. Développement d’outils biochimiques pour étudier les MPT des protéines ZmASR

3.2.2.1. Caractérisation des anticorps anti-famille ZmASR et anti-ZmASR1
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Figure 6. Détermination de la spécificité
de I’anticorps anti-famille ZmASR a
I’aide d’extraits protéiques foliaires de
mais. Les protéines solubles (150 ug) de la
feuille de I’épi de la lignée MBS847 ont été
séparées sur gels 2D puis analysées par
Western blot a I’aide des anticorps anti-famille
ZmASR EP37 (A-B, 1/5000), anti-famille
ZmASR EP38 (C-D, 1/10000) purifiés. Le
temps d’exposition des films ECL+ (A-C) est
de 30 min. L’ensemble des protéines présentes
sur les membranes ont été révélées par une
coloration a I’argent colloidal (B-D). Une
analyse MS des spots protéiques piqués sur des
gels colorés au bleu de coomassie a permis de
montrer que la fleche rouge correspondait a la
protéine ZmASR1, alors que les fleches bleues
et vertes ne correspondaient pas a des protéines
ZmASR.

‘. - oles : '

Figure 7. Détermination de la spécificité de I’anticorps anti-ZmASR1 a I’aide d’extraits protéiques
foliaires de mais. (A-D) Les protéines solubles (10, 20, 40ug) de la feuille 5 des lignées B73 et F2 en mélange
stoechiométrique ont été séparées par gels SDS-PAGE puis analysées par Western blot a I’aide du sérum PPi Se6715 (1/20000, A-
B) et de I’anticorps anti-ZmASR1 EP39 (1/20000, C-D). Les films ont été révélés pendant 30 secondes (A-C) et les membranes
colorées a I’argent colloidal (B-D). La pointe de fléche rouge indique la protéine ZmASRL. (E-F) Les protéines solubles (150 ug)
de la feuille de I’épi de la lignée MBS847 ont été séparées sur gels 2D puis analysées par Western blot a I’aide I’anticorps anti-
ZmASR1 EP39 (1/20000). Le film ECL+ (E) a été exposé 30 min et les membranes ont été révélées par une coloration a I’argent
colloidal (F). Le carré dans le panel E correspondant a un agrandissement de la portion du gel ou la protéine ZmASR1 a été
immunodétectée. Une analyse MS des spots protéiques piqués sur des gels colorés au bleu de coomassie a permis de montrer que
la fleche rouge correspondait a la protéine ZmASR1. M : marqueur de poids moléculaire (kDa).
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Deux types d’anticorps ont été produits par la société Eurogentec : (1) des anticorps
anti-famille ZmASR suite a I’injection dans des lapins des peptides EP37 et EP38
communs a ’ensemble des séquences protéiques ZmASR ; (2) un anticorps anti-ZmASR1
suite a I’injection dans des lapins du peptide EP39, dont la séquence est spécifique de la
protéine ZmASRI1 (voir Matériels & Méthodes, Fig. 14, page 146 et Tableau 4, page 147).
Au cours de la synthése des anticorps, nous avons caractérisé trois types de sérums a 1’aide
d’extraits protéiques totaux de feuilles de I’épi de la lignée de mais MBS847 : (1) les
sérums pré-immuns (PPi) prélevés avant injection du(des) peptide(s) d’intérét; (2) les
sérums GP prélevés apres injection du(des) peptides d’intérét ; (3) les sérum purifiés a
I’aide d’une colonne d’affinité sur laquelle a été fixé le peptide d’intérét (voir Matériels &
Meéthodes, Fig. 14, page 146 et Tableau 4, page 147).

La caractérisation des sérums PPi et GP obtenus pour I’ensemble des membres de
la famille ZmASR, nous a permis de sélectionner un lapin présentant un spectre d’action
assez large pour la famille ZmASR (voir Matériels & Méthodes, Tableau 4, page 147). Le
sérum GP obtenu a été purifié a 97,3% et 98,8% avec une colonne d’affinité sur laquelle a
été fixé respectivement le peptide EP37 et le peptide EP38 (données Eurogentec). De
maniére inattendue, les résultats obtenus par Western 2D ont montré que chaque sérum
révélait un seul train de spots spécifique (Fig. 6A-D). Les analyses d’identification par LC-
MS/MS ont montré que ces spots ne correspondaient pas a des protéines ZmASR (données
non montrées). Aucune étude ultérieure n’a donc été menée avec les anticorps anti-famille
ZmASR produits.

La caractérisation des sérums PPi et GP obtenus pour la protéine ZmASR1, nous a
tout d’abord permis de sélectionner un autre lapin reconnaissant majoritairement la
protéine ZmASRI1 (voir Matériels & Méthodes, Tableau 4, page 147). Le sérum GP obtenu
a ensuite été purifié¢ a 96,8% avec le peptide spécifique EP39 (donnée Eurogentec). Les
analyses par Western blot apres séparation par SDS-PAGE, ont montré que I’anticorps
anti-ZmASR1 purifié reconnaissait une bande protéique, dont le poids moléculaire
correspondait a celui de la protéine ZmASRI1, alors que le sérum PPi ne la reconnaissait
pas (Fig. 7A-D). L’anticorps anti-ZmASR1 purifié¢ était donc spécifique de la protéine
ZmASRI1. Des analyses par Western 2D ont ensuite montré que la protéine ZmASRI1 était
présente sous la forme d’un train de spots non détectable sur les gels 2D et les membranes
colorées par les méthodes non spécifiques (nitrate d'argent, argent colloidal, et bleu de
coomassie), ce qui a permis de confirmer les résultats préliminaires obtenus au laboratoire

avec 1’échantillon d’anticorps polyclonal anti-ZmASR1 (Fig. 7E-F).
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Figure 8. Détermination du caractére immunoprécipitant de I’anticorps anti-ZmASR1 a I’aide de la

protéine ZmASR1 et d’extraits protéiques foliaires totaux de mais. (A-B) Mise en place du protocole & I’aide de
la protéine recombinante ZmASR1 (200 ng), de I’anticorps anti-ZmASR1 EP39 purifié (2 pg) et du sérum pré-immun Se6715-Ppi
(10 ) selon les protocoles d’Ademtech ou de C. Lachaud (UMR 5546 CNRS, Toulouse). Aprés une liaison avec des billes
magnétique, I’anticorps ou le sérum a été incubé avec la protéine recombinante pendant 1 h a température ambiante (A) ou la nuit
a 4°C (B). Le contrdle positif correspond a 200ng de la protéine recombinante ZmASR1 seule et sans traitement. (C)
Immunoprécipitation d’un extrait protéique natif de la feuille 5 de la lignée MBS847 (300 ug) avec I’anticorps anti-ZmASR1
EP39 purifié (2 ug) et le sérum Se6715-Ppi (10 ul) selon le protocole de C. Lachaud avec une incubation d’une nuit a 4°C. Les
contrdles positifs correspondent a 20ng de la protéine recombinante ZmASR1 et 50ug d’extrait protéique seul et sans traitement.
Aprés élimination de I’anticorps grace aux billes magnétiques, les protéines purifiées ont été séparées sur gels SDS-PAGE (12%,
p/v) puis analysées par Western blot avec I’anticorps anti-ZmASR1 purifié (1/20000, panel supérieur). L’ensemble des protéines
purifiées a ensuite été révélée par coloration des membranes a I’argent colloidal (panel inférieur). Les signes + et — correspondent
a la présence ou absence des composés lors des essais. M : marqueur de poids moléculaire (kDa).
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L’étape suivante a consisté a déterminer si 1’anticorps anti-ZmASRI1 était
immunoprécipitant. Des essais réalisés avec la protéine A-sepharose n’ayant pas été
concluants (données non montrés), deux protocoles (Ademtech et C. Lachaud, UMR 5546
CNRS, Toulouse) basés sur 'utilisation de billes magnétiques couplées a un mélange de
protéines A et G, ont été testés a I’aide de la protéine recombinante ZmASR1 (voir
§3.2.2.2 suivant). L’analyse des protéines immunoprécipitées par Western blot avec
I’anticorps anti-ZmASR1 purifié, a tout d’abord montré que seul le protocole de C.
Lachaud et une incubation d’une nuit a 4°C, permettaient de détecter des bandes tres
faibles spécifiques de la protéine ZmASRI1 (Fig. 8A vs Fig. 8B). Dans ces conditions, nous
avons ensuite tenté d’immunoprécipiter la protéine ZmASR1 présente dans des extraits
protéiques foliaires de la lignée MBS847. Les résultats obtenus aprées Western blot ont
montré que le signal correspondant a la protéine ZmASRI1 était trés faible par comparaison
avec le signal obtenu avec la protéine recombinante ZmASRI1 ou I’extrait protéique foliaire
non immunoprécipités (Fig. 8C). L’anticorps anti-ZmASRI1 purifi¢ n’a donc pas permis

d’entreprendre une purification de la protéine ZmASR1 par immunoprécipitation.

3.2.2.2. Caractérisation des protéines GST-ZmASR1 et ZmASR1

La société¢ Protéogenix a réalisé le clonage de ’ADNc du géne ZmASR1 de la
lignée parentale de mais MBS847 dans un vecteur d’expression inductible par 1’isopropyl
B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG 1 mM) et la production des protéines recombinantes
GST-ZmASR1 et ZmASRI1 chez E. coli. Pour optimiser la production et la purification de
ces protéines, nous avons réalisé, en concertation avec Protéogenix, des Western blot a
I’aide de I’anticorps anti-ZmASR1 purifié et des analyses LC-MS/MS des bandes visibles
sur gel SDS-PAGE et immunodétectées par cet anticorps.

La protéine GST-ZmASRI1 a été produite aprés induction par I'IPTG, pendant un
temps et a une température variables, puis purifiée, a I’aide d’une colonne d’affinité pour
I’étiquette GST, avec des concentrations de glutathion réduit variables. Les analyses ont
montré qu’en absence d’IPTG, aucune protéine n’était détectée par 1’anticorps anti-
ZmASRI1 (Fig. 9A). En revanche, en présence d’IPTG, plusieurs bandes protéiques ont été
immunodétectées, la bande majoritaire correspondant a la protéine GST-ZmASRI1 intacte
et les autres bandes, moins nombreuses apres 3 h d’induction a 30°C qu’apreés 4 et 12 h a
20°C, a des produits de dégradation (Fig. 9A).

La protéine ZmASR1 a été obtenue par clivage enzymatique de I’étiquette GST
apreés fixation de la protéine GST-ZmASRI sur colonne. Aprés clivage, la protéine

ZmASRI1 recombinante contenait toutefois encore cinq acides aminés de 1’étiquette GST
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Figure 10. Mise en évidence d’une phosphorylation in vitro chez la protéine ZmASR1. La
protéine recombinante ZmASR1 (5 & 10ug) a été incubée a 30°C dans un milieu reconstitué de
phosphorylation a I’aide de [y->?PJATP en présence ou en absence des protéines kinases PKA (5 U),
OST]1 active (OSTI ; 2.5ug), OST1 inactive (S175A ; 2.5 pg) ou VEGF-R1 (200 ng), pendant 60
min (PKA) ou 240 min (OST1 et VEGF-R1). Les protéines ont été séparées par SDS-PAGE (12%,
p/v), visualisées par Phospholmager (protéines phosphorylées, panel supérieur), puis révélées par
coloration au bleu de coomassie (protéines totales, panel inférieure). Les signes + et — correspondent

a la présence ou I’absence des protéines kinases lors des essais. M : marqueur de poids moléculaire
(kDa).
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en amont de sa séquence N-terminale. Quelque soit la durée du clivage, quatre bandes
protéiques ont ét¢ immunodétectées par I’anticorps anti-ZmASRI1, la bande majoritaire
correspondant a la protéine ZmASRI1 et les autres bandes a des produits de dégradation de
la protéine ZmASR1 (Fig. 9B). Aprés 2h de clivage, deux bandes supplémentaires
avoisinant les 35-40 kDa, ont été détectées apres un temps plus long d’exposition (résultat
non montré). Il s’agissait trés vraisemblablement de la bande GST-ZmASR1 non digérée et
co-¢luée. Ces bandes disparaissaient apres 4 h de clivage. Par ailleurs, I’analyse par MS a
montré la présence significative de 1’étiquette GST dans toutes les bandes protéiques
analysées. Les peptides obtenus étant des peptides centraux de la protéine GST, il était
difficile d’interpréter leurs présences compte tenu de la taille des bandes protéiques
analysées. Il y a probablement eu des phénomenes de diffusion lors de la séparation par
SDS-PAGE ou du piquage du gel, les extraits protéiques purifiés de protéine ZmASR1
étant proche et analysés en méme temps que les extraits protéiques purifiés de protéine

GST-ZmASRI.

3.2.3. Identification de sites de phosphorylation in vitro chez la protéine ZmASR1

Une fois ces outils biochimiques produits, nous avons dans un premier temps étudi¢
si la protéine ZmASRI1 purifiée pouvait étre soumise a une phosphorylation in vitro. Des
essais de phosphorylation « chaud » ont été réalisés avec la protéine ZmASRI1 purifiée, un
mélange d’ATP marqué ([y-*P]JATP) et non marqué et des protéines kinases
recombinantes. Compte tenu des sites de phosphorylation prédits chez la protéine
ZmASRI1 (Fig. 4), cinq protéines kinases ont été testés : (1) la protéine Tyr kinase VEGF-
R1 («vascular endothelial growth factor/vascular permeability factor-receptor 1 »)
humaine (Calbiochem) ; (2) la protéine Ser/Thr kinase A (PKA) de beeuf (Sigma) ; (3) la
protéine Ser/Thr kinase AtSnRK1.1 correspondant a la sous-unité catalytique de la protéine
AtSnRK1 (don de M. Thomas, UMR 8618 CNRS, Orsay ; Crozet et al., 2010); (4) la
protéine Ser/Thr kinase AtOST1 (SRK2E/SnRK2.6) d’A. thaliana (don de C. Lauriére,
UPR2355 CNRS, Gif-sur-Yvette; Boudsocq et al., 2004); (5) la protéine S175A
correspondant a la forme inactive de la protéine AtOST1 suite au remplacement de la Ser
située en position 175 par une Ala (don de C. Lauriere, UPR2355 CNRS, Gif-sur-Yvette ;
Boudsocq et al., 2007). Les résultats obtenus ont montré que la protéine ZmASR1 n’était
pas phosphorylée par les protéines AtSnRK1.1 (résultat non montré) et S175A (Fig. 10).
En revanche, un signal a été observé a la suite de la phosphorylation par les kinases PKA,

AtOSTI et VEGF-R1 (Fig. 10).
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Figure 11. Identification par LC-MS/MS des sites phosphorylés in vitro chez la protéine ZmASR1. La protéine ZmASR1 a
été incubée pendant 240 min (A-D) ou un temps variable (E) a 30°C dans un milieu reconstitué de phosphorylation en présence
de la protéine OST1 active (A-B, E) ou de la protéine VEGF-R1 (C-D). Les protéines ont été séparées par SDS-PAGE (12%,
p/v), révélées par coloration au bleu de coomassie puis analysée par LC-MS/MS. (A) Spectre MS2 montrant la perte de I’acide
phosphorique aprés fragmentation pour le peptide chargé IEEEVAAAAAVGpSGGFAFHEHHEK phosphorylé. (B) Spectre MS3
confirmant le site phosphorylé. (C) Spectre MS2 pour le peptide QHLGEAGAIAAGAFALYEK non phosphorylé. (D) Spectre
MS2 pour le peptide QHLGEAGAIAAGAFALPYEK présentant un delta de masse de +80 (HPO,) avec le peptide non
phosphorylé. Pour I’ensemble des spectres, les couleurs correspondent aux types d'ions : b en bleu, y en rouge, une perte de -18
(H,0) ou de -17 (NH,) en rose pour les ions b et en orange pour les ions y. (E) Cinetique du rapport des peptides phosphorylés
sur les peptides non-phosphorylés (OP/OH) pour les deux sites de phosphorylation identifiés sur la protéine recombinante
ZmASRL1 par la protéine OST1 apres normalisation avec la valeur maximale obtenue aprés 4 h d’incubation. (F) Les sites de
phosphorylation identifiés sur la protéine ZmASR1 recombinante comprenant les résidus GST (en gris) restant aprés clivage
enzymatique, sont représentés en rouge. Les sites prédits de phosphorylation sont représentés par des rectangles gris.
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Dans un deuxiéme temps, nous avons cherché a identifier les sites de la protéine
ZmASR1 phosphorylés in vitro par ces trois protéines kinases recombinantes. Des
phosphorylations « froides » ont été réalisées avec la protéine ZmASR1 purifiée et de
I’ATP non marqué. L’analyse par MS des bandes protéiques correspondant a la protéine
ZmASRI1, a permis d’identifier trois sites de phosphorylation : (1) le premier, prédit et
obtenu avec les trois protéines kinases, correspondait a la Ser (S5) de I’étiquette GST
restant aprés clivage enzymatique (Fig.11F) ; (2) le second, non prédit et obtenu avec la
protéine AtOSTI1, correspondait & une Ser (S107) située au niveau de la séquence
présentant de forte similitude avec le domaine de la protéine SIASR1 inhibant la fixation a
I’ADN (Fig. 11A-B); (3) le troisiéme, prédit et obtenu avec la protéine VEGF-RI,
correspondait a une Tyr (Y78) située en amont de la séquence présentant de forte
similitude avec le domaine de la protéine SIASR1 impliqué dans la fixation a ’ADN (Fig
8C-D). La cinétique de phosphorylation réalisée ensuite «a froid » avec la protéine
AtOSTI1 a montré que la phosphorylation des résidus S5 et S107 augmentait de manicre
linéaire avec le temps, suggérant qu’elle n’était pas un artefact (Fig. 11E). Une expérience
similaire avec la protéine VEGF-R1 n’a pu étre réalisée car le résidu Y78 phosphorylé était
trés peu abondant, son identification ayant, en effet, nécessité un enrichissement en
phosphopeptides.

Dans un troisiéme temps, nous avons voulu déterminer si la phosphorylation de la
protéine ZmASRI1 pouvait varier en réponse au déficit hydrique. Des essais de
phosphorylation « chaud » ont été réalisés avec un extrait protéique natif de feuilles
matures de mais soumis ou non a un déficit hydrique et un mélange d’ATP marqué ([y-
2P]ATP) et non marqué. Afin de pouvoir distinguer la phosphorylation de la protéine
ZmASRI1 de celle des autres protéines de méme poids moléculaire présentes dans 1’extrait
natif, nous avons utilisé¢ la protéine GST-ZmASRI1 purifiée, couplée au préalable a une
résine de glutathion-sepharose pour permettre sa purification par centrifugation apres la
réaction de phosphorylation. Aucune incorporation d’ATP « chaud » n’a pu étre détectée
(donnée non montrée). La coloration du gel SDS-PAGE obtenu au bleu de coomassie ayant
montré que la protéine GST-ZmASRI n’avait pas €t€ ou presque purifiée, des mises au

point sont donc nécessaires avant de pouvoir conclure.

3.2.4. Mise en évidence de phosphorylations in vivo chez les protéines ZmASR

3.2.4.1. Analyse de fractions foliaires enrichies en phosphoprotéines a 1’aide de 1’anticorps

anti-ZmASRI1
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Figure 12. Mise en évidence de la protéine ZmASRL1 dans des extraits foliaires de mais enrichis
en phosphoprotéines. Les protéines solubles (4 mg) de la feuille 4 de la lignée MBS847 cultivée en
condition irriguée (témoin) et de déficit hydrique (stressé) ont été enrichies en phosphoprotéines a
I’aide d’une colonne d’affinité Pro-Q Diamond. La fraction enrichie (100 pg) et la fraction non-
retenue (non-enrichie) sur la colonne (300 pg) ont été séparées par gels 2D et analysées par Western
blot a I’aide de I’anticorps anti-ZmASR1 EP39 purifié (1/20000). Le temps d’exposition des films
ECL+ est de 10min. Les protéines présentent sur les membranes ont ensuite été révélées par
coloration & I’or colloidal. La protéine ZmASRL1 (fleches) présente un décalage au niveau du pl entre
la fraction enrichie-St (fleche rouge) et les autres fractions enrichie-témoin et non-enrichies (fleche
noire).
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Pour confirmer les résultats obtenus in Vvitro, nous avons cherché a savoir si la
protéine ZmASR1 pouvait étre soumise a une phosphorylation in vivo. Des Western 2D ont
tout d’abord été réalisés avec 1’anticorps anti-ZmASRI1 et un extrait protéique de feuilles
matures de mais cultivés en condition irriguée (témoin) ou de déficit hydrique (stressée), et
enrichis ou pas en phosphoprotéines a 1’aide d’une colonne d’affinité Pro-Q Diamond. Un
seul spot protéique a ét¢é immunodétecté¢ par 1’anticorps anti-ZmASRI1 quelque soit la
condition de culture et la fraction considérées (Fig. 12). Comme attendu, son intensité était
plus forte dans les extraits de plantes stressées par comparaison aux extraits de plantes
témoins quelque soit la fraction considérée (Fig. 12). De plus, il était détectable apres
coloration a I’or colloidal sur la membrane de la fraction enrichie stressée, alors qu’il ne
I’était pas sur celle de la fraction enrichie témoin comme sur celle des deux fractions non-
enrichies (Fig. 12). Nous avons comparé sa position sur chacun des films en superposant
chaque film avec sa membrane respective a 1’aide de repéres communs, tels que les
extrémités des supports et les artefacts décelables sur les films. Les spots protéiques
immunodétectés des fractions non-enrichie étaient co-localisés (Fig. 12). En revanche, le
spot protéique immunodétecté dans la fraction enrichie stressée, était 1égérement plus acide
que le spot protéique immunodétecté dans la fraction enrichie témoin, ce qui suggere que
la protéine ZmASRI1 est soumise a une phosphorylation en condition de déficit hydrique
(Fig. 12). Pour le confirmer, il aurait fallu réaliser une co-migration avec des extraits
enrichis en phosphoprotéines témoin et stressés ; malheureusement, il ne nous restait plus
d’extrait enrichi stressé. Nous avons donc juste pu réaliser une co-migration sur gel 2D
avec les extraits protéiques enrichis de plantes témoins et les extraits non-enrichis de
plantes témoins et stressées qui restaient de 1’expérience précédente. Les résultats obtenus
ont montré que le spot immunodétecté dans la fraction enrichie témoin co-localisait avec
celui des fractions non-enrichies (donnée non montrée). Ce résultat suggére donc que la
protéine ZmASRI1 est phosphorylée en condition témoin ou que des protéines non
phosphorylées sont retenues par la colonne d’affinité. Dans ce cas, il apparait surprenant de
n’avoir détecté qu’un seul spot dans la fraction enrichie stressée.

Nous avons ensuite réalisé¢ des Western 2D a 1’aide d’anticorps ciblant des Ser et
des Tyr phosphorylées. Un premier essai basé sur le protocole décrit par Ke et al. (2009)
n’ayant pas été concluant, nous avons tout d’abord optimisé les conditions expérimentales
a I’aide d’extraits protéiques foliaires de riz (données non montrées). Nous avons ensuite
appliqué le protocole optimisé a des extraits protéiques de feuilles matures de mais témoins

et stressés enrichis en phosphoprotéines. Aucun spot protéique susceptible de correspondre
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Protéine® Nombre de Nombre de Peptide®

Nom Description E value PM spectres  peptides PAI°  Position Sequence Numéro du scan E-value
ZmASR2 GRMZM2G057410_P01 -39 14.9 1 1 1 Y26-T29 DEEQPAGEYGYSETEVVTATGEGEYER 2795/- 1.3E-04/-
ZmASR3 GRMZM2G044132_P01 -7.1 277 3 2 0.2 S13  SGAGDDYDSGYNSK 1646 / 1647 7.4E-08 / 3.8E-03

S25  SGAGDDYDSGYNSK 1557/ - 1.0E-05/ -
56 277 4 2 0.3 S109 SGNDGYDSGYNR 1476 / 1477 6.3E-04 / 1.2E-05
-46 277 6 2 04 T116 SGTTNDDEYGR 1181/1182 8.1E-04 / 2.8E-05

“Valeur de probabilité de l'identification protéique en log;o.

P"Protein Abundance index"(PAI) : nombre de peptides détectés par rapport au nombre de peptides théoriques.

°Séquence peptidique identifiée avec le site phosphorylé en gras, le numéro du scan et la valeur de probabilité du site phosphorylé en MS2/MS3
INuméro du scan en MS2 / MS3

°E-value du site phosphorylé en MS2 / MS3

Tableau 3. Identification de résidus phosphorylés in vivo chez les protéines ZmASR2 et ZmASR3 par
LC-MS/MS.

Domaine riche en His
1 >

B

A J

o il
- -
B

< .
Domaine ABA /| WDS Signal de localisaion nucléaire

Figure 13. ldentification de sites de phosphorylation chez les protéines ZmASR1, ZmASR2 et ZmASRS3. Le
domaine riche en His et le domaine ABA/WDS caractéristiques des protéines ASR sont indiqués respectivement par
des fléches bleues et grises. Les acides aminés en vert sont identiques aux acides aminés du motif nécessaire a la
fixation a I’ADN dépendante du Zn2* de la protéine SIASR1, alors que ceux en orange correspondent a la séquence
empéchant sa fixation (Rom et al. 2006). Les acides aminés en violet sont identiques aux acides aminés du signal de
localisation nucléaire identifié chez la protéine LLA23 (Wang et al., 2006). Les rectangles gris correspondent aux
résidus prédits phosphorylés par le logiciel NetPhos. Les acides aminés en rouge correspondent aux sites phosphorylés
identifiés par LC-MS/MS a la suite d’une analyse in vitro (ZmASR1) et in vivo (ZmASR2 et ZmASR3).
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a la protéine ZmASR1 n’a pu étre détecté quelque soit la condition de culture considérée

(donnée non montrée).

3.2.4.2. Identification de sites de phosphorylation in vivo chez les protéines ZmASR?2 et
ZmASR3

Afin d’identifier les sites phosphorylés in vivo chez 1’ensemble des protéines
ZmASR, une alternative a consisté a enrichir les extraits protéiques en phosphopeptides.
La méthode qui a été suivie a fait I’objet de développements réalisés par L. Bonhomme,
stagiaire post-doctoral au laboratoire. Elle comprend quatre étapes: (1) une digestion
trypsique en solution de [D’extrait protéique soluble; (2) un fractionnement par
chromatographie liquide a haute pression sur une colonne échangeuse de cations (SCX-
HPLC) pour séparer les peptides en fonction de leur charge ; (3) un enrichissement en
phosphopeptides par chromatographie d’affinité sur résine Fe’-IMAC des dix fractions
peptidiques obtenues ; (4) une analyse par LC-MS/MS des fractions enrichies en
phosphopeptides.

Les expériences ont été conduites a partir d’extraits protéiques de feuilles matures
(feuilles 4 et 5) de plantes stressées, ainsi que de duplex d’extraits protéiques de feuilles 5
témoins et stressées présentant un marquage isotopique différent (CD,O pour les extraits
témoins et CH,O pour les extraits stressés). L’analyse des différents spectres de masse a
permis d’identifier dans les extraits non marqués de feuilles 4 stressées quatre sites
phosphorylés chez la protéine ZmASR3. Ces sites étaient situés dans deux régions
différentes : (1) deux Ser (S13 et S25), dont une non prédite (S13), en N-terminal ; (2) une
Ser (S109) et une Thr (T116), toutes les deux prédites, dans la région non conservée chez
les protéines ASR située entre ’extrémité N-terminale et les domaines ABA/WDS (Fig.
13 ; Tableau 3 ; Annexe 3).

Par ailleurs, les données obtenues par L. Bonhomme avec des extraits foliaires issus
de la zone d’¢longation et enrichis en phosphopeptides, ont permis d’identifier deux sites
de phosphorylation chez la protéine ZmASR2 : une Tyr prédite (Y26) et une Thr non

prédite (T29) située dans la région non conservée (Fig. 13 ; Tableau 3 ; Annexe 3).

3.2.5. Conclusion

Les expériences de Western 2D réalisées avec 1’anticorps anti-ZmASR1 purifié et les
extraits foliaires témoins ou stressés enrichis en phosphoprotéines, n’ont malheureusement

pas permis d’établir avec certitude que la protéine ZmASR1 était phosphorylée in vivo.
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Cependant, I’enrichissement en phosphopeptides d’extraits protéiques foliaires de feuilles
matures stressées, a permis d’identifier plusieurs sites de phosphorylation in vivo chez les
protéines ZmASR2 et ZmASR3. Ces sites présentent la particularité d’étre situés en N-
terminal dans des régions peu conservées chez les protéines ASR, alors que les deux sites
identifiés in vitro sur la protéine ZmASRI1 purifiée sont situés en C-terminal dans des

régions trés conservées chez les protéines ASR (Fig. 13).

3.3. Matériel et méthodes
3.3.1. Matériel végétal et conditions de cultures

Des graines de la lignée parentale de mais MBS847 ont été imbibées dans I’eau
pendant 48 h a 4°C et a I’obscurité, puis mises a germer en chambre de culture dans un
mélange terre du champ:terreau (2:3, v/v) additionné de Floradur B fin (mélange de tourbe
blonde et noire de sphaigne, de carbonate de calcium, d’un mouillant et d’un engrais
complet composé de tous les ¢léments majeurs et oligo-¢éléments indispensables) avec une
photopériode de 16 h de jour (350 pE m™ s™, 25°C, hygrométrie 50%) et 8 h de nuit (18°C,
hygrométrie 50%). Durant la premiere heure de jour, la masse des pots, le nombre et la
longueur des feuilles, ont ét¢ quotidiennement mesurés. L’humidité relative du pot
(initialement a 58%) a été maintenue quotidiennement & 60% par addition d’eau apres
pesée du pot. Deux types de conditions de culture (quatre répétitions biologiques par
condition) ont été appliquées lorsque la longueur de la feuille 5 a été supérieure a 30 cm :
(1) condition irriguée (Tm) avec une humidité relative du pot maintenue a 60% ; (ii)
condition de déficit hydrique (St) pour lequel il y a eu arrét de 'arrosage. Les prélevements
ont été effectués, apres 1hl5 et avant 2h15 de jour, lorsque la croissance de la feuille 6
était stabilisée (obtention de trois valeurs d'élongation identiques) pour les plantes Tm, et a
I’arrét de la croissance de la feuille 6 (valeur d'élongation de la feuille 6 inférieure ou égale
0,5 cm par jour) pour les plantes St. Trois types de feuilles ont été stockées : (i) la feuille 4
dans sa totalit¢ sous la forme de deux fragments dépourvus de nervure ; (ii) la zone
médiane (30 cm) de la feuilles 5 sans nervure ; (iii) la feuille 6 par fragments de 4 cm
(nervure comprise) a partir de la ligule. Les échantillons ont été congelés dans 1’azote

liquide puis conservés a -80°C.

3.3.2. Protéines recombinantes et anticorps
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Anticorps Peptide Lapin Sérum
EP37 C+EKHEAKKDPEHA PPi
EP38 C+FAFHEHHEKK Se6712 GP
anti-famille ASR EPS37 purifie
EP38 purifié
PPi
Se6713
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Figure 14. Obtention d’anticorps anti-ZmASRL1 et anti-famille ZmASR. (A) Alignement des
séquences protéiques ZmASR. Les séquences des peptides utilisés pour la création des anticorps sont
surlignées en gris. (B) Programme d’immunisation des lapins. Les seringues indiquent les injections
d’antigéne, alors que les goutes indiquent les prélevements de sang. (C) Liste des différents sérum
obtenus et caractérisés. PPi : prélevement préimmun ; GP : grand prélévement ; EPxx purifié : grand
prélevement purifié.
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La protéine recombinante AtIPMDHI et Danticorps anti-AtIPMDH1. Un

échantillon de la protéine recombinante AtIPMDHI1 et de I’anticorps anti-AtIPMDHI,
nous, a été fourni par S.Chen (University of Florida, USA).

Les protéines recombinantes GST-ZmSR1 et ZmASRI. Elles ont été produites par

la société Protéogenix. Briévement, des bactéries d’E. coli ont été transformées par le
vecteur d’expression pGEX-6P-2 inductible par 1’isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside
(IPTG) et contenant ’ADNc du géne ZmASR1 de la lignée MBS847 avec une étiquette
GST placée en amont. La production de la protéine recombinante GST-ZmASRI a été
induite par addition d’IPTG (I mM) durant la phase exponentielle de croissance de la
culture bactérienne. Les bactéries induites ont été récoltées par centrifugation, soumises a
une pré-lyse par congélation puis lysées avec un tampon natif (PBS) par sonication. Apres
centrifugation, les protéines présentes dans le surnageant (fraction native) et celles
présentes dans le culot repris en tampon dénaturant (PBS/Urée) soniqué puis clarifi¢
(fraction dénaturante), ont €té analysées par SDS-PAGE. L’extrait brut natif contenant
’essentiel de la protéine GST-ZmASRI produite, a été clarifié [centrifugation suivie d’une
filtration (0,22 pm)] puis purifié par fixation sur une colonne de sépharose avec du
glutathion. L’élution a été ensuite réalisée, soit par compétition avec du glutathion réduit
(protéine GST-ZmASR1), soit par clivage enzymatique de la presque totalité de 1’étiquette
GST (protéine ZmASRI1 ayant cinq acides aminés résiduels de 1’étiquette GST : Gly-Pro-
Leu-Gly-Ser).

Les anticorps anti-famille ZmASR et anti-ZmASRI. Ils ont été produits par la

société¢ Eurogentec (Fig. 14). Les anticorps anti-famille ZmASR ont été¢ obtenus suite a
I’injection, chez un lapin, de deux peptides communs a I’ensemble des protéines ZmASR :
C+EKHEAKKDPEHA (not¢é EP37) et C+FAFHEHHEKK (not¢é EP38; Fig. 14A).
L’anticorps anti-ZmASRI1 a, été obtenu par injection d’un peptide spécifique de la protéine
ZmASRI1 : C+VVSTGENEYDEYK (not¢ EP39; Fig. 14A). Pour les trois peptides, une
Cys (C") a été rajoutée pour des besoins de ciblage du site de couplage a la protéine
porteuse KLH. LE protocole d’immunisation des lapins a compris quatre injections

1 ére

réalisées a 0, 14, 28 et 56 jours apres la injection (Fig. 14B). Quatre prélévements ont

été réalisés a 0 (prélévement préimmun, PPi) et 87 (grand prélévement, GP) jours apres la
1°® injection (Fig. 14B). Les anticorps ont été purifiés a partir du GP a 1’aide d’une
colonne d’affinité sur laquelle était fixée le peptide utilisé. Au final, deux anticorps anti-

famille purifiés (EP37 et EP38) et un anticorps anti-ZmASRI1 purifié (EP39) ont été

166



Tableau 4. Spécificité des anticorps a différentes étapes de leur production En gras, les éléments et conditions choisies pour chacun des anticorps. Les annotations ND correspondent & de
données manquantes

Quantité de Dilution Temps de

Anticorps Code Séquence’ Lapin Sérum® Gel° Tampon® Saturation” protéines  du sérum révélation Signal obtenu aprés révélation et nature des protéines idenifiées
anti-famille EP37 C+EKHEAKKDPEHA Se6712 PPi 2D TBS Caséine ND 1/5000 ND Aucun
ZmASR EP38 C+FAFHEHHEKK GP 2D TBS Caséine ND 1/5000  ND ZmASR1, ZmASR2, ZmASR3, autre train de spots
EP37 purifié¢ 1D TBS Caséine 40 pg 1/5000 30 sec Faible pour ZmASRL1 et bandes aspécifiques présentes avec le PPi
Lait Tres faible avec ZMASR3
PBS Caséine Faible pour ZmASRL1 et bandes aspécifiques présentes avec le PPi
Lait Tres faible avec ZmASR3
TBS Lait 10 pg 1/5000 Contact  Aucun
2 min Faible
15 min Correct
20 pg Contact  Aucun
2 min Faible
15 min Correct
40 ug Contact  Aucun
2 min Faible
15 min Tres bon
EP38 purifi¢ 1D TBS Caséine 40 g 1/5000 30 sec Famille ZmASR et bandes aspécifiques présentes avec le PPi
Lait Famille ZmASR
PBS Caséine Famille ZmASR et bandes aspécifiques présentes avec le PPi
Lait Famille ZmASR
TBS Lait 10 pg 1/10000 Contact  Aucun
2 min Faible
15 min Correct
20 pg Contact  Aucun
2 min Faible
15 min Correct
40 pg Contact  Aucun
2 min Faible
15 min Tres bon
Se6713 PPi 2D TBS Caséine ND 1/5000 ND Aucun
GP 2D TBS Caséine ND 1/5000 ND ZmASR1, faible signal pour ZmASR3
anti-ZmASR1 EP39 C+VVSTGENEYDEYK Se6714 PPi 2D TBS Caséine ND 1/5000 ND Aucun
GP 2D TBS Caséine ND 1/5000 ND ZmASR1 et un train de spots protéiques supplémentaire avec un
poids moléculaire éloigné des ASR
Se6715 PPi 2D TBS Caséine ND 1/5000 ND Aucun
GP 2D TBS Caséine ND 1/5000 ND ZmASR1
EP39 purifié¢ 1D TBS Caséine 40 g 1/5000 Contact ZmASR1 majoritaire
Lait ZmASR1
BSA plusieurs bandes aspécifiques présentes avec le PPi
PBS Caséine ZmASR1 majoritaire
Lait ZmASR1
BSA plusieurs bandes aspécifiques
TBS Lait 10 ug 1/20000 Contact Faible
2 min Correct
15 min Augmentation du bruit de fond
20 ug Contact  Faible
2 min Tres bon
15 min Augmentation du bruit de fond
40 g Contact  Faible
2 min Correct

15 min Augmentation du bruit de fond

#Séquence du peptide utilisée avec une cys (C+) supplémentaire pour permettre le cloupage a la protéine porteuse

5PPi : sérum préimmun ; GP : grand prélévement ; EPx purifié : GP purifié par colonne d'affinité avec le peptide d'intéré

1D : gel d'électrophorése monodimensionnel SDS-PAGE ; 2D : gel bidimensionne

“Les tampons sont décrits dans le Matériel et Méthodes§ 3.3.5. L'agent utilisé pour le blocage est la caséine, le lait écrémé ou I'aloumine de sérum bovin (bovin serum albumin, BSA) sans acide gra:
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produits. Les différents sérum ont été caractérisés pour déterminer leur spectre d’action et

définir leurs conditions expérimentales d’utilisation (Tableau 4).

Les anticorps anti-résidus phosphorylés. Les anticorps dirigés contre les résidus Ser

ou Tyr phosphorylés sont les anticorps commerciaux Rabbit anti-phosphoserine 618100, et

Rabbit anti-phosphotyrosine 683994 A (Invitrogen).

3.3.3. Extraction et dosage des protéines en condition native

Les poudres foliaires obtenues, par broyage mécanique ou manuel, ont été¢ broyées,
dans un mortier refroidi dans la glace, dans une solution d’extraction contenant du
TrisHCL 100uM, MgCL, 2mM, NaCl 100nM, EDTA 1mM, antiprotéase 1X, et trypsin
inhibitor 10pg/mL, PMSF 1mM. L’extrait a été centrifugé a 12000g, pendant 10 minutes, a
4°C. Le surnageant a été récupéré puis la teneur en protéines des extraits a été déterminée
selon le protocole de Bradford. L’albumine de sérum bovin a été utilisée pour préparer la

gamme d'étalonnage.

3.3.4. Analyse par électrophorese monodimensionnelle

Pour des conditions dénaturantes (SDS-PAGE), les échantillons ont été dilués dans
le tampon décrit par Laemmli (1970) [Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8, Laurylsulfate de sodium
(SDS) 3% (v/v), B-mercaptoéthanol 4% (v/v), glycérol 10% (v/v), bleu de bromophénol
0,01% (p/v)]. Avant dépot, les protéines ont été dénaturées pendant deux minutes a cent
degrés. Pour des conditions non-dénaturantes, les échantillons on été dilués dans le tampon
décrit par Laemmli (1970) sans f-mercaptoéthanol.

Dans les deux conditions, le gel était constitué¢ de deux parties qui différaient par
leur concentration en acrylamide et leur pH : (i) un gel de concentration (« stacking gel »)
a 4% [Tris-HCI 125 mM pH 6,8, SDS 0,1% (v/v), acrylamide/bis acrylamides (37,5/1)
4,24% (v/v), ammonium persulfate (APS) 0,1% (v/v), tétraméthyléthylénediamine
(TEMED) 0,01% (v/v)]; (i1) un gel de séparation (« running gel ») a 12% [Tris-HCI 375
mM pH 8,8, SDS 0,1% (v/v), Acrylamide/bis acrylamides (37,5/1) 12,8% (v/v), APS
0,05% (v/v), TEMED 0,0005% (v/v)]. Les extraits protéiques ont migré avec un ampérage
limitant (stacking 10 mA par gel et running 20 mA par gel), a 450V en présence d’un
tampon de migration dénaturant contenant du Tris-Base 25 mM, de la Glycine 192 mM, et
du SDS 0,1% (v/v).

Les gels ont été colorés dans une solution contenant du bleu de Coomassie (R250)

0,25% (p/v) dissous dans un mélange éthanol (EtOH) 45% (v/v) et acide acétique (HAc)
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Tableau 5. Conditions d'immunodétection utilisées avec les différents anticorps utilisés.

Anti-AtIPMDH1 Anti-ZmASR1 (EP39) Anti-résidus phosphorylés

Etapes® Condition® Temps - Température Condition® Temps - Température Condition® Temps - Température
Ringages TBST 0,05% 15 min - T°C ambiante TBST 0,1% 15 min - T°C ambiante TBST 0,1% 2 x10 min - T°C ambiante
Saturation  Régilait écrémé 5% (p/v) dans TBST 1 h - T°C ambiante Régilait écrémé 5% (p/v) dans 1 h-T°C ambiante BSA 5% (p/v) dans TBST 0,01% 1 h - T°C ambiante

0,05% TBST 0,01%
Rincages TBST 0,05% 3 x 5 min - T°C ambiante NA NA TBST 0,1% 3 x10 min - T°C ambiante
Anticorps | Dilution 1/2000 dans TBST 0,05% 2 h - T°C ambiante Dilution 1/20000 dans TBST 0,1% 2 h - T°C ambiante Dilution 1/500 dans TBST 0,1% nuit - 4 °C
Rincages TBST 0,05% 5 x5 min - T°C ambiante TBST 0,1% 5 x 5 min - T°C ambiante TBST 0,1% 3 x 10 min - T°C ambiante
Anticorps Il Anti-IlgG couplé a IRDye800, 1 h - T°C ambiante Anti-lgG couplé a une peroxydase, 1 h-T°C ambiante Anti-IlgG couplé a une peroxydase, 1 h - T°C ambiante

dilution 1/10000 dans TBST 0,05% dilution 1/10000 dans TBST 0,1% dilution 1/10000 dans régilait écrémé

10% (p/v), TBST 0,1%

Rincages TBST 0,05% 2 x 5 min - T°C ambiante TBST 0,1% 5 x 5 min - T°C ambiante TBST 0,1% 4 x 10 min - T°C ambiante

#Anticorps | : anticorps primaire de lapin dirigé contre des protéines ou des résidus ciblés ; Anticorps Il : anticorps secondaire de lapin couplé & une molécule fluorescente (IRDye800) ou & une peroxydase.
bTBST 0,05% : Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 mM, Tween20 0,05% (v/v), pH7,5.
‘TBST 0,1% : Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 mM, Tween20 0,1% (v/v), pH7,5. NA : étape pas réalisée.
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10% (v/v) pendant une heure et demie a température ambiante sous agitation. Il a ensuite
¢été décoloré dans un mélange identique au précédent mais dépourvu de bleu de Coomassie
a température ambiante sous agitation jusqu’a I’observation des bandes. Le gel a été

conservé dans de I’'HAc 10% (v/v) a 4°C et scanné apres une nuit.

3.3.5. Western blot

Les membranes ont été hydratées une minute dans du méthanol puis rincées a deux
reprises pendant 10 minutes dans du tampon de transfert contenant du Tris-Base 25 mM, et
glycine 192 mM. Dans le cas des Western blot 1D, le transfert a été réalisé¢ a 100 V et 350
mA pendant une heure a température ambiante. Dans le cas des Western blot 2D, la partie
inférieure du gel a été découpée et le transfert a été réalis¢é a 100V et 2,0A pour deux
cassettes pendant 45 minutes a 20°C sous agitation. Les membranes ont été stockées a 4°C
dans du tampon TBS [Tris-HCI 10mM, NaCl 150 mM, pH 7,5]. Les différentes conditions
d’immunodétection utilisées selon les anticorps primaire sont présentées dans le tableau 5.
La révélation des membranes dépend de I’anticorps secondaire utilisés. Pour I’anticorps
anti-IgG de lapin couplé a une molécule fluorescente (IRDye 800), les membranes ont été
scannées avec le scanner de fluorescence infrarouge Odyssey (LI-COR) a 778 nm. Pour
I’anticorps anti-IgG de lapin couplé a une peroxydase, les membranes ont été incubées
avec le kit « Enhanced Chimio Luminescence » (ECL) (Amersham). Elles sont ensuite
mises en contact avec un film pendant un temps d’exposition variable qui est aprés passé
dans la développeuse. Pour révéler I’ensemble des protéines, les membranes ont été ensuite
colorées au nitrate d'argent ou a 1’or colloidal. Pour la coloration u nitrate d’argent, apres
deux ringcages de 15 minutes dans du TBST et trois ringages de deux minutes dans de 1’eau
bidistillée, les membranes ont été incubées pendant 30 minutes dans la solution de
coloration [citrate de sodium 2% (v/v), sulfate de fer 0,8% (v/v), AgNO; 0,2% (v/v)],
rincées a 1’eau, puis séchées, avant d’étre scannées (umax power look III, GE Healthcare).
Pour la coloration a I’or colloidal, apres les ringages, les membranes ont été incubées dans

la solution commerciale d’or colloidal.

3.3.6. Immunoprécipitation

Deux protocoles d’immunoprécipitation ont été utilisés avec des billes magnétiques
couplées a un mélange de protéines A et G (Ademtech).
Protocole d’Ademtech. Les billes magnétiques (20 pL/tube) ont été lavées deux fois

avec du tampon PBS pH 7,5 contenant du Tween 0,65% (v/v) (tampon PBST), puis
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incubées 1 h sous agitation a température ambiante avec 1’anticorps anti-ZmASR1 EP39 (2
ng). Les billes ont été lavées deux fois avec le tampon PBST, puis reprises dans le tampon
Triethanolamine 200 mM pH, et lavées deux fois avec 20 mM de dimethyl pimelimidate
dihydrochloride (DMP ; dissous dans le tampon Triethanolamine 200 mM pH 9) pendant
30 min, sous agitation et a température ambiante. Les billes ont ensuite été reprises 30 min
dans le tampon Tris-HCI 50 mM pH 7,5, lavées deux fois avec une solution contenant de la
glycine 50 mM pH 2,7 et du tween 0.65% (v/v), puis reprises dans du tampon d’extraction
natif (HEPES 50 mM pH 7,5, MgCl, 2 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM pHS, leupeptine
10 ug mL™', chymostatine 10 pg mL™, pepstatine 10 pg mL™ ; inhibiteur trypsique de soja
10 pg mL™"', PMSF 1 mM, NaVO; 1 mM, B-glycérophosphate 40 mM, NaF 15 mM).

Protocole de C. Lachaud (UMR 5546 CNRS Toulouse). Les billes magnétiques (20
uL/tube) ont été¢ lavées une fois avec du tampon PBS puis avec du tampon PBST et
incubées 1 h sous agitation, a température ambiante avec 1’anticorps anti-ZmASR1 EP39
(2 png). Les billes ont ensuite été lavées deux fois avec du Naborate 200 mM pH 9, deux
autres fois avec du DMP 20 mM (dissous dans du Naborate 200 mM pH 9) pendant 30 min
a température ambiante, puis reprises dans de I’éthanolamine 200 mM pH 8 pendant 2 h.
Les billes ont été reprises dans du tampon PBS, lavées 3 fois avec de la glycine 100 mM
pH 2,5, puis reprise dans le tampon Tris-HCI 100 mM pH 8,5, et enfin le tampon
d’extraction natif.

Dans chaque protocole, les billes ont ensuite été incubées avec la protéine
recombinante ZmASR1 (200 ng) ou des extraits protéiques foliaires solubles (300 pg)
pendant 1 h a température ambiante ou toute la nuit a 4 °C. Par la suite, les tubes ont été
lavés trois fois avec du tampon d’extraction puis repris dans le tampon d’¢élution PAG
(Ademtech). Le surnageant a été prélevé et dénaturé par addition de Leammli 5X et une
incubation a 90 °C pendant 5 min. Les protéines ont ensuite été séparées par gel
d’¢électrophorése monodimensionnelle 12% (w/v). Apres électrophorése, les protéines ont
été colorées au bleu de colloidal ou analysées par Western blot a 1’aide de 1’anticorps anti-

ZmASRI.

3.3.7. Essai de phosphorylation in vitro des protéines ZmASR1 et GST-ZmASR1

Essai avec la protéine AtSnRK1.1. La protéine recombinante ZmASR1 (5 pg) a été
incubée dans un milieu réactionnel A (HEPES 100 mM pH 7,4, MgCl, 10 mM, DTT 5
mM, EGTA 0,5 mM, leupeptine 10 pg mL™, chymostatine 10 pg mL™, pepstatine 10 pg
mL" ; inhibiteur trypsique de soja 10 pg mL', PMSF 1 mM, NaVO; 1 mM, B-
glycérophosphate 40 mM, 15 mM NaF) en présence de 5 pg de protéine AtSnRK1 (don
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de M. Thomas, UMR 8618 CNRS, Orsay ; Crozet et al., 2010). La phosphorylation a été
initiée par I’ajout de 5 mM d’ATP et de 2 puCi de [y-"P]JATP (Amersham ?) dans un
volume réactionnel final de 25 pL. Elle a été arrétée aprés 1 h d’incubation dans un bain-
marie a 30°C par I’ajout de 5 pLL de Laemmli 5X et une incubation a 80°C pendant 5 min.

Essai avec la protéine OST1 active ou inactive (S175A). La protéine recombinante
ZmASRI1 (10 pg) a été incubée dans un milieu réactionnel B (HEPES 50 mM pH 7.4,
MgCl, 20 mM, DTT 1 mM, leupeptine 10 ug mL™, chymostatine 10 pg mL™, pepstatine
10 pg mL™ ; inhibiteur trypsique de soja 10 ug mL"', PMSF 1 mM, NaVO; 1 mM, -
glycérophosphate 40 mM, NaF 15 mM) en présence de 2,5 ug de protéine OST1 ou de sa
forme inactive S175A (don de C. Lauriere, UPR2355 CNRS, Gif sur Yvette ; Boudsocq et
al., 2004). La phosphorylation a été initiée par I’ajout de 5 mM d’ATP et de 2 puCi de [y-
2PJATP dans un volume réactionnel final de 25uL. Elle a été arrétée aprés 4 h
d’incubation dans un bain-marie a 30°C par I’ajout de 5 uL de Laemmli 5X et une
incubation a 80°C pendant 5 min.

Essai avec la protéine PKA. La protéine recombinante ZmASR1 (20 ug) a été
incubée dans un milieu réactionnel C (Tris-HCl 50 mM pH 7,8, MgCl, 20 mM, glycérol
10% (v/v), DTT 1 mM, EDTA 1 mM, leupeptine 10 pg mL™, chymostatine 10 pg mL™",
pepstatine 10 ug mL™" ; inhibiteur trypsique de soja 10 pg mL™, PMSF 1 mM, NaVOs; 1
mM, B-glycérophosphate 40 mM, NaF 15 mM) en présence de 5 unités de protein kinase A
catalytic subunit from bovine heart (PKA ; Sigma-Aldrich P2645). La phosphorylation a
6té initiée par 1’ajout de 5 mM d’ATP et de 2 pCi de [y-"°"PJATP dans un volume
réactionnel final de 50 pL. Elle a été arrétée apreés 4 h d’incubation dans un bain-marie a
30°C par I’ajout de ? uLL de Laemmli 5X et une incubation a 80°C pendant 5 min.

Essai avec la protéine VEGF-R1. La protéines recombinantes ZmASR1 (20 pg) a
¢été incubée dans un milieu réactionnel D (HEPES 125 mM pH 7,5, MgCl, 10 mM, DTT
2,5 mM, leupeptine 10 pg mL’, chymostatine 10 pg mL™”, pepstatine 10 ug mL™;
inhibiteur trypsique de soja 10 pg mL™', PMSF 1 mM, NaVO; 1 mM, B-glycérophosphate
40 mM, 15 mM NaF) en présence de 200 ng de protéine kinase human VEGF-R1 (Merck
Calbiochem 325895). La phosphorylation a été initiée par I’ajout de 5 mM d’ATP et de 2
uCi de [y-’PJATP dans un volume réactionnel final de 50 pL. Elle a été arrétée aprés 4 h
d’incubation dans un bain-marie a 30°C par I’ajout de 12.4 pLde Laemmli 5X et une
incubation a 80°C pendant 5 min.

Essai avec un extrait protéique foliaire natif. La protéine recombinante GST-
ZmASR1 (20 pg) a été incubée dans un milieu réactionnel E (Tris-HCl 100 mM pH 7,8,
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MgCl, 2 mM, EDTA 1 mM, leupeptine 10 ug mL™, chymostatine 10 pg mL™', pepstatine
10 pg mL™" ; inhibiteur trypsique de soja 10 pg mL™”, 1 mM PMSF) en présence de 25ug
d’extrait protéique foliaire natif (tampon E). La phosphorylation a été initiée par I’ajout de
5 mM d’ATP et de 2 uCi [y-**P]JATP dans un volume réactionnel final de 50 pL. Elle a été
arrétée apres 4 h d’incubation dans un bain-marie a 30°C par I’ajout de 5 uL de Laemmli
5X et une incubation a 80°C pendant 5 min.

Les protéines ont ensuite ¢été¢ séparées par gel d’électrophorése monodimensionnelle 12%
(w/v). Apres électrophorese, les protéines ont été colorées au bleu de colloidal puis
révélées a 1’aide d’un Phospholmager ( ?). Pour les identifications par LC-MS/MS, la
phosphorylation a été initiée par 1’ajout de 5 mM d’ATP seulement.

3.3.8. Digestion enzymatique des protéines en solution

Apres une extraction en condition dénaturante, les culots protéiques ont été repris
dans le tampon de solubilisation pour digestion trypsique [urée 6 M (p/v), thiourée 2 M
(p/v), CHAPS 2% (p/v), Tris-HC1 30 mM (v/v) pH 7,8] 4 25uL.mg"". Une incubation de
deux heures a 4°C a été réalisée avant de réaliser une centrifugation a 14000 g pendant 5
minutes a 4°C. Le surnageant a été isolé, dosé et 2 mg de protéines ont été collectés. Les
ponts disulfures ont été réduits par ajout de la solution de réduction [DTT 200 mM (p/v),
NH4CO3 100 mM (v/v)] a 5% pendant une heure a 4°C. Puis I’alkylation des sulfures a été
faite par ajout de la solution d’alkylation [IAA 1 M (p/v), NH4CO3 100 mM (v/v)] a 4 %
pendant une heure a 4°C. Les extraits ont été dilués a 12,5 % dans une solution de NH4COs
a 50 mM. La trypsine gold (Proméga) a Ipg.pL'dans ’'HAc 50 mM a été utilisée a 5 %
(p/p) pour une protéolyse de 16 heures a 37°C sous agitation. La réaction a été arrétée par
ajout d’acide formique (HFo) a 1% (v/v). Les échantillons ont été séchés en centrifugeuse

a vide a température ambiante et conservés a -50°C.

3.3.9. Diméthylation des peptides sur colonnes

Apres solubilisation des culots peptidiques dans 1 mL d’HFo 5%, le marquage
isotopique par diméthylation des amines primaires a été réalisé sur colonne C18 Sep-pak
Vac (Waters) selon le protocole décrit par Boersema et al. (2009) (Boersema et al., 2009).
L’équilibration et le ringage des colonnes ont été réalisés avec un solvant A [0,6% HAc
(v/v)]. Le marquage dit « léger » des échantillons St, a été¢ obtenu par ajout de 5 ml d'une
solution contenant NaH,PO4 10mM (v/v) pH 7,5, NaHPO4 35mM (v/v) pH 7,5, NaBH3;CN
30mM (v/v) et CHO 0,2%(v/v) alors que le marquage dit « intermédiaire» des
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échantillons Tm a été obtenu en substituant le CH,O par du CD,O. Aprés ringage des
solutions de marquage a l'aide du solvant A, les peptides ont été ¢lués avec deux fois 500
uL de solvant B [HAc 0,6% (v/v) ; ACN 80% (v/v)], séchés a température ambiante, puis

conservé a 4°C.

3.3.10. Enrichissement en phosphoprotéines

Les culots protéiques ont été solubilisés dans un tampon compatible avec la résine
[Urée 7M, Thiourée 2M, CHAPS 2%, SB 3-10 1%, DTT 20 mM]. Pour optimiser la
solubilisation, les échantillons ont été incubés 1 heure sous agitation lente a 4°C. Le
surnageant prélevé apres centrifugation de 5 minutes a 14000 g a été dosé€. Pour enrichir les
extraits en phosphoprotéines, une chromatographie d’affinit¢ (proQ Diamond
Phosphoprotein Enrichment kit) a été réalisée en suivant le protocole mis au point par
L. Bonhomme a I’aide de 1 mL de résine par mg de protéine a enrichir. Le mélange a été
incubé 1 heure a 4°C sous agitation dans 13,3 mL de tampon de rincage par mg de
protéines a enrichir. Le mélange a ensuite été déposé sur une colonne avec frité afin de
collecter la fraction non retenue par la résine (flowtrought, FT). Les phosphoprotéines ont
ensuite été éluées avec 4 mL de la solution d’élution (proQ Diamond Phosphoprotein
Enrichment kit). Les extraits enrichis ont été concentrés sur Amicon Ultra-4, 3kDa
(Millipore) et une précipitation chloroforme/méthanol/eau bidistillée (Wessel and Flugge,
1984) [MeOH 50% (v/v); CHCIs 12,5% (v/v); ddH,0 37,5 % (v/v)] a été réalisée. La
solubilisation a été réalisée dans 100 pL d’UKS pour les gels 2D.

3.3.11. Enrichissement en phosphopeptides

Les échantillons peptidiques ont été fractionnés sur colonne échangeuse de cations
(SCX, “Strong Cation Exchange”) en HPLC (Famos - Switchos II - Ultimate
DualGradient, Dionex, 200 pL-min"). Les échantillons ont été repris dans 500 pL de
solvant A [ACN 30% (v/v), HFo 5% (v/v), pH 2,5]. Pour optimiser le temps de séparation,
un gradient décroissant d’acidité a été réalisé par mélange du solvant A et du solvant B
[ACN 30% (v/v), HFo 5% (v/v), formate d’ammonium 540 mM (p/v), pH 4,7]. Les
peptides ont ainsi été séparés par un gradient de pH du plus acide au plus basique. Des
fractions ont été collectées toutes les 90 s, par un robot (Probot), poolées pour 1’obtention
de 10 fractions finales puis séchées et conservées a 4°C. Pour enrichir les fractions en
phosphopeptides, une chromatographie d’affinité¢ utilisant des ions Fer’" immobilisés
(Fe’"-IMAC) a été réalisée selon le protocole SIGMA revu par Niihse et al. (2007) a I’aide
de 80 uL de résine Phos-Select Iron affinity (SIGMA) pour chaque fraction. Les fractions
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peptidiques post-SCX ont été solubilisées dans 300uLL de tampon de ringage/équilibration
[250mM HAc (v/v) ; ACN 30% (v/v)] puis incubées sur roue avec la résine deux heures a
température ambiante. Le mélange a ensuite été¢ déposé sur une colonne avec fritté (kit spin
colonne, SIGMA). Il a ensuite ¢ét¢ rincé deux fois avec 200uL de tampon de
ringage/équilibration, puis une fois avec 200 pL d’eau bidistillée. L’¢élution des
phosphopeptides a été¢ faite avec 50 pL de tampon d’élution [hydroxyde d’ammonium
0,4M (v/v); ACN 30% (v/v)] par centrifugation 1 minutes a 8200 g. Les ¢luas ont été

séchés avec une centrifugeuse a vide a température ambiante puis conservés a -20°C.

3.3.12. Analyse des peptides par spectrométrie de masse

Les échantillons sont repris dans une solution de TFA 0,05% (v/v), ACN 2% (v/v),
HCOOH 0,05% (v/v), puis analysés sur un systéme HPLC couplé a un spectrométre de
masse en tandem (LC-MS/MS). L'HPLC est réalisée sur une chaine NanoLC-Ultra
(Eksigent). Quatre pl d'échantillon sont chargés a 5 pL/min" sur une pré-colonne (C18
PepMap 100, 5 pm; @ 100 pm, 1 cm; Dionex) et dé-salé avec 0.1% HCOOH, et 2% ACN.
Aprés 3 min, la précolonne est connectée a une colonne de séparation (colonne C18
PepMap 100, 3 pm, @ 75 pm, 150 mm; Dionex). Un gradient de concentration en
acétonitrile de 5% a 30% a 6té appliqué 4 300 nL/min” par augmentation de la proportion
du solvant B, contenant 0.1% HCOOH (v/v) et 95% ACN, dans le solvant A, constitué¢ de
0.1% HCOOH (v/v). En incluant I'étape de régénération a 100% de B et 1'équilibration a
100% de A, une analyse dure 25 min. Les peptides ¢élués sont analysés en ligne sur une
trappe a ion LTQ XL (Thermo Electron) via une source nano-clectrospray. L'ionisation des
peptides (Potentiel de 1.5 kV) est réalisée par une jonction liquide et une aiguille capillaire
(10 mm 1i.d.; New Objective). L'acquisition des peptides est effectuée par le logiciel
Xcalibur 2.0.7 en 2 étapes : (1) Spectre de I'ensemble des peptides (masse sur charge (m/z)
de 400 to 1900 Th, mode centroid), et (2) Spectre MS/MS (qz de 0.25, temps d'activation
de 30 ms, et énergie de collision de 35%; mode centroid). L'étape 2 est répétée pour les 3
ions majoritaires détectés a 1'étape 1. L'exclusion dynamique des peptides est de 30s. Dans
le cas de recherche de phosphorylation, une troisiéme étape est ajoutée. Elle correspond a
I'analyse en MS3 de la perte de neutre (-98 Da) en MS/MS avec les méme paramétres de
fragmentation.

L’identification est effectuée, a partir des m/z des peptides et des spectres issus de
la fragmentation, par une interrogation via le logiciel X!tandem (version 2010.01.01.4) des
banques de données d’E. coli (Integr8 E.coli K12), du mais (Zea mays B73, famille

ZmASR), et des contaminants standards. Les parameétres d'interrogation sont : clivage
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enzymatique: trypsine, erreur de clivage: 1, modification fixe: carbamidométhylation des
cystéines, modification variable: oxydation des méthionines. La précision sur la masse du
précurseur est de 2.0 Da et celle sur les fragments de 0.8 (LCQ Deca) ou 0.5 (LTQ). Une
recherche supplémentaire (Refine mode), effectuée sur les protéines identifiées par la
premiére analyse, est réalisée avec les mémes paramétres exceptés que le clivage semi-
trysique et la recherche d'acétylation N-terminal des protéines sont acceptés. De plus, dans
le cas de l'analyse des sites de phosphorylation, la recherche de phosphate sur la sérine,
thréonine ou tyrosine est ajoutée.

Les données d’identification sont filtrées et regroupées en utilisant le logiciel
X !Tandem pipeline (http://pappso.inra.fr/bioinfo/xtandempipeline/). Les parameétres
standard de filtrage sont : (i) E value des peptides inférieure a 0,05, (ii) au moins deux
peptide valide par protéines, et (iii) une E value de la protéine (calculée comme le produit
des E values peptidiques) inférieure 4 10, Les paramétres de filtrage pour ’identification
des phosphopeptides sont : (i) au moins un peptide unique par protéines dont la E value est
inférieure a 0,01 et (i1) une E value de la protéine (calculée comme le produit des E values
peptidiques) toujours inférieure a 0,01. Dans le cas d'identification avec seulement 2 ou 3
peptides, ou de peptides identifiant un site de phosphorylation, la similarité entre spectres

théoriques et expérimentales est vérifiée visuellement.

3.3.13. Visualisation de I’état redox des protéines

Apres une extraction en condition non-dénaturante, les extraits protéiques ont été
soumis a une incubation en présence des agents alkylants iodoacétamide (IAM ; 100 mM)
et N-ethylmaleimide (NEM ; 50 mM) pour permettre un blocage des groupements réduits
ou oxydés.

Les extraits protéiques ont également été soumis a des essais redox correspondant a
des oxydations ou des réductions totales. Dans ce but, I’extrait protéique a été incubé en
présence d’un agent réducteur (DTTred ; 10 mM) ou d’un agent oxydant (DTTox ; 10
mM) et de 10 uM de protéine thioredoxine purifiée Trx_ml d’A. thaliana (don de E.
Issakidis-Bourguet) pendant 30 ou 60 min a 30°C.
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4. Discussion générale et perspectives

4.1. Analyse fonctionnelle de la protéine ZmASR1 par phénotypage au champ et

caractérisation de ses cibles nucléiques, protéiques et métabolomiques
4.1.1. Effet de la protéine ZmASRL1 sur le rendement au champ

Nous avons observé que la sur-expression du géne ZmASR1 chez le mais affectait
des composantes du rendement en condition irriguée comme en condition de déficit
hydrique au champ (coll. Biogemma). Cet effet sur le rendement était inattendu d’apres les
analyses de QTL (de Vienne et al., 1999). Néanmoins, il a confirmé différentes analyses
antérieures réalisées au laboratoire (coll. Biogemma, programme SEP7 « Tolérance a la
sécheresse »). Ainsi, quatre lignées reconverties issues de la lignée LPMMS83B (lignée
Limagrain issue de la lignée F2 qui n’exprime pas la protéine ZmASR1) dans lesquelles
avait été transférées, par backcross assistés par marqueurs, 1’allele ZmASR1 de la lignée
F252 qui exprime la protéine ZmASR1, avaient montrées une différence nette en condition
de déficit hydrique pour différentes composantes du rendement par rapport a la lignée
LPMMB&3B conventionnelle. Par ailleurs, un effet significatif de la sur-expression du gene
ZmASR1 sous contrdle du promoteur du géne d’actine de riz (un promoteur constitutif plus
faible que le promoteur CSVMV que nous avons utilis€) avait ét€ obtenu en condition
irriguée sur la longueur de la rafle, le pourcentage de fécondation, le poids total en grain
par ¢épi et le nombre de grains par €pi, et un effet plus limité mais néanmoins significatif en
condition stressée, pour la protandrie, la longueur de la rafle et le pourcentage de
fécondation. Comme la protéine ZmASR1 a un impact positif sur le rendement en
condition irriguée et de déficit hydrique, I’évaluation de plantes transgéniques sur-
exprimant le gene ZMASR1 dans des fonds génétiques adaptés au marché est actuellement
a I’étude aux Etats-Unis (Biogemma).

Dans la littérature, 1’analyse de QTL de réponse a la sécheresse a montré qu’il
existait trés peu de QTL communs aux cultures réalisées en condition irriguée ou en
condition d’eau limitante, ce qui suggerent que ce sont des mécanismes indépendants qui
assurent le maintient du rendement et la tolérance au déficit hydrique (Lu et al., 2006).
Néanmoins, il est intéressant de noter que la sur-expression du facteur de transcription
ZmNF-YB2 accentue la teneur en chlorophylle des feuilles et la floraison en condition
irriguée, et a un impact sur le rendement en grain en condition de déficit hydrique (Nelson
et al., 2007). Par ailleurs, la sur-expression des genes CSpA et CspB, codant des ARN

chaperonnes bactériennes, a permis une amélioration des performances végétatives, telles
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qu’une augmentation de la teneur en chlorophylle, ainsi qu’une amélioration du rendement
en condition de déficit hydrique chez le mais (Castiglioni et al., 2008). De manicre
intéressante, nous avons montré que la sur-expression du géne ZmASR1 affectait 20
métabolites, en diminuant en particulier la teneur de 18 d’entre eux en condition irriguée
comme en condition de déficit hydrique. Les résultats de I'analyse des corrélations sur les
résidus suggerent qu'il existe un mécanisme commun qui controle étroitement la
diminution de 13 d'entre eux puisqu'ils montrent que leur teneur est corrélée positivement
entre répétitions biologiques. Par ailleurs, six d'entre eux ont été identifiés comme corrélés
négativement avec la biomasse chez A. thaliana (Meyers et al., 2007 ; Sulpice et al., 2009).
Ceci est cohérent avec nos données puisque la teneur de ces métabolites est diminuée, alors
que les composantes végétatives et reproductives sont augmentées chez les plantes sur-
exprimant le géne ZMASR1. Nos travaux suggerent donc que la protéine ZmASRI1
régulerait négativement la teneur d'au moins 13 métabolites, six étant déja connus pour étre
négativement corrélés a la biomasse, via un mécanisme commun. Ces données ne
permettent pas a ce stade d'identifier ce mécanisme commun. Il est possible qu’un systeme
de régulation diminue la synthése de ces métabolites ou que leur diminution soit due & un
effet plus indirect, ces composés pouvant jouer un role de substrats pour la synthése
d’autres composés importants pour la croissance des feuilles et des grains. L’impact de la
protéine ZmASRI1 sur différentes composantes végétatives se répercuterait donc sur les
performances reproductrices et les composantes du rendement en condition irriguée et de

déficit hydrique.

4.1.2. Identification de géenes dont I’expression est affectée par la sur-expression du gene
ZmASR1

L’analyse combinée du transcriptome et du protéome foliaire a permis de montrer
que la sur-expression du géne ZmMASR1 affectait 10 transcrits (trois via 1’analyse
transcriptomique ; sept via 1’étude des voies métaboliques affectées par la sur-expression
du gene ZmASR1) et 22 protéines (16 ayant pu étre identifiés par LC-MS/MS et codant
pour 15 geénes distincts). Les 10 cibles nucléiques identifiées ne correspondaient a aucune
des cibles protéiques identifiées. Il est vraisemblable qu’elles soient en quantité trop faible
ou qu'elles possedent des caractéristiques physiques non compatibles avec les conditions
expérimentales utilisées pour la séparation sur gel 2D. Néanmoins, il est notable que les 15
cibles protéiques identifiées sont présentes sur la puce d’expression (oligonucléotides de
70mers) utilisée, mais ne sont pas affectés par la sur-expression du géne ZmASR1. Ces

résultats suggerent que la protéine ZmASR1, comme les protéines LLA23 et SIASR1 et
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Figure 15. Modéle d’action de la protéine ZmASR1 en réponse a un déficit hydrique. 1, Régulation
transcriptionelle du géne ZmASRL1 ; 2 : régulation post-transcriptionelle du gene ZmASR1 chez la lignée F2
ou la protéine n’est pas détectée ; 3 : régulation post-traductionnelle par phosphorylation de la protéine
ZmASR1 ; 4 : impact potentiel de la protéine ZmASRL1 sur la régulation redox de ces cibles ; 5 : effet de la
protéine ZMASR1 phosphorylée ou non sur I’abondance de transcrits ou protéines cibles impliqués en
particulier dans la biosynthese des acides aminés branchés (BCAA) ; 6 : effet de ZmASRL1 sur la teneur en
métabolites qui influerait sur la biomasse et a plus long terme sur le rendement. L’orientation des fleches
situées a gauche des élements indique le sens de variation de leur abondance (augmentation ou diminution).
Les fleches en trait plein indiquent les relations observées lors des différentes analyses (bleu : transcrits,
rouge : protéines, vert : métabolites et biomasse, marron : rendement) alors que les fleches en pointillées
indiquent des étapes mises en évidence in vitro ou hypothétiques. Le symbol « P » indique la MPT par
phosphorylation qui demande a étre confirmée in vivo.
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derniérement la protéine ASR de Musa paradisiaca (Yang et al., 2005 ; Rom et al., 2006 ;
Konrad et al., 2008 ; Dai et al., 2011), pourrait influencer 1’expression de transcrits et de
protéines en ayant a la fois une fonction de régulateur transcriptionnel et une fonction de
protéine chaperonne (Fig. 15). Néanmoins, la sur-expression du géne ZmASR1 a un effet
relativement modeste sur le transcriptome par comparaison a la sur-expression du gene
LLAZ23 qui affectait 410 transcrits, tous distincts de ceux que nous avons identifiés (Yang
et al., 2008). Cette différence montre que les protéines ZmASR1 et LLA23 ont des roles
physiologiques différents.

L’essentiel des cibles nucléiques et protéiques identifiées sont impliqués dans le
métabolisme primaire. De manicre intéressante, sept d’entre elles (cinq transcrits :
ZmAHAL, ZmKAR1, ZmKARI2, ZmBCAT2 et ZmBCAT4 ; deux protéines : ZmIPMDHI] et
ZmIPMDH2) sont impliquées dans la biosynthése des trois acides aminés branchés
(BCAA) Ile, Leu et Val. De maniére concordante, nous avons montré que la teneur en
BCAA est affectée chez les sur-expresseurs ZmASRL1. 11 est notable que seule I’expression
du transcrit ZMBCAT2 et des protéines ZmIPMDHI et ZmIPMDH?2 varie dans le méme
sens que la teneur en BCAA. Toutefois, ’analyse des corrélations sur résidus a indiqué que
les transcrits ZMAHASL, ZmKARI1, ZmKARI2 et ZmBCAT4 étaient positivement corrélés
entre eux, ainsi qu’a un certain nombre des 13 métabolites diminués par la sur-expression
du gene ZMASRL1. Les différentes enzymes impliqués dans la biosynthése des BCAA sont
connues pour tre soumises a des rétro-controles positifs et/ou négatifs par les BCAA, tels
que l’inhibition de I’enzyme AHAS par les trois BCAA (Joshi et al., 2010). Par
conséquent, il est possible que la diminution observée chez les sur-expresseurs puisse avoir
I’effet inverse et induire I’expression des genes ZMAHAS1, ZmKAR1 et ZmKARI2. Par
ailleurs, il est intéressant de noter que les protéines ZmKARI1 et ZmKARI2, comme la
protéine ZmASRI, sont plus abondantes dans les cellules de mésophylle (Li et al.,
2010 ;Friso et al., 2010). Nos travaux ont donc permis d’impliquer la protéine ZmASR1
dans la régulation de la biosyntheése des BCAA et de suggérer que cette voie jouerait un
role important dans 1’augmentation des composantes végétatives et reproductrices chez le
mais (Fig. 15).

Par ailleurs, il est intéressant de noter que sur les 25 génes affectés par la sur-
expression du géne ZMASR1, 20 pourraient étre sujet a des mécanismes de régulation redox
dépendant des Trx. La régulation redox liée aux modifications du statut thiol/disulfure des
protéines est effectuées par des protéines spécifiques, et en particulier par les Trx qui, sont
des senseurs de 1’état redox cellulaire en raison du dithiol trés réactif présent dans leur site

actif. Récemment, les Trx ont ét¢ impliquées dans des systémes anti-oxydants, pouvant
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servir de substrats réducteurs a des enzymes capables soit de détoxiquer les espéces
réactives de I’oxygene (péroxydases), soit d’en réparer les effets déléteres (méthionine
sulfoxide réductase). De maniére intéressante, la protéine AtIPMDHI a récemment été
identifiée comme une cible des Trx chez A. thaliana (He et al., 2009). Nous avons montré
que les protéines IPMDH de mais étaient également régulées de maniére rédox en réponse
au déficit hydrique. Cependant, nous n’avons pas observé d’effet de la sur-expression du
gene ZMASRL1 sur 1’abondance de leurs formes réduites et oxydées. Toutefois, I’anticorps
anti-AtIPMDH utilisé reconnaissait plusieurs isoformes d’IPMDH dans les feuilles de
mais. Par conséquent, les résultats obtenus ne permettent pas d’exclure que la protéine

ZmASRI1 possederait un impact sur la régulation redox de ces cibles (Fig. 15).

4.1.3. Perspectives

Pour valider les deux fonctions potentielles de la protéine ZmASRI, il s’agira
d’établir sa localisation subcellulaire a I’aide d’un géne rapporteur GFP. Si comme le laisse
supposer I’analyse de sa séquence peptidique, la protéine ZmASR1 est localisée a la fois
dans le cytoplasme et le noyau, différentes analyses pourront ensuite €tre entreprises afin
de déterminer si elle a une action directe ou indirecte sur ces cibles nucléiques et
protéiques.

Afin de déterminer 1’action de la protéine ZmASRI sur ses cibles nucléiques, une
interaction physique pourrait tout d’abord étre recherchée in vitro par la méthode du gel
retard ou de résonance des plasmons de surface (« surface plasmon resonance » en anglais)
a I’aide des promoteurs des génes cibles et de la protéine recombinante ZmASR1 produite
au cours de ma thése. Une analyse in vivo par la méthode de « Chromatin
ImmunoPrecipitation on Chip» (ChiP) suivie d’expériences de PCR quantitative
permettraient ensuite de confirmer les interactions mises en évidence in vitro. Cette
méthode nécessiterait d’avoir un anticorps anti-ZmASR1 immunoprécipitant ou des
plantes transgéniques exprimant la protéine ZmASR1 avec une étiquette spécifique
reconnue par un anticorps immunoprécipitant. Une alternative consisterait a étudier le
transcriptome et le protéome de plantes transgéniques sous-exprimant le géne ZmASR1.
Des plantes transgénique RNAi n’exprimant plus le géne ZmASR1 ont d’ores et déja été
produites. Il s’agirait de réaliser une analyse du transcriptome et du protéome foliaire des
plantes RNAi-ZmASR1 au méme stade de développement et dans les mémes conditions
environnementales que ceux réalisés avec les sur-expresseurs ZmASR1 pour pouvoir
conclure. A plus long terme, les €léments Cis reconnus par la protéine ZmASR1 devraient

étre identifiés. Les séquences promotrices des génes cibles seraient obtenues par recherche
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des bases de données et/ou séquengage, puis analysées par des tests de trans-activation.
Ceux-ci consisteraient a co-bombarder des grains de mais immatures avec les séquences
identifiées de taille plus ou moins longue (ou mutagénisées si des motifs consensus étaient
mis en évidence) couplées a un geéne rapporteur GUS et le géne ZmASR1 sous le contrdle
du promoteur CSVMV, puis de quantifier I’interaction par des mesures d’activité GUS.

Parall¢lement, il s’agira de déterminer si la protéine ZmASR1 a une action directe ou
indirecte sur ces cibles protéiques par (1) purification d’extraits protéiques a 1’aide d’une
colonne d’affinité couplée a la protéine ZmASR1-GST, (2) co-immunoprécipitation in vivo
a l’aide de plantes transgéniques sur-exprimant le gene ZMASR1 et les protéines cibles
avec des étiquettes différentes reconnues par des anticorps immunoprécipitants. Il serait
¢galement intéressant de déterminer qu’elle est la contribution de la régulation rédox dans
ces interactions. Dans ce but, il serait intéressant de développer des anticorps spécifiques
des protéines cibles de la protéine ZmASRI, en particulier des protéines ZmIPMDHI1 et
ZmIPMDH2, et d’analyser I’impact de la sur-expression du géne ZmASR1 sur leur état
redox grace a des « redox Western ». A plus long terme, I’influence des différentes Trx
plastidiales connues pourrait étre analysée sur les cibles protéiques pour préciser la nature
des Trx impliquées. De plus, il serait intéressant d’analyser 1’influence de la protéine
ZmASRI sur les Trx plastidiales afin de mettre en avant le rdle effectif de la protéine

ZmASRI1 dans la régulation redox cellulaire, en réponse au déficit hydrique.

4.2. Etude des mécanismes de régulation des génes ZmASR
4.2.1. Analyse phylogénétique de la famille ZmASR

L’analyse in silico réalisée au laboratoire a permis d’identifier neuf génes ZmASR
chez le mais. Une analyse phylogénétique a ensuite été réalisée pour essayer d’établir des
relations d’orthologie entre les genes ASR. En effet, deux genes orthologues, c’est-a-dire
issus d’une spéciation et ayant ainsi un ancétre commun (Fitch, 1970), ont une forte
probabilité d’avoir la méme fonction. La phylogénie réalisée sur un total de 100 séquences
ASR identifiées dans les banques de données, a permis d’établir que les duplications des
genes ASR se sont produites indépendamment chez les coniféres, les monocotylédonnes et
les dicotylédones. De plus, elle a permis de montrer que la famille des poacées était
organisée en cinq clades, confirmant 1’analyse phylogénétique réalisée parallelement par R.
Philippe (2010). Par ailleurs, la cartographie des genes ZmASR a permis de montrer que
I’ensemble des séquences de riz, de sorgo et de mais de chacun des clades pouvait étre

affectées a I’'un des cinq protochromosomes de I’ancétre commun des poacées et de
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suggérer que sept geénes ASR étaient présents chez [’ancétre intermédiaire a 12
chromosomes (Murat et al., 2010).

I1 est intéressant de noter que les protéines ASR d’un méme clade ou méme sous-clade de
poacées présentent des caractéristiques protéiques similaires. Ainsi, les protéines des sous-
clades I-2 et I-3, auxquels appartiennent respectivement les génes ZmASR3 et ZmASR4,
présentent la particularité d’étre dépourvues en N-terminal de la région riche en His et
d’avoir a la place une région spécifique. Ceci suggere une différenciation du geéne ancestral
de ces deux sous-clades par I’acquisition de la séquence nucléique supplémentaire qui
pourrait jouer un réle dans leur régulation ou la reconnaissance de partenaires pour des
interactions protéine-protéine. Par ailleurs, I’ensemble des protéines ASR du clade II,
auquel appartiennent les génes ZMASR5, ZmASR6, ZmASR7-1, ZmASR7-2 et ZmASR7-3, a
un signal de localisation nucléaire (NLS) incomplet (perte du motif B) voir absent,
suggérant que ces protéines sont préférentiellement cytoplasmiques. Au contraire, les
protéines ASR des sous-clade I-1 et I-2 ont toutes, & une exception pres, un NLS bipartite,
ce qui suggere qu’elles ont une localisation préférentiellement nucléaire. Enfin, les
protéines ASR des sous-clades I-1, I-2 et II-2, et en particulier les protéines ZmASRI,
ZmASR2, ZmASR3, ZmASR7-2 et ZmASR7-3, ont un pourcentage d’identité compris
entre 71 et 86% avec le domaine de fixation 2 I’ADN dépendant du Zn*" identifié chez la
protéine SIASR1 de tomate (Rom et al., 2006), ce qui suggere qu’elle serait susceptible de

réguler I’expression de genes.

4.2.2. Mise en évidence d’une regulation transcriptionnelle et post-transcriptionelle des

genes ZmASR

Les analyses de transcrits par qRT-PCR et de protéomique quantitative a 1’aide de
gels 2D nous ont permis de mesurer 1’expression de six des neuf membres de la famille
ZMASR (six transcrits : ZmASR1, ZmASR2, ZmASR3, ZmASR4, ZmASR5 et ZmASR7-1 ;
trois protéines : ZmASRI1, ZmASR2 et ZmASR3). Quoique incomplétes, ces données
d’expression apportent de nouvelles connaissances par comparaison aux données
actuellement présentes dans la littérature (Riccardi et al., 1998, 2004 ; Furumoto et al.,
2000 ; Liet al., 2010 ; Friso et 1., 2010).

Nous avons montré que les six transcrits ZMASR analysés étaient exprimés dans les
feuilles, les racines et les grains. Les expériences de qRT-PCR et de gels 2D montrent que
le géne ZMASR1 est I’un des genes ZMASR les plus exprimés dans la feuille, la racine et le
grain. Le géne ZMASRS serait le géne le plus faiblement exprimé dans la feuille et la

racine, alors que le géne ZMASR4 serait le géne le plus faiblement exprimé dans le grain.
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Par ailleurs, les données transcriptomiques obtenues par Li et al. (2010) montrent que les
transcrits ZMASR1, ZmASR2, ZmASR3 et ZmASRS, seraient préférentiellement exprimés
dans les cellules de mésophylle, alors que le transcrit ZmASR4 serait préférentiellement
exprimé dans les cellules de la gaine périvasculaire. Les analyses par Western 2D ont
confirmé que la protéine ZmASR1 était absente chez la lignée F2, alors que le transcrit
¢tait bien présent, suggérant une régulation post-transcriptionnelle de ce géne chez cette
lignée de mais. Curieusement ce phénomene n'a été observé sur aucune des autres lignées
testées jusqu'a présent.

Nos travaux ont également montré que les six géenes ZmASR ¢étudiés répondaient de
manicre différente au déficit hydrique selon le tissu considéré. Ainsi, les quatre transcrits
ZmASRI1, ZmASR2, ZmASR4 et ZmASR7-1 ¢étaient augmentés dans la feuille en
condition de déficit hydrique, alors que seul le transcrit ZmASR4 était augmenté dans le
grain. Les analyses de gels 2D ont permis de confirmer les profils d’expression des génes
ZmASR1 et ZmASR3. En revanche, elles ont montré que la quantité de la protéine
ZmASR2 augmentait de manic¢re relativement modeste au déficit hydrique par
comparaison au profil de transcrits.

Les résultats obtenus ont également montré que les génes ASR d’un méme sous-
clade de poacées répondaient de maniere relativement similaire au déficit hydrique dans la
feuille. Ainsi, les génes ASR des sous-clade I-1 (ZmASR1, ZmASR2, OsASRS, SoDIP22),
[-3 (ZmASR4, OsASRG6) et 11-2 (ZmASR7-1, OsASR, OsASR1) sont induits par le déficit
hydrique, alors que ceux des sous-clades I-2 (ZmASR3, OsASR4) et II-1 (ZmASRS,
OsASR3) sont réprimées par le déficit hydrique ou ne répondent pas au déficit hydrique
(Sugiharto et al., 2002 ; Rabbani et al., 2003 ; Takasaki et al., 2008 ; Philippe et al., 2010).
L’ensemble des résultats obtenus suggere donc une sous-fonctionnalisation des genes ASR

des poacées selon la cellule, I’organe et le traitement considérés.

4.2.3. Mise en évidence d’une phosphorylation des protéines ZmASR

Les analyses protéomiques réalisées dans la feuille mature ont tout d’abord permis
de montrer que la protéine ZmASR1 était phosphorylable in vitro. Elles ont ensuite permis
d’établir que les protéines ZmASR2 et ZmASR3 étaient phosphorylées in vivo en condition
de déficit hydrique et de suggérer que la protéine ZmASRI1 le serait également. Enfin, elles
ont permis d’identifier plusieurs sites de phosphorylation : (1) deux sites in vitro chez la
protéine ZmASRI1 ; (2) deux sites in vivo chez la protéine ZmASR2, (3) quatre sites in vivo
chez la protéine ZmASR3.
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Figure 16. Comparaison des sites de phosphorylation prédits et identifiés expérimentalement pour les
protéines ASR de Poacées. Le domaine riche en His et le domaine ABA/WDS caractéristiques des
protéines ASR sont indiqués respectivement par des fleches bleues et grises. Les acides aminés en vert sont
identiques aux acides aminés du motif nécessaire a la fixation a I’ADN dépendante du Zn?* de la protéine
SIASR1, alors que ceux en orange correspondent a la séquence empéchant sa fixation (Rom et al. 2006). Les
acides aminés en violet sont identiques aux acides amines du signal de localisation nucléaire identifié chez la
protéine LLA23 (Wang et al., 2006). Les clades I et Il sont indiqués respectivement par des carrés vert clair
et vert foncé. Les rectangles noir correspondent aux résidus prédits comme phosphorylés par le logiciel
NetPhos. Les acides aminés en rouge correspondent aux sites phosphorylés identifiés par I’analyse LC-
MS/MS.
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L’analyse du protéome de feuilles de mais avait permis de mettre en évidence que
les protéines ZmASR2 et ZmASR3 existaient sous la forme de trains de spots, le nombre
total de spots étant maximal dans la feuille différenciée avec trois spots identifiés pour la
protéine ZmASR?2 et quatre pour la protéine ZmASR3. Compte tenu du nombre de sites de
phosphorylation identifiés in vivo, il est possible que les spots ZmASR2.1, ZmASR2.2 et
ZmASR2.3 correspondent a la protéine ZmASR2 ayant respectivement zéro, un et deux
résidus phosphorylés. De fagon similaire, les spots ZmASR3.1, ZmASR3.2, ZmASR3.3 et
ZmASR3.4 correspondraient a la protéine ZmASR3 ayant respectivement un, deux, trois et
quatre résidus phosphorylés. De maniére intéressante, 1’abondance des différents spots
protéique au sein des trains de spots varie au cours du développement de la feuille et en
réponse au déficit hydrique. Ces résultats suggeérent donc que les protéines ZmASR2 et
ZmASR3 seraient régulées par phosphorylation en réponse au déficit hydrique.

Les deux sites de phosphorylation identifiés in vitro (S107 et Y78) sur la protéine
ZmASRI1 ont été obtenus avec seulement deux des quatre kinases testées. L’une d’elles
correspondait a la protéine recombinante AtOST1, une protéine kinase de la sous-famille
SnRK2 dont la plupart des membres sont activés par un stress osmotique (Boudsocq et al.,
2004). 11 est intéressant de noter que la protéine AtOST1 présente la particularité, comme
deux autres membres de la famille SnRK2, d’étre activée par I’ABA et de jouer un rdle clé
dans la fermeture stomatique et 1’homéostasie métabolique (Assmann et al., 2003 ;
Boudsocq et al., 2007 ; Zheng et al., 2010). Bien qu’elle soit apparentée a la méme famille
de protéines kinases, la protéine AtSnRK1 s’est avérée incapable de phosphoryler la
protéine ZmASRI1 in vitro. Ceci suggére donc que les résultats de phosphorylation obtenus
in vitro ne sont pas des artefacts et mettent en avant un lien possible entre la protéine
kinase AtOST]1 et la protéine ZmASRI1.

Comme cela n’est pas rare dans la littérature, les sites identifiés in vitro sur la
protéine ZmASRI1 sont différents des sites identifi€s in vivo sur les protéines ZmASR?2 et
ZmASR3. En effet, les premiers sont présents dans le domaine ABA-WDS situé en C-
terminal et conservé chez 1’ensemble des protéines ASR, alors que les seconds sont
présents en N-terminal dans une région trés peu conservée et spécifique de chaque sous-
clade de poacées auxquels les protéines ZmASR2 et ZmASR3 appartiennent. Ceci suggere
donc que ces sites auraient des fonctions différentes : les sites identifiés en N-terminal
pourraient favoriser des interactions proteine-protéine spécifiques, alors que ceux identifiés
en C-terminal pourraient modifier 1’activité de la protéine ZmASR1 (Fig. 16). En effet, il
est notable que le premier site identifié en C-terminal (Y78) est situé au niveau du domaine

connu pour étre impliqué dans la fixation a ’ADN, alors que le second (S107) est situé
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dans le domaine empéchant la fixation a I’ADN (Fig. 16). Dans la littérature, I’activité des
facteurs de transcription, tels que les basic domain-containing leucine-zipper (bZIP), est
connue pour é&tre régulée par phosphorylation des domaines de fixation a I’ADN en
réponse & I’ABA ou a d’autres stress (Kirchler et al., 2010). De manicre intéressante, le
résidu Y78 est spécifique des protéines du clade I des poacées, une His étant présente chez
les protéines ASR du clade II (Fig. 16). La présence d’une Tyr chez I’ancétre Musa
suggere donc une perte de ce résidu chez les protéines ASR du clade II, ce qui pourrait
avoir un impact fonctionnel sur les protéines de ce clade. Contrairement au site Y78, le site
S107 est commun a plusieurs ASR des deux clades de poacées, suggérant une acquisition

de la Ser par mutations indépendantes.

4.2.4. Perspectives

A court terme, il s’agira de confirmer que la protéine ZmASR1 est phosphorylée in
vivo et de montrer que cette phosphorylation, ainsi que celle des protéines ZmASR2 et
ZmASR3, varie en réponse au déficit hydrique. Pour confirmer que la protéine ZmASRI
est phosphorylée in vivo, de nouveaux Western 2D sont prévus au printemps 2011 (stage
M1 de S. Bobet) avec I’anticorps anti-ZmASRI1 et des extraits foliaires irriguées ou
stressées qui auront été enrichis en phosphoprotéines, puis trait€és ou non avec une
phosphatase, et enfin co-migrés. Une alternative consisterait a optimiser les essais kinase in
vitro réalisés avec la protéine recombinante GST-ZmASRI et les extraits protéiques
foliaires de plantes cultivées en condition irriguées et de déficit hydrique. Il serait
¢galement intéressant de refaire une analyse de phosphopeptides a partir d’extraits irrigués
et stressés suivant le protocole optimisé au cours du stage de M1 de T. Vain. Ceci
permettrait de (1) confirmer les données obtenues in vivo pour les protéines ZmASR?2 et
ZmASR3, (2) de déterminer si les sites phosphorylés identifiés varient en réponse au
déficit hydrique, (3) d’identifier éventuellement la phosphorylation d’autres protéines
ZmASR.

A moyen terme, une analyse phylogénique pourrait étre effectuée au niveau
moléculaire pour évaluer I’existence d’une pression de sélection sur certains des
nucléotides codant les résidus phosporylés identifiés. Cette analyse doit se faire avec un
ensemble de séquences assez conséquent. A 1’heure actuelle, elle n’est donc possible que
sur les sites identifiés in vitro car ils sont localisés dans le domaine ABA/WDW conservé,
alors que ceux identifiés in vivo sont spécifiques de sous-clades de poacées, dont le nombre
de séquences est encore relativement restreint. En paralléle, il serait envisageable de cloner

les genes ZMASR pour générer par PCR des mutations inactivant (substitution par une Gly)
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ou mimant (substitution par un Glu) les différents sites de phosphorylation identifiés in
vivo. Apres transformation, le phénotype des plantes ainsi générées serait étudié, ainsi que
la variation quantitative des trains de spots d’isoformes en réponse a la sécheresse. Dans le
cas de la protéine ZmASRI, il serait en particulier intéressant de déterminer 1I’impact de
ces mutations sur I’expression des cibles transcriptomiques et protéomiques mises en
évidence.

A plus long terme, il s’agirait d’identifier la ou les protéines kinases impliquées
dans la régulation par phosphoylation des protéines ZmASR par immunoprécipitation a

I’aide d’un anticorps anti-ZmASR immunoprécipitant.
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CONCLUSION GENERALE

Les étés 2003 et 2006 nous ont rappelé que l'eau est une ressource limite qui fait
I'objet d'une compétition entre les usages agricoles et industriels. La recherche de plantes
plus tolérantes a la sécheresse est donc un enjeu fondamental pour la production agricole
dans les prochaines décennies. Le mais est particulierement concerné en raison de la
position estivale de son cycle cultural. Dans ce contexte, ma theése a consisté a entreprendre
une analyse multidisciplinaire pour identifier et caractériser des geénes impliqués dans la
variation de caractéres complexes affectés par la sécheresse chez le mais, en utilisant des
outils relevant de la génétique, de la transcriptomique, de la protéomique, de la
métabolomique et de la biochimie.

La premiére partie de ma thése a permis d’identifier huit génes candidats exprimés
différemment entre les deux populations de lignées recombinantes analysées et co-
localisant avec la région chromosomique ciblée contenant un QTL de sensibilité¢ de la
croissance foliaire au déficit hydrique et un QTL de protandrie en condition de déficit
hydrique. L’ensemble des données obtenues a débouché sur un modele original de
régulation des voies métaboliques de la lignine et des acides gras par le facteur de
transcription ZmMYB31 en réponse au déficit hydrique, ainsi que sur deux demandes de
brevets pour deux des huit génes candidats identifiés. Pour les valider et conforter le
modele proposé, des plantes transgéniques ont été¢ produites et sont actuellement en cours
de caractérisation.

La seconde partie de ma thése a permis de valider au champ le réle important joué
par la protéine candidate ZmASR1 chez le mais en condition de déficit hydrique et
d’accéder a une meilleure compréhension de son rdle biologique, via son implication dans
la régulation de la biosynthése des BCAA. L’étude de la famille ZMASR a en outre permis
de montrer que certains des membres de cette famille étaient soumis a différents niveaux
de régulation en réponse au déficit hydrique. Elle ouvre donc des perspectives quant a leur
intérét dans la réponse a la sécheresse chez le mais.

Pour conclure, les résultats obtenus au cours de ma thése ont débouché sur la
création d’outils originaux qui permettront, je l'espere, une amélioration de la tolérance des

plantes a la sécheresse.
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ANNEXE 1
BREVET D’INVENTION
Obtention de plantes ayant une tolérance améliorée a un

déficit hydrique grace a un facteur de transcription R2ZR3-MYB
de la sous-famille 4
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OBTENTION DE PLANTES AYANT UNE TOLERANCE AMELIOREE A UN DEFICIT
HYDRIQUE

La présente invention concerne un procédé d’obtention
de plantes tolérantes a un déficit hydrique.

Le « déficit hydrique » correspond a une situation ou
la quantité d’eau transpirée par une plante est supérieure a la
quantité d’eau absorbée par ladite plante.

Le déficit hydrique est 1’un des stress abiotiques
les plus 1importants pour les plantes. 11 peut affecter leur
croissance et leur reproduction, conduisant ailnsi a une perte de
rendement.

Par conséquent, il est important d’identifier des
génes qui possedent Hla capacité d’améliorer la tolérance des
plantes au déficit hydrique.

La fTamille des facteurs de transcription R2R3-MYB
(« myeoblastosis oncogene ») compte 126 membres chez Arabidopsis
thaliana (STRACKE et al., Curr. Opin. Plant Biol., 4:447-546,
2001), 84 membres chez le riz (JIANG et al., Genome Bio., 5:R46,
2004) et 192 membres chez le peuplier (WILKINS et al., Plant
Physiol., 149:981-993, 2009). Cette famille est caractérisée par
la présence des motifs R2 (de séquence XsWX;gWXigWX7;, SEQ ID NO : 2)
et R3 (de séquence XsWXigWX;, SEQ ID NO : 3) de liaison a I”ADN qui
régulent de nombreux processus physiologiques, dont le contrdle du
cycle cellulaire (STRACKE et al., 2001, cité ci-dessus, FORNALE et
al., Plant Mol. Biol., 62:809-823, 2006). L’alignement des
séquences peptidiques déduites des séquences nucléotidiques codant
ces fTacteurs de transcription a permis de les classer en
différentes sous-familles (STRACKE et al., 2001, cité ci-dessus).
Les membres d’une méme sous-famille - qui possedent des sites
similaires de liaison a I’ADN et d’interaction protéine-protéine -
partagent en partie des fonctions biologiques communes.

Les facteurs de transcription R2R3-MYB de la sous-
famille 4 (FORNALE et al., 2006, cité ci-dessus) sont généralement
impliqués dans [le métabolisme des phénylpropanordes et la
biosynthése de la lignine (JIN et al., EMBO J., 19:6150-6561,
2000). Ces facteurs de transcription possédent, outre les deux
motifs peptidiques R2 et R3, le motif peptidique de séquence
LNLID/EJL ; SEQ ID NO : 4) dans la partie C-terminale de Ila
protéine (STRACKE et al., 2001, cité ci-dessus).
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Les facteurs de transcription R2R3-MYB de

la sous-

famille 4 sont bien connus de I”homme du métier. A titre d’exemple

de facteurs de transcription R2R3-MYB de

la sous-famille 4, on

peut citer ceux identifiés par FORNALE et al., 2006 et WILKINS et
al., 2009 (cités ci-dessus) et décrit dans le Tableau | ci-aprés :

Espéce Nom de la Numéro Référence :
protéine d’accession dans (a) : FORNALE et
les bases de al., 2006
données GENBANK (b) : WILKINS et
ou UniProtkB al., 2009
Arabidopsis thaliana AtTMYB7 U26937 (@) et (b)
AtMYB32 NM_119665
AtMYB4 AY519615
AtY49 CAA62033
AtMYB3 AF062859
AtMYB8 NP849749
AtMYB6 AL161515
AtCAB78069 CAB78069
Populus trichocarpa PtrMYB156 (b)
PtrMYB221
Populus tremula x PttMYB CAD98762 ()
Populus tremuloides
Vitis vinifera Vv3g1569838 (b)
Vv4g15106462
Zea mays ZmMYB38 (@) et (b)
ZmMYB31
ZmMYB42
ZmMYB8
Solanum lycopersicum SIMYB27 (ou | CAAG4614 (@) et (b)
LeMYB27)
Eucalyptus gunii EgMYB1 CAE09058 (a) et (b)
Picea glauca PgMYB5 (b)
PgMYB10
PgMYB13
PtMYB14
Tradescantia TFMYB2 AAS19476 (2)
fluminensis TFMYB6 AAS19480
TFMYB1 AAS19475
Oryza sativa OsNP91576 NP_91576 ()
0sT02984 T02984
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0sAAV59423 AAV59423
OsPTYPEZ2 XP_483665
OsPTYPE1 AAL84628

Hordeum vulgare HvMYB5 CAA50221 (@) et (b)
HvMYB1 CAA50224

Triticum aestivum TaMYB1 AAT37167 (a)

Dendrobium sp. DspMYB8 AA049417 ()
DspMYB10 AA049419

Gossypium hirsutum GhMYB9 AAK19619 ()
GhMYB1 AAN28270

Antirrhinum majus AmMYB308 JQ0960 ()
AmMYB330 JQ0957

Des plantes de tabac transformées avec la séquence
codante des génes d’Antirhinum majus AmMYB308 et AmMYB30
présentent un phénotype de réduction de la taille et de la
longévité des feuilles exposées a la lumiére dont la sévérité est
corrélée au niveau d’expression du facteur de transcription
(TAMAGNONE et al., Plant Cell, 10:135-154, 1998). Le gene AtMYB4,
qui appartient également a la sous-famille 4, réprime lui aussi la
voie des phénylpropanordes en inhibant notamment 1’expression des
génes AtC4H (« trans-cinnamate 4-hydroxylase ») et At4CL1 (« 4-
coumarate:coenzyme A ligase 1 »), ce qui conduit a la synthése du
sinapoyl malate qui protége les feuilles contre les dommages
occasionnés par les ultraviolets JIN et al., 2000, cité ci-
dessus). Enfin, la sur-expression de la séquence codante du gene
ZmMYB31 chez Arabidopsis thaliana conduit a nouveau a une
répression des génes At4CLl1, AtCOMT (« caffeic acid O-
methyltransferase ») et ZmCOMT, une légére stimulation du géne
AtCAD6 (« cinnamyl alcohol dehydrogenase 6 » ; correspond a AtCAD5
de TAIR) et une réduction de la teneur en lignine (FORNALE et al.,
2006, cité ci-dessus).

La Demande Internationale WO 01/32002 décrit une
méthode pour augmenter la tolérance d’une plante a un stress
abiotique (par exemple sécheresse, température, salinité),
comprenant la modification du génome de ladite plante pour
surexprimer dans ladite plante un facteur de transcription MYB
choisi parmi les facteurs de transcription MYB60 (appartenant a la
sous-famille 1 selon la définition des sous-famille donnée par
STRACKE et al., 2001, cité ci-dessus), MYB74 (appartenant a la
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sous-famille 11), MYB75 (appartenant a la sous-famille 6) et MYB90
(appartenant aussi a la sous-famille 6) d’A. thaliana.

Au cours de leurs travaux, les iInventeurs ont mis en
évidence que des plantes de mars (Zea mays) transgéniques
surexprimant le facteur de transcription ZmMYB31l présentaient une
tolérance augmentée a un déficit hydrique par rapport aux plantes
de mars sauvages (non transgéniques). Le Ffacteur de transcription
ZmMYB31 de mars (disponible dans la base de données GENBANK sous
le numéro d’accession GI1:89143144 ; référencée également sur la
puce du Maize Oligonucleotide Array Project
[http://www._.maizearray.org] sous le numéro MZ00022562) appartient
a la sous-famille 4 des facteurs de transcription R2R3-MYB. Il est
également représenté par la séquence SEQ ID NO : 1.

Les inventeurs ont identifié des paralogues du
facteur de transcription ZmMYB31 et des orthologues chez Hordeum
vulgare, Oryza sativa et Triticum aestivum. Ces paralogues et
orthologues possédent les motifs R2, R3 et LNL[E/D]L définis ci-
dessus et présentent au moins 70% d’identité avec la séquence du
facteur de transcription ZmMYB31 (SEQ ID NO: 1).

Les inventeurs ont aussi montré que la séquence
peptidique des paralogues et des orthologues chez les plantes
monocotylédones H. vulgare, O. sativa et T. aestivum, du facteur
de transcription ZmMYB31 comprend les acides aminés conservés
situés aux positions 1-9, 11-13, 15-22, 24-25, 27, 30-41, 43-70,
74-75, 77-78, 80-83, 85-93, 95-111, 113-116, 120-127, 138, 140-
141, 197, 202-212, 214, 234, 239, 242, 252, 254-255, 261-263, 267-
271 et 274-275 de ladite séquence peptidique de ZmMYB31 (SEQ 1D
NO : 1) lorsqu’elle est alignée avec celle-ci (voir Figure 1).

Sauf précision contraire, [1’alignement entre deux
séquences peptidiques et le calcul des pourcentages d’identité
sont effectués sur toute la longueur des séquences peptidiques a
I1’aide du programme d’ordinateur « needle » (NEEDLEMAN et WUNSCH,
J. Mol. Biol., 48, 443-453, 1970) en utilisant les paraméetres par
défaut : « Matrix » : EBLOSUM62, « Gap penalty » : 10,0 et
« Extend penalty » : 0,5.

La présente invention propose en conséquence
d’utiliser la protéine ZmMY31l ou un paralogue ou orthologue de
celle-ci pour augmenter la résistance des plantes au déficit
hydrique.
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La présente invention a pour objet un procédé pour
augmenter la tolérance d’une plante au déficit hydrique,
caractérisé en ce que I’on surexprime dans ladite plante un
facteur de transcription R2R3-MYB de la sous-famille 4, possédant
au moins 70% d’identité, et par ordre de préférence croissant au
moins 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% et 99% d’identité, avec la
séquence SEQ ID NO: 1.

On entend par un facteur de transcription R2R3-MYB de
la sous-famille 4, un facteur de transcription R2R3-MYB tel que
décrit par STRACKE et al., 2001 (cité ci-dessus), possédant les
motifs conservés R2 (de séquence XsWX;oWXioWX7;, SEQ ID NO : 2) et R3
(de séquence Xy WXigWX;, SEQ ID NO : 3) de liaison a I’ADN, et le
motif conservé LNL[E/D]L (SEQ ID NO : 4).

Selon un mode de réalisation avantageux de la
présente invention, ledit facteur de transcription R2R3-MYB de la
sous-famille 4 est issu d’une plante monocotylédone et comprend
les acides aminés conservés situés aux positions 1-9, 11-13, 15-
22, 24-25, 27, 30-41, 43-70, 74-75, 77-78, 80-83, 85-93, 95-111,
113-116, 120-127, 138, 140-141, 197, 202-212, 214, 234, 239, 242,
252, 254-255, 261-263, 267-271 et 274-275 de ladite séquence SEQ
ID NO - 1 lorsqu’il est aligné avec ladite séquence SEQ ID NO : 1.

On entend par un facteur de transcription R2R3-MYB de
la sous-famille 4 issu d’une plante monocotylédone, un facteur de
transcription R2R3-MYB de la sous-famille 4 exprimée par une
plante monocotylédone ou un facteur de transcription R2R3-MYB de
la sous-famille 4 synthétique obtenu par mutation d’un facteur de
transcription R2R3-MYB de la sous-famille 4 exprimé par une plante
monocotylédone.

Selon un mode de réalisation préféré de la présente
invention, ledit facteur de transcription R2R3-MYB de la sous-
famille 4 est choisi dans le groupe constitué par les séquences
d’acides aminés suivantes :

SEQ ID NO : 1 (ZmMYB31),

SEQ ID NO : 5 (facteur de transcription R2R3-MYB de la sous-
famille 4 d’Hordeum vulgare, dénommé HvMYB1),
SEQ ID NO : 6 (facteur de transcription R2R3-MYB de la sous-
famille 4 d’Oryza sativa, dénommé 0s09g36730),
SEQ ID NO : 7 (facteur de transcription R2R3-MYB de la sous-
famille 4 d’Oryza sativa, dénommé OsPTYPE),
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SEQ ID NO : 8 (facteur de transcription R2R3-MYB de [la sous-
famille 4 de Triticum aestivum, dénommé TaMYB1l),

SEQ ID NO : 9 (facteur de transcription R2R3-MYB de [la sous-
famille 4 de Zea mays, dénommé ZmMYB42), et

SEQ ID NO : 10(facteur de transcription R2R3-MYB de la sous-
famille 4 de Zea mays, dénommé ZmP20025),

de préférence encore, SEQ ID NO : 1.

La présente invention s’applique a toutes les plantes
monocotylédones ou dicotylédones, et notamment aux plantes
sensibles au déficit hydrique. De maniére non limitative, elle
peut s’appliquer aux plantes potagéres, aux plantes ornementales,
aux arbres fruitiers, aux plantes de grandes cultures telles que
le blé, le mars ou 1le riz, ou aux plantes de cultures
industrielles comme le cotonnier, le colza ou le tournesol, de
préférence le maTrs.

La surexpression (augmentation de I’expression) dans
une plante d’un facteur de transcription R2R3-MYB de la sous-
famille 4 tel que défini ci-dessus, peut étre effectuée par la
modification du génome de ladite plante. Cette modification du
génome peut notamment s’effectuer par transformation génétique de
ladite plante par une ou plusieurs copies d’un polynucléotide
codant pour ledit facteur de transcription de la sous-famille 4,
associé a des séquences de régulation en cis de son expression. La
surexpression dudit facteur de transcription R2R3-MYB de la sous-
famille 4 peut également étre obtenue par modification des
séquences de régulation en cis de I’expression dudit facteur de
transcription R2R3-MYB de la sous-famille 4, par exemple en
remplacant son promoteur endogéne par un promoteur plus fort,
permettant un niveau de transcription plus élevé, ou bien en
adjoignant au promoteur endogéne des séquences activatrices de la
transcription, de type « amplificateur », ou de la traduction.

Pour la mise en ccuvre du procédé selon la présente
invention, on utilise une cassette d’expression recombinante,
comprenant un polynucléotide codant pour un facteur de
transcription R2R3-MYB de la sous-famille 4 tel que défini ci-
dessus, placé sous le contréle transcriptionnel d’un promoteur
approprié.

Ledit promoteur peut étre un promoteur hétérologue.
Dans ce cas, on peut utiliser par exemple :
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- des promoteurs constitutifs, tels que le promoteur
de la gluténine de haut poids moléculaire spécifique de
I "endosperme (VERDAGUER et al., Plant Mol Biol., 31:1129-1139,
1996), le promoteur de I’ARN 35S (ODELL et al., Nature, 313:810-
812, 1985) ou 19S (KAY et al., Science, 236:1299-1302, 1987) du
CaMv, le promoteur de I1’actine 1 du riz (McELROY et al., Plant
Cell, 2:163-171, 1990), le promoteur de 01’ubiquitine 3 du riz ou
du mars (SIVAMANI et QU, Plant Mol Biol., 60:225-239, 2006),

- des promoteurs spécifiques du phloéme, tels que le
promoteur du Wheat Dwarf Virus (DINANT et al., Physiologia
plantarum 121 : 108-116, 2004 ; Demande PCT WO 03/060135) ou le
promoteur de AtPP2-Al (DINANT et al., Plant Physiol., 131 : 114-
128, 2003),

- des promoteurs spécifiques des TfTeuilles, tels que
le promoteur de la petite sous-unité de la Rubisco, le promoteur
de la phosphoénolpyruvate carboxylase,

- des promoteurs spécifiques des racines, tels que
le promoteur RCc3 du riz (Demande Internationale WO 2009/016104),
le promoteur antiquitine du riz (Demande Internationale WO
2007/076115), ou

- des promoteurs localement inductibles par le
stress (sécheresse, salinité), tels que le promoteur rd29
d’Arabidopsis (YAMAGUCHI-SHINOZAKI et SHINOZAKI, Mol. Gen. Genet.,
236: 331-340, 1993),
de préférence 1le promoteur de la gluténine de haut poids
moléculaire spécifique de I"endosperme.

On peut également utiliser le promoteur d’un facteur
de transcription R2R3-MYB d’une autre sous-famille que la sous-
famille 4.

Pour la mise en cuvre du procédé selon la présente
invention, on peut aussi utiliser des vecteurs recombinants,
résultant de 1I1’insertion d’une cassette d’expression telle que
décrite ci-dessus dans un vecteur hote.

Les cassettes d’expression et vecteurs recombinants
tels que décrits ci-dessus peuvent, bien entendu, comprendre en
outre d’autres séguences, usuellement employées dans ce type de
constructions. Le choix de ces autres séquences sera effectué, de
maniére classique, par I"homme du métier en fonction notamment de
critéres tels que les cellules-hb6tes choisies, les protocoles de
transformation envisagés, etc.
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On citera, a titre d’exemples non limitatifs, les
terminateurs de transcription, les séguences de téte (séquences
« leader ») et les sites de polyadénylation. Ces séquences peuvent
étre celles qui sont naturellement associées au gene codant le
facteur de transcription R2R3-MYB de la sous-famille 4 tel que
défini ci-dessus, ou bien peuvent étre des séquences hétérologues.
Ces séquences n’interviennent pas sur les propriétés spécifiques
du promoteur ou du géne auxquelles elles sont associées, mais
peuvent améliorer globalement qualitativement ou quantitativement,
la transcription, et le cas échéant, la traduction. A titre
d’exemples de séquences de ce type fréquemment utilisées chez les
plantes, on citera parmi les plus répandues, le terminateur de
I’ARN 35S du CaMV et le terminateur du géne de la nopaline
synthase. On peut également, dans le but d’augmenter le niveau
d’expression, utiliser des séquences amplificatrices (séquences
« enhancer » de transcription et de traduction).

Parmi les autres séquences couramment employées dans
la construction de cassettes d’expression et vecteurs
recombinants, on citera également les séquences permettant le
suivi de la transformation, et I’identification et/ou la sélection
des cellules ou organismes transformés. Il s’agit notamment de
génes rapporteurs, conférant aux cellules ou organismes
transformés un phénotype aisément reconnaissable, ou bien de génes
marqueurs de sélection : seules les cellules ou organismes
exprimant un géne marqueur de sélection déterminé, sont viables
dans des conditions données (conditions sélectives). Des geénes
rapporteurs fréguemment employés sont par exemple celui de la
beta-glucuronidase (GUS), celui de la luciférase, ou celui de la
« green Tfluorescent protein » (GFP). Des génes marqueurs de
sélection sont généralement des génes de résistance a un
antibiotique, ou également, dans le cas des plantes ou des
cellules végétales, a un herbicide. 1l existe une trés grande
variété de génes marqueurs de sélection parmi lesquels 1"homme du
métier peut effectuer son choix en fonction des critéres qu’il
aura lui-méme déterminés.

Pour la mise en cuvre du procédé selon la présente
invention, on peut également utiliser des cellules-hbtes
transformées par un polynucléotide codant pour un Tacteur de
transcription R2R3-MYB de la sous-famille 4 tel que défini ci-
dessus, ce qui inclut en particulier les cellules hotes
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transformées par une cassette d’expression ou un vecteur
recombinants tels que décrits ci-dessus.

On entend par cellule ou organisme transformé par un
polynucléotide, toute cellule ou organisme dont le contenu
génétique a été modifié par transfert dudit polynucléotide dans
ladite cellule ou ledit organisme, quelle que soit la méthode de
transfert qui a été utilisée, et que [I’information génétique
apportée par ledit polynucléotide soit intégrée dans [17ADN
chromosomique ou demeure extra-chromosomique.

Les cellules hbétes peuvent étre des cellules
procaryotes ou eucaryotes. Dans le cas de cellules procaryotes, il
peut notamment s’agir d’Agrobactéries telles qu’Agrobacterium
tumefaciens ou Agrobacterium rhizobium. Dans le cas de cellules
eucaryotes, il peut s’agir notamment de cellules végétales, issues
de plantes monocotylédones ou dicotylédones.

Les plantes transgéniques peuvent étre obtenues par
transformation génétique par au moins un polynucléotide, une
cassette d’expression ou un vecteur recombinants tels que définis
ci-dessus.

La présente invention englobe également une plante
monocotylédone transgénique, de préférence une plante de mars
transgénique, comprenant au moins un transgéne contenant une
cassette d’expression recombinante comprenant un polynucléotide
codant pour un facteur de transcription R2R3-MYB de la sous-
famille 4 tels que défini ci-dessus.

On définit ici comme plante transgénique une plante
transformée chez laquelle I’information génétique exogéne apportée
par un polynucléotide transformant est intégrée de maniére stable
dans I1°ADN chromosomique, sous forme de transgéne, et peut ainsi
étre transmise aux descendants de ladite plante. Cette définition
englobe donc également les descendants des plantes résultant de la
transgénése initiale, dés lors qu’ils contiennent dans leur génome
une copie du transgéne.

Le matériel végétal (protoplastes, cals, boutures,
graines, etc.) obtenu a partir des cellules transformées ou des
plantes transgéniques Tait également partie de [1’objet de la
présente invention. L’invention englobe également les produits
obtenus a partir de ces plantes transgéniques, notamment Ile
fourrage, le bois, les Tfeuilles, les tiges, les racines, les
fleurs et les fruits.
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Différentes méthodes d’obtention de plantes
transgéniques sont bien connues en elles-mémes de 17homme du
métier. Généralement, ces méthodes impliquent la transformation de
cellules végétales, la régénération de plantes a partir des
cellules transformées, et la sélection des plantes ayant intégré
le transgéne.

De nombreuses techniques de transformation de
cellules végétales germinales ou somatiques (isolées, sous forme
de cultures de tissus ou d’organe, ou sur la plante entiére), et
de régénération des plantes sont disponibles. Le choix de Ila
méthode la plus appropriée dépend généralement de [la plante
concernée.

A titre d’exemples non limitatifs de méthodes
utilisables dans le cas des plantes mentionnées ci-dessus, il est
possible de citer les protocoles décrits par GUIS et al. (Scientia
Horticulturae 84 : 91-99, 2000) pour Hle melon, par HAMZA et
CHUPEAU (J. Exp. Bot. 44 : 1837-1845, 1993) pour la tomate, par
SHOEMAKER et al. (Plant Cell Rep. 3 : 178-181, 1986), par
TROLINDER et GOODIN (Plant Cell Rep. 6 : 231-234, 1987) pour le
cotonnier, par VAN DER MARK et al. (J. Genet Breeding 44 : 263-
268, 1990) ou par MARCHANT et al. (Ann. Bot. 81 : 109-114, 1998)
pour les rosiers. Dans le cas des plantes monocotylédones, on peut
citer par exemple les protocoles décrits par HIElI et al. (The
Plant Journal, 6, 271-282, 1994) ou ISHIDA et al. (Nature
biotechnology, 14, 745-750, 1996) pour le mars, ou par RASCO-GAUNT
et al. (J. Exp. Bot. 52 : 865-874, 2001) pour le blé.

A titre d’exemple complémentaire, [1’obtention d’A.
thaliana surexprimant les facteurs de transcription ZmMYB31 ou
ZmMYB42 a été décrite par FORNALE et al., 2006 (cité ci-dessus).

La présente invention sera mieux comprise a l”aide du
complément de description qui va suivre, qui se réfere a des
exemples non-limitatifs illustrant I’obtention de plantes
transgéniques surexprimant le facteur de transcription R2R3-MYB de
la sous-famille 4 tel que défini ci-dessus et la mise en évidence
de son réle dans [I1’augmentation de la résistance au déficit
hydrique, ainsi que des figures annexées :

Figure 1 : alignement des séquences peptidiques des
facteurs de transcription R2R3-MYB de la sous-famille 4 de H.
vulgare (HvMYB1, SEQ ID NO : 5), T. aestivum (TaMYB1, SEQ ID NO :
8), d’0. sativa (0s09g36730, SEQ ID NO : 6 et OsPTYPE, SEQ ID NO :
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7), de Z. mays (ZmMYB42, SEQ ID NO : 9 et ZmP20025, SEQ ID NO :
10) avec le facteur de transcription ZmMYB3l1 de Z. mays (SEQ ID
NO - 1), en utilisant le programme d’ordinateur « needle » («
Matrix » : EBLOSUM6G2, « Gap penalty » : 10,0 et « Extend
penalty » - 0,5). Les acides aminés conservés (a. a. conserveés)
entre toutes les séquences peptidiques sont aussi représentés.
Figure 2 : carte des vecteurs binaires pBI0S1977 (A)

et pB10S1978 (B).
(1) Exemple 1 : obtention de mais transgéniques surexprimant le facteur

de transcription ZmMYB31

1) Clonage et transformation génétique du mairs

Deux vecteurs de transformation différents (pBI0S
1562 et pBIOS 1958) ont été utilisés pour la transformation
génétique du mars. Ces vecteurs contiennent le géne bar de
Streptomyces hygroscopicus conférant la résistance a I1’herbicide
bialaphos (WHITE et al., Nucleic Acids Res., 18:1062, 1990), utile
pour la sélection des transformants de mails, et un géne codant une
GFP (Green Fluorescente Protein) en tant que marqueur visuel pour
suivre la présence du transgéne dans les plantes et les graines.
La différence entre ces deux vecteurs réside dans la stratégie de
clonage utilisée pour introduire 1la cassette d"expression
contenant le géne d’intérét (clonage via le systéme Gateway® ou
clonage par restriction) et le promoteur pour I1’expression de la
GFP (le promoteur du virus de la mosarque des nervures du manioc
(CsVMV) suivi par 1’intron FAD2 d”Arabidopsis ou le promoteur de
la gluténine de haut poids moléculaire spécifique de
1 "endosperme).

Selon une premiére stratégie de clonage, le géne
synthétique codant ZmMYB31 (SEQ ID NO : 11 ; séquence synthétique
optimisée pour I’expression dans le mals) contenant les sites de
restriction attLl et attlL2 a été introduit par une réaction de
recombinaison LR dans le vecteur binaire de destination GATEWAY
pBI0OS 1562, générant ainsi le vecteur pBI0S1977 (voir Figure 2A).
Le vecteur pBIOS 1562 est dérivé du vecteur pSB12 (KOMARI et al.,
Plant J., 10:165-174, 1996) contenant le géne bar sous le contrbéle
du promoteur pActin, le géene codant une GFP sous le contrdle du
promoteur du CsVMV suivi par 1’intron FAD2, le promoteur et le 1°"
intron de 1”ubiquitine 3 du riz (SIVAMANI et QU, Plant Mol Biol.,
60:225-239, 2006) suivie d"une cassette GATEWAY et d’une séquence
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de polyadénylation provenant du géne Sac66 d’Arabidopsis (JENKINS
et al., Plant Cell Environ., 22:159-167, 1999).

Selon une seconde stratégie de clonage, le géne
synthétique codant zZmMYB31 (SEQ ID NO : 11) a été introduit par
clonage par restriction (présence de sites de restriction Sapl
entre la région codante et les sites attlL) dans le vecteur binaire
de destination pBIOS 1958 digéré par Sapl, générant ainsi le
vecteur pBI0S1978 (voir Figure 2B). pBIOS 1958 est également
dérivé du vecteur pSB1l2, mails posséde le géne codant une GFP sous
le contréle du promoteur de la gluténine de haut poids moléculaire
spécifique de l"endosperme (promoteur HMWG).

les vecteurs pBIl0S1977 ou pBl0S1978 ont ensuite été
transférés dans la souche d’Agrobacterium tumefaciens LBA4404
(pSB1) selon la méthode décrite par KOMARI et al., 1996 (cité ci-
dessus).

Le cultivar de mars Al88 a ensuite été transformé par
cette souche d’agrobactérie contenant le vecteur pBI0S1977 ou le
vecteur pBI0S1978, selon la méthode décrite par ISHIDA et al.,
1996 (cité ci-dessus).

Les transformants primaires (T0) ont été sélectionnés
selon des méthodes de routine en fonction des quatre critéres
suivants

(i) nombre de copies insérées : Cette détermination a été réalisée
par PCR quantitative. Tous les événements de transformation
possédant plus de 2 copies du transgéne ont été éliminés.

(i1) intégrité de [I°ADN-T inséré : Elle a été vérifiée par une
réaction de PCR au cours des premiéres étapes de développement de
la plante transformée.

(ili) absence de terminaison prématurée de [la transcription du
transgéne : Chacun des génes ciblés étant sous le contréle d’un
promoteur constitutif, il est possible de mesurer leur expression
a partir de tissus foliaires. Les ARN de feuilles de plantes TO
ont donc été extraits et I’intégrité des transcrits vérifiée par
RT-PCR a l1’aide d’une amorce sens située sur l’intron ubiquitine3
de riz et d’une amorce antisens située sur le terminateur AtSac66.

(iv) nombre de grains Tl récoltés.

Aprés sélection des transformants, il a été obtenu 52
lignées trangéniques dont 21 ont un transgéne unique et intégre.

2) Evaluation de la tolérance des plantes

transgéniques au déficit hydrique
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Des plantes de premiére génération (croisement du
transformant primaire avec la lignée récurrente A188) sont
évaluées sur une plate-forme de phénotypage. Ces plantes
transgéniques sont donc hémizygotes pour le transgéne (caractére
dominant de la transformation génétique). Les témoins (« RRS » et
« RCP) utilisés dans 1’expérimentation correspondent aux
ségrégants sauvages issus de ce méme croisement.

2.1 Compartiment de culture

Les plantes étudiées sont cultivées en phytotron. Ce
dernier, d’une surface de 30 m2 dispose de deux chambres de
culture indépendantes. Dans ces chambres 1’éclairage, la
température et 1 hygrométrie sont régulés (voir paragraphe 2.2.
ci-dessous).

Les semis sont réalisés dans des terrines de
dimensions 44 x 28,5 x 7 cm (H x 1 x L). Cing génotypes sont semés
par terrine a raison de dix graines par génotype. Cing plantes
seulement par génotype sont utilisées pour mesurer la cinétique de
dessechement.

2.2 Conditions de culture

Au sein du compartiment de culture la température,
I’humidité et 1’éclairage sont régulés.

Les conditions appliquées sont les suivantes :
Photopériode

- Jour durant 16h (6h a 22h) avec complément
photosynthétique (lampe a sodium 400W) lorsque 1le rayonnement
extérieur est inférieur a 100W/m?.

- Nuit durant 8h (22h a 6h).

Thermopériode : 24°C / 20°C.

Le respect de ces conditions est assuré par un
chauffage lorsque la température est inférieure a 20°C la nuit ou
24°C le jour, lorsque la température dépasse 25°C.

Humidité : 75% d”humidité relative régulée par
brumisation nocturne.

Ces différentes conditions assurent une croissance
optimale du maTs.

2.3 Mesure de la cinétique de desséechement

Pertinence du caractére mesuré :

Le comportement des plantes vis-a-vis de la
transpiration est étudié grace au suivi en continu de la baisse de
la teneur en eau relative (RWC : Relative Water Content) de
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plantules a un stade jeune (4 Tfeuilles visibles). L’objectif est
d’étudier la réponse en termes de contrb6le stomatique des plantes
lors d’un arrét brutal de I’alimentation en eau.

Un contréle stomatique trés rapide a [I1’apparition
d’un déficit hydrique permet d’économiser l1’eau disponible mais
limite la capacité d’assimilation du CO, donc le potentiel de
production de la plante. En revanche, une fermeture assez tardive
des stomates permet le maintien de I’activité photosynthétique de
la plante assurant le maintien du potentiel de production au
risque de se dessécher plus rapidement (Khalfaoui, 1991, In
L*amélioration des plantes pour I"adaptation aux milieux arides.
Ed. AUPELF-UREF. John Libbey Eurotext, pp. 51-63).

Méthode

Les mesures sont réalisées sur des plantules T1
entiéres au stade 3-4 Teuilles visibles. Les plantes utilisées au
cours de cette mesure sont des plantes issues d’un semis en exces
par rapport aux besoins de la plate-forme (3 graines semées par
pot). Les effectifs pour la mesure de desséchement sont de 5
plantes par événement de transformation et témoins sauvages.

Les plantes sont coupées au niveau du collet,
immergées pendant 24 heures a 4°C a l1’obscurité (pour saturer les
cellules en eau) puis placées dans une enceinte climatique
lumineuse régulée a 30°C.

Un suivi du poids des plantules est alors réalisé
selon le calendrier détaillé dans le Tableau 11 ci-dessous

Tableau 11 : Calendrier des pesées des plantules

conditionnées a 30°C en pleine lumiére. Le poids a HO correspond
au poids a pleine turgescence. En fin de jour 3, les plantules
sont placées dans une étuve a 80°C pendant 24h00 afin d’obtenir
par une derniére pesée la valeur de poids sec.

Jour Durée
1 HO <+— Poids pleine turgescence (Prurg)
1 HO+2
1 HO+6 <+— Poids a I’instant t (Py)
1 HO+8
4 HO+96 | «— Poids sec (Ps)

A I’instant t, la teneur en eau relative des plantes
est ensuite calculée selon la formule mathématique suivante : (P
Ps) / (PTurg_ Ps) x 100.
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REVENDICATIONS

1) Procédé pour augmenter la tolérance d’une plante
au déficit hydrique, caractérisé en ce que l1’on surexprime dans
ladite plante un TfTacteur de transcription R2R3-MYB de la sous-
famille 4 possédant au moins 70% d’identité avec la séquence
SEQ ID NO: 1.

2) Procédé selon la revendication 1, caractérisé en
ce que ledit facteur de transcription R2R3-MYB de la sous-famille
4 est issue d’une plante monocotylédone, et comprend les acides
aminés conservés situés aux positions 1-9, 11-13, 15-22, 24-25,
27, 30-41, 43-70, 74-75, 77-78, 80-83, 85-93, 95-111, 113-116,
120-127, 138, 140-141, 197, 202-212, 214, 234, 239, 242, 252, 254-
255, 261-263, 267-271 et 274-275 de ladite séquence SEQ ID NO : 1
lorsqu’il est aligné avec ladite séquence SEQ ID NO : 1.

3) Procédé selon la revendication 2, caractérisé en
ce que ledit facteur de transcription R2R3-MYB de la sous-famille
4 est choisi dans le groupe constitué parmi les séquences d’acides
aminés SEQ ID NO : 1 et SEQ ID NO : 5 a SEQ ID NO : 10, de
préférence SEQ ID NO : 1.

4) Procédé selon 1’une quelconque des revendications
1 a 3, caractérisé en ce que ladite plante est choisie parmi les
plantes potagéres, les plantes ornementales, les arbres fruitiers,
les plantes de grandes cultures et les plantes de cultures
industrielles.

5) Plante monocotylédone transgénique, caractérisée
en ce qu’elle comprend au moins un transgéne contenant une
cassette d’expression recombinante comprenant un polynucléotide
codant pour un Tfacteur de transcription R2R3-MYB de la sous-
famille 4 tel que défini a I’une quelconque des revendications 1 a
3.

6) Plante monocotylédone transgénique selon la
revendication 5, caractérisée en ce qu’elle est une plante de mairs
transgénique.

7) Utilisation d’un polynucléotide codant un facteur
de transcription R2R3-MYB de la sous-famille 4 tel que définie a
1’une quelconque des revendications 1 a 3, pour induire chez une
plante une tolérance a un stress hydrique.
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ABREGE

La présente invention concerne un procédé pour augmenter la
tolérance d’une plante au déficit hydrique, lequel procédé comprend
la surexpression dans ladite plante d’un Tfacteur de transcription
R2R3-MYB de la sous-famille 4.
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1 50
HvMYB1 (1) MGRSPCCEKAHTNKGAWTKEEDDRLTAY IKAHGEGCWRSLPKAAGLLRCG
TaMYB1 (1) MGRSPCCEKAHTNKGAWTKEEDDRLTAY IKAHGEGCWRSLPKAAGLLRCG
0s09g36730 (1) MGRSPCCEKAHTNKGAWTKEEDDRLIAY IKAHGEGCWRSLPKAAGLLRCG
OsPTYPE (1) MGRSPCCEKEHTNKGAWTKEEDERLVAY IRAHGEGCWRSLPKAAGLLRCG
ZmMYB42 (1) MGRSPCCEKAHTNRGAWTKEEDERLVAYVRAHGEGCWRSLPRAAGLLRCG
ZmP20025 (1) MGRSPCCEKAHTNRGAWTKEEDERLVAY IRAHGEGCWRSLPKAAGLLRCG
ZmMYB31 (1) MGRSPCCEKAHTNKGAWTKEEDERLVAHIRAHGEGCWRSLPKAAGLLRCG
a. a. conservés (1) MGRSPCCEK HTN GAWTKEED RL A  AHGEGCWRSLP AAGLLRCG
51 100

HvMYB1 (51) KSCRLRWINYLRPDLKRGNFSHEEDEL I IKLHSLLGNKWSLIAGRLPGRT
TaMYB1 (51) KSCRLRWINYLRPDLKRGNFSDEEDEL I IKLHSLLGNKWSL IAGRLPGRT
0s09g36730 (51) KSCRLRWINYLRPDLKRGNFTEEEDEL I IKLHSLLGNKWSLIAGRLPGRT
OsPTYPE (51) KSCRLRWINYLRPDLKRGNFTADEDDL I IKLHSLLGNKWSLIAARLPGRT
ZmP20025 (51) KSCRLRWINYLRPDLKRGNFTADEDDL IVKLHSLLGNKWSLIAARLPGRT
ZMP20025 (51) KSCRLRWINYLRPDLKRGNFTADEDDL IVKLHSLLGNKWSL1AARLPGRT
ZmMYB31 (51) KSCRLRWINYLRPDLKRGNFTEEEDEL IVKLHSVLGNKWSL IAGRLPGRT
a. a. conservés  (51) KSCRLRWINYLRPDLKRGNF  ED LI KLHS LGNKWSLIA RLPGRT

101 150
HVMYB1 (101) DNEIKNYWNTHIRRKLTSRGIDPVTHRAINSDHAASNITISFES----- A
TaMYB1 (101) DNEIKNYWNTHIRRKLTSRGIDPVTHRAINSDHAASNITISFET----- A
0s09g36730 (101) DNEIKNYWNTHIRRKLLSRGIDPVTHRPIN--DSASNITISFEAAAA--A
OsPTYPE (101) DNEIKNYWNTHIRRKLLGRGIDPVTHRPVNAAAA----TISFHPQP----
ZmMYB42 (101) DNEIKNYWNTHIRRKLLGSGIDPVTHRRVAGGAA---TTISFQPSPN---
ZmP20025 (101) DNEIKNYWNTHVRRKLLGRGIDPVTHRPIAADAVTV-TTVSFQPSP—---
ZmMYB31 (101) DNEIKNYWNTHIRRKLLSRGIDPVTHRPVT-EHHASNITISFETEVAAAA
a. a. conservés  (101) DNEIKNYWNTH RRKL  GIDPVTHR T SF

151 200
HVMYB1 (146) QRDDKGAVFRRDAEPAKAAAAAAAISHHVDHHHR-SN--PQLDWGQGK-P
TaMYB1 (146) QRDDKGAVFRRDAEPTKVAAAAAAITHVDHHHHHRSNPLHQMEWGQGK-P
0s09g36730 (147) ARDDKAAVFRREDHPHQPKAVTVAQ------ EQQ--——- AAADWGHGK-P
OsPTYPE (143) --——- PPTTKEEQLILS———————— === K-P
ZmMYB42 (145) S---AAAAAAAETAAQAPIKAEETA-——————————————————— AVK-A
ZmP20025 (146) S---AAAAAAAEAEATA---——- A-mmmm K-A
ZmMYB31 (150) RDDKKGAVFRLEDEEEEERNKATMVVGRDRQSQSHSHSHPAGEWGQGKRP
a. a. conservés (150) K

201 250
HVMYB1 (192) LKCPDLNLDLCISPPIH-—--——-- EDPMVDTKPVVKREAGVGV---—--
TaMYB1 (195) LKCPDLNLDLCISPPSH-—---—-- EDPMVDTKPVVKREA--———————-
0s09g36730 (185) LKCPDLNLDLCISLPSQ--——---- EEPMMMK--PVKRET---——————-
OsPTYPE (157) PKCPDLNLDLCISPPSCQEED----- DDYEAKPAMIVRAPELQR---——-
ZmMYB42 (171) PRCPDLNLDLCISPPCQHEDDGEEEDEELDLKPAFVKREALQAG----HG
ZmP20025 (163) PRCPDLNLDLCISPPCQQQEE---EEVDLKPSAAVVKREVLLGGRGHGHG
ZmMYB31 (200) LKCPDLNLDLCISPPCQEEEE---MEEAAMRVRPAVKREA-—————————
a. a. conservés (200) CPDLNLDLCIS P R

251 301
HvVMYB1 (228) GVVGLCFSCSMGLPR-SSDCKCSS-----——--~ FMGLRTAMLDFRS 1EMK
TaMYB1 (227) -VVGLCFSCSMGLPR-SADCKCSS--—--——--~ FMGLRTAMLDFRS 1EMK
0s09g36730 (215) ---GVCFSCSLGLPK-STDCKCSS-—--————-— FLGLRTAMLDFRSLEMK
OsPTYPE (196) RRGGLCFGCSLGLQK---ECKCSGGGAGAGAGNNFLGLRAGMLDFRSLPMK
ZmMYB42 (217) HGHGLCLGCGLGGQKGAAGCSCS----——- NGHHFLGLRTSVLDFRGLEMK
ZmP20025 (210) HGGALCFGCSLGVQKGAPGCSCSSS----- NGHRCLGLRGGMLDFRGLKMK
ZmMYB31 (237) ---GLCFGCSLGLPR-TADCKCSSS-----—-- SFLGLRTAMLDFRSLEMK
a. a. conservés (237) C C G C Cs GLR LDFR MK

Figure 1
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ANNEXE 2
BREVET D’INVENTION
Obtention de plantes ayant une tolérance améliorée a un

déficit hydrique grace a d’une protéine TE (acyl-ACP
thioestérase) de type FatA
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OBTENTION DE PLANTES AYANT UNE TOLERANCE AMELIOREE A UN DEFICIT
HYDRIQUE

La présente invention concerne un procédé d’obtention
de plantes tolérantes a un déficit hydrique.

Le « déficit hydrique » correspond a une situation ou
la quantité d’eau transpirée par une plante est supérieure a la
quantité d’eau absorbée par ladite plante.

Le déficit hydrique est 1’un des stress abiotiques
les plus 1importants pour les plantes. 11 peut affecter leur
croissance et leur reproduction des plantes, conduisant ainsi a
une perte de rendement.

Par conséquent, il est important d’identifier des
génes qui possedent Hla capacité d’améliorer la tolérance des
plantes au déficit hydrique.

Les protéines ENR (« enoyl-acyl carrier protein (ACP)
reductase ») et TE (acyl-ACP thioestérase, E.C. 3.1.2.14) sont
impliquées dans la biosynthése des acides gras chez les plantes.
Les protéines ENR convertissent le 2,3-trans-enoyl-ACP en acyl-ACP
saturé et les protéines TE hydrolysent la moitié acyl de I1’ACP
libérant un ACP-SH et un acide gras qui va subir d’autres
transformations via la voie de biosynthése des acides gras a
longues chaines catalysée par 1’acyl-CoA synthétase. Il a été
montré que les protéines ENR et TE interagissent physiquement
ensemble (HELLYER et al., Plant Mol. Biol., 20:763-780, 1992).
Elles constitueraient un métabolon Tfacilitant le transfert de
substrats et de produits, et la régulation simultanée
(« channeling ») des enzymes impliquées dans la voie métabolique
des acides gras (BROWN et al., J. Exp. Bot., 57:1563-1571, 2006).

Il existe deux classes majeurs de protéines TE : la
classe de type FatA, qui a comme substrat préférentiel 1’acide
oléique-ACP (18:1-ACP), et la classe de type FatB qui a comme
substrat préférentiel I1’acide palmitique-ACP (16:0-ACP) (BEISSON
et al., Plant Physiol., 132:681-697, 2003).

Chez le maTrs, une protéine TE de type FatA (dénommée
ZmFatA), dont le géne codant pour cette protéine est localisé sur
le chromosome 2, posséde la séguence peptidique représentée par la
séquence SEQ ID NO : 1.

MAYER et SHANKLIN (BMC Plant Biology, 7:1, 2007) ont
identifié 4 résidus d’acides aminés dans la séquence peptidique
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des protéines TE d’Arabidospsis thaliana (acides aminés en
position 74, 86, 141 et 174) qui influencent, chez les plantes, la
spécificité de substrat entre les protéines TE de type FatA et
celles de type FatB. Ces 4 résidus sont respectivement situés aux
positions 108, 120, 175 et 208 dans la séquence d’acides aminés de
ZmFatA (SEQ ID NO : 1).

Au cours de leurs travaux, les iInventeurs ont mis en
évidence que des plantes de mars (Zea mays) transgéniques
surexprimant la protéine TE de type FatA (ZmFatA) présentaient une
tolérance augmentée a un déficit hydrique par rapport aux plantes
de mars sauvages (hon transgéniques).

Les inventeurs ont également mis en évidence les
orthologues de la protéine ZmFatA chez le riz (Oryza sativa), le
sorgho (Sorghum bicolor), le blé (Triticum aestivum), Brachypodium
distachyon et Arabidopsis thaliana.

La séquence peptidique des orthologues chez les
plantes monocotylédones (e.g., sorgho, blé et Brachypodium)
posséde au moins 78% d’identité ou au moins 84% de similarité avec
la séquence peptidigue ZmFatA et comprend les acides aminés
conservés situés aux positions 1-4, 8-10, 15, 19, 46, 51, 69-74,
76-87, 89-92, 94-116, 118-121, 123-133, 135-136, 138-168, 170-171,
174-180, 182-184, 187-189, 191-197, 200-202, 204-212, 214-219,
221-224, 226-239, 241-242, 244, 246, 249, 251-303, 305-312, 315,
317-318, 323-325, 330-331, 337-345, 348, 350, 352-359, 360-361 et
363 de ZmFatA (SEQ ID NO : 1) lorsqu’elle est alignée avec la
protéine ZmFatA (voir les Figures 1A et 1B).

La séquence peptidique des orthologues <chez A.
thaliana (plante dicotylédone) (BEISSON et al., 2003, cité ci-
dessus) posséde au moins 63% d’identité ou au moins 69% de
similarité avec la séquence peptidique ZmFatA et comprend les
acides aminés conservés situés aux positions 24, 55, 61, 70, 73-
74, 76, 78, 80-82, 84-87, 89, 91-92, 94-97, 99-103, 105-114, 116-
118, 120, 122-132, 134-138, 140-144, 146-157, 159-168, 171, 173-
183, 186-189, 191-202, 204-208, 210, 212, 214-217, 222-223, 226-
235, 237-242, 244, 246-251, 254-255, 257-283, 285, 287-291, 294-
303, 305-306, 308-312, 323-325, 328, 338-340, 342-343, 348, 350-
354, 356 et 358-360 de ZmFatA (SEQ ID NO : 1) lorsqu’elle est
alignée avec la protéine ZmFatA (voir Figure 2).

Sauf précision contraire, [1’alignement entre deux
séquences peptidiques et le calcul des pourcentages d’identité et
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de similarité sont effectués sur toute la longueur des séquences
peptidiques a I’aide du programme d’ordinateur « needle »
(NEEDLEMAN et WUNSCH, J. Mol. Biol., 48, 443-453, 1970) en
utilisant les paramétres par défaut : « Matrix » : EBLOSUM62,
« Gap penalty » : 10,0 et « Extend penalty » : 0,5..

La présente invention propose en conséquence
d’utiliser la protéine ZmFatA ou un orthologue de celle-ci pour
augmenter la résistance des plantes au déficit hydrique.

La présente invention a pour objet un procédé pour
augmenter la tolérance d’une plante au déficit hydrique,
caractérisé en ce que I1’on surexprime dans ladite plante une
protéine TE de type FatA possédant au moins 60% d’identité, et par
ordre de préférence croissant au moins 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95%, 97%, 98% et 99% d’identité, ou au moins 70% de
similarité, et par ordre de préférence croissant au moins 75%,
80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% et 99% de similarité avec la séquence
SEQ ID NO: 1.

Selon un mode de réalisation avantageux de la
présente invention, ladite protéine TE de type FatA comprend les
acides aminés conservés situés aux positions 70, 73-74, 76, 78,
80-82, 84-87, 89, 91-92, 94-97, 99-103, 105-114, 116, 118, 120,
123-132, 135-136, 138, 140-144, 146-157, 159-168, 171, 174-180,
182-183, 187-189, 191-197, 200-202, 204-208, 210, 212, 214-217,
222-223, 226-235, 237-239, 241-242, 244, 246, 249, 251, 254-255,
257-283, 285, 287-291, 294-303, 305-306, 308-312, 323-325, 338-
340, 342-343, 348, 350, 352-354, 356, 358-359 et 360 de ladite
séquence SEQ ID NO : 1 lorsqu’elle est alignée avec ladite
séquence SEQ ID NO : 1.

Selon un autre mode de réalisation avantageux de la
présente invention, ladite protéine TE de type FatA est issue
d’une plante monocotylédone, et posséde au moins 78% d’identité,
et par ordre de préférence croissant au moins 80%, 85%, 90%, 95%,
97%, 98% et 99% d’identité, ou au moins 84% de similarité, et par
ordre de préférence croissant au moins 85%, 90%, 95%, 97%, 98% et
99% de similarité avec la séquence SEQ ID NO: 1 et comprend les
acides aminés conservés situés aux positions 1-4, 8-10, 15, 19,
46, 51, 69-74, 76-87, 89-92, 94-116, 118-121, 123-133, 135-136,
138-168, 170-171, 174-180, 182-184, 187-189, 191-197, 200-202,
204-212, 214-219, 221-224, 226-239, 241-242, 244, 246, 249, 251-
303, 305-312, 315, 317-318, 323-325, 330-331, 337-345, 348, 350,
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352-359, 360-361 et 363 de ladite séquence SEQ ID NO : 1
lorsqu’elle est alignée avec ladite séquence SEQ ID NO : 1.

Selon un autre mode de réalisation avantageux de la
présente invention, ladite protéine TE de type FatA est issue
d’une plante dicotylédone, et comprend les acides aminés conservés
situés aux positions 24, 55, 61, 70, 73-74, 76, 78, 80-82, 84-87,
89, 91-92, 94-97, 99-103, 105-114, 116-118, 120, 122-132, 134-138,
140-144, 146-157, 159-168, 171, 173-183, 186-189, 191-202, 204-
208, 210, 212, 214-217, 222-223, 226-235, 237-242, 244, 246-251,
254-255, 257-283, 285, 287-291, 294-303, 305-306, 308-312, 323-
325, 328, 338-340, 342-343, 348, 350-354, 356 et 358-360 de ladite
séquence SEQ ID NO : 1 lorsqu’elle est alignée avec ladite
séquence SEQ ID NO : 1.

On entend par une protéine TE de type FatA issue
d’une plante monocotylédone ou dicotylédone, une protéine TE de
type FatA exprimée par une plante monocotylédone ou dicotylédone
ou une protéine TE de type FatA synthétique obtenue par mutation
d’une protéine TE de type FatA exprimée par une plante
monocotylédone ou dicotylédone.

Selon un mode de réalisation préféré de la présente
invention, ladite protéine TE de type FatA est fonctionnelle. La
détermination d’une protéine TE de type FatA fonctionnelle peur
étre effectuée selon la méthode décrite par MAYER et SHANKLIN (BMC
Plant Biology, 7:1, 2007). Brievement, un plasmide contenant un
géne codant pour une protéine TE de type FatA telle que définie
ci-dessus est introduit dans la souche d’E. coli K27 (CGSC 5478).
Les souches d’E. coli transformées sont ensuite cultivées dans un
milieu approprié. La teneur et la quantité des esters méthyliques
d"acides gras excrétés dans le milieu de culture par lesdites
souches sont alors déterminées.

Selon un autre mode de réalisation préféré de la
présente invention, ladite protéine TE de type FatA est choisie
dans le groupe constitué par les séquences d’acides aminés
suivantes :

SEQ ID NO : 1 (ZmFatAh),

SEQ ID NO : 2 (protéine TE de type FatA de B. distachyon),
SEQ ID NO : 3 (protéine TE de type FatA de T. aestivum),
SEQ ID NO : 4 (protéine TE de type FatA d’0. sativa),
SEQ ID NO : 5 et 6 (protéines TE de type FatA de S. bicolor), et
SEQ ID NO : 7 et 8 (protéines TE de type FatA d’A. thaliana).
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SEQ ID NO : 8 (protéine TE de type FatA d’A. thaliana),
de préférence encore, SEQ ID NO : 1.

La présente invention s’applique a toutes les plantes
monocotylédones ou dicotylédones, et notamment aux plantes
sensibles au déficit hydrique. De maniére non limitative, elle
peut s’appliquer aux plantes potagéres, aux plantes ornementales,
aux arbres fruitiers, aux plantes de grandes cultures telles que
le blé, le mars ou 1le riz, ou aux plantes de cultures
industrielles comme le cotonnier, le colza ou le tournesol, de
préférence le maTrs.

La surexpression (augmentation de I’expression) dans
une plante d’une protéine TE de type FatA telle que définie ci-
dessus, peut étre effectuée par la modification du génome de
ladite plante. Cette modification du génome peut notamment
s’effectuer par transformation génétique de ladite plante par une
ou plusieurs copies d’un polynucléotide codant pour ladite
protéine, associé a des séquences de régulation en cis de son
expression. La surexpression de ladite protéine TE de type FatA
peut également étre obtenue par modification des séquences de
régulation en cis de I’expression de ladite protéine TE FatA, par
exemple en remplacant son promoteur endogéne par un promoteur plus
fort, permettant un niveau de transcription plus élevé, ou bien en
adjoignant au promoteur endogéne des séquences activatrices de la
transcription, de type « amplificateur », ou de la traduction.

Pour la mise en ccuvre du procédé selon la présente
invention, on utilise une cassette d’expression, comprenant un
polynucléotide codant pour une protéine TE de type FatA telle que
définie ci-dessus, placé sous le contrbéle transcriptionnel d’un
promoteur approprié.

Ledit promoteur peut étre un promoteur hétérologue.
Dans ce cas, on peut utiliser par exemple :

- des promoteurs constitutifs, tels que le promoteur
de la gluténine de haut poids moléculaire spécifique de
I "endosperme (VERDAGUER et al., Plant Mol Biol., 31:1129-1139,
1996), le promoteur de I1°ARN 35S (ODELL et al., Nature, 313:810-
812, 1985) ou 19S (KAY et al., Science, 236:1299-1302, 1987) du
Camv, 1le promoteur de [lI’actine 1 du riz (McELROY et al., Plant
Cell, 2:163-171, 1990), le promoteur de I’ubiquitine 3 du riz ou
du mars (SIVAMANI et QU, Plant Mol Biol., 60:225-239, 2006),
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- des promoteurs spécifiques du phloéme, tels que le
promoteur du Wheat Dwarf Virus (DINANT et al., Physiologia
plantarum 121 : 108-116, 2004 ; Demande PCT WO 03/060135) ou le
promoteur de AtPP2-Al (DINANT et al., Plant Physiol., 131 : 114-
128, 2003),

- des promoteurs spécifiques des TfTeuilles, tels que
le promoteur de la petite sous-unité de la Rubisco, le promoteur
de la phosphoénolpyruvate carboxylase,

- des promoteurs spécifiques des racines, tels que
le promoteur RCc3 du riz (Demande Internationale WO 2009/016104),
le promoteur antiquitine du riz (Demande Internationale WO
2007/076115), ou

- des promoteurs localement inductibles par Ile
stress (sécheresse, salinité), tels que le promoteur rd29
d”Arabidopsis (YAMAGUCHI-SHINOZAKI et SHINOZAKI, Mol. Gen. Genet.,
236: 331-340, 1993),
de préférence 1le promoteur de la gluténine de haut poids
moléculaire spécifique de 1"endosperme.

On peut également utiliser le promoteur d’une autre
protéine TE (par exemple une protéine TE de type FatB).

Pour la mise en ccuvre du procédé selon la présente
invention, on peut aussi utiliser des vecteurs recombinants,
résultant de 1’insertion d’une cassette d’expression telle que
décrite ci-dessus dans un vecteur hote.

Les cassettes d’expression et vecteurs recombinants
tels que décrits ci-dessus peuvent, bien entendu, comprendre en
outre d’autres séguences, usuellement employées dans ce type de
constructions. Le choix de ces autres séquences sera effectué, de
maniére classique, par I"homme du métier en fonction notamment de
critéres tels que les cellules-hb6tes choisies, les protocoles de
transformation envisagés, etc.

On citera, a titre d’exemples non limitatifs, les
terminateurs de transcription, les séguences de téte (séquences
« leader ») et les sites de polyadénylation. Ces séquences peuvent
étre celles qui sont naturellement associées au géne codant la
protéine TE de type FatA telle que définie ci-dessus, ou bien
peuvent étre des séquences hétérologues. Ces séquences
n”interviennent pas sur les propriétés spécifiques du promoteur ou
du géne auxquelles elles sont associées, mais peuvent améliorer
globalement qualitativement ou quantitativement, la transcription,
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et le cas échéant, la traduction. A titre d’exemples de séquences
de ce type fréquemment utilisées chez les plantes, on citera parmi
les plus répandues, le terminateur de I’ARN 35S du CaMV et le
terminateur du géne de la nopaline synthase. On peut également,
dans le but d’augmenter le niveau d’expression, utiliser des
séquences amplificatrices (séquences « enhancer » de transcription
et de traduction).

Parmi les autres séquences couramment employées dans
la construction de cassettes d’expression et vecteurs
recombinants, on citera également les séquences permettant le
suivi de la transformation, et I’identification et/ou la sélection
des cellules ou organismes transformés. Il s’agit notamment de
géenes rapporteurs, conférant aux cellules ou organismes
transformés un phénotype aisément reconnaissable, ou bien de génes
marqueurs de sélection : seules les cellules ou organismes
exprimant un géne marqueur de sélection déterminé, sont viables
dans des conditions données (conditions sélectives). Des geénes
rapporteurs fréguemment employés sont par exemple celui de la
beta-glucuronidase (GUS), celui de la luciférase, ou celui de la
« green Tfluorescent protein » (GFP). Des génes marqueurs de
sélection sont généralement des génes de résistance a un
antibiotique, ou également, dans le cas des plantes ou des
cellules végétales, a un herbicide. 11 existe une trés grande
variété de génes marqueurs de sélection parmi lesquels 1"homme du
métier peut effectuer son choix en fonction des critéres qu’il
aura lui-méme déterminés.

Pour la mise en ccuvre du procédé selon la présente
invention, on peut également utiliser des cellules-hbtes
transformées par un polynucléotide codant pour une protéine TE de
type FatA telle que définie ci-dessus, ce qui iInclut en
particulier les cellules hbétes transformées par une cassette
d’expression ou un vecteur recombinant tels que décrits ci-dessus.

On entend par cellule ou organisme transformé par un
polynucléotide, toute cellule ou organisme dont le contenu
génétique a été modifié par transfert dudit polynucléotide dans
ladite cellule ou ledit organisme, quelle que soit la méthode de
transfert qui a été utilisée, et que [I’information génétique
apportée par ledit polynucléotide soit intégrée dans [1”ADN
chromosomique ou demeure extra-chromosomique.
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Les cellules hbétes peuvent étre des cellules
procaryotes ou eucaryotes. Dans le cas de cellules procaryotes, il
peut notamment s’agir d’Agrobactéries telles qu’Agrobacterium
tumefaciens ou Agrobacterium rhizobium. Dans le cas de cellules
eucaryotes, il peut s’agir notamment de cellules végétales, issues
de plantes monocotylédones ou dicotylédones.

Les plantes transgéniques peuvent étre obtenues par
transformation génétique par au moins un polynucléotide, une
cassette d’expression ou un vecteur recombinant tels que définis
ci-dessus. Ces plantes transgéniques comprennent dans leur génome
au moins une copie d’un transgéne contenant un polynucléotide tel
que défini ci-dessus.

On définit ici comme plante transgénique une plante
transformée chez laquelle I’information génétique exogéne apportée
par un polynucléotide transformant est iIntégrée de maniére stable
dans I1”ADN chromosomique, sous forme de transgéne, et peut ainsi
étre transmise aux descendants de ladite plante. Cette définition
englobe donc également les descendants des plantes résultant de la
transgénése initiale, dés lors qu’ils contiennent dans leur génome
une copie du transgéne.

Le matériel végétal (protoplastes, cals, boutures,
graines, etc.) obtenu a partir des cellules transformées ou des
plantes transgéniques Tait également partie de [1’objet de 1la
présente invention. L’invention englobe également les produits
obtenus a partir de ces plantes transgéniques, notamment Ile
fourrage, le bois, les Tfeuilles, les tiges, les racines, les
fleurs et les fruits.

Différentes méthodes d’obtention de plantes
transgéniques sont bien connues en elles-mémes de 17homme du
métier. Généralement, ces méthodes impliquent la transformation de
cellules végétales, la régénération de plantes a partir des
cellules transformées, et la sélection des plantes ayant intégré
le transgéne.

De nombreuses techniques de transformation de
cellules végétales germinales ou somatiques (isolées, sous forme
de cultures de tissus ou d’organe, ou sur la plante entiére), et
de régénération des plantes sont disponibles. Le choix de la
méthode la plus appropriée dépend généralement de [la plante
concernée.
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A titre d’exemples non limitatifs de méthodes
utilisables dans le cas des plantes mentionnées ci-dessus, il est
possible de citer les protocoles décrits par GUIS et al. (Scientia
Horticulturae 84 : 91-99, 2000) pour Qle melon, par HAMZA et
CHUPEAU (J. Exp. Bot. 44 : 1837-1845, 1993) pour la tomate, par
SHOEMAKER et al. (Plant Cell Rep. 3 : 178-181, 1986), ou TROLINDER
et GOODIN (Plant Cell Rep. 6 : 231-234, 1987) pour le cotonnier,
par VAN DER MARK et al. (J. Genet Breeding 44 : 263-268, 1990) ou
par MARCHANT et al. (Ann. Bot. 81 : 109-114, 1998) pour les
rosiers. Dans le cas des plantes monocotylédones, on peut citer
par exemple les protocoles décrits par HIEI et al. (The Plant
Journal, 6, 271-282, 1994) ou ISHIDA et al. (Nature biotechnology,
14, 745-750, 1996) pour le mars, ou par RASCO-GAUNT et al. (J.
Exp. Bot. 52 : 865-874, 2001) pour le blé.

La présente invention sera mieux comprise a l”aide du
complément de description qui va suivre, qui se réfere a des
exemples non-limitatifs illustrant 1’ obtention de plantes
transgéniques surexprimant la protéine TE de type FatA telle que
définie ci-dessus et la mise en évidence de son roéle dans
Iaugmentation de la résistance au déficit hydrique, ainsi que des
figures annexées :

Figure 1A et 1B : alignement et pourcentage
d’identité et de similarité des séquences peptidiques des
protéines TE de type FatA de B. distachyon (SEQ ID NO : 2), T.
aestivum (SEQ ID NO : 3), d’0. sativa (SEQ ID NO : 4), de S.
bicolor (SEQ ID NO : 5, FatAl et SEQ ID NO : 6, FatA2) avec la
protéine TE de type FatA de Z. mays (ZmFatA, SEQ ID NO : 1), en
utilisant 1le programme d’ordinateur « needle » (« Matrix » :
EBLOSUM62, « Gap penalty » : 10,0 et « Extend penalty » : 0,5).
Les acides aminés conservés (a. a. conservés) entre toutes les
séquences peptidiques sont aussi représentés.

Figure 2 : alignement et pourcentage d’identité et de
similarité des séquences peptidiques des protéines TE de type FatA
d’A. thaliana (SEQ ID NO : 7 [AtFatAl] et SEQ ID NO : 8 [AtFatA2])
avec la protéine TE de type FatA de Z. mays (ZmFatA, SEQ ID NO :
1), en utilisant le programme d’ordinateur « needle » («
Matrix » : EBLOSUM62, « Gap penalty » : 10,0 et « Extend
penalty » - 0,5). Les acides aminés conservés (a. a. conserveés)
entre toutes les séquences peptidigues sont représentés par un
astérisque (*).
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Figure 3 : carte des vecteurs binaires pBI0S1996 (A)

et pBI0S1995 (B).
(2) Exemple 1 : obtention de mais transgéniques surexprimant la proteine

ZMFATA

1) Clonage et transformation génétique du mairs

Deux vecteurs de transformation différents (pBIO0S
1562 et pBIOS 1958) ont été utilisés pour la transformation
génétique du mars. Ces vecteurs contiennent le géne bar de
Streptomyces hygroscopicus conférant la résistance a I1’herbicide
bialaphos (WHITE et al., Nucleic Acids Res., 18:1062, 1990), utile
pour la sélection des transformants de mails, et un géne codant une
GFP (Green Fluorescente Protein) en tant que marqueur visuel pour
suivre la présence du transgéne dans les plantes et les graines.
La différence entre ces deux vecteurs réside dans la stratégie de
clonage utilisée pour introduire 1la cassette d"expression
contenant le géne d’intérét (clonage via le systéme Gateway® ou
clonage par restriction) et le promoteur pour I1’expression de la
GFP (le promoteur du virus de la mosarque des nervures du manioc
(CsVMV) suivi par 1’intron FAD2 d”Arabidopsis ou le promoteur de
la gluténine de haut poids moléculaire spécifique de
1 "endosperme).

Selon une premiére stratégie de clonage, le géne
synthétique codant ZmFatA (SEQ ID NO : 9 ; séquence synthétique
optimisée pour I’expression dans le mals) contenant les sites de
restriction attLl et attlL2 a été introduit par une réaction de
recombinaison LR dans le vecteur binaire de destination GATEWAY
pBI0OS 1562, générant ainsi le vecteur pBI0S1995 (voir Figure 3A).
Le vecteur pBIOS 1562 est dérivé du vecteur pSB12 (KOMARI et al.,
Plant J., 10:165-174, 1996) contenant le géne bar sous le contrbéle
du promoteur pActin, le géene codant une GFP sous le contrdle du
promoteur du CsVMV suivi par 1’intron FAD2, le promoteur et le 1°"
intron de 1”ubiquitine 3 du riz (SIVAMANI et QU, Plant Mol Biol.,
60:225-239, 2006) suivie d"une cassette GATEWAY et d’une séquence
de polyadénylation provenant du géne Sac66 d’Arabidopsis (JENKINS
et al., Plant Cell Environ., 22:159-167, 1999).

Selon une seconde stratégie de clonage, le géne
synthétique codant ZmFatA (SEQ ID NO : 9) a été introduit par
clonage par restriction (présence de sites de restriction Sapl
entre la région codante et les sites attL) dans le vecteur binaire
de destination pBIOS 1958 digéré par Sapl, générant ainsi le
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vecteur pBI0S1996 (voir Figure 3B). pBIOS 1958 est également
dérivé du vecteur pSB1l2, mais posséde le géne codant une GFP sous
le contréle du promoteur de la gluténine de haut poids moléculaire
spécifique de l"endosperme (promoteur HMWG).

les vecteurs pBIl0S1995 ou pBIl0S1996 ont ensuite été
transférés dans la souche d’Agrobacterium tumefaciens LBA4404
(pSB1) selon la méthode décrite par KOMARI et al., 1996 (cité ci-
dessus).

Le cultivar de mars Al88 a ensuite été transformé par
cette souche d’agrobactérie contenant le vecteur pBI0S1995 ou le
vecteur pBI0S1996, selon la méthode décrite par ISHIDA et al.,
1996 (cité ci-dessus).Les transformants primaires (T0) ont été
sélectionnés selon des méthodes de routine en fonction des quatre
critéres suivants :

) nombre de copies insérées : Cette détermination a été réalisée
par PCR quantitative. Tous les événements de transformation
possédant plus de 2 copies du transgéne ont été éliminés.

(vi) intégrité de [I°ADN-T inséré : Elle a été vérifiée par une
réaction de PCR au cours des premiéres étapes de développement de
la plante transformée.

(vii) absence de terminaison prématurée de [la transcription du
transgéne : Chacun des génes ciblés étant sous le contréle d’un
promoteur constitutif, il est possible de mesurer leur expression
a partir de tissus foliaires. Les ARN de feuilles de plantes TO
ont donc été extraits et I’intégrité des transcrits vérifiée par
RT-PCR a l17aide d’une amorce sens située sur l’intron ubiquitine3
de riz et d’une amorce antisens située sur le terminateur AtSac66.

(viii) nombre de grains Tl récoltés.

Aprés sélection des transformants, il a été obtenu 41
lignées trangéniques dont 18 ont un transgéne unique et intégre.
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2) Evaluation de la tolérance des plantes

transgéniques au déficit hydrique

Des plantes de premiére génération (croisement du
transformant primaire avec la lignée récurrente A188) sont
évaluées sur une plate-forme de phénotypage. Ces plantes
transgéniques sont donc hémizygotes pour le transgéne (caractére
dominant de la transformation génétique). Les témoins (« RRS » et
« RCP) utilisés dans 1’expérimentation correspondent aux
ségrégants sauvages issus de ce méme croisement.

2.1 Compartiment de culture

Les plantes étudiées sont cultivées en phytotron. Ce
dernier, d’une surface de 30 m2 dispose de deux chambres de
culture indépendantes. Dans ces chambres 1’éclairage, la
température et 1 hygrométrie sont régulés (voir paragraphe 2.2.
ci-dessous)

Les semis sont réalisés dans des terrines de
dimensions 44 x 28,5 x 7 cm (H x 1 x L). Cing génotypes sont semés
par terrine a raison de dix graines par génotype. Cing plantes
seulement par génotype sont utilisées pour la cinétique de
dessechement.

2.2 Conditions de culture

Au sein du compartiment de culture la température,
I’humidité et 1’éclairage sont régulés.

Les conditions appliquées sont les suivantes :

Photopériode :

- Jour durant 16h (6h a 22h) avec complément
photosynthétique (lampe a sodium 400W) lorsque 1le rayonnement
extérieur est inférieur a 100W/m?.

- Nuit durant 8h (22h a 6h).

Thermopériode : 24°C / 20°C.

Le respect de ces conditions est assuré par un
chauffage lorsque la température est inférieure a 20°C la nuit ou
24°C le jour, lorsque la température dépasse 25°C.

Humidité : 75% d”humidité relative régulée par
brumisation nocturne.

Ces différentes conditions assurent une croissance
optimale du maTs.

2.3 Mesure de la cinétique de desséechement

Pertinence du caractére mesuré :
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Le comportement des plantes vis-a-vis de la
transpiration est étudié grace au suivi en continu de la baisse de
la teneur en eau relative (RWC : Relative Water Content) de
plantules a un stade jeune (4 Tfeuilles visibles). L’objectif est
d’étudier la réponse en terme de contrble stomatique des plantes
lors d’un arrét brutal de I’alimentation en eau.

Un contréle stomatique trés rapide a [I1’apparition
d’un déficit hydrique permet d’économiser l1’eau disponible mais
limite la capacité d’assimilation du CO, donc le potentiel de
production de la plante. En revanche, une fermeture assez tardive
des stomates permet le maintien de l’activité photosynthétique de
la plante assurant le maintien du potentiel de production au
risque de se dessécher plus rapidement (Khalfaoui, 1991).

Méthode :

Les mesures sont réalisées sur des plantules T1
entiéres au stade 3-4 Teuilles visibles. Les plantes utilisées au
cours de cette mesure sont des plantes issues d’un semis en exces
par rapport aux besoins de la plate-forme (3 graines semées par
pot). Les effectifs pour la mesure de desséchement sont de 5
plantes par événement de transformation et témoins sauvages.

Les plantes sont coupées au niveau du collet,
immergées pendant 24 heures a 4°C a I’obscurité (pour saturer les
cellules en eau) puis placées dans une enceinte climatique
lumineuse régulée a 30°C.

Un suivi du poids des plantules est alors réalisé
selon le calendrier détaillé dans le Tableau 1 ci-dessous :

Tableau | : Calendrier des pesées des plantules
conditionnées a 30°C en pleine lumiére. Le poids a HO correspond
au poids a pleine turgescence. En fin de jour 3, les plantules
sont placées dans une étuve a 80°C pendant 24h00 afin d’obtenir
par une derniére pesée la valeur de poids sec.

Jour Durée
1 HO <+— Poids pleine turgescence (Prurg)
1 HO+2
1 HO+6 <+— Poids a I’instant t (Py)
1 HO+8
4 HO+96 | «— Poids sec (Ps)
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A I’instant t, la teneur en eau relative des plantes
est ensuite calculée selon la formule mathématique suivante : (P
Ps) / (PTurg_ Ps) x 100.
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REVENDICATIONS

1) Procédé pour augmenter la tolérance d’une plante
au déficit hydrique, caractérisé en ce que l1’on surexprime dans
ladite plante une protéine TE de type FatA possédant au moins 60%
d’identité ou au moins 70% de similarité avec la séquence
SEQ ID NO: 1.

2) Procédé selon la revendication 1, caractérisé en
ce que protéine TE de type FatA comprend les acides aminés
conservés situés aux positions 70, 73-74, 76, 78, 80-82, 84-87,
89, 91-92, 94-97, 99-103, 105-114, 116, 118, 120, 123-132, 135-
136, 138, 140-144, 249, 146-157, 159-168, 171, 174-180, 182-183,
187-189, 191-197, 200-202, 204-208, 210, 212, 214-217, 222-223,
226-235, 237-239, 241-242, 244, 246, 249, 251, 254-255, 257-283,
285, 287-291, 294-303, 305-306, 308-312, 323-325, 338-340, 342-
343, 348, 350, 352-354, 356, 358-359 et 360 de ladite séquence SEQ
ID NO - 1 lorsqu’elle est alignée avec ladite séquence SEQ ID NO :
1.

3) Procédé selon la revendication 2, caractérisé en
ce que ladite protéine TE de type FatA est issue d’une plante
monocotylédone, et posséde au moins 79% d’identité, ou au moins
79% de similarité avec la séquence SEQ ID NO: 1, et comprend les
acides aminés conservés situés aux positions 1-4, 8-10, 15, 19,
46, 51, 69-74, 76-87, 89-92, 94-116, 118-121, 123-133, 135-136,
138-168, 170-171, 174-180, 182-184, 187-189, 191-197, 200-202,
204-212, 214-219, 221-224, 226-239, 241-242, 244, 246, 249, 251-
303, 305-312, 315, 317-318, 323-325, 330-331, 337-345, 348, 350,
352-359, 360-361 et 363 de ladite séquence SEQ ID NO : 1
lorsqu’elle est alignée avec ladite séquence SEQ ID NO : 1.

4) Procédé selon la revendication 2, caractérisé en
ce que ladite protéine TE de type FatA est issue d’une plante
dicotylédone, et comprend les acides aminés conservés situés aux
positions 24, 55, 61, 70, 73-74, 76, 78, 80-82, 84-87, 89, 91-92,
94-97, 99-103, 105-114, 116-118, 120, 122-132, 134-138, 140-144,
146-157, 159-168, 171, 173-183, 186-189, 191-202, 204-208, 210,
212, 214-217, 222-223, 226-235, 237-242, 244, 246-251, 254-255,
257-283, 285, 287-291, 294-303, 305-306, 308-312, 323-325, 328,
338-340, 342-343, 348, 350-354, 356 et 358-360 de ladite séquence
SEQ ID NO : 1 lorsqu’elle est alignée avec ladite ségquence SEQ ID
NO : 1.
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5) Procédé selon 1’une quelconque des revendications
1 a 4, caractérisé en ce que ladite protéine TE de type FatA est
fonctionnelle.

6) Procédé selon la revendication 2, caractérisé en
ce que ladite protéine TE de type FatA est choisie dans le groupe
constitué parmi les séquences d’acides aminés SEQ ID NO : 1 a SEQ
ID NO : 8.

7) Procédé selon 1’une quelconque des revendications
1 a 6, caractérisé en ce que ladite plante est choisie parmi les
plantes potagéres, les plantes ornementales, les arbres fruitiers,
les plantes de grandes cultures et les plantes de cultures
industrielles.

8) Utilisation d’un polynucléotide codant une
protéine TE de type FatA telle que définie a 1’une quelconque des
revendications 1 a 6, pour induire chez une plante une tolérance a
un stress hydrique.
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ABREGE

La présente iInvention concerne un procédé pour augmenter la
tolérance d’une plante au déficit hydrique, lequel procédé
comprend la surexpression dans ladite plante d’une protéine TE
(acyl-ACP thioestérase) de type FatA.
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B. distachyon

T. aestivum

0. sativa

S. bicolor FatAl
S. bicolor FatA2
Z. mays

a a conservés

B. distachyon

T. aestivum

0. sativa

S. bicolor FatAl
S. bicolor FatA2
Z. mays

a a conservés

B. distachyon

T. aestivum

0. sativa

S. bicolor FatAl
S. bicolor FatA2
Z. mays

a a conservés

B. distachyon

T. aestivum

0. sativa

S. bicolor FatAl
S. bicolor FatA2
Z. mays

a a conservés

B. distachyon

T. aestivum

0. sativa

S. bicolor FatAl
S. bicolor FatA2
Z. mays

a a conservés

1
€9
€9
€9
€9
€9
€9
@

50
MLRCHTPPQCRPAPLGRRG- - --LPRAAAEVVRCAARGSRRLPSL IVASS
MLRCH I PPQCGPAPLGRRGLPRAVR-CAARAPSRGAVAAAAAAAAQVAAA
MLRCHTPPQCR---LGAGGAGAGVL-LRQRSEVAVRCRAQQVSGVEAAAG
MLRCPTQPQCGRAPLRHHGRRESPPSAAPGVVVRCARGAPQVSR I EAASP
MLRCHTPPQCGRAPLRHHGRRESPPAAAPGVVVRCARGAPQVPG I EAASP
MLRCHAPPQCGRAPLRHHGRWESSP--APGVVVRCTRGAPQVSG I EAASP
MLRC  PQC L G A

51 100

(47
(50)
(47
(6L
(51)
(49)
G

SSAEAAVTCG-——-——-- ESLAERLRMGSLLEDGLSYKESFIVRCYEVGI
AVATAEG-—--- REGAERPGLAERLRMGSLLEDGLSYKESFI1VRCYEVGI
TPAARAA----- VEGGERTSLAERLRLGSLLEDGLSYKESFI1VRCYEVGI
VAATTAAAAAKAERGDARPSLAERLRLGSLLEDGLSYKEIFIVRSYEVGI
GHAAATA--AKAEGGDARPSLAERLRLGSLLEDGLSYKESFIVRCYEVGI
DHAAATAVAAKAEGGDARPSLAERLRLGSLLEDGLSYKESFIVRCYEVGI

A LAERLR G LLEDGLSYKE FIVR YEVGI

101 150

(89)
(95)
(92)
(101)
(99)
(99)
(101)

NKTATVET IANLLQEVGCNHAQSVGFSTDGFATTTTMRELGL IWVTNRMH
NKTATVET IANLLQEVGCNHAQSVGFSTDGFATTTTMRELGL IWVTNRMH
NKTATVET IANLLQEVGCNHAQSVGFSTDGFATTTTMRKLGL IWWTNRMH
NKTATVET IANLLQEVGCSHAQSLGFSTDGFATTTSMRKLGL IWVTNRMH
NKTATVET IANLLQEVGCNHAQSVGFSTDGFATTTTMRKLGL IWWTNRMH
NKTATVET IANLLQEVGCNHAQSVGFSTDGFATTTTMRKLGL IWVTNRMH
NKTATVETIANLLQEVGC HAQS GFSTDGFATTT MR LGLIWVTNRMH

151 200

(139)
(145)
(142)
(151D)
(149)
(149)
(151)

1E1YKYPAWGDVVEIETWCQADGRIGTRRDWI IKDLASGEV IGRATSKWL
1E1YKYPAWGDVVEIETWCQADGK IGTRRDW I LKDLANGEV I GRATSKWV
1E1YKYPAWGDVVEIETWCQEDGKIGTRRDWILKDLANGEV IGRATSKWV
1E1YKYPAWGDVVE IETWCQADGRMGTRRDW I LKDLANGEV I GRATSKWV
1E1YKYPAWGDVVEIETWCQEDGR IGTRRDWILKDLANGEV I GRATSKWV
1E1YKYPAWGDVVEIETWCQEDGK IGTRRDW I LKDLCTGEVTGRATSKWV
IE1YKYPAWGDVVEIETWCQ DG GTRRDWI KDL GEV GRATSKW

201 250

(189)
(195)
(192)
(201)
(199)
(199)
(201)

MMNQSTRRLQRVSDEVRDEVFVHCPKTPRLAFPEENNGSLKNIPILTDPA
MMNQNTRRLQRVSDEVRDEVF IHCPKSPRLAFPEENNGSLKK1PVLTDPA
MMNQNTRRLQRVSDDVRDEVFVHCPKTPRLAFPEENNGSLKKIPVLTDPA
TMNQNTRRLQRVSDEVRDEVF IHCPKTPRLAFPEENNGSLKKIPNLSDSS
MMNQNTRRLQRVSDDVRDEVF IHCPKTPRLAFPEENNGSLKK IPNLSDPA
MMNQNTRRLQRVSDDVRDEVF IHCPKTPRLAFPEENNGSLKKIPNLSDPA
MNQ TRRLQRVSD VRDEVF HCPK PRLAFPEENNGSLK IP L D

Figure 1A
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251 300
B. distachyon (239) QYSRLGLVPRRADLDMNQHVNNVTYIGWVLESIPQDIIDTHELQTITLDY
T. aestivum (245) QHSRLGLVPRRADLDMNQHVNNVTYIGWVLESIPQDIIDTHELQTITLDY
0. sativa (242) QHSRLGLVPRRADLDMNQHVNNVTYIGWVLESIPQDIIDTHELQTITLDY

S. bicolor FatAl (251) QYSRLGLVPRRADLDMNQHVNNVTYIGWVLESIPQDIIDTHELQTITLDY
S. bicolor FatA2 (249) QYSRLGLVPRRADLDMNQHVNNVTYIGWVLESIPQDIIDTHELQTITLDY

Z. mays (249) QYSRLGLVPRRADLDMNQHVNNVTYIGWVLESIPQDIIDTHELQTITLDY
a a conservés (251) Q SRLGLVPRRADLDMNQHVNNVTYIGWVLESIPQDIIDTHELQTITLDY
301 350
B. distachyon (289) RRECQHDDIVDSLTYVEEGEAKSSNGSAF-AAPHPQEQCQFLHCLRFAGG
T. aestivum (295) RRECQHDDIVDSLTY IE-GEE INSNGSLF-SAPHPEEQRQFLHCLRFAGA
0. sativa (292) RRECQHDDIVDSLTY IEEGEEKSSNGSAF-AAPHPEEQRQFLHCLRFAGN

S. bicolor FatAl (301) RRECQYDDIVDSLTNVEEGEEKNMNGSAS-AAPHKEERQQFLHCLRFAAN
S. bicolor FatA2 (299) RRECQHDDIVDSLTY IEEGEEKSMNGSAS-AAPHKEERQQFLHCLRFAAN

Z. mays (299) RRECQHDDIVDSLTYVEEGEERSMNGSAS-SVPHTEQRRQFLHCLRFAAN
a a conservés (301) RRECQ DDIVDSLT E GE NGS PH QFLHCLRFA

351 368 % identité %similarité
B. distachyon (338) GGELNRGRTVWR-KLSR- 78,9 85,2
T. aestivum (343) GDEINRGRTVWR-KLAR- 81,4 84,7
0. sativa (341) GNEINRGRTVWR-KLAR- 84,2 87
S. bicolor FatAl (350) GAEINRGRTVWRRKLAR- 88,5 92,1
S. bicolor FatA2 (348) GDEINRGRTVWR-KLAR- 94,2 95,9
Z. mays (348) GDEINRGRTVWR-KLAR-
a a conservés (351) G E NRGRTVWR KL R

Figure 1B
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AtFatAl -—-MLKLSCNVTDSKLQRSLLFFSHSYRSDPVNFIRRRIVSCSQTKKTGLVPLRAVVSAD
AtFatA2 ———MLKLSCNVTDH IHN----LFSNSRRIFVPVHRQTRP I SCFQLKKE---PLRAILSAD
ZmFatAIMLRCHAPPQCGRAPLRHHGRWESSPAPGVVVRCTRGAPQVSGIEAASPDHAAATAVAAKA 60
a.a conservés

AtFatAl QGS-—-—--—- VVQGLATLADQLRLGSLTEDGLSYKEKFVVRSYEVGSNKTATVETIANLLQ
AtFatA2 HGNSSVRVADTVSGTSPADRLRFGRLMEDGFSYKEKFIVRSYEVGINKTATIETIANLLQ
ZmFatA EGG--——--—- DARPSLAERLRLGSLLEDGLSYKESFIVRCYEVGINKTATVETIANLLQ 112

AtFatAl EVGCNHAQSVGFSTDGFATTTTMRKLHL IWTARMHIE I YKYPAWGDVVE IETWCQSEGR
AtFatA2 EVACNHVQNVGFSTDGFATTLTMRKLHL IWTARMHIE I YKYPAWSDVVE IETWCQSEGR
ZmFatA EVGCNHAQSVGFSTDGFATTTTMRKLGL IWWTNRMHIE YKYPAWGDVVEIETWCQEDGK 172

a.a CONServes** **x x *
AtFatAl IGTRRDWILKDSVTGEVTGRATSKWVMMNQDTRRLQKVSDDVRDEYLVFCPQEPRLAFPE
AtFatA2 IGTRRDWILKDCATGEV IGRATSKWVMMNQDTRRLQRVTDEVRDEYLVFCPPEPRLAFPE
ZmFatA IGTRRDWILKDLCTGEVTGRATSKWVMMNQNTRRLQRVSDDVRDEVFIHCPKTPRLAFPE 232

AtFatAl ENNRSLKKIPKLEDPAQYSMIGLKPRRADLDMNQHVNNVTY IGWVLESIPQEIVDTHELQ
AtFatA2 ENNSSLKK1PKLEDPAQYSMLGLKPRRADLDMNQHVNNVTY IGWVLESIPQEIIDTHELK

ZmFatA ENNGSLKKIPNLSDPAQYSRLGLVPRRADLDMNQHVNNVTYIGWVLESIPQDIIDTHELQ 292
a.a CONSErVEeS*** *xkdkk & sk Hoxk

AtFatAl VITLDYRRECQQDDVVDSLTTTTS---—-- EIGGTNGSATSGTQGHNDSQFLHLLRLSGD
AtFatA2 VITLDYRRECQQDD IVDSLTTSETPNEVVSKLTGTNGSTTSSKREHNESHFLHILRLSEN
ZmFatA TITLDYRRECQHDDIVDSLTYVEE----- GEERSMNGSASSVPHTEQRRQFLHCLRFAAN 347
a.a conservés * KK Kkkk FhAk x Fhk Kk

% identité % similarité

AtFatAl GQEINRGTTLWRKKPSS 362 64,2
70,7

AtFatA2 GQEINRGRTQWRKKSSR 367 63,3
69,4

ZmFatA GDEINRGRTVWRKLAR- 363

a.a CONSEerves* ***xx*x & %ix

Figure 2
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Annexe 3. Spectres LC-MS/MS ayant permis I’identification des sites de phosphorylation
pour les protéines ZmASR2 (A) et ZmASR3 (B) dans un pool d’extrait protéiques de

feuilles 4 de plantes cultivées en condition de déficit hydrique. Pour 1’ensemble des

spectres, les couleurs correspondent aux types d'ions : b en bleu, y en rouge, une perte de -

18 (H20) ou de -17 (NH3) en rose pour les ions b et en orange pour les ions y.
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Reésume

La recherche de mais plus tolérants au déficit hydrique est un enjeu fondamental
pour la production agricole dans les prochaines décennies. Le but ce travail a été
d’identifier et de caractériser des genes impliqués dans la variation de caractéres
complexes affectés par le déficit hydrique chez le mais.

Nous avons tout d’abord identifi¢ des transcrits et des protéines, dont la teneur
variait entre deux mélanges de lignées recombinantes différant pour une région
chromosomique influengant la croissance foliaire et la protandrie en condition de déficit
hydrique. Parmi les huit génes candidats cartographiés au niveau de la région d’intérét, se
trouvait le facteur de transcription ZmMYB31 impliqué dans la biosynthése de la lignine.
Nous avons montré que son expression était corrélée a celle de deux de ses cibles, a la
teneur en lignine et a ’expression du géne ZmFatA impliqué dans la biosynthese des acides
gras, suggérant un role régulateur de la protéine ZmMYB31 via la synthése de lignine et de
dérivés lipidiques.

Dans un second volet, nous avons montré que la sur-expression du géne candidat
ZmASR1 (ZmASR1-OE) chez le mais maintenait le rendement en condition de déficit
hydrique. Des analyses transcriptomiques et protéomiques nous ont permis d’identifier 25
cibles de la protéine ZmASR1, dont sept génes impliqués dans la biosynthése des acides
aminés branchés. Nous avons également montré qu’il existait une étroite corrélation entre
13 métabolites diminués par ZMASR1-OE, six étant connus pour étre négativement corrélés
a la biomasse. Enfin, des résidus phosphorylés ont été identifiés chez les protéines
ZmASR1, ZmASR2 et ZmASR3, suggérant leur régulation par phosphorylation.

Mots clés : mais, déficit hydrique, génes candidats, ZmMYB31, ZmASR1, protéomique,
phosphorylation

Abstract

Maize is particularly sensitive to water deficit at reproductive stages. As such,
identification of factors that confer tolerance to water deficit would pave the way for
increasing agricultural productivity. The aim of this work was to identify and make up the
functional characterization of candidate genes for water deficit tolerance in maize.

Firstly, transcriptomic and proteomic analyses of bulked recombinant inbred lines
revealed eight differentially expressed genes colocating with a chromosomal region
exhibiting two QTLs for leaf growth and anthesis-silking interval sensitivities to water
deficit. Among them, we identified the transcription factor ZmMYB31 gene involved in the
control of lignin biosynthesis. The expression of ZMMYB31 was correlated with that of its
targets genes ZMCOMT and ZmFAD9, as well as ZmFatA involved in fatty acid
biosynthesis. Changes in lignin and fatty acid content allowed us to hypothesis a regulatory
role of ZmMYB31 via lignin and fatty acid-derived metabolites.

Secondly, we showed that transgenic maize plants overexpressing the candidate
gene ZMASR1 (ZmASR1-OE) maintained kernel yield under water deficit condition in the
field. Transcriptomic and proteomic analyses of ZMASR1-OE leaves allowed us to identify
25 direct or indirect target genes of ZmASRI, in particular seven genes involved in
branched-chain amino acid (BCAA) biosynthesis. We also showed a tight correlation
between the level of 13 decreased metabolites in ZMASR1-OE leaves, 6 of which being
previously shown to be negatively correlated to biomass. Phosphoresidues were also found
in ZmASR1, ZmASR2 and ZmASR3, suggesting that these proteins are regulated by
phosphorylation.

Keywords: maize, water deficit, candidate genes, ZmMYB31, ZmASR1, proteomics,
phosphorylation
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