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PREAMBULE

Le Laboratoire de Biologie des Ligneux et des Grandes Cultures (LBLGC) développe des
themes de recherche sur la réponse des arbres ou des especes de grandes cultures telles le lin ou le blé

face a des contraintes environnementales.

L’équipe Arbre et Réponses aux Contraintes Hydriques et Environnementales (ARCHE) du
LBLGC focalise quant a elle sa thématique de recherche sur I’étude de la réponse du peuplier face a la
contrainte hydrique en I'occurrence lors de survenue d’épisodes de sécheresse. Cette thématique est

abordée selon plusieurs approches allant de I'écophysiologie a la physiologie moléculaire.

D’un point de vue moléculaire, une des questions abordées concerne le mode de perception de
la contrainte hydrique ou sécheresse. En effet, de nombreuses études ont porté jusque-la sur les
réponses moléculaires mises en place par les plantes pour répondre efficacement a la sécheresse mais
le mode de perception de cette contrainte a pendant longtemps été ignoré. Cependant, la réponse
moléculaire mise en place pour permettre aux plantes de faire face a ce stress est conditionnée tout

d’abord par la perception de ce stress puis par la transduction du signal de sécheresse.

Ainsi I'équipe dans laquelle a été effectuée cette these a focalisé son théme de recherche sur
I’étude d’'une voie de signalisation permettant au peuplier de percevoir le manque d’eau. L’existence
d’'une voie de signalisation particuliére, comprenant un récepteur appelé osmosenseur a été mise en
avant dans les années 1999 via le travail de I'équipe Japonaise du Riken (Urao et al, 1999). Cette voie
de signalisation correspond a un systeme appelé Multi-Step Phosphorelais (MSP). Ainsi, I'équipe
« Signalisation » a donc focalisé sa recherche sur l'identification de partenaires d’'un MSP pouvant étre

impliqués dans la perception de la sécheresse chez le peuplier.
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[.  Contexte climatique actuel et conséquences sur les plantes

I.1. Réchauffement climatique

Depuis les dernieres décennies, un changement du climat a I’échelle mondiale a pu étre mis en
évidence.

L’observation de ces modifications a conduit a la création de groupements dont le Groupe
d’experts Intergouvernemental sur I'Evolution du Climat (GIEC) en 1988 par I'Organisation
Météorologique Mondiale (OMM) et le Programme des Nations Unies pour I'Environnement (PNUE).
Ce GIEC correspond a un regroupement d’experts scientifiques ayant pour mission d’étudier I'impact
des activités humaines sur le climat et ses changements tout en établissant des scenarios d’évolution
de ce climat en fonction des activités humaines. Il s’agit donc d’'un outil d’alerte afin de sensibiliser les
autorités aux impacts du changement climatique.

Le cinquieme rapport d’évaluation publié en 2014 (GIEC, 2014) a focalisé son étude sur les
changements climatiques et ses impacts possibles sur les systemes naturels et humains. Ainsi, en
partie du fait des activités humaines (Mitchell et al, 2006), et malgré les tentatives conjointes de
nombreux pays pour limiter les causes anthropiques du changement climatique, les populations font
face a des anomalies de températures sans précédent a I'échelle mondiale depuis ces trois derniéres
décennies.

Dans ce contexte, la Conférence de Paris de 2015 sur le climat s’est tenue du 30 novembre au
12 décembre 2015 et a réuni 195 pays. Cet événement était a la fois le siége de la 21¢me Conférence des
Parties ou Conference Of the Parties (COP21) a la Convention-Cadre des Nations Unies sur les
Changements Climatiques (CCNUCC).et la 11¢me Conférence des Parties siégeant en tant que réunion
des parties au protocole de Kyoto ou Meeting of the Parties to the Protocol (CMP-11) L’objectif de ce
sommet, atteint le 12 décembre 2015, était d’établir un accord international sur le climat, adéquat
pour tous les pays, et permettant de limiter la hausse du réchauffement climatique mondial entre 1,5
et 2°C d’ici 2100. La signature de cet accord montre ainsi d'une part la volonté affichée au niveau
mondial d’agir ainsi que 'urgence manifeste de la situation.

A T'aube de la COP22, prenant place a Marrakech (Maroc) du 7 au 18 novembre 2016, de
nombreuses attentes se sont ainsi sentir concernant 'accord établi. Le prochain rapport du GIEC,
présenté en 2018, sera ainsi I'occasion d’appréhender les conséquences d’un réchauffement planétaire
supérieur a 1,5°C par rapport aux périodes pré-industrielles.

I.2. Conséquences sur les ressources en eau

Dans ce dernier rapport du GIEC (GIEC, 2014) il apparait du fait de la modification des trajets
des tempétes extratropicales, des changements conséquents dans les caractéristiques des vents, des
précipitations et des températures.

Ainsi, de nombreux modeles de projection de plus en plus performants et précis s’étendant
jusqu’a la fin du 21¢me siecle permettent d’établir que dans beaucoup de régions, les changements des
températures impactent sur les précipitations ou la fonte des neiges et des glaces. Ces deux
phénomenes sont a leur tour responsable de la perturbation des systemes hydrologiques, influant sur
la qualité et la quantité des ressources hydriques (GIEC 2014). Le rapport prévoit donc un
appauvrissement des ressources renouvelables en eau de surface et souterraine dans les décennies a
venir (Figure 1). En paralléle, les modifications thermiques observées ces derniéres décennies
conduisent également a une évaporation plus conséquente de 'eau.

En conclusion, le rapport du GIEC 2014 stipule que les modifications climatiques telles que la
raréfaction des ressources en eau notamment, porteront atteinte a la biodiversité et a la sécurité
alimentaire par le biais des atteintes impactant les espéces végétales.
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Le rapport du GIEC 2014 prévoit ainsi des risques accrus de disparition d’espéces et plus
particulierement d’especes végétales qui du fait de leur immobilisme n’ont pas la capacité naturelle de
modifier leur répartition géographique en un laps de temps aussi court que ce qui est annoncé. Il est
ainsi primordial de pouvoir prédire les conséquences des changements climatiques actuels sur les
écosystemes végétaux afin de mettre en place des stratégies adaptées limitant I'extinction des especes
et le maintien de celles existantes.

Comprendre ainsi comment les plantes percoivent leur environnement et les changements s’y
produisant, notamment les fluctuations de disponibilité en eau, devient en enjeu majeur d’envergure
planétaire.

Evolution des précipitations moyennes (entre 1986-2005 et 2081-2100)

[E R — [ ‘ \ \ | ] PN (%)

Figure 1 : illustration des prédictions des variations relatives des précipitations mondiales.

Les prédictions sont réalisées pour la période 2090 - 2099 par rapport a la période 1980 - 1999 pour la période de
décembre a février (A) et celle s'étendant de juin a aoiit (B). Les valeurs sont exprimées en pourcentage et
correspondent a des moyennes obtenues par analyse du scénario d’émission ou Special Report on Emission Scenario
(SRES) A1B. Les zones blanches représentent les lieux pour lesquels moins de 66% des modéles concordent dans le
signe du changement alors que les zones en pointillés correspondent aux lieux pour lesquelles plus de 90% des
modeéles concordent dans le signe du changement. Figure extraite du GIEC, 2014.

I.3. Impact sur les plantes et leur réponse face a ces problémes de
sécheresse

Alinverse des animaux, les plantes sont des organismes sessiles qui ne peuvent se mouvoir et
qui doivent en conséquence se doter de capacités adaptatives plus développées que les animaux. La
contrainte hydrique a I’échelle de la plante correspond a une période durant laquelle la quantité d’eau
transpirée par la plante est supérieure a la quantité d’eau absorbée (Bray, 1997).

I.3.a- Stratégies développées

Face a la contrainte hydrique, les plantes disposent de plusieurs stratégies qui sont I'esquive,
I’évitement et la tolérance (Kooyers, 2015 ; Khan et al., 2016).

L’esquive est une stratégie visant a adopter un cycle de développement en période non
stressante donc en période de disponibilité en eau non limitée. La plante ne se développera pas en
période de sécheresse.

L’évitement est une stratégie mise en place par certaines plantes qui vise a éviter que la plante
ne soit soumise au manque d’eau, soit donc de diminuer la surface foliaire, et par voie de conséquence
limiter la transpiration ou augmenter le systeme racinaire par exemple. La plante se développera donc
en période de sécheresse mais mettra en place des modifications qui lui permettront de ne pas en
ressentir les effets.
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La tolérance, par contre est une stratégie qui vise a permettre a la plante de se développer en
dépit de la contrainte et donc de mettre en place des réponses moléculaires conduisant a des
adaptations physiologiques et métaboliques lui permettant de continuer a se développer en dépit de la
contrainte. Cette derniere stratégie est de loin la plus répandue dans le regne végétal.

Ainsi, parmi les modifications mises en place par la plante engendrées par le déficit hydrique,
on peut constater une diminution de la conductivité hydraulique (Maurel et al, 2010), une fermeture
rapide des stomates (Schroeder et al, 2001), un ajustement osmotique par synthése d’agents
osmolytes tels que la proline (Bhaskara 2015) ou des sucres et polyols (Ahanger et al, 2014) (Figure
2). Une modification de la fluidité membranaire de la cellule, dépendante de différents facteurs (Pham
Thi, 1984), est également observée (Upchurch, 2008 ; Kumar et al, 2015). Cette modification est en
partie expliquée par l'apparition de phénomeénes d’hinhibition et de dégradation, a 'exemple de
I'inhibition de la synthése des lipides (Monteiro de Paula et al. 1993) et la stimulation des activités
lipolytiques et péroxidatives (Matos et al. 2001 ; Ferrari-Iliou et al. 1994). Cette modification de
fluidité peut également affecter les membranes de différents organites cellulaires telles que les
mitochondries (Zhigacheva et al, 2013) ou bien les thylakoides (Benveniste-Levkovitz et al, 1993). La
synthese d’Acide ABscissique (ABA) a également été constatée (Pelah et al, 1997) et son implication
dans la fermeture des stomates est a ce jour avérée (Pei and Kuchitsu, 2005).
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plante, représentés par les encadrés verts, bleus et orange.

I.3.b- L’acide abscissique (ABA) et son role dans la réponse des plantes a la sécheresse

L’ABA est une hormone de la famille des sesquiterpenoides, impliquée a différents stades du
développement des végétaux. Sa biosynthese est localisée au niveau du parenchyme des racines et des
feuilles matures, au sein des plastes (Cutler et al, 2010). Ainsi la présence d’ABA est requise dans les
phénomenes de dessiccation et de dormance se produisant au sein des graines (Barrero et al, 2005 ;
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Fujii and Zhu 2009), lors des étapes de croissance et de développement des jeunes plants et plante
adulte mais également lors de son cycle reproductif. L’ABA est également impliqué dans les réponses
de la plante a de nombreuses contraintes telles que les changements de salinité, de température ou
bien d’osmolarité. Ainsi, son réle majoritaire serait dédié a la régulation de la balance hydrique de la
plante et la tolérance a un stress osmotique (Raghavendra et al, 2010). Lors d'une contrainte
hydrique, 'accumulation d’ABA permet alors la fermeture des stomates et induit la régulation de genes
de réponses, tels que des osmoprotectants (Figure 2). Une implication positive ou négative de ’ABA
dans le taux de croissance des feuilles (Wilkinson and Davies, 2010) et la conductivité hydrique au
sein du réseau racinaire (Maurel et al,, 2010) ont également été discutés.

Lors d’'une sécheresse, la quantité d’ABA endogene est trés rapidement augmentée induisant
une fermeture tout aussi rapide des stomates. Cette fermeture stomatique n’est rendue possible que
par le biais d'une voie de signalisation de I’ABA permettant I'activation/inactivation de transporteurs
ionique conduisant a la fermeture stomatique (Osakabe et al, 2014 ; Fernando and Schoeder et al,
2016). La fermeture stomatique qui en résultera protegera certes la plante d’'une évapotranspiration
lors de la contrainte mais impactera fortement la productivité par le biais d’'une réduction de I'activité
photosynthétique. La tolérance de la plante se situera donc dans un équilibre entre réduction des
pertes en eau et maintien de la productivité.

Ainsi les études portant sur la voie de signalisation de I'’ABA ont permis d’identifier les
récepteurs de cette phytohormone et cette voie de signalisation est explicitée dans la figure 3. Les
récepteurs nucléocytoplasmiques de 'ABA appartiennent a la famille PYR/PYL/RCAR (PYrabactin
Resistant/PYrabactin resistant-Like/Regulatory Component of ABA Receptor) et a la superfamille
START-domain. Ces récepteurs sont présents au nombre de 14 (Ma et al, 2009; Park et al, 2009;
Santiago et al, 2009).

En l'absence d’ABA, les Protéines Phosphatases de type 2C (PP2C), au nombre de 80 chez
Arabidopsis dont les protéines ABscisic acid Insensitive 1 et 2 (ABI1 et 2) (Nishimura et al, 2009),
sont responsables de la déphosphorylation des protéines Sucrose nonfermenting Kinase-1-Related
protein Kinase 2 (SnRK2). Ces protéines kinases sont importantes dans la voie de signalisation ABA
car ciblant les genes dont I'expression est dépendante de I’ABA et des canaux ioniques (Cutler et al,
2010 ; Roychoudhury et al, 2013 ; Mehrotra et al, 2014 ; Cracker and Abeles, 1969 ; Barrero et al,
2005 ; Fujii and Zhu, 2009 ; Raghavendra et al, 2010). Cette déphosphorylation des SnRK2 conduit
donc a leur inactivation et par voie de conséquence a l'inactivation des molécules effectrices
(régulateurs positifs) de la voie ABA.

La fixation de 'ABA sur ses récepteurs est rendue possible par la présence d'une poche
hydrophobe de liaison d’'un ligand, de volume suffisant pour englober une molécule entiere d’ABA
(Umezawa et al, 2010). Ces récepteurs, une fois activés par la fixation de 'ABA, possedent tous la
capacité d'interagir avec les protéines PP2C, conduisant a leur inactivation. Cette inactivation des PP2C
conduit alors par contre a I'activation des SnRK2.

Un exemple de l'importance des protéines SnRK2 et plus généralement de la voie de
signalisation ABA est le mécanisme du controle de la fermeture des stomates, se déroulant au niveau
des cellules de garde. Comme précédemment, la liaison de I'ABA au complexe récepteurs
PYR/PYL/RCAR - protéines PP2C conduit a I'inactivation de I’activité phosphatase de ce dernier et par
conséquent a I'activation de la protéine kinase SnRK2.6/0pen STomata 1 (0ST1). Cette protéine agira
alors comme régulateur positif de la fermeture stomatique par phosphorylation des canaux ioniques
Slow Anion Channel associated 1 (SLAC1) conduisant a son activation et I'inhibition du canal a cation
K+ channel in Arabidopsis thaliana 1 (KAT1). (Vahisalu et al, 2008 ; Geiger et al, 2009 ; Sato et al,
2009). La finalité de la signalisation ABA au niveau des cellules de garde est la réduction de la pression
de turgescence au sein de ces cellules par augmentation de la concentration en Ca2* du cytosol
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(Fernando et al, 2016) aboutissant apres plusieurs étapes a la fermeture stomatique (Schroeder et al,
2001).
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Figure 3 : mécanisme cellulaire de perception et de signalisation de I’ABA.

Le mécanisme est représenté en absence et en présence d’ABA respectivement a gauche et a droite du trait pointillé.
Le récepteur de la famille des PYrabactin Resistant/PYrabactin resistant-Like/Regulatory Component of ABA
Receptor (RCAC/PYR/PYLs) est représenté en violet. Les protéines a activité phosphatase Phosphatase protein 2C
(PP2C) sont représentées en orange, celles a activité kinase Sucrose nonfermenting Kinase-1-Related protein kinase
2 (SnRKZs) sont représentées en bleu, les protéines facteurs de transcritpion ABcissic acid Responsive Element
(ABRE)-Binding Factors (ABF) sont représentées en vert.

En conclusion, nous pouvons rappeler que ’ABA est une hormone d’importance capitale dans
la réponse des plantes a la sécheresse.

Cependant, 'ABA n’est pas la seule hormone importante dans les réponses des plantes a cette
contrainte. En effet, des études menées sur des mutants d’Arabidopsis pour les trois récepteurs aux
cytokinines (CK) nommés Arabidopsis Histidine Kinase AHK2, AHK3, AHK4 /Cytokinin REsponse 1
(CRE) /WOoden Leg (WOL), révelent que ces récepteurs seraient des régulateurs négatifs des voies de
signalisation sécheresse et ABA (Tran et al, 2007). Il apparait donc, au vu de cette étude, une
interconnexion entre les voies ABA et cytokinines par le biais de leurs voies de signalisation
respectives dans le cadre de la réponse des plantes a la sécheresse.

Le dernier élément important mis en avant dans cette étude concerne le role important joué
par un récepteur de la méme nature que ceux dédiés a la perception des cytokinines, le récepteur
AHK1, possédant un role de récepteur de la sécheresse et d’élément clé dans la réponse de la plante
face a la sécheresse, de par sa capacité de perception de cette contrainte.

Comprendre les facteurs clés régissant ces équilibres entre voies de signalisation permettra de
mieux comprendre les réponses des plantes, voire d’améliorer leur tolérance a cette contrainte. Ainsi
la compréhension des mécanismes de perception des signaux a l'origine des voies, a 'exemple de
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I’ABA, des cytokinines et de la sécheresse, sont des enjeux scientifiques importants afin de mieux
cerner les processus biologiques et physiologiques mis en place par les plantes lors de la sécheresse.

Si la voie de perception des cytokinines est a ce jour mieux comprise, il n’en est pas de méme
en ce qui concerne la voie de perception de la sécheresse. Comme expliqué précédemment, 'équipe
Japonaise du Riken a pu mettre en évidence l'existence d’un récepteur, nommé AHK1 (Urao et al,
1999), appartenant a la méme famille de protéine que les récepteurs aux cytokinines, soit des
Histidines-Asparate kinases appartenant a un systéme de signalisation appelé Multi-Step
Phosphorelais (MSP). L’identification de ce récepteur repose sur l'étude des mécanismes de
perception de la contrainte osmotique chez des organismes procaryotes et eucaryotes tel que la
levure.

Au niveau cellulaire chez les plantes, la sécheresse se traduit par un stress osmotique. Ainsi,
comprendre comment un stress osmotique pouvait étre percu chez des bactéries ou des levures
pouvait servir de point d’ancrage pour des études chez des organismes pluricellulaires comme les
plantes. C’est sur la base de ce postulat que I'équipe du Riken a mis en évidence le récepteur AHK1 et
son implication dans la perception de la sécheresse chez Arabidopsis.

Comme expliqué en préambule, I'équipe signalisation a donc focalisé sa recherche sur
I'identification de partenaires d’'un MSP pouvant étre impliqué dans la perception de la sécheresse
chez le peuplier.

En conséquence, les chapitres suivants décriront :

o les voies de signalisation de la contrainte osmotique chez les procaryotes pour lesquels on
parle de Two-Component System (TCS),

o les voies de signalisation chez les eucaryotes (levure et plantes) avec la description du systéme
MSP.

II. Perception et signalisation de la contrainte osmotique

Cette voie de signalisation TCS chez les procaryotes est un systéme de signalisation composé de
2 partenaires dont un récepteur et une molécule effectrice. Dans le cas des organismes eucaryotes,
I'apparition du compartiment nucléaire implique obligatoirement la participation d’'une molécule
navette entre le récepteur et la molécule effectrice, requalifiant ce systeme de MSP.

IL1. Le systéeme a deux composantes (TCS) procaryote

Ce systéme clé de la signalisation procaryote, également appelé His-to-Asp phosphorelay
(histidine-to-aspartate phosphorelay) régule de nombreux aspects de la vie bactérienne telle que la
formation et le développement de biofilms (Hickman et al, 2005 ; Cotter and Stibitz, 2007 ; Martinez-
Wilson et al, 2008; Sudhakar et al, 2014), la division cellulaire (Ohta, 1992), la résistance aux
antibiotiques (Lin et al, 2015 ; Tatke et al, 2015), la compétence a la transformation et la virulence
(Lévesque et al, 2007), l'initiation de la sporulation (Hoch, 1993) ou bien encore les réponses aux
stress (Whistler et al, 1998 ; MacRitchie et al, 2008). Il existe ainsi plus de 300 protéines identifiées
comme appartenant au systéme TCS (Ulrich and Zhulin, 2010).

Ce systéme est composé de deux partenaires (Stock et al, 2000) :
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o unrécepteur senseur appartenant a la famille des Histidine Kinase (HK)

o un Régulateur de Réponse (RR).

De maniére générale, les génes codant les protéines HK et RR impliquées dans un TCS sont
regroupés en opéron (Yamamoto et al, 2014). Cette organisation laisserait supposer une régulation
facilitée de tous les genes de 'opéron de maniere synchrone lors de la perception de stimuli.

I.L1.a- Les partenaires du systéme a deux composantes bactérien
[l.1.a-i-Les récepteurs HK
Les récepteurs HK peuvent étre classés en trois catégories sur la base de leurs domaines et de
leur topologie (Mascher, 2006 ; Cheung and Hendrickson 2010) (Figure 4):
o les HK au sein desquelles un domaine senseur extra-cytoplasmique est délimité par deux

domaines transmembranaires. C’est la famille la plus vaste, permettant la détection de stimuli

externes (Figure 4a);
o les HK possédant un domaine senseur cytoplasmique, dédié a la perception de stimuli

intracellulaires (Figure 4b);

o les HK dépourvus de domaine extracellulaire et possédant des domaines ancrés dans la
membrane permettant alors la détection de stimuli ayant pour cible la membrane bactérienne

(Figure 4c).

HisKA represente le siege de la dimérisation ainsi que le domaine accepteur de phosphate alors que CA represente le
domaine catalytique de la protéine responsable de I'hydrolyse de la molécule d’ATP. Les fleches rouges, violettes et
orange représentent respectivement un signal extracellulaire, intracellulaire ou lié a la membrane.

Fig 4a et b : les rectangles bleus représentent les domaines transmembranaires.

Fig 4c : les rectangles orange représentent les domaines permettant I'ancrage a la membrane.

Dans la premiere catégorie, le domaine senseur est localisé en extrémité N-terminale de la
protéine. Il est responsable de la perception d’'une grande variété de stimuli et est borné par deux
domaines transmembranaires dont I'un est relié a la partie C-terminale cytoplasmique (Casino et al,
2009). Dans un tiers des cas, un domaine HAMP (présent chez les protéines Histidine kinases,
Adenylate cyclases, Methyl accepting proteins and Phosphatases) d’environ 50 acides aminés est
retrouvé au sein de I'HK. Ce domaine est responsable d'un changement conformationnel a la suite de la
liaison d’'un ligand et permettrait la transmission de l'information extra-cytoplasmique a la portion
catalytique cytoplasmique de la protéine (Matamouros et al, 2015).
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Dans la deuxiéme famille d’'HK, les protéines possedent un domaine senseur cytoplasmique,
sont dépourvues de domaines extra-cytoplasmiques et sont ainsi appelées Intramembrane-sensing
HK (IM-HK)

La derniére famille d’'HK concerne les protéines ne possédant pas de portions extracellulaires
et qui sont dédiées a la perception de stimuli membranaires. Peu d’études sont cependant réalisées sur
ce type de récepteur.

Quel que soit 'HK on retrouve dans la partie C-terminale hautement deux domaines
catalytiques de structure conservée dont la présence conditionne I'activité de I'HK (Casino et al,
2014).

o Le premier domaine, nommé DHp (Dimerization Histidine phosphotransfer domain) est le
siége de la dimérisation de récepteurs. Il contient un résidu histine phosphorylable

o Le second domaine, nommé CA (Catalytic ATP-binding domain) est responsable de la liaison
d’'une molécule d’ATP (Marina et al, 2005 ; Bilwes et al, 2001). De nombreuses études ont
démontré une dimérisation de nombreux récepteurs HK bactériens et la capacité d’'un

monomere a phosphoryler en trans 'autre monomeére (Wolanin et al,, 2002).

[I.1.a-ii- LesRR

Les étude menées sur les partenaires des HK précédentes, les RR, ont permis de mettre en
évidence des roles dans des processus variés mais une structure relativement conservée. Ces
protéines possedent ainsi en extrémité N-terminale un domaine receveur de phosphate conservé
d’environ 120 acides aminés, le domaine REC, et une extrémité C-terminale effectrice plus variable
(Gao et al, 2009 ; Galperin 2009 ; 2010). Lorsque le domaine effecteur posséde une capacité de liaison
a I'’Acide DésoxyriboNucléique (ADN), trois grandes familles ont été décrites selon la structure des
membres caractéristiques les composants : les familles OmpR/PhoB, NtrC et NarL/Fix] (Gao et al,
2007). C’est le domaine REC, site de la phosphorylation de la protéine par le biais d'un aspartate
conservé, qui permettra ainsi de moduler I'activité de la partie effectrice du RR (Figure 5).
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Figure 5 : schéma présentant les différents domaines des RR observés chez les bactéries.
REC représente le domaine accepteur de phosphate a activité catalytique. D représente le résidu aspartate
consensus.

I.L1.b- Fonctionnement classique du TCS bactérien

Lors de la perception d’un signal extracellulaire par le récepteur HK homodimérique, une
autophosphorylation de ce dernier s’opére. Cette étape, liée a I'utilisation d’ATP au niveau du domaine
CA de I'HK, conduit a la formation d’'un groupement phosphoryl riche en énergie.
Ce groupement est ensuite transféré au niveau du résidu aspartate conservé du régulateur de réponse.
Une fois phosphorylé, ce dernier pourra alors agir par liaison a 'ADN ou a I’Acide RiboNucléique
(ARN) (Gao and Stock, 2009 ; Galperin, 2010), étre engagé dans une réaction enzymatique (Simms et
al, 1985) ou un complexe protéique (Gao et al, 2007) (Figure 6). Les RR pourront étre
autodéphosphorylés ou déphosphorylés par le biais de I'HK (Stock et al, 2000). Malgré les similarités
de séquences entre RR, il semblerait que dans la plupart des cas une spécificité d’interaction a pu étre
observée et que chaque HK ne soit ainsi associé qu’a 1 ou 2 RR (Laub and Goulian, 2007) permettant
d’aboutir a une interprétation correcte du signal en termes de réponses.
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Figure 6 : schéma général du fonctionnement du systéeme TCS bactérien.

Le domaine ADN BD correspond au domaine ADN Binding Domain capable d’interaction avec 'ADN. Les lettres H et
D correspondent respectivement aux résidus histidine et aspartate phosphorylables conservés au sein de I'KH et du
RR.

IL.1.c- Exemples de TCS bactériens génériques
Parmi les nombreux partenaires de TCS identifiés chez Escherichia coli, les systémes
relativement canoniques EnvZ-OmpR et CheA-CheY, liés respectivement aux réponses a un stimulus
osmotique et au contréle de la mobilité bactérienne sont extrémement bien détaillés dans la
littérature. EnvZ et CheA correspondent aux récepteurs histidine aspartate kinases, alors qu’'OmpR et
CheY sont des RR (Figure 7).

II.1.c - i - Perception de l'osmolarité du milieu extérieur: la voie de signalisation EnvZ/OmpR chez

Escherichia coli
Ce systéme est composé du récepteur HK EnvZ et du RR OmpR (Figure 7). En fonction de
I'osmolarité du milieu extracellulaire, 'HK EnvZ pourra s’autophosphoryler en trans et transmettre le
phosphate a OmpR. Dans le cas d’'une hyper-osmolarité, celui-ci permettra I’expression du gene OmpC
alors qu’'une hypo-osmolarité conduira a I'expression du gene OmpF. Ces deux genes codent pour des
porines dont le diametre difféere, permettant de modifier le flux de diffusion des osmolytes a travers la
membrane plasmique.

IL.1.c-ii- Controle de la mobilité : la voie de signalisation CheA/CheY chez Escherichia coli
Dans ce systeme, 'HK CheA pourra phosphoryler les RR CheY et CheB (Figure 7). A I'inverse
d’EnvZ, CheA ne possede pas de domaine senseur et nécessite une protéine Methylated Chemotaxis

Protein (MCP) afin de percevoir un changement de la composition ou du gradient chimique de
I'environnement extracellulaire de la bactérie. La protéine CheW sera ensuite responsable de
transmettre ce signal a I'HK (Bourret and Stock, 2002). Lors de la phosphorylation de CheY, une
interaction avec les flagelles moteurs de la bactérie s’effectue, permettant ainsi la mobilité bactérienne.
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Un rétrocontrole est effectué par le biais des protéines CheZ et CheB capables respectivement de
déphosphoryler CheY et de retirer le groupement méthyl de la protéine MCP.

Composition
environnement

CheY

®
D A Complexe
N REC [T flagelles
n moteurs
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Osmoadaptation Chimiotaxie

Figure 7 : schéma de deux TCS bactériens génériques, les systemes EnvZ/0OmpR et CheA/CheY.
La protéine Methylated Chemotaxis portein (MCP) est représentée en vert.

II.2. Le Multi Step Phosphorelay System (MSP) eucaryote

Le MSP eucaryote est impliqué dans de nombreux processus chez les champignons, algues et
plantes mais absent du regne animal (Schaller et al, 2011). Ainsi, ce systeme a probablement été
transmis depuis les bactéries vers les eucaryotes par transfert latéral de genes. La
compartimentalisation (apparition du noyau) ayant induit quelques modifications.

o Tout d’abord, le récepteur HK est qualifié d’hybride car il comporte un domaine structural
supplémentaire par rapport aux récepteurs HK bactériens. En effet, en plus du domaine
transmetteur de phosphate, un domaine semblable au domaine REC des RR y est retrouvé
(Santos and Shiozaki, 2001 ; Schaller et al, 2011), contenant comme expliqué précédemment
un résidu aspartate conservé.

o La deuxieme différence majeure vis-a-vis du TCS bactérien est la présence systématique des
protéines appelées Histidine Phosphotransfer protein (HPt), partenaires intermédiaires entre
le récepteur HK et le RR.

o Il est également a noter que la plupart des systémes eucaryotes sont composés au minimum de
deux types de RR, respectivement nucléaire et cytoplasmique (Fassler and West 2010).

Le MSP impliqué dans la perception de la contrainte osmotique ayant été le plus étudié est
celui de la levure Saccharomyces cerevisiae.
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I.2.a- Perception du changement d’osmolarité chez la levure (S. cerevisiae)

Ce MSP controle une voie de signalisation de type cascade MAP Kinase appelée voie High-
osmolarity Glycerol (HOG). Cette voie permet une régulation de la synthese du glycérol, osmolyte
permettant a la cellule de s’adapter aux situations d’hyper-osmolarité du milieu extérieur (Saito and
Posas, 2012).

En situation d’hyper-osmolarité du milieu extracellulaire, le maintien de l'intégrité cellulaire
doit étre assuré. Cela s’effectue par le biais d’'une osmorégulation, (contrdle actif de la balance
cellulaire en eau). due a la production et 'accumulation de glycérol, osmoprotectant a effet létal en
condition physiologique (Hohmann et al, 2007).

Cette production de glycérol est partiellement contrélée par la voie de signalisation HOG qui,
par le bais de la phosphorylation de la protéine Hog1, (Duch et al, 2012), permet I'activation de celle-
ci. Cette protéine pourra ainsi prendre part a différents types de mécanismes au sein de la cellule dont
la régulation des teneurs en glycérol intracellulaire. L’activation de la voie HOG se fait par le biais de
deux voies distinctes, les voies SIn1 et Sho1, aboutissant toutes deux a I'activation de la protéine Hog1
(Maeda et al,, 1994 ; 1995). Seule SIn1 appartenant a un MSP, c’est donc cette voie de signalisation que
nous aborderons plus en détail (Figure 8).

[.2.a - i -le MSP de levure contrdlée par Slnl
Le phosphorelais multiple SIn1-Ypd1-Ssk1 est composé du récepteur histidine kinase hybride,
SIn1, de la protéine HPt, Ypd1 et du RR Ssk1.

Le récepteur hybride Sin1 posséde deux domaines transmembranaires délimitant un domaine
extracellulaire, et sa localisation au niveau de radeaux lipidiques présents au niveau la membrane
plasmique a été établie (Maeda et al, 1994 ; Posas et al, 1996 ; Tanigawa et al,, 2012). Des hypothéses
stipulent ainsi que Sln1 serait capable de percevoir les changements d’osmolarité grace a des
changements structuraux des radeaux lipidiques pouvant étre dus aux fluctuations de pression
osmotique (Tanigawa et al, 2012).

Le second partenaire de cette voie est la protéine Ypdl. Ce partenaire est essentiel pour la
transmission du signal de 'HK membranaire au RR Ssk1, permettant la survie de la cellule (Fassler and
West, 2013).

Les mutations touchant ces deux génes, Sin1 et Ypd1, s’averent étre 1étales pour les levures car
conduisant a I'activation constitutive de la voie HOG par absence de phosphorylation de Ssk1. (Maeda
etal, 1994 ; Posas et al.,, 1996).

En condition physiologique, le récepteur SInl possederait ainsi une activité kinase basale
permettant la survie des levures par inactivation de la voie HOG et donc absence de production de
glycérol. Cette activité kinase est rendue possible par la dimérisation du récepteur (Ostrander and
Gorman, 1999 ; Tao et al, 2002) et la phosphorylation en trans de chaque monomeére. Le récepteur
phosphorylé transmettra alors le groupement phosphate a Ypd1 puis a Ssk1 (Posas et al, 1996).

La phosphorylation de Ssk1 aboutit a I'inactivation de cette derniére, et par voie de conséquence a
I'inactivation également de la voie Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK) HOG responsable de la
production de glycérol.

Les mutations touchant ces deux genes, Slnl et Ypd1l, s’averent étre létales pour les levures car
conduisant a I'activation constitutive de la voie HOG par absence de phosphorylation de Sskl1. (Maeda
etal, 1994 ; Posas et al, 1996).

Lors de la perception d'une hyper-osmolarité du milieu extracellulaire, 'autophosphorylation
du récepteur Slnl est réduite voire absente, conduisant a une accumulation de la protéine Ssk1 non
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phosphorylée et par conséquent active. Cette protéine pourra lors se fixer aux premiéres MAP Kinase
Kinase Kinase (MAPKKK) de la voie HOG qui sont les protéines SSk2/Ssk22. Ces protéines kinases
activeront alors par phosphorylation la seconde MAP Kinase Kinase (MAPKK) de la voie Psb2, qui
elle-méme activera la MAPK Hog1 (Maeda et al, 1994 ; Posas et al, 1996).

Un second RR, Skn7, peut étre activé par la protéine Ypd1 mais le choix du partenaire se fera
selon I'osmolarité du milieu extérieur et, lors d’'une contrainte osmotique, c’est le RR Ssk1 qui sera
recruté par Ypd1 dans la voie de signalisation.

[l.2.a -ii - Lavoie de signalisation contrélée par Shol
Cette voie constitue un partenariat entre de nombreuses protéines. La perception de la

contrainte osmotique semble s’effectuer par le biais de deux osmosenseurs putatifs localisés au niveau
de la membrane, Msb2 et Hkr1 associés a la protéine Shol. Concernant cette derniéere protéine, un réle
d’osmosenseur a été avancé (Maeda et al, 1995) mais celle-ci semblerait plutét permettre le
recrutement de nombreuses protéines au niveau de la surface cellulaire, dont Psb2. Lors d'un choc
hyper-osmotique la MAPKK Stell est phosphorylée par les kinases Ste20 et/ou Cla4 et Psb2 se
retrouve recrutée au niveau de Shol, Ste20 et Cla4.

Stel1 phosphorylée est alors capable de phosphoryler Psb2 qui pourra phosphoryler Hogl (Figure 8).
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Les senseurs membranaires ainsi que les HPt et les RR sont en rose, les protéines kinases sont en bleu, les protéines
en orange correspondent aux protéines a activité phosphatase et enfin les facteurs de transcription sont en vert et la
protéine Cdc42 est en violet.

IL.2.b- Le MSP chezles plantes
Le premier MSP végétal a été décrit chez la plante modeéle Arabidopsis thaliana , et depuis quelques
années, le MSP d’autres especes végétales telles que Physcomitrella patens (Ishida et al, 2010), Zea
mays (Wrang et al,, 2014), Oriza sativa (Pareek et al, 2006), Catharanthus roseus (Papon et al, 2006),
Lotus japonicus (Ishida et al, 2009), Glycine max (Mochida et al, 2010), Populus (Chefdor et al, 2006 ;
Ramirez-Carvajal et al, 2008 ; Bertheau et al, 2012 ; 2013; 2015; Héricourt et al, 2013; 2016,
soumis) et tout récemment celui du fraisier des bois, Fragaria vesca (Yang et al, 2016) ont été analysés
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en détail. Ce travail d’analyse concerne majoritairement les voies de signalisation de deux
phytohormones : les cytokinines et I’éthyléne. Le lien entre cytokinines et stress hydrique ayant été
démontré et explicité précédemment, nous ne développerons dans les chapitres suivants que les MSP
impliqués dans la signalisation cytokinines et stress osmotique, osmosensing, chez Arabidopsis
thaliana.

I1.2.b - i - MSP impliqué dans la signalisation des cytokinines

Les cytokinines sont des molécules dérivées d’'une adénine substituée en N¢ et possédant une
chaine latérale isoprénoide (zéatine, isopentényladenine,..) ou aromatique (Né-benzyladenine,
kinetine, ...). La conformation et la structure de cette chaine latérale influence de maniére notable les
activités biologiques et les fonctions des cytokinines. En effet, une différence d’activité biologique est
observable entre les deux conformations possibles de la zéatine : la cis ou la trans-zeatin
(respectivement cZ et tZ), puisque la cZ, cytokinine majoritaire chez le mais et le riz par exemple,
posséde une activité biologique moins importante que la tZ (Schmitz and Skoog, 1972; Kaminek et al,
1987). La synthese des cytokinines isoprénoides a été décrite dans la littérature et est catalysée par
des adenosine Phosphate-IsopentenylTransferases (IPT) (Kakimoto, 2001).

La distribution dans les différents organes végétaux est également étudiée et il a été montré par
exemple que la tZ serait plus distribuée au niveau de la seve brute alors que l'isoPentényladenine (iP)
est retrouvée de maniére majoritaire dans la séve élaborée (Lomin et al, 2012).

L’origine des cytokinines aromatiques reste par contre trés peu étudiée de nos jours.

Des études permettant de démontrer leur role prépondérant de régulateur de la différenciation
cellulaire ont donc été menées, mettant en évidence l'implication des cytokinines dans de nombreux
processus tels que I'activité méristématique caulinaire et racinaire, impactant la formation des feuilles
et des racines (Werner et al, 2003). Ce sont des phytohormones particulierement importantes dans le
développement des plantes. Plus récemment, le réle des cytokinines dans la réponse des plantes aux
stress environnements dont la sécheresse a été démontré (Ha et al, 2012).

Les récepteurs aux cytokinines

Les récepteurs aux cytokinines AHK2, AHK3 et AHK4/CRE1/WOL ont pu étre mis en évidence
par différentes études en 2001 et ont servi de base a de nombreuses études fonctionnelles et
structurales (Inoue et al, 2001; Ueguchi et al, 2001; Yamada et al, 2001; Suzuki et al, 2001 ; Horak et
al, 2011). Ceux-ci possédent un domaine de perception du stimulus appelé domaine CHASE
(Cyclase/Histidine-kinase Associated Sensory Extracellular domain). Il est présent chez certaines HK
transmembranaires (HK, diguanylate- et adenylyl cyclases) des procaryotes et des plantes (Mougel
and Zhulin, 2001). Le role de ce domaine dans la fixation des cytokinines a été mis en évidence en
2001 (Anantharaman and Aravind, 2001; Mougel and Zhulin, 2001) et les acides aminés
potentiellement impliqués dans cette fixation ont par la suite été étudiés (Heyl et al, 2007) menant
finalement a la résolution de la structure de ce domaine en liaison avec des CK (Hothorn et al, 2011)

Le récepteur, appelé Cytokinine Independant 1 (CKI1), est paradoxalement un récepteur
incapable de fixer les CK (Yamada et al, 2001) puisqu’il ne possede pas de domaine CHASE. Il est
cependant impliqué dans des processus biologiques et physiologiques liés aux cytokinines (Kakimoto,
1996). L’expression de CKI1 a été observée au niveau des fleurs, des siliques et au sein de la tige
(Hejatko et al, 2009 ; Deng et al, 2010) suggérant un role de ce récepteur dans le développement au
sein des pousses aériennes chez Arabidopsis (Pischke et al, 2002 ; Hejatko et al, 2003 ; 2009 ; Deng et
al, 2010).

L’expression des récepteurs AHK2, AHK3 et AHK4 semble se produire dans tous les tissus mais

il est cependant a noter que, conformément au role établi des CK dans le développement de la plante,
I'expression majoritaire des récepteurs au CK se situe au niveau des tissus meristématiques. AHK2 et
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AHK3 seraient également majoritairement présents au niveau des pousses aériennes alors que
I'expression de AHK4 aurait été plus observée au niveau racinaire (Ueguchi et al, 2001; Higuchi et al,
2004). La localisation intracellulaire a été récemment établie au niveau du réticulum endoplasmique
par des études de fractions membranaires, par construction de protéines de fusions couplées a la
Green Fluorescent Protein (GFP) ainsi que par des études de reconstitution de fluorescence
biomoléculaire ou Bimolecular Fluorescence Complementation (BiFC) (Wulfetange et al, 2011;
Caesar et al, 2011). Si ces récepteurs se localisent majoritairement au niveau du réticulum, une petite
fraction de ces récepteurs peut également étre retrouvée au niveau de la membrane plasmique.

Les différentes cytokinines existantes semblent posséder des affinités de fixation distinctes
selon le récepteur considéré pouvant étre mis en relation avec une potentielle co-existence ligand-
récepteur au sein de la plante et suggérant des roles physiologiques différents. Par exemple, I'iP sera
fixée de maniére trés affine par AHK2 et AHK4, la dihydrozeatine (DZ) sera, elle, préférentiellement
fixée par AHK3 et la tZ possedera une affinité plus ubiquitaire vis-a-vis des récepteurs (Spichal et al,
2004; Stolz et al,, 2011; Romanov et al, 2006).

Ainsi, au niveau mécanistique, la fixation des cytokinines a I'HK provoquerait un changement
conformationnel conduisant a 'autophosphorylation du récepteur au niveau de I'histidine conservée
du domaine Dhp (Miwa et al, 2007; Hothorn et al, 2011). Au sein de la portion cytoplasmique des HK,
la fonction clé des résidus phosphorylables histidine (Mdhonen et al, 2006) et aspartate conservés a
été montrée par mutation, conduisant a la perte de fonction des HK mutées (Inoue et al, 2001). La
capacité d’homodimérisation et d’hétérodimerisation des HK a pu étre observée selon différentes
modalités. AHK2, AHK3 et AHK4 sont ainsi capables de former des homodimeres in vitro lorsque leur
Partie Cytoplasmique (CP) est utilisée (Dortay et al, 2006) et in planta en utilisant les protéines
entieres (Wulfetange et al, 2011 ; Caesar et al, 2011). L’hétérodimerisation des CP de AHK2 et AHK3
(Dortay et al, 2006) ainsi que des CP et protéines entiéres de AHK3 et AHK4 ont également été
observées (Dortay et al, 2006 ; Caesar et al, 2011).

Les protéines HPt

Ces protéines navettes, AHP, sont présentes au nombre de 5 chez Arabidopsis (Suzuki et al,
1998, 2000) et posseédent une localisation nucléo-cytoplasmique (Dortay et al, 2008; Punwani et al,
2010; Punwani and Kieber, 2010) qui semblerait indépendante des signaux percgus (Punwani et al,
2010; Punwani and Kieber, 2010 ; Jeon and Kim, 2013).

La structure des HPt a pu étre élucidée par étude cristallographique et rayon X (Sugawara et
al, 2005a, 2005b) et un résidu histidine conservé est retrouvé au sein de la séquence. Une sixiéme
protéine AHP a également été décrite comme possédant un résidu asparagine a la position du résidu
histidine conservé. Cette protéine a donc été qualifiée de pseudo-HPt (Suzuki et al, 2000). Au méme
titre que les récepteurs, la capacité des AHP a former des homo- et/ou hétérodimeéres a été validée
chez la levure (Dortay et al, 2006) et in planta (Punwani et al.,, 2010).

Une distribution tissu-spécifique de certaines AHP, AHP1, 2, 4 et 6, ou plus ubiquitaire
concernant AHP3 et 5, a pu étre observée, laissant présager d'une spécificité de fonction des premiéres
(Suzuki et al, 1998; 2000 ; Tanaka et al, 2004 ; Mahonen et al, 2006). La transcription des génes
AHP1, 2, 3 et 4 (mais pas AHP5) est positivement régulée par apport de CK exogénes ou par induction
des CK endogénes (Hradilova et al, 2007).
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Dans le cas de la signalisation cytokinines, des études ont été effectuées, permettant d’établir
leur role de régulateur positif de la signalisation CK (Mahonen et al, 2000; Hutchison et al, 2006 ;
Suzuki et al, 2002).

Le role des AHP2, 3 et 5 comme régulateurs négatifs de la réponse au stress hydrique a
également été mis en évidence par réalisation de mutants simples ou multiples perte de fonction pour
une de ces AHP (Nishiyama et al, 2013). Cette régulation négative met en évidence des attributions
indirectes des protéines HPt : servir de point de contréle supplémentaire a la régulation d’'une voie de
signalisation donnée notamment par action de phosphatases spécifiques ou bien permettre la
communication de plusieurs voies de signalisations (Urao et al, 2000).

Des études d’interaction entre récepteurs aux CK et les AHP ont été menées et ont permis de
montrer des interactions avec les AHP1, 2, 3 et 5 pour les trois récepteurs, a minima dans le systeme
levure (Suzuki et al, 2000 ; Dortay et al, 2006).

On constate ainsi que le réseau interactionnel des AHP est large, puisque ces protéines dont la
fonction est d’interagir a la fois avec les HK et les RR se révelent capables d’interagir avec la quasi-
totalité de ces deux partenaires (Scharein et al, 2008 ; Urao et al, 2000 ; Dortay et al, 2006 ; Suzuki et
al, 2000 ; Mira-Rodado et al, 2012 ; Bauer et al, 2013 ; Pekarova et al, 2011; Dortay et al, 2008;
Hordak et al, 2008 ; Lohrmann et al,, 2001 ; Imamura et al, 1999 ; Veerabagu et al, 2012). Cependant,
dans la littérature, des cas de spécificités d’interaction et de différences d’affinités selon les
partenaires envisagés ont pu étre établis (Urao et al, 2000 ; Pekarova et al, 2011 ; Verma et al,, 2015).

Les RR
Dans le génome d’Arabidopsis, 23 génes codant pour des ARRs sont retrouvés (Schaller et al,
2008).

Ces protéines possédent généralement un motif conservé appelé motif DDK comprenant deux
résidus aspartate (D), dont le deuxieme est le résidu phosphoaccepteur du groupement phosphoryle
provenant de I'HPt (Suzuki et al,, 1998; D’agostino et al,, 2000 ; Imamura et al, 2001; 2003; Kiba et al,
2004; Mahonen et al, 2006), et un résidu lysine (K) conservés. Les RR sont répartis en plusieurs
groupes selon leur structure et leurs fonctions putatives (Figure 9).

RR-A N-ﬁl-—c

domaine receveur

P
RR-B N D D K Transactivation _I#
domaine receveur domaine effecteur

RR-C N-ﬁ!-—c

domaine receveur

Pseudo-RR N NN C

domaine receveur
putatif

Figure 9 : schéma des différents domaines présents pour les familles de RR chez Arabidopsis.
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D et K représentent respectivement les résidus aspartate et lysine consensus, GARP (Golden/ARR/Psr1) représente le
domaine permettant la liaison a I'ADN et Trans-activation le domaine riche en prolines et en glutamines
responsable de l'activation de la transcription.

- Les RR-A -

Chez Arabidopsis, les ARR-A sont codés par 10 génes (ARR3 a 9 et 15 a 17) regroupés par
paires (To et al, 2004).

Leur structure est composée d'un domaine receveur de phosphate consensus a leur extrémité
N-terminale et une extrémité C-terminale de taille réduite comparée a celle des RR-B (Imamura et al,
1999). Cette structure est par conséquent fortement similaire au RR bactérien CheY dépourvu de
domaine effecteur (D’Agostino and Kieber, 1999).

Leur expression est induite par les cytokinines (D’Agostino et al, 2000 ; Hwang and Sheen,
2001) En effet, I'expression physiologique des différentes protéines RR-A varie au niveau des
différents tissus de la plante mais en présence de CK, tous des RR-A voient leur expression augmenter
au niveau de 'ensemble des tissus, mais de maniére privilégiée au niveau racinaire (To et al, 2004), de
maniere rapide et non homogene selon le RR considéré (Taniguchi et al, 1998; D’Agostino et al.,, 2000;
Rashotte et al, 2003). Par le biais de cette régulation, ces protéines exercent un rétrocontrole négatif
sur la voie de signalisation des cytokinines (Hwang and Sheen, 2001; Sakai et al, 2001). En effet,
certaines études rapportent un mécanisme transcriptionnel indépendant de la synthése de novo de
protéines, laissant a penser que les RR-A seraient des génes de réponse primaires au CK (Brandstatter
and Kieber, 1998; D’Agostino et al.,, 2000).

- Les RR-B -
Les ARR-B, présents au nombre de 11 chez Arabidopsis (ARR 1 et 2,10 a 14 et 18 a 21), ne sont
pas induits par les cytokinines (D’Agostino et al, 2000 ; Hwang and Sheen, 2001).

La structure cristallographique du domaine receveur d’'un RR-B bactérien a pu étre résolue et
une topologie composée de 5 feuillets § entourés de 5 hélices a a été décrite (Hosoda et al, 2002).

Ces protéines de localisation nucléaire (Sakai et al, 2000 ; Imamura et al, 2001 ; Mason et al.,
2004 ; Dortay et al, 2008 ; Veerabagu et al,, 2012) possedent a leur extrémité N-terminale le domaine
receveur de phosphate consensus. En I'absence de celui-ci ou lors de la mutation de I'aspartate central
de ce domaine en un résidu mimant une phosphorylation constitutive, une activité constitutive
indépendante de I'apport de cytokinines du domaine effecteur a pu étre observée (Sakai et al, 2001;
Imamura et al, 2003; Tajima et al, 2004) suggérant un possible rétrocontrole négatif du domaine
receveur sur le domaine effecteur (Sakai et al, 2000), cet effet étant probablement supprimé via la
phosphorylation du résidu aspartate.

Un domaine Golden/ARR/Psrl (GARP), domaine Myb-like de liaison a I’ADN, ainsi qu'un
domaine de trans-activation sont présents a l'extrémité C-terminale des RR-B (Hwang and Sheen,
2001 ; Gupta and Rashotte, 2012).

De par la présence de ces différents domaines fonctionnels et sur la base de tests de liaisons a
I’ADN, d'immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) et de tests de trans-activation, la fonction de
facteur de transcription des RR-B a pu étre mise en évidence. Les ARR-B sont en effet capables de se
fixer sur la séquence consensus (G/A)GAT(T/C). De maniere intéressante, cette séquence est présente
au sein des promoteurs de certains RR-A (Rashotte et al, 2003) validant I'hypothése d’'une régulation,
a minima partielle, des RR-A par les RR-B dans la voie de signalisation liée aux cytokinines (Hwang and
Sheen 2001 ; Sakai et al, 2001). Cette régulation pourrait provenir d’'une potentielle existence d'une
compétition entre les RR-A et les RR-B pour 'acquisition du phosphate cédé par I'HPt.
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Par étude de similarités au sein du domaine receveur de phosphate, trois sous-familles de RR-B
ont pu étre déterminées (Mason et al., 2004).

La sous-famille I est la plus représentée et comporte les ARR1 et 2, 10 a 12 14 et 18. Des études
de la localisation de ces protéines ont été menées et ont permis de mettre en évidence une expression
dans les feuilles (a I'exception de 'ARR18), les fleurs et les siliques de '’ensembles des membres de ce
groupe, ainsi qu'un expression supplémentaire dans les racines et les tiges pour les ARR1, 2, 10, 11, et
12.

Les ARR1, 10, 11, 12 et 18 ont d’ores et déja été identifiés comme impliqués dans les réponses
aux CK (Hwang and Sheen, 2001 ; Sakai et al, 2001 ; Imamura et al, 2003 ; Yokoyama et al, 2006 ;
[shida et al, 2008 ; Veerabagu et al, 2012 ; Nguyen et al, 2016) et I’ ARR18 et le seul membre parmi
tous a avoir été formellement identifié comme impliqué dans la réponse a la sécheresse (Veerabagu et
al, 2014). Dans le cas de l'implication des RR-B dans d’autres voies de signalisation, 'ARR2 a été
suggéré comme pouvant participer a la signalisation de I'éthylene (Hass et al, 2004).

La sous-famille II contient les ARR13 et 21, possédant la méme localisation de leurs séquences
introniques dans la partie C terminale de la protéine (Mason et al, 2004). Par une étude de fusion au
géne rapporteur GUS, il a été montré une expression de ’ARR13 dans les feuilles jeunes et matures
ainsi que dans le tissu vasculaire (Mason et al, 2004). Une approche par étude des niveaux de
transcrits par RétroTranscription puis PCR (RT-PCR) a permis d’établir la présence de 'ARR21 au
niveau des fleurs et des siliques (Mason et al,, 2004 ; Tajima et al., 2004).

La sous-famille III comporte les ARR19 et 20. Il a pu étre montré une expression de ’ARR19
dans les siliques par RT-PCR et, par la méme approche que précédemment, dans les trichomes (Mason
et al, 2004 ; Tajima et al, 2004). Une expression de I’ARR20 dans les pistils matures, les tissus
vasculaires et le méristeme apical a également été mise en lumiére (Mason et al, 2004 ; Tajima et al,
2004)..

D’un point de vue mécanistique, les RR-B étant des facteurs de transcription, leur capacité de
dimérisation a été étudiée. Une homodimérisation du RR14 (Dortay et al, 2006) et du RR18
(Veerabagu et al, 2012) ont été observées en levure et en plante. Une hétérodimérisation entre
I’ARR14 et 'ARR2 a également été observée (Dortay et al, 2006) mais seulement par la technique in
vitro « Glutathion S-Transférase (GST)-pull down »

Au niveau du MSP, la capacité d’interaction des RR-B avec les différentes HPt ont été testées
dans différents systémes biologiques et par plusieurs techniques et ont permis de mettre en évidence
des interactions avec les AHP1, 2, 3 et 5 (Imamura et al, 1999; Dortay et al, 2006; 2008; Veerabagu et
al, 2012).

- Les RR-C -

Le groupe des ARR-C est représenté par les RR22 et 24 chez Arabidopsis (Pils and Heyl, 2009).
De structure similaire aux RR-A, 'expression des RR-C n’est cependant pas induite par les cytokinines
(Kiba et al, 2004 ; Mizuno, 2004 ; Gattolin et al, 2006 ; Horak et al, 2008) ce qui a conduit a leur
séparation récente du groupe des RR-A auquel ils étaient rattaché par le passé. La séquence générale
en acides aminés du domaine receveur de ces protéines est cependant différente de celles des ARR-A
et ARR-B, ce qui suggere un role différent de cette famille d’ARR, et elle se rapproche plus du domaine
receveur des AHKs (Kiba et al. 2004 ; Schaller et al. 2008). Une hypothese serait que les RR-C seraient
des récepteurs dégénérés possédant une évolution différente de celle des ARR-A et B (Gruhn et al,
2014).
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Les transcrits de ces deux RR seraient principalement présents au niveau des fleurs et des
siliques, indiquant un réle de ces RR dans le développement (Kiba et al, 2004 ; Mizuno, 2004 ; Gattolin
etal, 2006 ; Horak et al, 2008).

- Les Pseudo-RR -

Il existe également des Pseudo-RR, nommés APRR, chez Arabidopsis. Ceux-ci ne possédent pas
de domaine receveur de phosphate canonique (Makino et al, 2000). En effet, le résidu aspartate
phosphorylable et normalement conservé est remplacé par un résidu glutamate, glutamine ou
asparagine au sein de ces RR (Hwang et al, 2002). Au sein de ces protéines, de localisation nucléaire
putative (Makino et al, 2000), PRR3, 5, 7 et 9 ont déja été identifiés comme impliqués dans le
mécanisme moléculaire de I'horloge circadienne (Makino et al. 2000 ; Matsushika et al. 2002 ; Strayer
etal. 2000 ; Eriksson et al. 2003 ; Farré et al. 2005 ; 2007 ; Nakamichi et al. 2005a, 2005b ; Matsushika
etal, 2007a; 2007b ; Mizuno et al, 2014 ).

II.2.b - ii - MSP impliqué dans la signalisation de la sécheresse ou stress osmotique : Osmosensing

Le récepteur

Sur la base du modéle de voie de signalisation permettant la perception de la contrainte
osmotique chez la levure, I'existence d’un récepteur de type HK homologue a I'osmosenseur de levure
SIn1 a été démontrée (Urao et al, 1999 ). Ce récepteur a été nommé AHK1 et son réle en tant
qu’'osmosenseur a été établi par le biais de sa capacité a complémenter une souche de levure déficiente
pour les récepteurs SInl et Shol (sin14 sholA), normalement sensible a une hyper osmolarité du
milieu de culture (Urao et al, 1999 ). In planta, le role de récepteur de la sécheresse a également pu
étre mis en évidence (Tran et al. 2007). Lors de cette étude, la surexpression de cette protéine a
permis d’apporter une meilleure tolérance des mutants a une contrainte hydrique. Cette étude est
confortée par le fait que des mutants déficients pour le gene ahkl se révelent plus sensibles lors de
I'application d’une contrainte hydrique (Wohlbach et al, 2008) et saline (Tran et al,, 2007). Cependant
le role d’osmosenseur d’AHK1 a été remis en cause par I'étude de Kumar et collaborateurs en 2013 car
il semblerait que 'expression de genes liés a la synthese d’agents osmolytes ne soit pas controlée par
ce récepteur. Les auteurs concluent néanmoins que méme si leur étude démontre que AHK1 ne serait
selon eux pas un osmosenseur au sens de la régulation de génes liés a la régulation osmotique, AHK1
serait tout de méme impliqué dans le contréle de I'état hydrique des plantes notamment par le biais de
la régulation de la densité stomatique.

Au niveau structurel, la présence de deux domaines transmembranaires permet d’attester de la
localisation membranaire de cette protéine (Caesar et al, 2011).

L’analyse de l'expression des transcrits de ce récepteur montre que ce géne s’exprime
majoritairement au niveau racinaire (Urao et al, 1999) et se trouve modulée par de nombreux stress
(déshydratation, NaCl, et froid) (Urao et al, 1999; Tran et al,, 2007).

Les HPts

Chez Arabidopsis, des études d’interactions menées entre AHK1 et les protéines AHP1, 2 et 3
n’ont montré d’interaction qu’entre AHK1 et AHP2 (Urao et al, 2000). Cette étude a ainsi pu mettre en
évidence une spécificité d’interaction du récepteur AHK1 vis-a-vis d’'une seule protéine navette au
contraire des récepteurs aux CK, affichant une plus large spécificité d'interaction. Cependant, I'étude
n’ayant pas englobé les deux autres AHP (AHP4 et 5) présentes chez Arabidopsis, ces conclusions sont
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donc toutefois a moduler. Il résulte de ces données qu'AHP2 pourrait correspondre a 'HPt navette
entre AHK1 et des RR lors de la signalisation sécheresse. Par contre, les travaux de Nishiyama et
collaborateurs en 2013 sur des mutants n’exprimant pas les AHP2, 3 et 5 aboutissent a la mise en
évidence que ces AHP agissaient comme des régulateurs négatifs de la réponse des plantes a la
sécheresse.

Ces résultats confortent I'implication de ces HPt dans la voie de signalisation CK mais posent la
question du role d’AHP2 en tant que protéine navette de la voie de signalisation de la sécheresse. Ce
point chez Arabidopsis reste encore en suspens.

Les RR-B

Dans le cadre de I'identification de la voie de type MSP impliquée dans la signalisation de la
sécheresse chez Arabidopsis, des études ont été menées afin d’identifier les RR-B pouvant étre sous le
contrble de AHK1. Méme si a ce jour, ces d’études sont tres peu nombreuses, certaines ont pu aboutir a
la mise en évidence de l'implication de certains RR comme important dans la réponse a cette
contrainte.

D’une part, des RR agissant comme régulateurs positifs de la réponse au stress osmotique ont
pu étre identifiés a l'instar de 'ARR18, particuliéerement étudié. L’analyse des taux d’expression de ce
RR ont montré une forte augmentation apres application de PolyEthyléne Glycol 6000 (PEGeooo) a
10%, démontrant que ce RR est un régulateur positif de la réponse (Veerabagu et al, 2014). Cette
étude a également permis de montrer une capacité d’action de ce RR-B sur le promoteur du gene de
I'enzyme Proline Dehydrogenase 1 (PDH1), la proline étant connue pour étre un métabolite solicité en
réponse a la contrainte osmotique (Yoshiba et al, 1997).

D’autre part, d’autres RR ont par contre été identifiés comme régulateurs négatifs. Ces RR,
ARR1, 10 et 12, ont été isolés initialement en tant que facteurs de transcription impliqués dans la
régulation positive de genes liés aux CK (Yokoyama et al, 2006 ; Ishida et al, 2008 ; Nguyen et al,
2016). Des études menées sur des triples mutants de ces ARR a conduit a la mise en évidence de la
fonction de régulateurs négatifs de la réponse a la sécheresse pour ces RR (Nguyen et al,, 2016).

Les RR-C

Comme mentionné plus haut, on dénombre 2 ARR-C chez Arabidopsis (ARR22 et 24). Une étude
assez récente réalisée a partir de plants d’Arabidopsis surexprimant 'ARR22 a permis de démontrer le
réle positif joué par cet ARR dans la tolérance des plantes a la sécheresse via une protection de la
membrane plasmique. Cet ARR aurait donc un role important dans le maintien de l'intégrité
membranaire et son activité phosphatase mise en évidence au cours de cette étude en serait
responsable (Kang et al, 2013).

Les Pseudo-RR

Chez Arabidopsis comme chez les autres espéces végétales, le role des PRR est trés peu connu.
Les protéines CalModuline-Like (CML) sont des protéines qui, pour certaines, ont été identifiées
comme pouvant étre impliquées dans la tolérance des plantes a la sécheresse comme c’est le cas de
CML9 (Magnan et al, 2008). Lors d’'une étude d’interactome pour CML9, Perochon et collaborateurs
ont mis en évidence en 2010 une interaction particuliere avec PRR2, un Pseudo-RR d’Arabidopsis.
Cette capacité d’interaction entre CML9 et PRR22 permet d’entrevoir une relation entre les voies de
signalisation calcique et MSP dans le cas de la tolérance a la sécheresse.

La régulation du géne codant ce PRR par la sécheresse vient conforter cette hypothése d'un
role possible de ce PRR dans la réponse et la tolérance des plantes a la sécheresse.
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II.3. Interconnexions entre les voies MSP cytokinines, osmosensing, et
ABA

Lors de la vie de la plante et comme précédemment évoqué, des interconnexions s’effectuent
entre différentes voies de signalisation afin de permettre I'apport d’'une réponse la plus adaptée
possible a un stimulus percu. Un exemple de cette interaction est la capacité de régulation médiée par
I’ABA de la croissance des racines en condition de stress osmotique. En effet, il a été récemment
montré que lors de la perception d'un stress osmotique au niveau de ce tissu, les réponses a 'ABA se
trouvent décuplées et permettent une modulation des voies de signalisation des CK, des auxines et de
I’éthylene (Rowe et al, 2016).

Dans I’étude de Tran et collaborateurs en 2007, les points suivants ont été clairement établis :

AHK1 agit comme un régulateur positif dans la signalisation du stress osmotique/sécheresse.
Des plants surexprimant AHK1 sont plus tolérants et des plants mutants ne I'exprimant sont plus
sensibles. L'insensibilité de ces mutants a 'ABA indique qu’AHK1 est un régulateur positif de la voie de
signalisation ABA. Les résultats de cette étude sont corroborés par ceux obtenus par Kumar et
collaborateur en 2013.

AHK2, 3 et 4 agissent comme des régulateurs négatifs dans la signalisation du stress
osmotique/sécheresse. Des plants mutants n’exprimant plus ces récepteurs s’averent étre plus
tolérants a la sécheresse. De méme, 'hypersensibilité de ces mutants pour I'’ABA démontre que ces
récepteurs sont des régulateurs négatifs de la voie de signalisation ABA.

En conclusion, I'ensemble des études menées a ce jour permettent d’établir qu'il existe de
nombreuses communications entre les différentes voies de signalisation pour assurer ’ensemble des
fonctions de la plante, en particulier en ce qui concerne les voies MSP et ABA. Décrypter les voies de
signalisations constitue un enjeu majeur dans l'optique de comprendre les mécanismes de tolérance
des plantes a la sécheresse et d’améliorer la résistance de celles-ci aux stress subis.

III. Le peuplier

III.1. Le peuplier: un arbre aux intéréts multiples

Appartenant, au méme titre que le saule et l'osier, a la famille des Salicacées mais au genre
Populus, le peuplier est une plante pérenne largement distribuée dans 'hémisphére nord et, de par son
importance agricole au niveau mondial, il est également retrouvé dans 'hémisphere sud (Dickmann
and Kuzovkina, 2008).

Six sections taxonomiques peuvent étre établies sur la base de critéres écologiques et
morphologiques différents (Tableau 1).
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Section Aire géographique

Abaso Mexique
Turanga Bassin Méditerranéen
Leucoides Sud-est de 'Amérique du Nord et en Extréme-Orient
Aigeiros (peupliers noirs) Zone tempérée de 'hémisphere Nord
Tacamahaca (miiriers) Asie, Amérique du Nord
Populus Hémisphere Nord

Tableau 1 : Sections botaniques regroupant les différentes especes du genre Populus et leur répartition
géographique.

Le peuplier est un arbre dioique a feuilles caduques, a croissance et a maturité sexuelle rapides
par rapport a la majorité des arbres. Sa floraison se déroule de mars a avril, sous forme de chatons
pendants, pollinisés majoritairement par le vent et de maniére moins importante par I'’eau sur une
distance maximale de quelques kilomeétres (Imbert and Lefevre, 2003 ; Rathmacher et al, 2010). Les
individus males possédent des fleurs comportant de nombreuses étamines dont lI'anthere est
rougedtre, alors que les individus femelles possedent des ovaires uniloculaires a deux, trois ou plus
rarement quatre carpelles. La fructification s’effectue par le biais d'une capsule contenant des graines
d’aspect cotonneux. Aprés un transport par l'air ou l'eau, les graines pourront ensuite germer en
quelques heures ou quelques jours, sous réserve de conditions de températures favorables et de
présence de sédiments frais et humides tels que le limon, ou le sable présent en bord de riviére. En sus
de cette reproduction sexuée naturelle, il est possible de recourir au bouturage dans les exploitations.

Une forte consommation en eau lui est néanmoins généralement nécessaire dans ces
différentes zones géographiques afin d’assurer sa croissance rapide, permettant la formation de
ripisylves ou foréts alluviales.

Le peuplier possede des caractéristiques naturelles d’intérét. Tout d’abord, sa croissance est
rapide, permettant une forte productivité de cet arbre. Cependant, cette croissance est inféodée a la
présence d’eau comme explicité précédemment. De plus, de nombreuses possibilités de propagation
sont disponibles, telles que le drageonnage ou le bouturage, méthodes trés accessibles. Enfin la
présence d’'une grande variabilité génétique, probablement due a la forte répartition terrestre de cet
arbre, représente une possibilité de sélection d'un large éventail de caracteres d’intérét pour la
populiculture.

Ill.1.a- Portées économique et écologique du peuplier

Le peuplier possede de nombreux caracteres d’intérét écologiques et économiques. D’un point
de vue écologique, il participe par le biais de son réseau racinaire développé au maintien des reliefs
des zones alluviales et a la dépuration en nutriments excédentaires de ces zones. De plus, de par son
systeme racinaire développé et sa forte production de biomasse, le peuplier semble pourvu d'une
grande capacité de phytorémédiation a spectre large. Il a par exemple été montré que le peuplier était
capable d’extraire du sol le chlorpyrifos (Lee et al, 2012), un insecticide organophosphoré trés
largement utilisé et responsable de la mort de nombreux organismes animaux et terrestres dont
I’'Homme. D’autres études ont permis de mettre en évidence les capacités phytorémédiatrices et/ou
phytostabilisatrices du peuplier vis-a-vis des métaux lourds tels que le cuivre, le cadmium ou bien le
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zinc (Durand et al, 2010a; 2010b; 2011 ; Guerra et al, 2011 ; Cocozza et al, 2015 ; Lomaglio et al,
2015).

D’un point de vue économique, le peuplier tient une place de choix puisque aprés la Chine qui
compte 4.3 million d’hectares de production, la France est le second pays producteur de peuplier dans
le monde (240000 hectares). En France, les trois territoires populicoles les plus importants sont la
Picardie et le Bassin Parisien, la région Poitou-Charentes et le bassin Aquitain, et la région Centre et la
basse vallée de la Loire. L'intérét économique important de la populiculture au niveau mondial a ainsi
mené a la création de nombreuses institutions telles que la Commission du Peuplier en 1942, la
Commission Internationale du Peuplier en 1947 visant a promouvoir la culture et la conservation du
Peuplier et regroupées par la FAO (pour Food and Agriculture Organization of the United Nations ou
Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et l'agriculture), l'association Pro-Populus,
association européenne du peuplier permettant de mettre en relation les différents acteurs industriels
ou enfin en 2001, le Groupement d’Intérét Scientifique (GIS) regroupant l'institut technologique FCBA
(Forét Cellulose Bois-construction Ameublement), 'IRSTEA (Institut National de Recherche en
Sciences et Technologies pour I'Environnement et ’Agriculture) et 'INRA (Institut National de la
Recherche Agronomique), permettant de fédérer les études d’amélioration génétique du peuplier.

Son usage est adopté a la fois dans les industries du déroulage comprenant elle-méme les
emballages légers ainsi que le contreplaqué et le déroulage pour contreplaqué mais également lors de
la production de pate a papier, dans le domaine de la combustion, et le sciage (composé de la
formation de palettes, caisseries et literies).

La forte utilisation du bois de peuplier dans I'industrie a permis la création de nombreux
cultivars, ajoutant a une diversité d’espéces naturelles importante due a une facilité naturelle de
croisements inter-especes. Ces croisements on ainsi permis de favoriser des cultivars plus tolérants a
la sécheresse, (Brignolas et al, 2000) aux pathogenes telle que la rouille foliaire (Duplessis et al,, 2009)
ou au gel (Menon et al, 2015).

La ressource en bois de peuplier est cependant aujourd’hui fragilisée par plusieurs facteurs
dont font partie les changements environnementaux précédemment évoqués. En effet, a 'échelle de la
France, les évenements de sécheresses et de canicules observés ces 20 derniéres années (dont
I'épisode de 2003 fait partie) ont été corrélés avec I'apparition dans les peupleraies de phénomenes
d’affaiblissement de I'arbre ainsi que des retards de croissance (Belrose et al, 2004). De plus, d’apreés
la syntheése du rapport du Conseil National du Peuplier (CNP) de mars 2016, depuis une vingtaine
d’année et pour des raisons variées, le rythme de reboisage a évolué de 2,3 millions de réimplants par
an au début des années 1990 a moins de 600000 plants par an en 2013. Cette baisse tres significative
occasionne de nombreuses inquiétudes sur le maintien futur de I'approvisionnement des industries de
transformation.

De par sa forte dépendance aux ressources hydriques dans le contexte des changements
climatiques, le peuplier est ainsi une espéce particulierement touchée par les modifications de
disponibilité en eau attendues dans les années a venir. En raison des nombreux enjeux économiques
liés a cette espece, la communauté scientifique s’est particuliérement intéressée au peuplier au point
d’en faire un modéle d’étude.

III.1.b- Intéréts scientifiques du peuplier
En raison de l'intérét porté ainsi a cette espéce, tant d'un point de vue écologique
qu’économique, et dans 'objectif de pouvoir donner aux populiculteurs des outils afin de faire face aux
contraintes hydriques plus pressantes, le séquencage du génome du peuplier a en conséquence été
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réalisé en 2006 (Tuskan et al, 2006). L’espece P. trichocarpa a été choisie et plus particuliérement
I'individu femelle Nisqualli-1 (Torr. & Gray).

Comparativement au génome de Zea mays ou de Pinus taeda (Dickmann and Kuzovkina, 2008)
le génome du peuplier est de taille relativement réduite et les cellules contiennent classiquement 2n =
38 chromosomes. De maniére plus rare, des exemples de triploidie ont été observés (Johnsson, 1942).

Ainsi, depuis le séquencage de son génome, troisiéme espéce végétale a bénéficier de ce
progres apres Arabidopsis et Oriza sativa, il est possible d’étudier le mécanisme de nombreux
processus biologiques (tels que I'établissement ou le développement du systéme racinaire, 'entrée en
dormance des bourgeons, la résistance a des pathogenes,...). Certains de ces processus sont spécifiques
des plantes ligneuses (a I'exemple de la lignification), ou suspectés comme modifiés par rapport au
modele des plantes herbacées tel qu’Arabidopsis, (a 'exemple de la résistance a la sécheresse). Ces
phénomeénes pourraient partiellement étre expliqués par les phénoménes de duplications de génes ou
de recombinaison pour ces deux espéces (Singh et al, 2016).

Ensuite, sa propagation par bouturage et sa croissance rapide représentent des atouts pour les
études en laboratoire ou en serre. De plus, la création de peupliers transgéniques est facilitée par la
possibilité de transformation par Agrobacterium (Leple et al,, 1992 ; Busov et al, 2005).

Enfin la capacité de régénération in vitro ainsi que la croissance en hydroponie (Morabito et al, 2006)
sont autant d’atouts qui renforcent le peuplier en tant que plante modeéle.

D’un point de vue écologique, économique et scientifique, il parait donc important d’étudier les
contraintes auxquelles sont soumises les plantes et plus particulierement le peuplier, et les stratégies
mises en place en réponse afin de faire face a ces contraintes.

II1.2. Etat des connaissances sur le MSP du peuplier

Au sein du LBLGC, I'équipe ARCHE centre la majorité de ses travaux sur I’étude de la réponse
du peuplier lors de variations de la disponibilité en eau. Pour traiter cette problématique, différentes
approches complémentaires sont ainsi abordées allant de I'écophysiologie a la physiologie
moléculaire. D’un point de vue moléculaire, une des thématiques abordées par I'axe « Signalisation »
est ainsi '’étude de la voie de perception et de transduction de la contrainte hydrique chez le peuplier.
Vis-a-vis des connaissances déja établies chez les autres especes, dont Arabidopsis sur ce type de
signalisation, le laboratoire a ainsi entrepris I'étude du MSP de peuplier.

D’un point de vue moléculaire, comme précédemment expliqué, la mise en place d’'une réponse
adaptée a toute contrainte est conditionnée par une perception de celle-ci et un relai efficace du signal
engendré. Concernant la perception de la contrainte hydrique, I'identification en 1999 par Urao et
collaborateurs chez Arabidopsis d’'une protéine, AHK1, appartenant a un systeme de type MSP faisant
office d’osmosenseur, a conduit I'équipe a se focaliser sur 1'étude de l'implication d'un tel
phosphorelais dans la perception de la sécheresse chez le peuplier.

Ainsi, un récepteur nommé HK1, possédant une forte identité de séquence protéique avec
AHK1 d’Arabidopsis, a tout d’abord pu étre isolé a partir d’ADN complémentaire (ADNc) provenant du
génotype Dorskamp (Populus deltoides (Bartr.) Marsh x P nigra L.) (Chefdor et al,, 2006). La capacité de
dimérisation de ce récepteur a pu étre démontrée en levure (Hericourt et al, 2013) et in planta
(Bertheau et al, 2013). Une étude de l'expression du gene HKI en condition témoin et apres
application d’un stress osmotique a permis d’établir la présence de ce récepteur en condition témoin,
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ainsi qu'une augmentation du niveau de transcrits apres 5 minutes d’application de la contrainte au
niveau racinaire (Chefdor et al, 2006).

Deux arguments supplémentaires en faveur de la fonction d’osmosenseur de ce récepteur en
levure ont pu étre amenés au laboratoire (Héricourt et al, 2013). Tout d’abord, la capacité de
complémentation de la voie MSP chez des levures déficientes pour les récepteurs Slnl et Shol par
insertion de la protéine de peuplier HK1 a permis la survie de celles-ci dans des conditions d’hyper-
osmolarité. Ensuite, la détection de la protéine Hogl phosphorylée, signe d’'une voie de signalisation
fonctionnelle a pu étre réalisée.

Récemment, un paralogue du gene HK1, nommée HK1b par analogie au premier, HK1a, a été
isolé a partir du génotype Dorskamp. Celui-ci partage 96,35% d’identité de séquence avec HK1a. Des
études sont actuellement menées afin de rechercher une possible implication de ce récepteur dans la
perception et la signalisation de la contrainte osmotique, a I'instar de HK1a (Héricourt et al, 2016,
soumis)

Les protéines HPt, seconds partenaires de cette voie, dont 10 génes ont été identifiés in silico
chez le peuplier ont pu étre isolées (Héricourt et al, 2013). Des études d’interactions par technique
double-hybride en levure ont été effectuées afin de déterminer parmi les 10 protéines HPt, celles qui
pourraient étre des partenaires du récepteur HK1. Ce test a pu mettre en évidence un partenariat
privilégié entre HK1 et 2 protéines HPt, HPt2 et HPt9 (Héricourt et al, 2013). La présence dans les
racines, les tiges, pétioles et limbes foliaires des messagers codant HK1 ainsi que ces 2 protéines HPt a
permis de conforter la pertinence de ce partenariat. Des interactions mineures ont été observées entre
HK1 et HPt7. La présence des messagers codant HPt7 majoritairement dans les racines ont conduit a la
conclusion que la protéine HPt7 pouvait étre considérée comme un partenaire majoritairement
impliqué dans une signalisation racinaire. Par contre, la présence uniquement détectée dans les
feuilles des messagers codant la protéine HPt10 n’a pu permettre de valider les interactions entre HK1
et cette protéine que dans cet organe faisant de cette protéine HPt un partenaire tres minoritaire dans
cette voie de signalisation, ou se produisant de facon tissu spécifique.

Les derniers partenaires de cette voie les RR. Comme décrit dans le chapitre I1.2.b, on distingue
4 catégories de RR chez les plantes. Dans le peuplier génotype Dorskamp sur lequel se sont portés les
travaux au sein de I'’équipe, 10 ADNc codant des RR-A ont pu étre isolés (RR1 a 8 et 10 a 11). Dans le
cas des RR-B, des études in silico chez Populus trichocarpa ont permis de mettre en évidence la
présence de 11 génes codant ces RR-B (Ramirez-Carvajal et al, 2008 ; Singh and Kumar, 2012). Chez le
génotype Dorskamp, 9 ADNc codant des RR-B ont été isolés : les RR12 a 16, 18 et 19, 21 et 22
(Bertheau et al, 2012 ; 2015). Des études d’interaction par technique double-hybride ont été menées
entre ces RR-B et les protéines HPt2, 9 et 7, partenaires interagissant majoritairement avec HK1a.
Cette étude a mené a la conclusion que tous les RR-B isolés au laboratoire pouvaient interagir avec les
protéines HPt étudiées. Cependant, seuls 6 RR-B (RR12, 13, 14, 16, 18 et 19) ont présenté des profils
d’expression de leur messagers co-localisant avec ceux codant les 3 protéines HPt étudiées (Bertheau
et al, 2013 ; 2015) ne validant ainsi que ces derniers en tant que partenaires potentiels de la voie de
signalisation.

A ce jour, un réseau de partenaire a donc pu étre établi, mettant en jeu HK1a, les protéines HPt2,
7 et 9, ainsi que les RR-B12, 13, 14, 16, 18 et 19.

IV. Objectif de la these

Les RR-B appartenant a la catégorie des facteurs de transcription, ils seront donc responsables
de la régulation de génes de réponse. Dans le cadre de la contrainte hydrique, ces protéines sont donc
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des cibles moléculaires particulierement importantes dans la réponse de la plante lors de la
contrainte. Dans le contexte de 'étude visant a étudier la voie de signalisation de type MSP induisant
une réponse du peuplier face a la contrainte hydrique, la caractérisation des RR de type B s’avére étre
une étape clé. Le travail de these effectué fait suite au travail évoqué précédemment et porte donc sur
I'identification et la caractérisation de facteurs de transcription appartenant a la famille des
Régulateurs de Réponse de type B impliqués dans la réponse a la sécheresse chez le peuplier.

Afin de répondre a cette problématique, différents objectifs ont été déterminés et ont permis
de structurer mon travail de thése en deux parties.

La premiere partie de ce travail visait a déterminer quels RR-B pouvaient étre impliqués dans
la réponse a la sécheresse au travers d’'une analyse de leur régulation génique. Cet objectif a été
abordé:

o d’'une part grace a une étude de la régulation de I'expression des genes codant 'ensemble des

RR-B de peuplier dans différents organes soumis ou non a une contrainte osmotique a I'aide de

la technique de RT-PCR en temps réel,

o d’autre part via une analyse in planta de 'expression des genes codant pour certains RR-B et
autres partenaires de la voie par étude de leur promoteur.

Ce premier travail sera ainsi découpé en deux chapitres dont le premier a conduit a une publication et
le second correspond a un article en préparation.

La seconde partie de ce travail s’intéressait plus en détail a la caractérisation fonctionnelle des
RR-B candidats en vue de déterminer leur implication dans la voie de signalisation de la contrainte
osmotique. Cette caractérisation a été menée par deux approches complémentaires.

Le premier chapitre est focalisé sur 'étude du RR-B selon ses différents domaines fonctionnels
et sera découpé en deux sections. Ainsi :

o la capacité de fixation au niveau de motifs ADN précis de ces protéines par le biais du domaine

GARP, élément fondamental des RR-B, a été envisagée par une technique de gel retard,

o la capacité de dimérisation de ces facteurs de transcription a pu étre étudiée par des
expériences de double-hybride en levure portant sur le domaine DDK seul de ces protéines.

Le second chapitre de ce travail consiste en I'étude de la fonctionnalité biologique des RR-B.
Ainsi :

o la portée fonctionnelle de ces protéines a été abordée par deux techniques de trans-activation
in planta. Cette approche permet d’obtenir des pistes sur les cibles pouvant étre affectées par
les RR-B,

o la fonctionnalité biologique des RR-B a été étudiée par une approche perte de fonction,
reposant sur 'usage de la technique ARN interférent (RNAi),

L’étude de la fonctionnalité des RR-B sera ainsi décomposée en deux chapitres, eux-mémes
subdivisés en deux sections dans ce manuscrit, dont deux correspondent a des articles en préparation.
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MATERIELS
[. Matériels biologiques

I.1. Peuplier

Le clone 717-1B4 Populus tremula x P. alba est un hybride interspécifique femelle initialement
créé par 'INRA afin de tester deux phénomenes. D’'une part I'influence d’'une modification qualitative
et quantitative de la lignine a été réalisée par diminution du niveau d’expression de deux enzymes
intervenant dans le processus de biosynthese des lignines. D’autre part, I'induction de la stérilité chez
un clone femelle a été obtenue par insertion d'un ADNc sens ou anti sens d’'un géne floral homéotique
de peuplier impliqué dans la transition d’'un méristéme inflorescentiel en un méristéme floral. Ce
génotype posséde l'avantage d’étre efficacement manipulable in vitro lors de transformations par
Agrobacterium tumefaciens.

Le génotype Dorskamp, Populus deltoides (Bartr.) Marsh x P. nigra L., a été créé a l'institut de
Dorskamp de Wageningen aux Pays-Bas. Ce génotype est utilisé au laboratoire sur la base de la
caractérisation préalable de son niveau de tolérance a la sécheresse (Brignolas et al, 2000) et de sa
possible culture en milieu hydroponique (Caruso et al, 2002).

Les nombreuses expériences réalisées au cours de cette thése ont nécessité I'ensemble des
parties de ces modéles (plante entiere, tissus indifférenciés, feuilles, ...).

I.2. Tabac

Le tabac appartient a la famille des Solanacées et au genre Nicotiana. Dans le domaine
scientifique, deux especes sont utilisées : N. benthamiana, espece de tabac indigéne en provenance
d’Australie et majoritairement utilisée en tant que modele biologique, et N. tabacum, espece a visée
premiére commerciale crée a posteriori. Le role modele de N. benthamiana, notamment lors des études
des relations plantes-pathogenes, peut s’expliquer de par sa capacité a étre efficacement infectée par
de nombreux agents de nature différente (virus, bactéries, oomycétes, etc...) (Goodin et al,, 2008). De
plus, cette espéce est largement utilisée a des fins biotechnologiques pour la production industrielle de
protéines recombinantes et pour I'étude de I'expression transitoire par agroinfiltration. C’est dans
cette finalité que cette plante est utilisée au sein du laboratoire de Biologie Cellulaire et Moléculaire de
I'université de Guelph (Canada) afin de démontrer la capacité de trans-activation de génes cibles par
des facteurs de transcription par utilisation d'un systéme récemment mis au point (Nassuth et al,
2014).

Ces expériences de trans-activation ont été réalisées sur des feuilles matures de plants de
tabac.

I.3. Pervenche de Madagascar

La pervenche de Madagascar (Catharanthus roseus (L.) G. Don) est une plante pérenne
appartenant a la famille des Apocynacées. Une de ses applications les plus connues concerne le
domaine médical, puisque ses parties aériennes contiennent de nombreuses molécules a visée
thérapeutique (Ferreres et al, 2008 ; Pereira et al, 2010) telles que la vincristine et la vinblastine,
antimitotiques utilisés dans le traitement de certains cancers par chimiothérapie. Cette plante a été
utilisée pour de nombreuses études dont une analyse de différents cultivars vis-a-vis de leur
acclimatation a une sécheresse et aux niveaux d’alcaloides produits (Virk and Singh 1990).

Au laboratoire BBV de Tours, 'aspect traitant de la production d’alcaloide par cette plante est
abordé et I'analyse de la voie métabolique a I'origine de cette production est considérée. Lors de notre
étude, des suspensions cellulaires non chlorophylliennes de la souche C20D, dérivant de la souche C20
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ont été utilisée pour des expériences de trans-activation de génes cibles in planta apreés transformation
par biolistique (Guirimand et al, 2009) en utilisant le systéme tri-partite. Cette souche permet lors
d’'un apport en cytokinines d’activer les voies de réponses a cette phytohormone.

I.4. Souches de bactéries

La souche E. coli DH5a (New England Biolabs) de génotype thuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA glnV44
®80A (lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl endA1l thi-1 hsdR17 a été utilisée lors des transformations
bactériennes permettant d’obtenir des plasmides en grande quantité.

La souche E. coli BL21 (New England Biolabs) de génotype, F-, ompT, hsdSB, (rB-, mB-), dcm, gal,
A(DE3) a été utilisée lors des tests de production de protéines recombinantes GST-GARP-RR18, 19 et
22.

La souche E. coli TOP10 de génotype F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG a été utilisée afin d’effectuer des
transformations avec le plasmide pENTR™/D-TOPO®.

La souche A. tumefaciens C58 contenant le plasmide pMP90 (pTiC58AT-DNA) a été utilisée lors des
transformations in vitro de boutures de peuplier 717-1B4.

La souche A. tumefaciens EHA 105contient le plasmide pEHA105 (pTiBo542AT-DNA) et a été
utilisée afin d’infiltrer les feuilles de tabac avec les constructions permettant les expériences de trans-
activation par systéme utilisé chez cette plante.

LI.5. Souches de levures

Les souches L40A de génotype MATa ade2-101 his3-200 leu2-3,112 trp1-901 ura3-52 LYS2::(lexA
op)x4-HIS3 URA3::(lexA op)x8-lacZ gal4A et Y187 de génotype MATa ura3-52 his3-200 ade2-101
trp1-901 leu2-3,112 gal4A met- gal80A MEL1 URA3::GAL1yas-GAL1rara-lacZ ont été utilisées lors des
techniques de double-hybride en levure.

[I. Milieux de culture
I.1. Milieux de culture pour végétaux

Le milieu de culture utilisé pour la culture de la souche de C. roseus C20D est un milieu de base
de Gamborg (1968), modifié par ajout de saccharose a concentration finale de 58 mM, acide 2,4-
Dichlorophénoxy-acétique (2,4-D) a concentration finale de 4,5 uM et kinétine a concentration finale
de 0,28 pM. Cette culture s’effectue en fiole de 50 mL sous agitation permanente a 100 Rotations Par
Minutes (RPM) a 25°C en obscurité. La fréquence de repiquage de cette souche est d’'une semaine.
Ainsi, 50 mL de suspension initiale permet d’inoculer 450 mL de milieu de culture, répartis ensuite en
fioles comme explicité précédemment.

Le milieu de culture utilisé pour réaliser la transformation de plants de peupliers par
Agrobacterium, de la callogénese a la régénération de vitroplants complets, est le milieu de Murashige
& Skoog (1962), appelé MBase par la suite (Tableau S1 ANNEXE 1). Il est supplémenté par ajout
d’auxines et de cytokines, respectivement via 'ajout d’acide napthtaleneaétique (ou NaphtaleneAcétic
Acid NAA) a concentration finale 0,01 pM et de 6-(gamma,gamma-Dimethylallylamino)purine (2ip) a
concentration finale de 5 nM. Ce milieu sera par la suite appelé milieu M1 (ANNEXE 1) et sera utilisé
lors de la préparation des explants, ainsi que lors de l'incubation des explants avec la souche
d’Agrobacterium en vue de la transformation.

A l'issue de la transformation par Agrobacterium, le milieu M1 précédent a été supplémenté par de la
kanamycine, du céfotaxime et de la ticarcilline et sera par la suite appelé milieu M2 (ANNEXE 1). Ce
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milieu est destiné a favoriser la callogénese puis la croissance des cals maintenus en obscurité. Ces
derniers sont repiqués sur ce milieu toutes les deux a trois semaines.

Afin de procéder a la régénération de plants a partir de cals transformés, une initiation du
débourrement est réalisée par repiquage a la lumiére (134 pmol/sec/m pendant 16 heures par jour)
des plants sur des boites contenant un milieu M2 ou les concentrations en antibiotiques sont
diminuées et ou l'ajout de ThiDiaZuron (TDZ) a concentration finale de 0,1 uM a été effectué.
L’élongation des pousses formées est ensuite favorisée par transfert des plants sur le méme milieu que
précédemment mais présenté en pots afin de maximiser le volume et l'air disponibles pour la
croissance de la plante et ne contenant que 0,01 uM de TDZ. Ces deux milieux sont respectivement
appelés M3 et M3E pour M3Elongation (ANNEXE 1).

Lorsque les pousses présentent une croissance de la tige suffisante, celles-ci sont extraites du
milieu M3E, les tiges sont séparées des cals et placées sur un milieu Murashige and Skoog au %2 (MS
1/2) disposé en tube et permettant I'enracinement des plants (ANNEXE 1).

Pour la plante modele N. benthamiana, les graines ont été éparpillées a la surface d’'un pot
contenant le terreau Sunshine Mix 4 Aggregate Plus Soil (Sun Gro Horticulture, Vancouver, Bitish
Columbia) généreusement irrigué. Le pot a été couvert par du film alimentaire et placé en chambre de
culture Conviron walk-in, en environnement contro6lé selon un rythme nycthéméral long (16 heures a
22°C et avec apport de lumiere a 120 um-=2s-! a partir de 6 heures du matin suivies par 8 heures
d’obscurité a 20°C a partir de 22 heures). Les pots sont arrosés trois fois par semaine dont une fois
avec apport de fertilisants Azote-Phosphore-Potassium (NPK) 18-9-18. Apreés environ 10 jours, les
graines commencent a germiner et le film alimentaire peut étre retiré progressivement. La 3¢me feuille
(1eére vraie feuille) doit étre visualisable aprés environ 12 jours, marquant le moment de transplant des
jeunes pousses en pots individuels contenant le méme terreau que précédemment.

Les plants en pots individuels sont arrosés selon la méme fréquence et la méme modalité que
précédemment et peuvent étre agroinfiltrés au stade 6 a 8 feuilles, correspondant environ a 4
semaines de culture.

I.2. Milieux de culture de bactéries

Les souches E. coli sont mises en cultures solides a 37°C sur milieu Luria Bertani (LB) agar
supplémenté en antibiotiques adéquats (LBA lors d’ajout d’Ampicilline, LBK lors de l'ajout de
Kanamycine, LBG lors d’ajout de Gentamicyne, LBGK lors de l'ajout des deux antibiotiques
précédents) pendant une nuit. Les cultures liquides sont réalisées en milieu Super Optimal broth with
Catabolite repression (SOC) pendant 1 heure a 37°C sous agitation a 250 RPM dans le cas des
transformations ou bien 2 a 3 heures dans du milieu LB-P (pour Production) puis 4 heures apreés ajout
de 3 mM d’Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) dans le milieu LB précédent lors des
productions de protéines de fusion GST-GARP-RR (Tableau 2).

Dans le cas de la conjugaison triparentale, permettant d’obtenir une souche d’Agrobacterium
contenant la construction d’intérét bordée par les séquences permettant le transfert dans le génome
végétal, ou bien lors de la préculture des souches obtenues, le milieu LB-C (pour Conjuguaison) solide
utilisé tient compte de la résistance aux antibiotique apporté par chacun des partenaires. La sélection
sera donc effectuée sur un milieu contenant de la rifampicine pour la résistance de la souche vide, de la
gentamycine pour maintenir la présence du plasmide pMP90 et enfin de la spectinomycine,
permettant la sélection des constructions a intégrer dans le génome végétal. Les bactéries seront
incubées pendant 48 heures a 20°C.

Lors des expériences d’expression transitoire permettant les tests de trans-activation en plants
de tabac, les souches d’Agrobacterium servant pour l'agroinfiltration des plants et contenant les
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différents partenaires a tester sont mises en culture sur milieu LB-A tabac (pour Agrobacterium)
solide afin de propager les souches, sur le milieu LB-C tabac (pour Culture) liquide contenant 40 pM
d’acétosyringone et enfin sur le milieu LB-I tabac (pour Induction) liquide contenant 150 puM
d’acétosyringone .

LB-T LB -A LB-C LB-I

tabac Tabac Tabac
(1L)

(1L) (1L) (1L)

Extrait de levure 5 5 5 5 5 5 5 5
(8)

Tryptones (g) 10 10 10 10 10 10 10 20

NaCl (g) 5 5 5 5 5 5 5 1,80

Glucose 2%

KCl (mM) 2,5

MgCl: (mM) 10

MgS04 (mM) 10

Ampicilline 50
(ng/mL)

Kanamycine 25 50 50 50 50
(ng/mL)

Rifampicine 50 10 10 10 10
(ng/mL)

Gentamycine 25
(ng/mL)

Spectinomycine 50
(ng/mL)

Agar (si milieu 15 15 15
solide) (g/L)

Acétosyringone 40 150
(1M)

Tableau 2 : Composition des différents milieux de croissance des bactéries.

LB correspond au milieu Luria Bertani de base, LB-P au milieu de production des domaines GARP des RR-B par les
bactéries E. coli, LB-C au milieu permettant la conjugaison triparentale des souches d’Agrobacterium, LB-T au
milieu utilisé pour la croissance des Agrobacterium pour I'expérience de trans-activation du tabac.

I1.3. Milieux de culture de levures

Les souches de levure L40A et Y187 servant pour les expériences de double-hybride sont
cultivées pendant 3 a 4 jours a 30°C. Avant transformation, cette culture s’effectue sur milieu riche non
sélectif Yeast Peptone Dextrose (YPD) (Tableau 3), une fois la transformation des souches L40Aet
Y187 effectuée respectivement avec les plasmides pLex et pGAD, les levures sont étalées
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respectivement sur milieu dépourvu de triptophane (-W) ou de leucine (-L), permettant de tester
I'incorporation de chaque plasmide.

Lors du croisement des deux souches afin d’obtenir des levures diploides, le milieu -LW est
utilisé. Enfin lors du test d’interaction des deux partenaires, les levures sont déposées sur le milieu
sélectif -LWH.

Extrait de levure 10 g/L
Peptone 20 g/L
Glucose 20 g/L 20 g/L 20g/L 20g/L 20 g/L
Agar 20 g/L 20 g/L 20 g/L 20 g/L 20 g/L
YNB 1,7 g/L 1,7 g/L 1,7 g/L 1,7 g/L
Ammonium 5g/L 5g/L 5g/L 5g/L
sulfate
Do -L 0,56 g/L
Do -W 0,56 g/L
Do -LW 0,52 g/L
Do -LWH 0,48 g/L

Tableau 3 : Composition des différents milieux de croissance des levures pour les expériences de double-hybride.
YNB pour Yeast Nitrogen Base, Do pour Drop-out, -L, -W, -H respectivement pour carence en leucine, triptophane,
histidine.
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METHODES

I. Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

I.1. PCR classique

La technique PCR associée a l'utilisation d’une polymerase haute-fidélité, la Q5® High-Fidelity
DNA polymerase (New England Biolabs), a été utilisée pour amplifier tous les inserts ayant servis aux
clonages moléculaires des domaines GARP des RR18, 19 et 22 pour les tests d’expression, ainsi que
pour I'ensemble des clonages des domaines DDK des RR-B disponibles au laboratoire a I’'exception du
RR13 pour les tests d’interaction par double-hybride en levure et de certains des RR-B pour les tests
de BiFC.

D’autre part, la PCR a permis la récupération de séquences des promoteurs HK1a, HK1b, RR13,
18, 19, et 22 et des séquences 3’'UTR des RR18, 19 et 22 du génotype 717-1B4 (ANNEXE 2). La Q5®
High-Fidelity DNA polymerase posséde une capacité d’élongation de 1 kb par 30 secondes a 72 °C.
Cette technique a également été utilisée dans le cadre de PCR de plus faible fidélité, a 'aide de la
Gotaq® DNA polymerase (Promega) afin de vérifier la présence des plasmides d’intérét au sein des
levures et bactéries transformées. La Gotaq® DNA polymerase (Promega) posséde une capacité
d’élongation de 1 kb par minute a 72°C. La composition générale d’'une PCR est détaillée dans le
tableau 4.

Composants Volumes Concentration initiale = Concentration finale
ADN matrice variable variable 50 ng
Amorce sens 1 uL 10 uM 0,2 uM
Amorce antisens 1 uL 10 pM 0,2 uM
Mélange de dNTP 1L 10 mM 0,2 mM
Enzyme ADN polymerase 0,3 pL (GoTaq) 5U/uL (GoTaq) 1,5 U (Gotaq)
ou 05 il (@3) 2 U/ulL (Q5) ou1U (Q5)
H:20 gsp 50 pL

Tableau 4 : Composition générale d’'une PCR.
dNTPs pour désoxynucléotides.

I.2. PCR sur colonies

Afin de valider la présence des ADNc introduits par transformation des levures ou bactéries,
une PCR sur colonie est effectuée. Aprés une étape de dénaturation initiale de temps et température
variables selon la souche transformée, 30 cycles sont effectués comme suit : une dénaturation de
temps et température variables selon la souche transformée, une hybridation des amorces pendant
une minute a la température adéquate spécifique des amorces utilisées (melting Temperature ou Tm),
une élongation a 72°C pendant le temps adéquat a raison de 1 kb/minute pour la Gotaq®. Une
élongation finale de 5 minutes a 72°C est réalisée puis les tubes sont stockés a 12°C.

I.2.a- Levures
Le but est de valider la présence des ADNc des différents DDK des RR-B au sein de chaque souche
de levure haploide ou la présence de la construction pYX-212 contenant le récepteur HK de pommier a
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tester en complémentation fonctionnelle aprés transformation. Afin d’extraire I’ADN présent dans les
levures, une étape de lyse préalable a la PCR est nécessaire. Celle-ci est réalisée par resuspension des
levures dans 10 pL. de NaOH 0,02M, incubation pendant 5 minutes a 95°C puis stockage des tubes dans
la glace. La PCR sera ensuite effectuée a partir de 2 pL de la solution précédente comme matrice en
utilisant la GoTaq® polymérase et les amorces spécifiques des plasmides appat pLex (LexA5 et LexA3)
et proie pGAD (ACT5 et ACT3). L’étape de dénaturation initiale est effectuée a 98°C puis 30 cycles
composés d'une étape de dénaturation a 98°C, suivie des étapes classiques explicitées précédemment.

I.2.b- Bactéries

Lors de la PCR sur colonie de bactéries, 1'étape initiale de dénaturation s’effectue pendant 2
minutes a 96°C. S’en suivent 30 cycles composés d'une étape de dénaturation a 96°C, suivie des étapes
classiques explicitées précédemment.

I.3. PCR de séquencage

Cette technique est basée sur la méthode de Sanger qui utilise d'une part une matrice ADN a 1
ug/pL, une amorce unique universelle ou spécifique (Tableaux S3 et S4 ANNEXE 3) a 250 nM, 4
terminateurs de la réaction de polymérisation coupés a des fluorochrome spécifiques qui pourront
étre détectés par le séquenceur et une polymérase, ces deux derniers éléments étant fourni dans le kit
Big Dye®Terminator v3.1 Cycle sequencing kit (Applied Biosystems). Les instructions du fournisseur
ont été suivies et le programme PCR est le suivant : 2 minutes a 95°C, 10 secondes a 96°C, 15 secondes
a la température d’hybridation des amorces, 4 minutes a 60°C, répétés sur 30 cycles. La réaction est
ensuite stockée a 4°C jusqu’a la purification des produits de séquencage obtenus, dont la procédure est
explicitée dans la partie Méthodes, chapitre 11.2.b de ce manuscrit.

I.4. RT-PCR semi-quantitative et en temps réel

Lors de l'utilisation de cette technique, une matrice de 4 ug d’ARN totaux provenant de cals de
peuplier 717-1B4 en condition témoin pour les tests de présence de transcrits des lignées RNAi ou
bien 2 ug d’ARN totaux provenant de différents organes de peuplier pour les tests préliminaires des
amorces de RT-PCR en temps réel permettant d’effectuer la cinétique d’expression des RR-B ont été
utilisés. Dans les deux cas, une élimination préalable a la rétrotranscription des contaminations ADN
résiduelles a été réalisée.

I.4.a- Traitement ala désoxyribonucléase I (DNase I) des ARN
Ce traitement a été effectué a I'aide d’1 Unité (U) de DNase I (ThermoFisher Scientific) mise en
présence de la solution d’ARN, du tampon 10X de la DNase I dépourvu de RNases a concentration
finale 1X (10 mM Tris, pH 7,5; 2,5 mM MgCl;; 0,5 mM CaCly) dans un volume final de 10 pL en eau
dépourvue de RNases pendant 30 minutes a 37°C puis une inactivation de I'enzyme est effectuée par
ajout d’Ethylene Diamine Tetra-acetic Acid (EDTA) a 2,5 mM ainsi qu’une incubation a 65°C pendant
10 minutes.

I.4.b - Transcription inverse des ARN

Pour les tests de présence de transcrits des lignées RNAI et I'étude des niveaux d’expression
des RR-B selon une cinétique de contrainte osmotique, le kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis
(ThermoFisher Scientific) a ensuite été utilisé aprés ajout de 4 pg d’ARN totaux provenant du broyage
de cals témoins de peuplier 717-1B4 ou 2 pg d’ARN totaux provenant de différents organes de
peuplier, et traitement DNase comme explicité précédemment, en suivant les données du fabricant. Le
kit utilisé contient une enzyme Reverse Transcriptase (RT) de type Moloney Murine Leukemia Virus
(M-MulLV) et un inhibiteur de RNases le ThermoScientific RiboLock RNase Inhibitor. 0,5 pg
d’oligo(dT)18 sont ajoutés puis les tubes sont agités doucement et centrifugés. Aprés incubation a
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65°C pendant 5minutes, les tubes sont refroidis dans la glace, centrifugés et maintenus en glace. Les
réactifs sont ensuite ajoutés dans l'ordre suivant : 4 pL. de tampon de réaction 5X a concentration
finale 1X (50 mM Tris-HCl pH 8,3; 25 mM KCl, 4 mM MgCl;), 0,5 pL (20 U) de ThermoScientific
RiboLock RNase Inhibitor, 2 puL. de mix dNTPs a 10 mM chacun (Cf = 1 mM) puis 1 uL (200 U) de
RevertAid Reverse Transcriptase dans un volume final de 20 pL. Le mélange est homogénéisé
doucement puis briévement centrifugé. La réaction se déroule pendant 1 heure a 42°C puis est arrétée
par incubation des tubes a 70°C pendant 10 minutes. Les ADNc obtenus sont conservés a -20°C.

L.4.c- RT-PCRrelative
Cette technique a été utilisée d'une part dans le cadre de I'étude d’expression des RR-B lors
d’une cinétique de stress et d’autre part afin de vérifier I'extinction des transcrits des RR-B ciblés lors
de la technique d’extinction RNAI. Dans les deux cas de figure, 40 cycles de PCR sont effectués selon un
programme classique de PCR tel que présenté en partie Méthode, chapitre 1.1 de ce manuscrit.

Etude de 'expression des RR-B

Afin de vérifier d'une part la validité des amorces de RT-PCR en temps réel utilisées et d’autre
part obtenir une cinétique 