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. o Introduction
Les grains de céréales

Famille des poacées

Source majeure de l'alimentation humaine et animale

 Consommées principalement sous forme de farine résultant
du broyage des grains

* Le grain est composé de différents tissus :

Albumen o
amylacé ;
83%
Enveloppes
14%

Embryon
3%
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. o Introduction
Les grains de céréales

Famille des poacées

Source majeure de l'alimentation humaine et animale

Consommeées principalement sous forme de farine résultant
du broyage des grains

Le grain est composé de différents tissus :

Hémicelluloses majoritaires : arabinoxylanes et B-glucanes
mixtes ; peu de xyloglucanes

Ac anti-AX
Albumen Ac anti-BG
amylacé
.. , . 83%

Paroi importante pour le développement du grain, la

régulation de la teneur en eau, dans les procédés de
transformation et la qualité nutritionnelle des grains

Enveloppes
14%

Source importante de fibres alimentaires

Embryon/\

3%
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. . . .. Intr ion
Biosynthese, assemblage et remodelage des polysaccharides pariétaux troductio

Modification de la paroi en fonction
des besoins physiologiques

- extension de la paroi

—> adaptation aux conditions de croissance et
environnementales

- remodelages des constituants pariétaux
(degré substitution, réticulations...)

une structure dynamique
...... constamment modelée par des protéines.

-> expansines

-> peroxydases

-> glycosylhydrolases
transglycosylases
hydrolases

2.

2
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Biosynthese, assemblage et remodelage des polysaccharides pariétaux Objectifs

Objectif :
TR \ Inflorescence
; LH Identifier les acteurs de I'assemblage et du remodelage des

polysaccharides de la paroi des grains de graminées

mmmm) Fonction des parois

Développement du grain

PSS

- Qualité d’usage du grain
Brachypodium

distachyon
Bd21 i

Approche de protéomique de la paroi des grains
de Brachypodium distachyon
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Protéomique de la paroi des grains de B. distachyon

Objectifs

p v'Plante modeéle des Monocotylédones

v'Entiérement séquencée

v'Cycle de vie court
v/ Petite taille

v'Petit génome diploide (272 Mbp)

Brachypodium - .
distachyon v'Transformation possible

Bd21

v/ parois : B-glucanes mixtes et arabinoxylanes majoritaires
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Protéomique de la paroi des grains de B. distachyon Strategie

Fractionnement
parois Extraction

protéines pariétales

\ |

Migration sur gel 1-D

Lignée Bd21 ——
5 réplicats biologiques par stade
p g1q p -—
F_ .
\ Y J
/ J 500 mg
||
Miniaturisation des protocoles 60
Adaptation aux grains de B. o mé

distachyon
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Protéomique de la paroi des grains de B. distachyon Strategie

Fractionnement
parois Extraction

protéines pariétales

a Migration sur gel 1-D
5. :. Découpe bandes et
Brachypodium — | récupération des
. , [ —
Lignée Bd21 — | protéines

| o—
——
Hydrolyse trypsique

Extraction peptides

2 21
“ooock,  strecture de Feste mithyiaue
da Facado abutiqen

st w2
B |y s LGl

MIUIL.],J, Jll{l || [ ll!

0 D 100 120 190 160 120 X0 20 M0 M0 220 30 30

1

Intensité relative

Analyse quantitative ' Identification '

protéines

256

label-free

£33 301316

Spectrométrie de de masse
(LC-MS/MS)
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Protéomique de la paroi des grains de B. distachyon Résultats

Aux 3 stades

1184
protéines identifiées

l

Prédiction localisation subcellulaire

l

476 protéines prédites pariétales
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Protéomique de la paroi des grains de B. distachyon Résultats

Répartition par classes fonctionnelles

Aux 3 stades

H Miscellaneous

1184
protéines identifiées

B Oxido-reductases

M Proteases

M Proteins acting on cell wall
polysaccharides

0%

Prédiction localisation subcellulaire

B Proteins related to lipid
metabolism

M Proteins with interacting
domains

m Signaling

476 protéines prédites pariétales ¥ Structural proteins

Unknown function

base de données ProtAnnDB
(San Clemente et al., 2009, Bioinform Biol Insight 3:15-28)
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Protéomique de la paroi des grains de B. distachyon Résultats

Répartition par classes fonctionnelles

16
14
12
B Miscellaneous
10
8 B Oxido-reductases
6
4 M Proteases
2
0 0% M Proteins acting on cell wall
TP 20E5X82IRIISSTAIRD polysaccharides
PO OUwWwWIIIIIIIIIIIIIIICI
OO LVLLOLOLLLLOLLLLOLLVLLOOLOOLO . -
B Proteins related to lipid
metabolism

100 Distribution des protéines W Proteins with interacting

. . domains
90 actives sur les polysaccharides
80 m Signaling
70
60 m Structural proteins
50
40 Unknown function
30
20
K ]

0 ||

GHs expansins CEs PL base de données ProtAnnDB
(San Clemente et al., 2009, Bioinform Biol Insight 3:15-28)
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Validation de localisation pariétale de 2 glycosylhydrolases Resultats

GH1 Bradilg10930-mRFP

plasmolyse calcofluor

calcoriuor

Francin-Allami et al., Proteomics, 2015

GH3 Bradi1g08570-mRFP

plasmolyse

{ M=
p———— . ’
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. . .. . Résul
Comparaison des protéomes pariétaux de B.distachyon esultats

Protéome organes végétatifs B.
distachyon : Douché et al., 2013

RT-PCR semi quantitative

Tige Feuille Grain

GH3
(Bradi1g08570)

GH18
(Bradi4g09430)

GH19
(Bradi1g29880)

oxydase
(Bradi5g04070

SamDC
(Bradi5g14640)
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. . .. . Résul
Comparaison des protéomes pariétaux de B.distachyon esultats

20 -

18

12 -
1 spécifiques grains

10 -
B communs grains, tiges et feuilles

8 - spécifiques tiges-feuilles

Nombre de protéines identifiées

GH1

GH3

GH5

GH9
GH13
GH14
GH16
GH17
GH18
GH19
GH20
GH27
GH28
GH29
GH31
GH32
GH35
GH38
GH51
GH79
GH89
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Protéomes aux 3 stades de développement du grain

Distribution par stade de développement

Stade 9 JAF
447 CWPs

Stade 13 JAF
428 CWPs

Stade 19 JAF
424 CWPs

Résultats

_=7 IN?A Graines conférence, 27-29 octobre 2015
=" SCIENCE & IMPACT

11



Analyse quantitative Résultats

—> 198 protéines dont I'expression est significativement différente aux 3 stades de développement
du grain

1] Egﬂ@;

0 S 0 S BT M Do R e B

_—-_
——__:=_—
e —— -
N

_-
—

profils d’expression

il
|

E

i

L

9 et 13 JAF : peu de variation des -
g

N

19 JAF : beaucoup de protéines

plus faiblement exprimées
19JAF 13 JAF 9 JAF
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En conclusion

* Identification de 476 protéines pariétales dans les grains de B. distachyon, a 3 stades de
développement.

*  23% sont actives sur les polysaccharides pariétaux

. 252 protéines retrouvées uniquement dans protéome grain

* 224 protéines communes avec protéomes tiges/feuilles

*  Enrichissement de la base de donnée WallprotDB : http://www.polebio.lrsv.ups-tlse.fr/WallProtDB/

w Protéome pariétal de B. distachyon : 566 protéines identifiées
le plus conséquent des monocotylédones

* Analyse quantitative : 198 CWPs varient significativement entre les stades de développement du
grain : lien avec la mise en place et le remodelage des parois ?

*  Mieux comprendre les processus de réarrangement de la paroi par des approches de validations
fonctionnelles

IN?A Graines conférence, 27-29 octobre 2015 13
SCIENCE & IMPACT



http://www.polebio.lrsv.ups-tlse.fr/WallProtDB/
http://www.polebio.lrsv.ups-tlse.fr/WallProtDB/
http://www.polebio.lrsv.ups-tlse.fr/WallProtDB/
http://www.polebio.lrsv.ups-tlse.fr/WallProtDB/
http://www.polebio.lrsv.ups-tlse.fr/WallProtDB/

Remerciements

INRA Angers-Nantes

Colette Larré

Hélene Rogniaux
Kahina Merah

Marija Pavlovic
Virginie Lollier
Fabienne Guillon
Axelle Bouder

Camille Alvarado
Brigitte Bouchet
Séverine Ho-Yue-Kuang

b .
Biopolyméres Interactions Assemblages

Nantes
Unité de Recherche INRA 1268

LRSV Toulouse

Elisabeth Jamet
Cécile Albenne
Hélene San Clemente
Laurent Hoffman

Universicé
3

Université
Paul Sabatier

TOULDUSE 111

Prsv.

Laboratoire de Recherche en Sciences Végétales

INRA Versailles

Richard Sibout
Sébastien Anthelme

Graines conférence, 27-29 octobre 2015




