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Fonctions des aquaporines chez les plantes

Cell expansion <—
Anther

dehiscence

Stomatal movement <—
Extra-vascular transport <
Leaf movement «—

CO;
transport

Embolism repair <—

A Seed germination ﬁ .
\j

Water uptake =

Biotic interaction «—

Micro-nutrient =
uptake

Facilitation des transferts d’eau
=> absorption, transpiration, croissance, mouvements
RoOle multiple dans I'assimilation du C et N

Maurel et al. (2008) Annu. Rev. Plant Biol.




Fonctions des aquaporines chez les plantes

; Light
Cell expansion 4—{ GA3
Stomatal movement
Extra-vascular transport 9 Circadian & diurnal controls
Leaf movement

. ] I Drought <
Embolism repair Freezing

<+—— Nitric oxide

Anther
dehiscence

CO;
transport

A Seed germination
f Circadian & diurnal controls
Drought
Salt
MNutrient availability
Water uptake Cold
Anoxia
Pathogen-interactions

Biotic interaction 4_{ g;ﬁ”ght_

Nutrient availability

Micro-nutrient =
uptake

Facilitation des transferts d’eau
=> absorption, transpiration, croissance, mouvements
Ro&le multiple dans I'assimilation du C et N

Régulées en réponse aux stimuli environnementaux

Maurel et al. (2008) Annu. Rev. Plant Biol.




Aquaporines : protéines de 25 a 30 kDa

» Monomeére formant un canal dans membranes plasmiques ou intracellulaires

» Transport d’eau et/ou petits solutes (glycerol, urée, ac. borique) ou gaz (NH,, CO,)
via le pore central (P).

extracellular 6 domaines transmembranaires
connectés par 5 boucles

deélimitent un pore central (P)
Présence de motifs NPA en interaction
et motif Ar/R

Major Intrinsic protein
Zardoya (2005) Bio Cell

HOOC

» La structure quaternaire de la protéine est un tétramere
(interactions hydrophobes entre monomeres)

SoPIP2;1 Toérnroth et al. (2006) Nature
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Transport de I'eau via une AQP

Structured water with inter-molecule
H H-bonds

-
EXTERNAL H T bl

Q
< /
[ Ar/R selectivity |

Ar/R site consist of four residues that
( together act as a substrate selectivity
fllter at the pore’s constriction

.

MPA site for mamtaining
absence of infer-water
rmlewl& H ht:mu 5

¥
it
INTERNAL +
Osmotic Diffusional
water water
permeability permeability

Zardoya (2005) Bio Cell 5




Nomenclature des aquaporines: 4 sous-familles

Hi H2 H3H4 H5 Hs

Plasma membrane intrinsic proteins PIPs ;.

Tonoplast intrinsic proteins TIPs ; o
13
a =
2:3
" 3
41
5;1

Nodulin-26 like intrinsic proteins NIPs ;;

Small basic intrinsic proteins SIPs ! E E g

Arabidopsis thaliana, Johanson et al (2001).

Conservation de la structure exon/intron au sein des 4 principales
sous-familles d’AQPs
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Structure des genes AQP des difféerentes sous-familles

H1 H2 H3 Ha HS HB
PIP eip1:1 —
PIP1:2 —
PIP1:3 I [ — P’Ps o
f.
PIP2:1 — f'-i
PIP2:2 — 15
PIP2:3 — i
2
PIP2:4 — 2:3
PIP3:1 24
25
PseudoPIP#1
seudol D 6
PseudoPIP#2 27
2:8
TIP TiPs:1
TIP6;2 Ll
TIP6:3 T’Ps e
1:3
TIP6;4 2
2;2
NIP niesi—1 — 23
ISR — — 31
Nps2 ] — p
o NiPss 1 C—1 51
H nieet ] — N —
= Partial NIP#1 NFPS 12 0O
= PseudoNIP#1 n  — z1 O
g ;1 { |
S|P siP1:1 — ] AL —
g SIP1: N 462 =2
= 2 — ] 51 =3
. - o0 [ e |
GIP ciPi:1 :: o | ::: t: =
HIP1;1
HIP O O g O SIPs "
] I == S 1;2
XIP xip1:1 Ol — ] 21
xeiz O ] [ '

. ) Arabidopsis thaliana, Johanson et al (2001).
Physcomitrella patens, Danielson et Johanson. (2008)

Conservation inter-spécifique de la structure exon/intron au sein des 4
principales sous-familles d’AQPs




Régulations des fonctions des AQP

. Methylation
Trafflcklng

Translation

Transcription

Phosphorylation A*
.

Chaumont F. Pers. com.

Transcription/traduction (Hachez et al; 2000)

Post-traduction (Guenther et al; 2003, Santoni et al; 2006)
Ouverture/fermeture du pore (Tornroth et al; 2006)
Adressage (Fetter et al; 2004, Zelazny et al; 2007)




* ranscription
NG

Chaumont F. Pers. com.

Régulation transcriptionnelle des aquaporines
en réponse au deficit hydrique chez le Peuplier




OBJECTIFS

Génome du peuplier version 1.1 (Tuskan et al., 2006)

1- Analyse in silico des seéquences: validation des AQP

Puce génome entier (Affymetrix, Gene Chip Poplar Arrays, 2005)

2- Recherche et analyse in silico des sondes AQPs

ANR POPSEC: Etude de la réponse a la sécheresse (Nancy, 2007)

3- Patron d’expression des AQP et regulation transcriptionnelle en
reponse a la sécheresse chez le peuplier

10




1- Analyse in silico des séquences genomiques: validation des AQP

Génome du peuplier version 1.1 (Tuskan et al., 2006)

=> P. trichocarpa : 63 séquences annotées AQP

= D 54
— B - W .

51 Séquences 12 Séquences
« pleine longueur » « CDS incomplets »



1- Analyse in silico des séquences genomiques: validation des AQP

Génome du peuplier version 1.1 (Tuskan et al., 2006)

=> P. trichocarpa : 63 séquences annotées AQP

= D 54
— B - W .

51 Séquences 12 Séquences
« pleine longueur » ] « CDS incomplets »

Analyse bioinformatique

D

- Recherche d’ESTs chez Populus sp. = vérification de I'expression

- Caractérisation des CDS (prédiction exons, introns et UTR)

- Recherche d’'artefacts de séquencage et/ou d’assemblage



1- Analyse in silico des séquences genomiques: validation des AQP

Génome du peuplier version 1.1 (Tuskan et al., 2006)

=> P. trichocarpa : 63 séquences annotées AQP

= D 54
— B - W .

51 Séquences 12 Séquences
« pleine longueur » ] « CDS incomplets »

Analyse bioinformatique

5 pseudogenes

4 séquences redondantes |=> 10 séquences invalides
1 ségquence bactérienne

50 séquences « pleine longueur »

+3 CDS corrigés

) s => 54 séquences AQP
+1 séquence non predite
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XIP1.1*

XIP1.2*

XIP1.3*
XIP-A
XIP-B

Les 54 AQP

Peuplier Arabidopsis**  Mais***

PIP 15 13 13
TIP 17 10 12
=> 5 sous- familles SIP 6 3 3
NIP 11 9 )
XIP 5 0 0

**Johanson et al; 2001

***Chaumont et al; 2001

=> Distinction des sous-groupes
(signatures et/ou typologie des genes)

| Ar/R selectivity | Wallace et Roberts; 2004

*Secchi et al 2009



2- Recherche et analyse in silico des sondes AQPs

Puce génome entier (Gene Chip Poplar Arrays, 2005)

Acces a la régulation du transcriptome entier
Analyse conjointe des membres d’'une famille multigénique

Acces a plusieurs expérimentations via base de données



2- Recherche et analyse in silico des sondes AQPs

Puce génome entier (Gene Chip Poplar Arrays, 2005)

Acces a la régulation du transcriptome entier
Analyse conjointe des membres d’'une famille multigénique

—

3 ADNc sb Acces a plusieurs expérimentations via base de donnees
ADNc db
ARNCbiotine
N S Intensité du signal fluo.
= F(nb transcrits hybridés)

| \%ﬂ
L)
\/ Révélation

(marqueur fluo.)

i

:> 1 seq. d’intérét allume 11 sondes
spécifiques (1 probe set)

~ 61 000 probe sets
spécifique a un gene ou a une famille multigénique




2- Recherche et analyse in silico des sondes AQPs

Extraction des probe sets ciblant les transcrits des 54 AQPs

- Annotation NetAffx

- BLASTn séquences cibles vs séquences AQP (JGI)

=>au maximum 106 probe sets

Annotation NetAffx

Froi S Sy e

Gene POPTRORAFT_B33283
d — | Annatation
Probe Set 1D Pip.3012.1.51_at Gz
ConeChip Array | Poglar Senome Aray Assambly 2004-0-00 (1GT 1.0)
Organism | Pantar | :':::“"" 1929 Wby 12, 2008
FelSen ¥M_002314185 i
| Eslogical Process L Tatal
amial 2 Tenal I
Al Tronseripts || Gane Opoloay Cedulyr Compdnent 1
Brediced 1 Tetal I
| Moletular Fundtion 1 Tt
omhgizs e

Transeripts Datectod By Plp 3013181 _at 0

Annctation A Pip 3013.1.51_a% was annotated weing the LR
Crade
R aachng Ralated Pr cbaets
i Probes by Grade
. ; Dol 1170881 |
EF144557 BCOL 1411
Transcript | i
PasigrEors Ploalfe 1170361,
¥M_007314165 NEEL ! L4 BE (8
a | Maching Felated Probesets
Prackind | Probes by Grate

Cross-hybridizing Transcripts (None)
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2- Recherche et analyse in silico des sondes AQPs

Extraction des probe sets ciblant les transcrits des 54 AQPs

- Annotation NetAffx

- BLASTn séquences cibles vs séquences AQP (JGI)

=>au maximum 106 probe sets

Annotation NetAffx

Analyse in silico des probe sets

- Détection des séquences inversées
- Hybridation croisée

- Qualité d’hybridation sur P. trichocarpa
- Qualité d’hybridation sur ESTs Populus sp

=> au maximum 52/54 AQPs

v

18



2- Recherche et analyse in silico des sondes AQPs

Puce génome entier (Gene Chip Poplar Arrays, 2005)

Mais .... La majorité des sondes sont dessinées a partir d’ESTs de plusieurs génotypes

Table 1. GenBank™ mRMNAs and ESTs in dbEST for all Populus species, up to April 26, 2005, werg

included in the design. {UniGene is restricted to Populus tremula x Populus tremuloidas.)

Populus tremuk x Fopulus tremulides 65,981

Populus baksamifera subsp. trichocama 54 GED

Populus balsamifera subsp. trichocama x Populus deltoides 33,134

Populus tremuls 31,2688

Populus deltoides 14,645 1 ! 1
= ....Risque d'artefact technique

Populus euphmatica 13,903

Populus tremulbides 12,813 1 —

Populus cansscens 10,446 Absence de Slgnal

Populus euramericana 10,157 ! 1 1 ! 1 2709
e — Pas d’hybridation vs pas d’expression ??*
Populus aba x Populus tremuls 5BG

Populus aba x Populus glandulosa 518

tester la compatibilité sonde/séquence cible
Solution = hybridation ADNg des génotypes étudiés




3- Expression et régulation en reponse a la sécheresse chez le peuplier

NR POPSEC: Etude de la réponse a la secheresse (2007-Nancy)

2 génotypes Populus deltoides x nigra: Carpaccio (C) et Soligo (S)
Carpaccio + tolérant a la sécheresse (Monclus et al; 2006)

20




3- Expression et régulation en reponse a la sécheresse chez le peuplier

TNR POPSEC: Etude de la réponse a la secheresse (2007-Nancy)

Genes potentiellement impliqués
dans l'acclimatation a la sécheresse

2 génotypes Populus deltoides x nigra: Carpaccio (C) et Soligo (S)
Carpaccio + tolérant a la sécheresse (Monclus et al; 2006)

Soil Relative Extractable Water ~ Harvest 2007
100% | ..-," Control €TL) |
Réponse précoce:
: EAR
Réponse long terme :

20-40% g EAR
20-30% ;
10-20% ¢ AMO AMO

12 days .
- — Time

2008 Réponse long terme

2 organes : Feuilles matures, Apex de racines (Feuilles matures en 2008)

21




3- Expression et régulation en réeponse a la sécheresse chez le peuplier

Génome du peuplier Gene chip poplar Hybridation ADNg

54 AQP genome array 52 AQP Carpaccio et Soligo
PIP 15 PIP 15| )
TIP 17 TIP 16 l
siP 6 | <¢mmmmp> SIP 6 > 72 probe sets
NIP 11 NIP 10
XIP 5 XIP 5 )

Probe sets redondantes, cad ciblant un méme transcrit AQP

=> test ANOVA (Li et al, BMC Genomics 2008)
=> consolidation ssi pas d’interaction traitement x probe set

=> une valeur d'expression pour chaque AQP

22




3- Expression et régulation en réeponse a la sécheresse chez le peuplier
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3- Expression et régulation en réeponse a la sécheresse chez le peuplier
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3- Expression et régulation en réeponse a la sécheresse chez le peuplier
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3- Expression et régulation en réeponse a la sécheresse chez le peuplier
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3- Régulation des AQP en réponse a la
sécheresse chez le peuplier
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Les régulations de I'expression des AQPs sont
=>Plus Intenses
=>Plus nombreuses

dans les apex que dans les feuilles matures

effet organes et/ou croissance ??

(Heinen et al 2009, J Ex bot)
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3- Régulation des AQP en réponse a la
sécheresse chez le peuplier
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al’échelle de la famille

Analyse a

- XIP exprimés et régulés uniquement dans I’apex

- SIP : expression forte en conditions optimales
régulation faible en réponse a la sécheresse

- PIP1 régulés uniguement dans I'apex

- PIP2-8 exprimés et régulés uniquement dans feuille

Dans les feuilles, laréponse la plus visible est la
forte régulation des TIPI-(1,2,3,4) et de PIP2-5
chez le clone tolérant en réponse a un stress court
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Perspectives

1- Recherche de motifs de cis-régulation dans les promoteurs
2- Analyse de I'expression d’éléments putatifs de trans-régulation
3- Détection d’autres genes candidats

4- Méta-analyse dans d’autres conditions
(génotype, traitement, organes, tissus, stade de développement)
Par analyse directe des bases de données expression
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