Figure 1 : Représentation schémati que de la signalisation MAPK. Un stimulus, stress biotique, abiotique ou un signal développemental est perçu par un récepteur intracellulaire ou transmembranaire. Cette interaction entraine l'activation d'une MAP3K qui va phosphorylée une MAP2K puis cette MAP2K, à son tour, va phosphorylée une MAPK. En finalité, la MAPK va phosphorylée une cible induisant une réponse cellulaire adaptée.

La phosphorylation est la modification post -traductionnelle la plus abondante chez les eucaryotes. On estime qu'au moins 30% des protéines sont phosphorylées chez ces derniers [START_REF] Colombet | Arabidopsis MAPKs: a complex signaling network involved in multiple biological processes[END_REF] . Sachant que ces phosphorylations peuvent avoir des effets sur la fonction, la stabilité ou la localisation de s protéines, l'étude des enzymes kinases qui déposent les groupes phosphates apparait cruciale afin de mieux comprendre les mécanismes cellulaires mis en oeuvre.

Les Mitogen-activated protein kinases (MAPKs) sont des protéines impliquées dans la transduction du signal chez les eucaryotes. La signalisation MAPK permet aux cellules de répondre à des signaux intraou extra-cellulaires en régulant par exemple certaines activités enzymatiques ou en modifiant l'expression de gènes. Plusieurs facteurs sont impliqu és dans les voies MAPKs (Fig. 1). Après reconnaissance du signal, une mitogen -activated protein kinase kinase kinase (MAP3K) est activée. Cette MAP3K activée va ensuite phosphoryler une mitogen-activated protein kinase kinase (MAP2K) qui à son tour activera une MAPK. Les MAPKs ont un large panel de substrat s comme d'autres kinases ou des facteurs de transcriptions.

Les voies des MAPK chez Arabidopsis thaliana.

Quand 1,7% du génome humain et 2% du génome des levures codent pour des protéines kinases, 4% est atteint chez Arabidopsis thaliana, soulignant l'importance des protéines kinases dans cet organisme modèle [START_REF] Berriri | Constitutively Active Mitogen-Activated Protein Kinase Versions Reveal Functions of Arabidopsis MPK4 in Pathogen Defense Signaling[END_REF] . Les approches in silico prédisent 80 MAP3K, 10 MAP2Ks et 20 MAPKs chez Arabidopsis 1 . Les rôles de ces protéines restent largement méconnus mais quelques cascades ont été identifiées 

B. Question scientifique et objectif du projet

Pour approfondir nos connaissances sur les rôles des MAPKs chez les plantes, l'équipe d'accueil a développé une approche gain -de-fonction qui consiste en l'expression de formes constitutivement actives (CA) de MAPKs (CA-MAPK). Un criblage par complémentation fonctionnelle en levure a permis l'identification de deux mutations ponctuelles dans la séquence de MPK6 (D218G/E222A) conférant une activité augmentée à la protéine. La mutation dans Les protéines ont été dosées par la méthode Bradford en utilisant une gamme de BSA. 

6.

III-Résultats et discussion

A-Sélection des transformants et génotypage

Pour sélectionner les transformants, les graines T0, issues du floral dip avec Agrobacterium sont semées sur milieu sélectif Basta + céfota xime. Le Basta permet la sélection des graines ayant reçu la construction, tandis que la céfotaxime permet l'élimination des agrobactéries encore présentes dans les graines après la stérilisation. Les plantes résistantes au Basta son plus grandes et plus vertes en comparaison des plantes sensibles qui poussent peu ou pas (Fig. 4).

Ces résistants sont mis en terre pour obtention de graines. Le tableau 2 présente le nombre de transformants ainsi sélectionnés pour chaque construction. De manière intéressante, nous avons constaté à ce stade que les plantes CAK3 ne présentaient pas de phénotype auto -immun, ce qui suggère que l'expression conditionné de la forme CAK3 permet bien d'outrepasser les problèmes 8.

Lignées T1

Nombre de résistants Nombre de Sensibles 

Conclusion et perspectives

A. Introduction au contexte scientifique 1 .

 1 Les voies des Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK) et la signalisation cellulaire.

Figure 2 :

 2 Figure 2: Réponse immunitaire et MAPK chez les plantes. Fi gure 2.A: Représentation de la cinétique d'activation de MPK3/6 et MPK4 dans la répons e PTI (bleu) et la réponse ETI (orange). Les niveaux d'activation sont en unité arbitraire (a. u).Figure.2.B : Cascades MAPKs caractérisées dans la PTI et l'ETI. Un PAMP est reconnu par un récepteur et induit l'activation de MEKK1. Il semblerait alors que MEKK1 phosphoryle MKK1/MKK2 et MKK4/MKK5 qui phosphoryleront respectivement MPK4 et MPK3/MPK6 induisant une réponse PTI 1 . Un pathogène peut injecter des effecteurs dans la cellule pour bloquer la PTI. C'est alors des récepteurs intracellulaires qui peuvent reconnaitre l'effecteur. La cascade de signalisation conduit à la phosphorylation retardée et maintenue de MPK3/M PK6 entrainant la réponse ETI. Cependant la voie de signalisation en amont de l'activation de MPK 3/MPK6 est inconnue à ce jour.
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 23 Figure 2: Réponse immunitaire et MAPK chez les plantes. Fi gure 2.A: Représentation de la cinétique d'activation de MPK3/6 et MPK4 dans la répons e PTI (bleu) et la réponse ETI (orange). Les niveaux d'activation sont en unité arbitraire (a. u).Figure.2.B : Cascades MAPKs caractérisées dans la PTI et l'ETI. Un PAMP est reconnu par un récepteur et induit l'activation de MEKK1. Il semblerait alors que MEKK1 phosphoryle MKK1/MKK2 et MKK4/MKK5 qui phosphoryleront respectivement MPK4 et MPK3/MPK6 induisant une réponse PTI 1 . Un pathogène peut injecter des effecteurs dans la cellule pour bloquer la PTI. C'est alors des récepteurs intracellulaires qui peuvent reconnaitre l'effecteur. La cascade de signalisation conduit à la phosphorylation retardée et maintenue de MPK3/M PK6 entrainant la réponse ETI. Cependant la voie de signalisation en amont de l'activation de MPK 3/MPK6 est inconnue à ce jour.

Figure 3 :

 3 Figure 3 : Représentation des ADN -T utilisés pour transformer les plantes, de gauche à droite figure les différents promoteurs (pRSRE et pPR1), les gènes utilisés (WTK3, WTK6, CAK3, CAK6), le TAP -Tag (8His-Tag, 9Myc-Tag) et le gène rapporteur conférant la résistance au Basta.

Tableau 1 :

 1 Tableau des primers utilisés pour le génotypage. Une fois sec, le culot est suspendu dans 100µL d'eau. Les différents échantillons sont ensuite conservés à -20°C. C. PCR et Primer Toutes les PCR ont été réalisées e n condition standard (Première dénaturation 95°C 5minutes ; [dénaturation à 94°C, 30sec ; hybridation à 55°C, 30sec ; élongation à 72°C, 1min] *35 ; 72°C 5min) puis révélées sur gel d'agarose 1% dans du TAE 0.5X (Euromedex ; EU0201-A) et 10 -3 µg/mL BET. Les primers utilisés figurent dans le tableau 1.D. Test d'inductionPour flg22 : des plantules de 10 jours sont mises en présence de flg22 à une concentration de 2µM. Au temps voulu, les plantules ont été prélevées, congelées dans de l'azote liquide et s tockées à -80°C.Pour le froid : des plantules de 10 jours sont mises en chambre froide (4°C) à luminosité constante. Au temps voulu, les plantules sont prélevées et stockées à -80°C. Le prélèvement au temps 0 est fait directement après placement des plantules en chambre froide.E. Extraction protéiqueLes protéines ont été extraites en condition native dans un tampon composé de : 50mM Tris-HCl pH 7,5, 150mM NaCl, 0,1% NP40, 5mM EGTA, 0.1mM DTT, auquel sont ajoutés des inhibiteurs de protéase (1mM PMSF + tablette Roche Mini 04693124001) et des inhibiteurs des phosphatases (1mM NaF, 0,5mM Na3VO4, 15mM β-glycerophosphate, 15mM 4-nitrophenyl phosphate).

Figure 4 Tableau 2 :

 42 Figure 4 Différence de taille entre plante sensible (à gauche) et résistan te (à droite) au Basta 10 jours après semis.

Figure 5 :

 5 Figure 5: Résultats du génotypage . Figure 5.A et figure 5.B, résultats des PCR sur les transformants pRSRE WTK3 Col -0 avec les primers p160 et P2499. La figure 5.C correspond aux résultats obtenus pour les lignées pPR1 CAK3 Col -0, pPR1 WTK3 Col-0. La figure 5.D présente les résultats obte nus pour les transformants pRSRE WTK6 Col-0 et pRSRE CAK6 Col -0 avec les primers p160 et p2940.

Figure 6 :

 6 Figure 6: Résultats de la PCR contrôle avec les couples d'amorces p160/p2499 pour les 3 puits de gauche et pPR1 3517/pPR1 3522 pour les 3 puits suivant. Cette PCR contrôle permet de vérifier d'une part que la PCR a correctement été réalisée et d'autre part que l'échantillon d'extraction d'ADN génomique contenait bien de l'ADN.

Tableau 3 :

 3 Résultats de la ségrégation de la génération T1. Les lignées ainsi sélectionnées sont ensuite soumises à des tests de ségrégation. Il est à noter que pour le phénotypage prévue in fine, il est préférable de travailler avec au moins 3 lignées indépendantes afi n d'éviter les biais liés à l'introduction aléatoire de la construction dans le génome. Aussi pour les lignées pRSRE CAK6 Col-0, pRSRE WTK6 mpk6, pPR1 WTK6 mpk6 et pPR1 CAK6 mpk6, il faudra à nouveau semer des graines. B-Tests de ségrégations a) Pour déterminer le nombre d'insertion(s) Un test de ségrégation est réalisé sur la génération T1. Arabidopsis étant un organisme diploïde, par autofécondation, les lignées descendantes des transformants n'ayant reçu qu'une copie de l'insert présenteront les proportion s suivantes : 25% de plantes T1 sauvage présentant un phénotype sensible au Basta (1/4) ; 75% de plantes T1 transformées présentant un phénotype résistant au Basta ( 3/4) avec 33% d'homozygotes et 66% d'hétérozygotes. Au contraire si le transformant a reçu au moins deux ADN-T indépendants, les proportions seront les suivantes : 6,25% (ou moins) de plantes T1 sauvage sensibles (1/16) ; 93.75% (ou plus) de plantes T1 transformées résistantes (15/16). Les pourcentages de plantes T1 résistantes et sensibles sont calculés. Les transformants présentant des résultats proches des proportions attendues seront ainsi sélectionnés arbitrairement. Les résultats obtenus pour les lignées pRSRE WTK3 Col-0 1/2/4/5/6/11/14/16 et pRSRE CAK3 Col-0 1/3 sont présentés dans le tableau 3. On décide de retenir les lignées pRSRE WTK3 Col -0 1, pRSRE WTK3 Col-0 4 et pRSRE CAK3 Col-0 1, pRSRE CAK3 Col-0 3.

Figure 7 :Figure 8 :

 78 Figure 7 : Test d'induction du promoteur pRSRE à la flagelline sur les lignées pRSRE CAK3 Col-0 1 et 3.Figure 7.A. Révélation par chimiluminescence avec l'anticorps primaire anti-myc ciblant le Myc -Tag de la protéine exogène. Figure 7.B Révélation par chemiluminescence avec un anticorps primaire p44/42 ciblant les MPK endogènes phosphorylées. Dans les deux cas l'anticorps secondaire est un anticorps anti -anticorps de lapin

  Mon travail a contribué à caractériser des lignées d' Arabidopsis ayant reçu une insertion d'un ADN-T contenant une formes CA de MPK3/6 sous contrôle de promoteurs inductibles par des stress. Il est intéressant de noter que les lignées CAK3 étudiées ne présentent pas de phénotype développemental et que nous avons obtenu des lignées contenant la construction CAK6 alors qu'il était impossible d'en obtenir avec le promoteur endogène. Ces résultats montrent que l'approche CAK sous contrôle de promoteurs stress inductibles permet de surmonter les problèmes rencontrés avec les promoteurs endogènes. Cela étant les tests d'induction soulèvent quelques questions. Ainsi le pRSR E est un système dans lequel la protéine est exprimée à un niveau basal même sans induction. Ceci est d'ailleurs confirmé par le fait que les plantes transformées avec pRSRE CAK6 présentent un phénotype nain, sans doute en raison de cette fuite d'expression. De plus, ces fuites d'expression ne permettent pas de surmonter complétement les difficultés liées aux effets pléïotropiques et indésirables. Les niveaux d'expressions sans stress avec le promoteur pPR1 devra ainsi être vérifiées. Par ailleurs les inductions par flg22 et le froid ne sont pas clairs avec pRSRE. D'après nos résultats l'induction avec la flg22 seule ne fonctionne pas. Pour l'induction par le froid, le pic d'activité de la luciférase étant observé 5h après induction 6 , ce sont les temps des prélèvements qu'il faudra augmenter. Des réplicas devront également être réalisés et des tests avec d'autres stress pourront être effectués comme l'exposition à d'autres agents biotiques tels que Pseudomonas synrigae ou Botrytis cinerea 6 . Une fois l'inductibilité des promoteurs vérifiée et confirmée ou infirmée, il s'agira de phénotyper plus en détail les lignées isolées pour comprendre l'implication de MPK3 et MPK6 dans les voies de réponses aux stress . 12. Les Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK) ont un rôle important dans les cellules eucaryotes. Elles permettent à la cellule de répondre à un signal extérieur via une cascade de phosphorylation qui permet la transduction du signal. Il a été montré qu'elles sont impliquées dans la répo nse aux stresses biotiques et abiotiques ainsi que dans le développement chez les plantes. Pour étudier les rôles de ces voies chez Arabidopsis thaliana, une approche gain de fonction a été développée en exprimant des formes constitutivement actives (CA) de MAPK-3 et MAPK-6 sous contrôle de promoteurs inductible. Cette approche présente différents avantages notamment la possibilité de passer outre les problèmes développementaux observés avec les formes CA sous contrôle de leurs promoteurs endogènes et d'un système s'autorégulant sans nécessité d'apporter des molécules exogènes. Dans ce travail, nous avons pu sélectionner des transformants et tester l'induction du promoteur pRSRE. Les résultats montrent que l'introduction des formes CA sous contrôle de promot eurs inductibles permet en partie de pallier aux problèmes développementaux. En effet, des transformants ont pu être obtenus pour les lignées CAK6 là où aucun n'avait été obtenu avec CAK6 sous contrôle du promoteur endogène. Cependant l'induction du promot eur pRSRE n'a pas encore pu être établis clairement. Pour la suite il s'agira de revoir les paramètres utilisés pour l'induction de ce promoteur et de tester l'induction des autres promoteurs. Enfin, une fois de bons candidats isolés, il faudra procéder à une caractérisation phénotypique plus approfondie.