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AVANT PROPOS 
 

J'ai suivi un cursus universitaire classique, avec un DEUG B (obtenu à Angers), suivi d'une 
License puis d'une Maîtrise de Biochimie et Génétique (à Orsay, Paris XI), d'un DEA et d'une 
thèse (à Montpellier). J'ai ensuite effectué un post-doctorat pendant 7,5 années, dans une 
équipe dirigée par Klaas Jan van Wijk, d'abord en Suède puis aux Etats-Unis, avant d'être 
recruté à l'INRA dans le Laboratoire de Protéomique Fonctionnelle (LPF) à Montpellier. 
Après la fermeture du LPF, j'ai rejoint l'UMR Biochimie et Physiologie Moléculaire des 
Plantes (BPMP) où je travaille actuellement. Le projet que j'ai développé en arrivant à BPMP 
a pour objectif majeur de déterminer la structure des transporteurs membranaires de Na+ 
et/ou K+ appartenant à la famille HKT (pour "High Affinity K+ transport"). Ces transporteurs 
jouent un rôle réellement fondamental dans la tolérance des plantes à la salinité. La 
biochimie des protéines et des structures protéiques constitue le dénominateur 
commun de l'ensemble de mes activités de recherche, doctorant, post-doctorant et 
chercheur INRA.  

 L'UMR BPMP s'intéresse essentiellement à la nutrition hydrominérale des plantes, au 
sens large, en relation avec l'adaptation des plantes à l'environnement. Un objectif majeur 
est la caractérisation et l'analyse de la régulation des systèmes de transport membranaires 
responsables du prélèvement, à partir du sol, et de la distribution dans la plante des ions 
nutritifs et de l'eau. Un autre front de science a été ouvert assez récemment dans l'UMR, 
s'intéressant au développement du système racinaire en tant que processus participant à 
l'adaptation de la plante aux caractéristiques hydrominérales du sol. Une partie de mon 
travail, qui a pris progressivement de plus en plus d'importance depuis mon arrivée dans 
l'UMR BPMP, a eu pour objectif d'élargir ce front de science de façon à prendre en compte 
l'effet du microbiote rhizosphérique bactérien sur le développement et les fonctions du 
système racinaire. J'ai choisi de développer cette thématique chez les céréales, en utilisant 
le blé (dur) comme plante modèle. J'ai travaillé (en particulier en assurant le co-encadrement 
d'un doctorant puis d'une doctorante) à développer une méthodologie de phénotypage du 
développement racinaire et des zones pilifères, parce que les poils absorbants jouent un rôle 
majeur dans les interactions entre le système racinaire et son microbiote, et que l'élongation 
et la densité des poils absorbants, ainsi que le développement et l'architecture du système 
racinaire, peuvent être fortement stimulés par des bactéries rhizosphériques. Directement en 
aval de ce travail, j'ai souhaité initier un programme de recherche sur les mécanismes 
biochimiques impliqués dans les interactions entre racines et bactéries rhizosphériques, en 
ciblant dans un premier temps le travail sur l'analyse des composés biochimiques exsudés 
dans la rhizosphère par les racines. J'encadre un doctorant sur cette thématique. Le projet 
que je présente dans le cadre de ma candidature à l'Habilitation à Diriger des Recherches se 
situe dans le prolongement de ce travail. De façon plus précise, je souhaite m'intéresser à 
l'exsudation racinaire chez le blé, en tant que processus de sélection et d'alimentation du 
microbiote rhizosphérique, aux bénéfices que la plante peut retirer de ces interactions 
concernant sa nutrition hydrominérale dans différentes conditions de disponibilité des 
éléments nutritifs, et à l'impact sur les propriétés d'exsudation racinaire qu'ont eu la 
domestication de la plante puis les programmes d'amélioration sur des sols artificialisés par 
une fertilisation massive. 

* * 

* 
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Je présente rapidement ci-dessous mon parcours scientifique, depuis mon doctorat à mes 
activités actuelles au sein de l'UMR BPMP (Chapitre I). 

 

Je présenterai ensuite: 

- le travail conduit en tant que post-doctorant, qui constituera une illustration de l'expérience 
dont je dispose dans le domaine de la biochimie végétale (Chapitre II).  

- le travail réalisé depuis mon arrivée dans l'UMR BPMP concernant la production et 
purification de transporteurs HKT en vue d'analyser leur structure après cristallisation 
(Chapitre III) puis le travail réalisé dans le cadre de l'initiation de la thématique "Fonctions 
racinaires et microbiote" et les premiers résultats obtenus (Chapitre IV). 

 

A l'issue de ces sections 3 et 4, je décrirai le projet de recherche que je propose de conduire 
dans les années à venir, dans le cadre de ma candidature à l'Habilitation à Diriger des 
Recherches (Chapitre V).  

* * 

* 
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Chapitre I 

Résumé du cursus scientifique 
 

1. Doctorat 
Mon travail de doctorat a porté sur les réponses à l’auxine de la H+-ATPase de la membrane 
plasmique de cellules de tabac. J'ai montré qu’un pré-traitement à l’auxine de ces cellules en 
culture permettait d’isoler une sous-fraction de plasmalemme ayant une sensibilité à l’auxine 
fortement augmentée (Peltier et Rossignol, 1996) évoquant en perspective la clusterisation 
potentielle de récepteurs auxiniques à la surface des cellules comme évoquée par 
Dieckmann et al., 1995. J’ai aussi participé à la création d’un premier répertoire des 
protéines plasmalemmiques, anticipant les approches de protéomiques développées par la 
suite (Rouquié et al., 1997). 

 

2. Post-doctorat 
Je suis dans un premier temps parti en post-doc en Suède dans le laboratoire de Klaas Jan 
van Wijk à l’université de Stockholm pendant 2 ans et demi (1998-2000). Le laboratoire 
étudiait l’insertion de protéines chloroplastiques dans la membrane thylacoïdienne (Nilsson 
et al., 1999) mais l’arrivée de la protéomique ouvrait la possibilité d’étudier des 
compartiments, des structures subcellulaires ou des complexes protéiques encore largement 
méconnus, comme le lumen des thylacoïdes ou les plastoglobules, dans la perspective de 
comprendre le rôle de ces compartiments, structures ou complexes en identifiant leurs 
constituants protéiques, et de préciser l’adressage des protéines codées par le noyau à ce 
compartiment en étudiant les séquences N-ter de ces protéines. 

Dès mon arrivée, bénéficiant en protéomique de la collaboration avec le groupe de 
Peter Roepstorff au Danemark, j’ai initié ces approches de protéomique descriptive générale 
sur le lumen mettant en évidence une grande diversité de fonction dans ce compartiment et 
un nombre insoupçonné de paralogues pour certaines protéines dont le rôle restait à 
comprendre. L’identification des protéines luménales et donc de leur pré-séquences a 
permis de fournir un jeu de données utilisé par le groupe de notre collaborateur Gunnar von 
Heijne pour affiner la prédiction des protéines adressées à ce compartiment à partir de 2 
prédicteurs TargetP et SignalP (Peltier et al., 2002). A la suite de cette étape, les protéines 
formant souvent des multimères, nous nous sommes focalisés sur les complexes protéiques 
à la fois membranaires et stromaux. Parmi ces complexes, celui de la protéase à sérine Clp 
a retenu mon attention de par sa complexité encore mal connue, sa structure rappelant celle 
du protéasome et par son rôle majeur dans le maintien, la régulation et le recyclage des 
protéines plastidiales (Peltier et al., 2001 ; Peltier et al., 2004a (travail détaillé dans le 
Chapitre II, § 1 de ce rapport). Fin 2000, KJ van Wijk a obtenu une position à l’université de 
Cornell aux Etats-Unis et m’a proposé de le suivre. Les thématiques sur les membranes 
thylacoïdiennes et les complexes stromaux ont été poursuivies (Peltier et al., 2004b ; Friso et 
al., 2004 ; Peltier et al., 2006). De plus, une structure protéolipidique, le plastoglobule, qui 
dérive des membranes thylacoïdiennes et dont la fonction et la composition protéique 
restaient évasives, a été étudiée. Ce travail a révélé que les plastoglobules jouent des rôles 
importants dans différentes fonctions, entre autres dans le métabolisme des prénols, le 
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recyclage des lipides des thylacoïdes, la synthèse de jasmonate et la séquestration des 
caroténoïdes dans les chromoplastes (Ytterberg et al., 2006) (Cf. Chapitre II, § 2). 

  

3. Chercheur à l'INRAE: travail conduit dans le Laboratoire de Protéomique 
fonctionnelle 
Fin 2005, j’ai été recruté à l’INRAE dans le laboratoire de protéomique fonctionnelle dirigé 
par Michel Rossignol à Montpellier. Ma thématique de recherche était le rôle des 
modifications post-traductionnelles dans la réponse d’Arabidopsis thaliana à l’excès de fer. 
Elle s'inscrivait dans le cadre d'une collaboration avec l'équipe de Jean-François Briat dans 
l'UMR BPMP, sur la régulation du transport et du stockage du fer, les rôles de ce métal in 
planta et sa toxicité à forte concentration. 

Je me suis focalisé sur 2 modifications post-traductionnelles, la nitrosylation et 
l’ubiquitination/SUMOylation. En effet, l’excès de fer provoque à la fois une production 
soudaine et transitoire d’oxyde nitrique et la dégradation via le protéasome d’un répresseur 
du gène AtFer1 codant une ferritine, protéine qui, en complexe (tétra eicosamère (24 ssu)), 
séquestre le fer (4300 atomes) (Arnaud et al., 2006). Les ferritines sont présentes dans les 
chloroplastes et les mitochondries (Vigani et al., 2013; Connorton et al., 2017). 

L’oxyde nitrique a une durée de vie biologique très courte (5-15 s) parce qu'il est 
rapidement neutralisé de façon enzymatique (par la GSNO reductase ou la thioredoxine) ou 
non-enzymatique (par réaction avec l'ascorbate, par trans-nitrosylation ou sous l'effet d'un 
rayonnement UV). Il modifie les thiols des cystéines (S-nitrosylation) et le groupe 
hydroxyphényl des tyrosines (nitration des tyrosines). La S-nitrosylation est reconnue comme 
une modification post-traductionnelle importante impliquée dans la croissance, le 
développement des plantes et la résistance aux facteurs biotiques et abiotiques (Brouquisse, 
2019). De nombreuses techniques ont été développées pour étudier la S-nitrosylation et 
nous avons utilisé celle du "Biotin-Switch" couplée au marquage ICAT (Isotope-Coded 
Affinity-Tag) afin de sélectionner et quantifier les peptides nitrosylés (Peltier et al., 2014 ; 
Fares et al., 2014). Nous avons collaboré au sein de l’ANR PIANO avec différentes équipes 
intéressées elles-aussi par l’identification et la quantification des nitrosothiols (Puyaubert et 
al., 2014). J’ai encadré sur cette thématique 2 étudiants Charlotte Falk (L3P) et Sébastien 
Rondeau (M2R) et co-encadré le doctorant Abasse Fares. 

Pour l’étude de l’ubiquitination/SUMOylation, nous avons décidé de faire surproduire 
chez Arabidopsis. (à l'aide du promoteur 35S) des étiquettes Ub et SUMO "taguées" (par 
une séquence de 9His, précédée par un site de clivage par la protéase P3C. Les gènes Ub 
étant en multicopies y compris au sein d’un même locus et parfois dans la même phase de 
lecture qu’une protéine ribosomique, le gène codant l'ubiquitine taguée a été synthétisé 
chimiquement. Des plantes d’Arabidopsis sur-exprimant les formes Ub et SUMO taguées ont 
été obtenues. Nous avons vérifié que les formes taguées étaient retenues sur les colonnes 
Ni-NTA et pouvaient être identifiées par spectrométrie de masse ESI-MS/MS. Différents 
stress abiotiques ont été appliqués (stress "excès de Fer", stress lumineux, stress hydrique) 
sur les plantes. L’arrivée tardive des résultats avant la fermeture du LPF couplée à une perte 
des données brutes des analyses sur les baies de stockage dans les mois qui ont suivi la 
fermeture n’a malheureusement pas permis de valoriser ce travail de production et d'analyse 
des plantes transgéniques (qui avait été essentiellement effectué par Sandrine Chay, alors 
technicienne au LPF). 
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Le LPF assurait à la fois des missions de recherche et une activité de plateforme de 
protéomique. Dans le cadre de cette activité de plateforme, il accueillait des projets externes 
auxquels j’ai participé. Dans le cadre du financement européen ERA-PG "Protein-Storage", 
un projet dit de "molecular farming" visant à évaluer les conditions de surproduction de 
protéines d'intérêt par ingéniérie de plantes, nous avons exploité la particularité d’une 
protéine de stockage du caryopse de maïs, la γ-zein, qui possède un domaine Nter (appelé 
Zera) riche en proline et capable de former un corps protéique dans le réticulum 
endoplasmique une fois fusionné avec une protéine d’intérêt. La protéine fluorescente 
standard DsRed a été utilisée dans un premier temps pour transformer de manière 
transitoire des cellules de feuilles de tabac en attendant les constructions stables chez 
Arabidopsis. Le but de l’étude était de vérifier l’innocuité pour la plante de surproduire la 
protéine de fusion et d’en vérifier sa pureté. La protéine de fusion Zera-DsRed a 
effectivement été surproduite et les corps protéiques pouvaient atteindre des tailles 
supérieures à la taille des chloroplastes en étant visibles en microscopie optique classique. 
Nous avons montré que ces corps protéiques étaient formés à 85% de la protéine de fusion, 
et contenaient aussi environ 200 autres protéines co-purifiées. Il est probable que certaines 
de ces protéines s'étaient retrouvées piégées au cours de leur transit lors de la formation du 
corps protéique, et que d’autres se retrouvaient dans le corps protéique à cause du stress 
induit par la surexpression et l’agrégation, dépassant les capacités de contrôle qualité de la 
plante (ERQC) (Joseph et al., 2012). La transformation stable de la construction dans 
Arabidopsis n’a pas permis d’atteindre le niveau de production de la transformation 
transitoire, les plus fortes surproductions impactant fortement la croissance de la plante. Une 
autre collaboration fructueuse a été initiée avec le groupe de Gérard Cuny, spécialement 
avec Anne Geiger et Philippe Hollzmuller. Ce groupe étudie la trypanosomiase humaine ou 
maladie du sommeil, parasitose à transmission vectorielle (glossine ou mouche tsé-tsé), 
présente dans 36 pays d’Afrique subsaharienne et considérée comme mortelle en absence 
de traitement médical. La maladie est due à un protozoaire, Trypanosoma brucei gambiense. 
Une espèce proche, T. brucei brucei, infecte le bétail, et cette trypanosomiase animale est  
appelée « Nagana ».  Une autre espèce, Trypanosoma cruzi, est responsable de la maladie 
de Chagas transmise par une punaise hématophage en Amérique du sud. Le trypanosome 
passe tout son cycle chez l'hôte en tant que parasite extracellulaire. Pour duper le système 
immunitaire, il est entièrement recouvert de 5 x 106 dimères d’une protéine glycosylée, la 
VSG (Variant Surface Glycoprotein), qui présente un spectre de variants antigéniques 
exceptionnel. En effet, le parasite possède un répertoire d’environ 2000 gènes potentiels de 
VSG exprimés de façon exclusive. Cette couverture glycosylée hypervariable empêche aussi 
les défenses immunitaires de l’hôte d’avoir accès aux autres protéines membranaires 
nécessairement invariables. Les protéines sécrétées par le parasite inhibent la maturation 
des cellules dendritiques et leur aptitude à induire une réponse lymphocytaire. L’étude de ce 
sécrétome a été initiée  par le groupe de G. Cuny pour mieux comprendre les fonctions des 
protéines sécrétées. Plus de 400 protéines ont été identifiées dont les rôles majeurs étaient 
la structuration des protéines (chaperones), la dégradation des protéines et le métabolisme 
des nucléotides. De nombreuses protéines ne possédaient pas de séquences de transit et 
ne devaient donc pas suivre les voies classiques de sécrétion. De petites vésicules 
ressemblant à des exosomes (de 50 à 100 nm) ont été mises en évidence avec un rôle 
potentiel dans l’échange de molécules entre parasites ou dans la manipulation du système 
immunitaire (Geiger et al., 2010 ; Atyame Nten et al., 2010 ; Geiger et al., 2011). 
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4. Travail conduit dans l'UMR BPMP  
Le LPF a fermé en 2012. J'ai intégré l’équipe Canaux Ioniques dirigée par Hervé Sentenac 
en 2013, puis l'équipe Transport ionique chez les céréales et adaptation à l’environnement 
(TICER, direction Anne-Aliénor Véry) issue de l’équipe Canaux Ioniques, pour développer 
une thématique concernant les relations structure-fonction des transporteurs HKT, une 
famille de transporteurs d’ions impliquée dans la tolérance des plantes à la salinité. En 
parallèle, j'ai progressivement développé une seconde thématique, centrée sur les échanges 
nutritionnels, le dialogue plante-microbiote et l’impact du microbiote sur les fonctions 
racinaires. J'ai initié cette thématique en co-encadrant un doctorant, Thanyakorn Rongsawat 
(soutenance de la Thèse en décembre 2019; Dir. Thèse: Hervé Sentenac), et je poursuis ce 
travail en co-encadrant actuellement 2 doctorants, Houssein Zhour (Dir. Thèse: Hervé 
Sentenac) et Ikram Madani (Dir. Thèse: Anne-Aliénor Véry). Mon projet de recherche, 
présenté avec cette candidature à l'HDR, se situe dans le cadre général de cette thématique 
et est construit sur la base des résultats que nous avons obtenus avec Thanyakorn, 
Houssein, Ikram, Hervé et Anne-Aliénor, au cours de ces cinq dernières années. 

* * 

* 

Je décris maintenant le travail conduit au cours de mon post-doctorat (Chapitre II), illustrant 
l'expérience que j'ai acquise en biochimie végétale, puis je détaillerai l'état d'avancement du 
projet concernant la cristallisation des transporteurs HKT (Chapitre III), avant de présenter 
les résultats obtenus concernant la thématique "Mcrobiote et fonctions racinaires" (Chapitre 
IV), et le projet que je propose aujourd'hui dans ce cadre (Chapitre V). 
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Chapitre II 
Travaux en post-doctorat et expérience en biochimie 

 

L'essentiel de mon travail en post doctorat a porté sur la structure et fonction de la protéase 
CLP (§ 1 ci-dessous) et des plastoglobules (§ 2). Je me suis efforcé de présenter le travail et 
les résultats obtenus dans le cadre des connaissances actuelles dans ces domaines.  

 

1. Structure et fonction de la protéase CLP 
1.1. Introduction 

Les plastes sont des organites uniques provenant probablement d’une ancienne 
endosymbiose avec une cyanobactérie. Ils peuvent modifier leur structure et leur fonction en 
réponse aux stimulus développementaux et de nombreux types de plastes ont été décrits 
(Pinard & Mizrachi, 2018). Les chloroplastes sont un type de plaste et sont le site de divers 
processus métaboliques dont la photosynthèse (voir Figure II.1). Les proplastes sont 
totipotents et se trouvent dans les cellules méristématiques. Ils se différencient en de 
nombreux types de plastes, tels que les chloroplastes dans les feuilles et autres organes 
verts de plantes, les étioplastes dans les semis gardés au noir, les chromoplastes dans les 
pétales et les fruits mûrs, les amyloplastes dans les racines et tubercules, les élaioplastes 
dans les grains de pollen, et les gérontoplastes dans feuilles sénescentes. La plupart d'entre 
eux sont interconvertibles (Jarvis et Lopez-Juez, 2013). Le chloroplaste sert de site à la 
photosynthèse et est donc indispensable pour la croissance et le développement des 
plantes. Environ 4 000 protéines présentes dans les chloroplastes sont codées par le noyau. 
Cependant, jusqu'à présent, environ 2000 protéines non redondantes ont été identifiées 
dans le chloroplaste, appartenant à trois compartiments: stroma (∼344 protéines), 
thylakoïdes (∼400) et membranes de l’enveloppe (∼400) (Wang et al., 2016) ; les autres sont 
des protéines ribosomiques et des protéines des nucléoïdes. Seules 120 à 130 protéines 
sont codées par le génome chloroplastique, et la plupart sont des composantes de la 
machinerie d’expression génique de l’organelle et de son appareil photosynthétique (Kmiec 
et al., 2014). 

Pour une activité photosynthétique optimale, le protéome chloroplastique doit être 
correctement façonné et entretenu grâce à des mécanismes régulés de protéolyse et de 
contrôle de la qualité des protéines. Approximativement 616 gènes de protéases sont codés 
par le génome d'Arabidopsis (Kmiec et al., 2016). Jusqu'à présent, environ une vingtaine de 
protéases chloroplastiques comprenant plus de 50 composants ont été caractérisées. 
Beaucoup de protéases chloroplastiques sont d'origine bactérienne, et trois d'entre elles sont 
dépendantes de l'ATP (phénotype à filament long [Lon], filamentation sensible à la 
température H [FtsH] et protéase caséinolytique [Clp]), mais ont subi des diversifications 
fonctionnelles durant l’évolution (Teixeira et Glaser, 2013; Kmiec et al., 2014; Adam,2015; 
van Wijk, 2015; Nishimura et al., 2016). 
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Figure II.1 : Les différents types de plastes décrits à ce jour et dérivant directement ou indirectement 
de la structure présente dans les méristèmes à savoir les proplastes (Pinard & Mizrachi, 2018). En 
dehors des plastes les plus connus, les elaioplastes présents souvent dans les graines et dans les 
cellules du tapetum stockent des lipides dans les plastoglobules (Solymosi et al., 2012); les 
proteinoplastes, aussi appelés aleuroplastes, stockent des protéines dans différents tissus au cours du 
développement ; les dessicoplastes ou xéroplastes présents chez les plantes dites de la résurrection 
comme Selaginella lepidophylla ou Xerophyta humilis passent par un stade proche des étioplastes 
avant de reverdir en chloroplastes fonctionnels (Solymosi et al., 2013), les phenyloplastes ont été 
décrits dans les gousses de vanille ou s’accumulent du 4-O-(3-methoxybenzaldehyde) β-d-glucoside, 
un glucoside phénolique (Brillouet et al., 2014) ; les xyloplastes présents dans les tissus vasculaires 
secondaires sont le siège de la synthèse de précurseurs importants dans la production de monolignol 
(Pinard & Mizrachi, 2018); les plastes générateurs de tannosomes sont présents chez les trachéophytes 
et accumulent des tannins encapsulés, constituant des structures appelées tannosomes, qui voyagent 
des plastes à la vacuole (Brillouet et al., 2013). 

 

Les chloroplastes ont des protéases à sérine, des métalloprotéases et des protéases à 
aspartyl, dont les deux premières sont les principaux constituants. Sur la base des rôles 
physiologiques, les protéases chloroplastiques peuvent être classées en deux catégories 
fonctionnelles: (1) la biogenèse des protéines chloroplastiques et (2) le remodelage / 
maintien du protéome chloroplastique. Les protéases restantes (3), non impliquées dans ces 
deux fonctions, n’ont pas de fonction identifiée pour le moment. Les protéines 
photosynthétiques codées par le noyau sont synthétisées sous forme de préprotéines dans 
le cytosol et sont ensuite "transloquées" dans le stroma à travers les complexes dits 
translocons au sein des membranes d'enveloppe externe et interne des chloroplastes (TOC / 
TIC) (Jarvis et Lopez-Juez, 2013). La peptidase stromale de clivage des pré-séquences 
(SPP) clive les signaux N-terminaux d'importation dans le chloroplaste, à savoir les peptides 
de transit de ces préprotéines importées (Teixeira et Glaser, 2013). Les peptidases de 
fragmentation des préséquences (PreP1 et PreP2) et l'oligopeptidase organellaire (OOP) 
dégradent ensuite les fragments peptidiques clivés (Kmiec et al., 2014). Les protéines 
thylacoïdiennes sont transférées vers leurs destinations finales via la voie SEC (sécrétoire), 
SRP (particule de reconnaissance de signal), TAT (translocation à double-arginine) ou par 
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des voies spontanées (Jarvis et Lopez-Juez, 2013). Leur signal de transfert thylacoïdien 
(TTS) est clivé par la peptidase1 pour signal plastidique de type I (Plsp1; anciennement 
connue sous le nom de peptidase thylacoïdienne de traitement [TPP]) (Teixeira et Glaser, 
2013). Les protéines nouvellement synthétisées codées par les chloroplastes sont soumises 
à une excision de la méthionine N-terminale (NME) par les MAP (aminopeptidases à 
méthionine) et les PDF (déformylases de peptide) (Giglione et Meinnel, 2001). La sous-unité 
D1 du centre de réaction du photosystème II (PSII) subit un traitement C-terminal par la 
peptidase de traitement C-terminal (CtpA) (Teixeira et Glaser, 2013). Des voies de 
protéolyse supplémentaires semblent fonctionner dans les chloroplastes. Les protéases 
rhomboïdes sont considérées comme participant à la protéolyse intramembranaire régulée 
(RIP) dans l'enveloppe intérieure du chloroplaste (Adam, 2013, 2015). Le RIP est une voie 
conservée par laquelle les protéines régulatrices intégrées à la membrane sont libérées 
protéolytiquement de la membrane pour induire la transduction d'un signal (Chen et Zhang, 
2010). Trois protéines de la famille des proteases site-2 (S2P) chloroplastiques, une 
thylacoïdienne, EGY1/2 (déficient en gravitropisme dépendant de l'éthylène et jaune-vert 
1/2), et une de l'enveloppe, AraSP (Arabidopsis S2P), semblent également être impliquées 
dans la RIP (voir Tableau II.1). 

Trois protéases de type procaryote, FtsH, Deg et Clp (la cible principale du travail que 
j'ai effectué dans ce domaine de recherche), jouent un rôle clé dans le recyclage et le 
maintien des protéines chloroplastiques. L'exemple le plus connu est le contrôle de la qualité 
de la sous-unité D1 photo-endommagée dans le cycle de réparation du PSII (Nath et al., 
2013). Ce processus implique les actions concertées des protéases thylacoïdiennes FtsH et 
Deg. Des expériences génétiques et biochimiques récentes ont révélé la contribution de 
modifications post-traductionnelles dans ce processus de réparation (Kato et Sakamoto, 
2014). Enfin, la protéase CND41 dégradant la rubisco est un exemple de contrôle 
protéolytique de l'enzyme métabolique âge-dépendant pendant la transition du chloroplaste 
au gérontoplaste (van Wijk, 2015) (voir Tableau II.1). 

 

1.2. Organisation fonctionnelle générale du complexe Clp 

Clp est le complexe multihétéromérique de dégradation des protéines stromale de type 
sérine dépendant de l'ATP. Le système Clp a des unités fonctionnelles distinctes: un 
complexe hexamérique de chaperones AAA + (ATPase associé à diverses activités 
cellulaires) pour la reconnaissance, le dépliage et la translocation du substrat, et un noyau 
protéolytique tétradécamérique avec des triades sérine-histidine-aspartate pour la 
dégradation. Les chaperones Clp et les architectures du noyau les plus primitifs se trouvent 
dans les protéobactéries (par exemple, Escherichia coli). Le système chloroplastique Clp a 
acquis deux protéines accessoires pour l'assemblage, la stabilisation et l'activation du cœur 
protéolytique, et un adaptateur binaire pour la régulation de la reconnaissance et de la 
présentation du substrat. 
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Figure II.2 : Organisation du complexe Clp dans les plastes. Clp est formé de la juxtaposition d’un 
anneau de chaperones sur un double anneau protéolytique (CP). Le CP est la forme la plus stable du 
complexe et peut-être purifié biochimiquement sur gel natif BN-PAGE, avec une masse moléculaire 
proche de 350 kDa (photo de gauche). Un premier anneau hexamérique de chaperones permet avec 
l’adaptateur ClpS1 de présenter et insérer les substrats dans la chambre catalytique (core 
protéolytique) formée de deux anneaux heptamériques reliés par des protéines accessoires ClpT1-T2. 
Un modèle d’interaction possible entre ClpT et le core est proposé où ClpT stabilise directement les 2 
anneaux heptamériques (modèle B à droite) ou de façon allostérique (modèle A à gauche) après 
changement de conformation d’une des sous-unités (d’après Peltier et al., 2004a ; Nishimura et 
vanWijk, 2015 et Olinares et al., 2011). 

 

Les chaperones ClpC1, C2 et D existent principalement en tant qu'homohexamères 
individuels (Nishimura et van Wijk, 2015). Chaque composant possède un domaine N-
terminal (domaine N) liant l'adaptateur, des modules doubles d'hydrolyse ATP qui déplient et 
transloquent le substrat dans la chambre protéolytique, des motifs IGF et R pour l'association 
chaperone-noyau, et un motif uvrB / C de fonction indéterminée. Le motif uvrB / C manque 
dans ClpD et les prototypes bactériens (Nishimura et van Wijk, 2015) (Figure II.2). Toutes les 
composantes du complexe Clp (core CP et chaperones) sont codées par le noyau et 
adressées au plaste grâce à une pré-séquence appelée peptide de transit. Seule la sous-
unité ClpP1 est codée par le génome chloroplastique et il est intéressant de noter que même 
dans les plastes résiduels des plantes parasites où de nombreuses protéines codées par le 
génome chloroplastique ont disparu, ClpP1 est maintenue montrant à la fois le rôle non 
substituable de cette sous-unité dans le fonctionnement et/ou l’assemblage du complexe et 
le rôle plus globalement indispensable du complexe Clp dans les plastes. 

Une structure haute résolution a été obtenue par RMN et cristallographie aux rayons 
X pour les composants Clp de bactéries non photosynthétiques, y compris pour le noyau 
Clp, les chaperones et les domaines d’interaction entre ClpS et les chaperones (Kress et al., 
2009). Jusqu'à présent, aucune structure à haute résolution n'a été déterminée pour les 
composants Clp dans les organismes photosynthétiques; toutefois il est très probable que de 
nombreux aspects structurels soient conservés. Basé sur les données structurelles d'E. coli, 
nous avons généré un modèle d'homologie pour le core Clp d’Arabidopsis et le complexe 
des chaperones (Peltier et al., 2004a). L'information structurelle pour les complexes Clp de 



15 
 

base chez les bactéries a montré que le pore d'entrée flexible mesure ~ 10-17 Å et est trop 
étroit pour l’entrée des protéines natives dans la chambre protéolytique (Wang et al., 1997). 
Les résidus catalytiques de la protéase font face à la cavité centrale; cette séquestration de 
l'activité protéolytique évite la dégradation non spécifique de protéines. Chez les bactéries, il 
a été fermement établi que les substrats sont dégradés en fragments peptidiques plus petits 
de 5 à 10 acides aminés de longueur à l'intérieur de la cavité centrale (Striebel et al, 2009) et 
sont ensuite éjectés par des pores latéraux étroits et dynamiques. La modélisation par 
homologie de séquences avait déjà suggéré de tels pores dans le core Clp chloroplastique 
avant ces données chez les Clp bactériens (Peltier et al., 2004a). Chez les bactéries, il a été 
démontré que seul le noyau de protéase présente une activité de dégradation lente des 
petits peptides (moins de 6 acides aminés de long) mais il nécessite la composante 
chaperone pour la protéolyse de peptides ou de protéines plus longs. L'hydrolyse d’ATP est 
toujours nécessaire pour la dégradation des protéines mais pas des peptides (Woo et al., 
1989). La protéase Clp présente plusieurs similitudes organisationnelles avec le protéasome 
26S (Wickner et al., 1999) (Figure II.3). 

 

 

Figure II.3 : Comparaison de l’organisation des 2 protéases majeures du cytoplasme/noyau 
(protéasome) et des plastes (Clp). Les protéasomes sont présents chez les eucaryotes, les archées et 
chez certaines bactéries. La symétrie double du core protéolytique (CP) est très conservée avec sa 
structure en tonneau/barrique composée de 4 anneaux empilés. Le canal central permet aux substrats 
étroits de pénétrer les anneaux les plus externes formés de 7 sous-unités α. Les anneaux les plus 
internes forment une chambre là encore étroite abritant les sites protéolytiques actifs et sont composés 
de 7 sous-unités β. Les sous-unités α comportent une extension en N-term très conservée et absente 
chez les sous-unités β. Ces extensions N-ter forment une barrière contrôlant le passage des substrats au 
travers du canal formé par l’ensemble des sous-unités. Les archées et les bactéries ont généralement un 
seul type de sous-unités  α et β, chacune présente donc en 14 copies dans chaque CP. Il existe alors 14 
sites actifs dans la chambre centrale alors que chez les eucaryotes, les 14 sous-unités α et β sont toutes 
différentes, constituant des paralogues. L’extension Nter des sous-unités α eucaryotiques est 
responsable de la fermeture de l’anneau formé par les α qui est sous le contrôle d’activateurs pour son 
ouverture. Seulement 3 des 7 sous-unités β eucaryotiques comportent un site actif opérationnel 
entrainant seulement la présence de 6 sites actifs par complexe. Le proteasome est une protease à 
thréonine, ce résidu étant situé à l’extrémité Nterm de la sous-unité β et fait partie de la triade 
conservée Thr-Lys-Asp impliquée dans tous les processus catalytiques. Ces sous-unités β sont activées 
après un processus autocatalytique de leur propeptide en Nter. Chez les eucaryotes, l’assemblage du 
complexe CP est dépendant de l’anneau α dont la formation est assistée par 4 chaperones Pba/PAC 1-4 
et de UMP1/POMP une chaperone responsable de l’incorporation des sous-unités β et de l’assemblage 
du demi-mer. Chez les eucaryotes, les sous-unités α semblent s’auto-assembler et certaines sont même 
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capables de former des homoheptamères cependant rapidement dé-assemblés en présence d’autres 
sous-unités α. La présence des chaperones d’assemblage PAC1-2 puis PAC3-4 semblent jouer un rôle 
dans l’assemblage du CP mais la chronologie séquentielle exacte d’incorporation des différentes sous-
unités α n’est pas connue. Chez la levure comme chez l’homme, seule la sous-unité α3 est non  
essentielle et peut-être remplacée par α4 donnant alors un protéasome « α4-α4 ». Concernant les sous-
unités β, elle sont ajoutées séquentiellement à un anneau α préformé et β2 est incorporée en premier, 
suivie de β3, β4, β5, β6, β1 puis en dernier β7 (Hirano et al., 2008). Le N-Ter et C-ter de différentes 
sous-unités β jouent le rôle de chaperones intramoléculaires. En particulier, le C-ter de β2, 
anormalement long dicte la direction et la spécificité de l’assemblage des autres sous-unités β. Le 
propeptide N-ter de β5 aide avec la chaperone Ump1 au clivage des propeptides et à l’assemblage des 
2 moitiés de CP avec le C-ter de β7. (Li et al., 2016). Chez les mammifères, différents CP ont été 
décrits où le protéasome 20S constitutif a été remplacé par des formes alternatives dans des tissus 
particuliers avec des paralogues de certaines sous-unités induites. L’immuno-protéasome est le variant 
le plus étudié. Trois sous-unités β sont substituées dans ce CP. β1i, β2i et β5i remplacent leurs 
équivalents. Ces sous-unités β alternatives sont environ 60% identiques aux sous-unités β équivalentes 
classiques. L’immuno-protéasome altère la population de peptides générés pour la présentation des 
antigènes par le CMH de classe I. De plus, les voies d’assemblage des protéasomes alternatifs 
diffèrent aussi des CP constitutifs. Β1i et β2i sont par exemple incorporées avant toutes les autres 
sous-unités β (Bai et al., 2014). Certains immunoprotéasomes peuvent présenter un mélange de sous-
unités β classiques et alternatives. Par ailleurs certains protéasomes peuvent présenter des substitutions 
de sous-unités α (ex α4 vs α3) dans le cas de stress oxydatifs (Padmanabanh et al., 2016). D’autres 
exemples comme le spermatoprotéasome contient une sous-unités α alternative (α4s) synthétisée 
exclusivement dans les cellules germinales mâles après leur différenciation en spermatocytes (Uechi et 
al., 2014). Le protéasome testiculaire contient une sous-unités α6T essentielle pour la fertilité chez les 
drosophiles (Zhong et al., 2007). Chez Clp, le CP est composé de 2 anneaux heptamériques contre 4 
chez le protéasome. L’un de ces anneaux est composé de sous-unités entièrement actives (ClpP) et 
l’autre de sous unités majoritairement inactives (ClpR) (voir partie ci-dessous). En effet, dans l’anneau 
R, 3 des 7 sous-unités sont actives (ClpP1) rappelant, de fait, les anneaux de sous-unités  dans le 
protéasome eucaryote qui correspondent par contre aux anneaux protéolytiquement actifs. 

 

1.3. Assemblage et stoechiométrie au sein du complexe Clp 

La composition et l'organisation du core protéolytique (CP) de la protéase Clp natif des 
plastes végétaux ont été étudiées assez en détail pour les chloroplastes d’Arabidopsis 
thaliana. Les mitochondries des eucaryotes possèdent elles aussi un complexe Clp dont la 
structure est proche du Clp bactérien. Une seule sous-unité (Clp P2) forme les 2 anneaux 
heptamériques du core protéolytique et ClpX est la chaperone associée permettant le 
débobinage actif et l’avancée des substrats dans la chambre du CP. La taille du complexe 
CP dans les mitochondries de la pomme de terre est légèrement inférieure à celle du 
complexe présent dans les plastes (Peltier et al., 2004a). Le noyau Clp a également été 
étudié en détail dans les algues vertes Chlamydomonas. Ces neuf protéines ClpPR 
différentes forment également des complexes ClpPR dans les plastes non photosynthétiques 
des racines et dans les leucoplastes dans les pétales de Brassica rapa et Brassica oleracea 
respectivement (Peltier et al., 2004a). Ainsi, il semble que Clp soit présent dans tous les 
types de plastes végétaux comme enzyme macromoléculaire avec des niveaux 
d'accumulation totaux influencés par le développement et l’organe. Grâce à l’utilisation du 
marquage d'affinité in vivo et de la purification du complexe ClpPRT complet, utilisant 
l’étiquetage ClpR4 et ClpP3-StrepII suivi d'une quantification absolue (QConCat) par 
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spectrométrie de masse, il a été déterminé que la stœchiométrie pour l'anneau P est ClpP3: 
P4: P5: P6 = 1: 2: 3: 1, alors que le rapport pour l'anneau R est ClpP1: R1: R2: R3: R4 = 3: 
1: 1: 1: 1 (Olinares et al., 2011) (Figure II.4). 

 

 

Figure II.4 : Détermination de la stoechiométrie des sous-unités (ssu) du core catalytique du 
complexe Clp. Deux ssu (ClpR4 et P3 ont été "taguées" (Strep-tag) et après purification 2 complexes 
sont visibles sur gels natifs, un correspondant au complexe catalytique entier, l’autre à l’anneau 
contenant la ssu. Le core peut être entièrement déstabilisé par incubation dans NaCl 1 M sans glycérol. 
La stœchiométrie des 2 anneaux a été déterminée par analyse MS/MS en utilisant des peptides 
concaténés marqués (13C-K, 13C-R) QConCat (29 peptides + contrôle) (d’après Olinares et al., 2011). 

 

Ainsi l'anneau P contient sept sites catalytiques, et le cycle R ne contient que trois 
sites catalytiques. L'anneau R dans les plastes a un rapport ClpP: ClpR de 3: 4, ce qui n'est 
pas sans rappeler des rapports de sous-unités actifs / inactifs du noyau cyanobactérien 
ClpP3 / R et le protéasome eucaryote 20S (Olinares et al., 2011). Un pareil rapport 3: 4 actif: 
inactif peut refléter une limitation structurelle / fonctionnelle de la stœchiométrie de ces 
mécanismes protéolytiques. On ne sait pas ce qui arriverait à l’activité centrale de ClpPR 
dans les plastes si le nombre de sites actifs dans le cycle P était réduit. La comparaison de 
séquences primaires montre que les sous-unités ClpP partagent des identités de séquence 
entre 24 et 48%, alors que les protéines ClpR ont 28 à 38% d’identités entre elles (Kim et al., 
2009), suggérant des divergences fonctionnelles même au sein des sous-familles ClpP et 
ClpR. Cependant, quelles sous-unités ClpP et ClpR interagissent entre elles dans chaque 
anneau est inconnu et une homogénéisation extensive n'a pas suggéré une orientation 
préférentielle au sein des anneaux ClpPR (Peltier et al., 2004a). Il a été proposé que les 
protéines ClpT soient essentielles pour faciliter l’association entre le cycle P et le cycle R 
(Sjögren & Clarke, 2011), en partie parce qu'il n'y a pas de doubles mutants pour ClpT1 et 
ClpT2. En revanche, Kim et al. 2015) ont obtenu des mutants doubles viables chez 
Arabidopsis. La raison pour laquelle aucun double mutant n'a été récupéré est probable que 
ClpT1 et ClpT2 sont situés étroitement ensemble sur le même chromosome entraînant des 
taux de ségrégation non mendéliens dans la descendance de ces croisements. Il a été 
suggéré que ClpT1 s’attache au cycle P pour former un complexe stable, qui se lie ensuite à 
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ClpT2. Par la suite ce complexe ClpP-T1, T2 s'associe alors avec l'anneau R pour former le 
noyau de protéase tétradécamérique. L’ajout de protéines recombinantes ClpT1,2 au stroma 
de type sauvage a augmenté la quantité de ClpPR sur les gels natifs, ce qui suggère que la 
disponibilité des ClpT est le facteur limitant pour la formation du complexe ClpPR. Il a 
également été émis l'hypothèse que l'assemblage dirigé par ClpT1,2 permet la régulation de 
l’action protéolytique de ClpPR en réponse au besoin de protéolyse intraplastidienne. Dans 
ce modèle, la plupart des anneaux ClpP et ClpR résideraient en tant qu'anneaux individuels 
dans le stroma, et  ils s'assembleraient à l'aide de ClpT1,2 en cas de besoin accru (Clarke, 
2012). Cependant, ce modèle est hautement spéculatif. Il a été récemment rapporté que 
ClpT1 recombinant peut interagir avec ClpC2 recombinant in vitro (Colombo et al., 2014) 
mais cette interaction n’a pas été confirmée (van Wijk, communication personnelle). Les 
sous-unités ClpP catalytiquement actives (ClpP3 à ClpP6) et les ClpR (ClpR1 à ClpR4) ont 
une extension C-term étendue (jusqu'à 52 aa de longueur) qui ne sont pas protéolytiquement 
enlevées lors de l’assemblage du core. Ces extensions sont prédites comme se repliant au 
sommet des anneaux, et affectant ainsi potentiellement l'interaction avec les chaperones 
(Peltier et al., 2004a). Plusieurs sous-unités ClpPRT ont des masses observées plus petites 
que celles prédites après l'élimination des cTP, ce qui pourrait résulter d'un traitement N-
terminal supplémentaire des sous-unités Clp, suite au clivage des cTP, et pourrait faire partie 
d'un mécanisme pour l’assemblage de noyau ClpPR. Chez E. coli, l'extrémité N-terminale de 
ClpP est autocatalytiquement clivée mais il n'est pas clair comment cela se rapporte à l’auto-
processus d'assemblage. Une courte séquence d'insertion (9–10 aa) (nommée insertion L1) 
est trouvée dans ClpR1, ClpR3 et ClpR4, mais pas dans les sous-unités ClpR2 et ClpP, et il 
a été proposé qu'elle influence l'entrée du substrat dans la cavité catalytique sur la base de 
l’homologie de séquence avec ClpP d’E. coli (Peltier et al., 2004a).  

La reconnaissance et la délivrance du substrat peuvent être modulées par ClpS1, 
protéine conservée évolutivement qui interagit spécifiquement dans les plastes avec ClpF 
(Nishimura et al., 2013, 2015). Ensemble, ClpS1 et ClpF constituent le système d'adaptateur 
binaire (Nishimura et al., 2015). ClpS est nécessaire et suffisant pour la reconnaissance et la 
délivrance du substrat dans les bactéries. L'existence d'un adaptateur binaire spécifique aux 
plastes peut indiquer un mécanisme de régulation complexe qui affine le paysage du 
protéome plastidique (Nishimura et al., 2015). ClpS se compose de deux domaines 
fonctionnels: une extrémité N non structurée pour le transfert du substrat vers le pore de la 
chaperone et un domaine C-terminal pour la liaison du substrat avec la chaperone (Dougan 
et al., 2002; Zeth et al., 2002; Erbse et al., 2006; Rivera-Rivera et al., 2014). Par ailleurs, 
l’autre protéine adaptatrice ClpF participe à la reconnaissance et à la délivrance du substrat 
à la chaperone de manière interdépendante de ClpS1 (Nishimura et al., 2015). Elle possède 
une région N-terminale caractéristique impliquée dans la liaison ClpS1-substrat-ClpC, un 
motif uvrB / C également requis pour l'association avec ClpC et un domaine de type YccV 
non caractérisé fonctionnellement. Cette protéine est spécifique des plastes mais son motif 
uvrB / C et son domaine de type YccV se retrouvent dans des protéines de maintenance / 
réplication du génome bactérien ancien (c'est-à-dire UvrB / C et YccV) qui ne sont plus 
présentes chez les eucaryotes. Ainsi, la structure protéique en mosaïque de ClpF semble 
avoir été générée par la restructuration du génome pendant l'endosymbiose (c’est peut être 
un exemple de recyclage du génome contribuant à la génèse de nouveaux composants 
cellulaires et de systèmes biologiques).  

Le noyau tétradécamérique est composé de deux cycles heptamériques à savoir le 
cycle P, comprenant les sous-unités ClpP3-P6, et le cycle R, composé des protéines ClpP1 
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et ClpR1-R4 (les ClpR n'ont pas les triades catalytiques) avec 2 protéines accessoires ClpT1 
/ 2 spécifiques des plantes (Peltier et al., 2004a). Les préférences de liaison entre sous-
unités peuvent expliquer le seul arrangement / position de sous-unités dans le complexe 
central Clp (Dong et al., 2013). ClpT1 monomère se lie au cycle P, formant un complexe de 
cycle P / T1 stable, qui interagit avec le monomère ClpT2 pour former un cycle P / T1 / T2 
(Sjögren et Clarke, 2011; Clarke, 2012). Ce mécanisme permet l'amarrage des anneaux en 
R et la stabilisation du complexe de base assemblé pour la protéolyse (Peltier et al., 2004a; 
Sjögren et Clarke, 2011; Clarke, 2012; Kim et al., 2015). ClpT1 / 2 ressemble au domaine N 
des chaperones ClpC / D à la fois en séquence et en structure (Peltier et al., 2004a; Kim et 
al., 2015). ClpT semble être principalement présent sous forme de monomère (Colombo et 
al., 2014). Les chaperones Clp peuvent s'accrocher avec l'anneau R mais pas l'anneau P 
(Sjögren et Clarke, 2011; Nishimura et van Wijk, 2015). On ne sait pas comment l’amarrage 
du noyau des chaperones Clp est régulé. Fait intéressant, ClpT interagit avec les 
chaperones ainsi qu'avec le noyau Clp P/R (Colombo et al., 2014). Plusieurs protéines cibles 
de Clp dépendantes in vivo du contexte ont été identifiées. Elles comprennent une ATPase 
de type P transportant le cuivre (PAA2 / HMA8), une enzyme de la voie des isoprénoïdes 
(désoxyxylulose 5-phosphate synthase) et des enzymes de la voie métabolique du 
tétrapyrrole (chlorophyllide a oxygénase et glutamyl-ARN réductase) (Nakagawara et al., 
2007; Nishimura et al., 2013; Tapken et al., 2015; Apitz et al., 2016; Pulido et al., 2016) . La 
protéase Clp est localisée aussi dans l'enveloppe par interaction avec une protéine 
d'interaction avec l'enveloppe intérieure Tic110 et participe probablement au contrôle de la 
qualité de la translocation des protéines à travers l'enveloppe intérieure (Sjögren et al., 2014; 
Flores-Pérez et al., 2016 ; Huang et al., 2016). Les conséquences physiologiques de 
l’absence de Clp sont résumées dans Nishimura et van Wijk (2015). La suppression 
conditionnelle de la protéase Clp chloroplastique algale remodèle le paysage du 
transcriptome nucléaire, éventuellement par la transmission du signal chloroplaste-à-noyau, 
induisant le déploiement d'une réponse autophagique et protéique par le chloroplaste 
(Ramundo et al., 2014). L'existence d'un mécanisme similaire dans les chloroplastes des 
phanérogames attend confirmation. 

 

1.4. Conséquences visibles de la perte des fonctions Clp pour le développement, la 
croissance et la reproduction  

Chez les eubactéries, Clp est dispensable dans des conditions de croissance normales, 
tandis que le complexe cyanobactérien ClpP3 / R, mais pas le complexe ClpP1/P2 est 
essentiel à la viabilité cellulaire (Clarke et al., 1998). Des études de génétique inverse pour 
la plupart des sous-unités ClpPR d’Arabidopsis codées par le noyau, et pour les trois 
chaperones Clp et ClpS1 (pour revue Nishimura et al., 2015) et ClpP1 codées par le plaste 
dans le tabac (Kuroda et al ., 2003), ont démontré l'implication du système Clp dans 
l'embryogenèse, la croissance des plantes ou des cellules, la biogenèse du plaste et 
protéostasie plastidienne. Les doubles et triples mutants Clp chez Arabidopsis ont clarifié les 
redondances de protéines ainsi que les fonctions clé de Clp. Dans le cas des sous-unités 
ClpPR, les phénotypes les plus forts sont observés pour les protéines Clp à 2 ou 3 copies 
par complexe (ClpP1, ClpP4 et ClpP5). La perte de ClpP4 ou ClpP5 entraîne l'arrêt du 
développement embryonnaire au stade globulaire; par conséquent, les graines sont très 
petites, ratatinées, et ne peuvent pas germer, même si des sucres sont ajoutés au milieu. 
Dans les espèces où une inactivation ciblée des gènes des plastes est possible (tabac et C. 
reinhardtii), les mutants nuls ClpP1 n'ont pas pu être récupérés, indiquant ClpP1 elle aussi 
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est essentielle pour la viabilité (Shikanai et al., 2001). Les allèles nuls pour ClpR2, ClpR4 et 
ClpP3 (chacun est en monocopie par complexe) ont chacun une embryogenèse retardée, 
des embryons blancs et des graines plus petites que les plantes de type sauvage (Rudella et 
al., 2006 ; Kim et al., 2013). Des graines de ces allèles nuls peuvent germer dans des 
conditions autotrophes, mais le développement des semis reste arrêté au stade cotylédon. 
Ce n'est que lorsque des sucres sont ajoutés au milieu que ces mutants développent de 
vraies feuilles. En cas de mutants nuls ClpR2 et ClpR4, ces plantes cultivées de façon 
hétérotrophe ne forment pas de graines viables. Par contre, dans le cas les mutants ClpP3 
nul, les plantes finissent par verdir, fleurissent et finalement (après environ 6 mois) 
produisent des semences viables. Aucun mutant nul pour ClpP6 n’est disponible mais un 
phénotype similaire à celui de ClpP3 est attendu. Les lignées "antisens" ClpP6 présentent un 
phénotype vert pâle atténué pendant la maturation des feuilles (Sjögren et al., 2006). Les 
mutants ClpR1 perte de fonction sont très différents des autres mutants ClpPR et ont des 
phénotypes relativement faibles, présentant un aspect virescent mais une fertilité normale 
(Kim et al., 2009). Ce phénotype modéré est dû à une substitution fonctionnelle partielle par 
ClpR3. Aucun mutants perte de fonction pour ClpR3 est disponible et les allèles de perte de 
fonction pourraient avoir des phénotypes comme l'un des mutants ClpR1,2,4. Enfin, les 
doubles mutants pour les gènes ClpPR (clpr1xclpr2-1; clpp3-1xclpr2-1) présentent une forte 
synergie des phénotypes, y compris ceux impliquant ClpR1, malgré ses caractéristiques 
relativement faibles mais toujours facilement visibles (Kim et al., 2009). Ces observations 
montrent que la plupart, sinon la totalité des sous-unités de noyau Clp du plastide ont des 
contributions structurelles et/ou fonctionnelles distinctes. Des mutants uniques pour chacun 
des ClpT1 et -T2 sont d'apparence normale, mais le double mutant montre un phénotype 
visible (Kim et al., 2015). L'allèle nul ClpC1 montre un phénotype vert pâle à tous les stades 
de développement (Sjögren et al., 2004), alors que les allèles nuls ClpC2 et ClpD n'ont pas 
de phénotype visible (Park & Rodermel, 2004). Ce phénotype vert pâle persiste même chez 
les feuilles plus âgées, contrastant nettement avec les phénotypes foliaires dont le 
développement est affecté chez les mutants ClpPR viables; les raisons de cette différence 
d'impact sur le développement ne sont pas claires. La perte complète des deux protéines 
ClpC entraîne la létalité embryonnaire, mais la surexpression de ClpC2 complémente le 
phénotype de délétion ClpC1 (Kovacheva et al., 2007). De plus, étant donné l’identité élevée 
de leur séquence, ces observations indiquent que les protéines ClpC partagent des fonctions 
essentielles. Les phénotypes visibles distincts entre les deux ClpC1,2 chez les mutants perte 
de fonction peuvent être largement attribués à leurs niveaux d'accumulation. De manière 
cohérente, les niveaux de ClpC2 sont augmentés dans le mutant ClpC1 perte de fonction 
(Sjögren et al., 2014). L'expression du gène ClpD est sous le contrôle d'un activateur de 
transcription homéodomaine à doigt de zinc qui est induit par la sécheresse, une salinité 
élevée et l'acide abscissique. Lors de la déshydratation en particulier, cet activateur de 
transcription se lie à la région du promoteur ClpD qui contient un élément cis inductible (Tran 
et al, 2007). La protéine ClpD s'accumule non seulement lors de la sénescence des feuilles 
mais aussi dans les feuilles plus jeunes. L'implication et la fonction ClpD dans l'homéostasie 
du protéome plastidique nécessitent des investigations plus approfondies. Le mutant perte 
de fonction pour ClpS1 (clps1) n'a pas de phénotype de croissance visible évident, et ne 
montre pas de phénotypes d'interaction génétique avec ClpR2, ClpC1,2 ni ClpD, mais sa 
teneur en chlorophylle est légèrement diminuée (Nishimura et al., 2013). Cependant, ce 
mutant clps1 est plus sensible que le type sauvage au chloramphénicol, inhibiteur de la 
traduction/élongation dans les chloroplastes, mais pas au cycloheximide inhibiteur de la 
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traduction cytosolique, suggérant un lien fonctionnel possible entre traduction plastidique 
(allongement) et protéolyse dirigée par ClpS1. 

 

1.5. Sélection des substrats Clp, règle de l'extrémité N et dégron 

La reconnaissance et la délivrance sélectives du substrat à la protéase sont cruciales pour 
assurer des niveaux optimaux de protéines fonctionnelles, éliminer les dysfonctionnements 
protéines, tout en en évitant la protéolyse indésirable. Une protéine marquée pour être 
dégradée doit contenir un signal de dégradation, appelé un dégron. Les dégrons peuvent 
être générés par des modifications post-traductionnelles du substrat, y compris i) l'addition 
enzymatique d'un acide aminé par une transférase, ii) l'élimination protéolytique d'un ou 
plusieurs acides aminés de l'extrémité N ou C exposant ainsi un dégron, iii) une (des) 
modification(s) chimique(s) spécifique(s) de résidus d'acides aminés spécifiques (par 
exemple, acétylation, phosphorylation ou oxydation). Alternativement, les changements 
conformationnels de la protéine peuvent entraîner l'exposition d'un dégron qui était 
autrement intrinsèquement enfoui dans la structure. De tels changements conformationnels 
peuvent inclure un changement d'association / dissociation de protéines, peptides, 
métabolites ou cofacteurs en interaction (Dougan et al., 2012) (Figure II.5). Chacun de ces 
mécanismes est pertinent pour la reconnaissance et la délivrance du substrat Clp chez les 
bactéries non photosynthétiques et peut-être aussi chez les photosynthétiques eucaryotes. 
Les dégrons Clp sont le mieux étudiés chez E. coli, en particulier les substrats contenant le 
signal de dégradation N-terminal, appelé N-dégron. La dégradation des substrats N-dégron 
suit la règle « fin-en-N » qui se rapporte à la régulation de la demi-vie in vivo d'une protéine 
basée sur l'identité de son résidu N-terminal. Cette voie a été découverte à l'origine chez les 
eucaryotes dans le système protéasome médié par l'ubiquitine et est hautement conservée 
dans de nombreux organismes (Varshavsky et al., 2011, 2019). En raison de l’absence du 
système ubiquitine-protéasome standard, les bactéries utilisent comme règle la voie « fin-en-
N » qui, à la place du système ubiquitine-protéasome standard, nécessite  la machinerie Clp 
pour la dégradation. Les résidus bactériens modifiés sur leur N-terminal sont classés en 
deux groupes, à savoir résidus de déstabilisation primaires et secondaires. Les résidus 
modifiés secondaires sont des acides aminés basiques acides (Arg et Lys), Met et acides 
aminés acides (Asp et Glu), chacun d’eux sert de signal pour la modification post-
traductionnelle d'un résidu primaire déstabilisable (Leu ou Phe) sur l'extrémité N-terminale de 
la protéine cible par la transférase à leucyl / phénylalanyl-ARNt (LFTR) pour les acides 
aminés basiques et la méthionine ou par la transférase à leucyl-ARNt (BPT) pour les résidus 
acides. Alternativement, les résidus primaires déstabilisables peuvent être générés par 
clivage interne par des protéases, comme cela a été suggéré par l’analyse MS des substrats 
de ClpS piégés (Humbard et al., 2013). Les résidus primaires déstabilisables (Leu, Phe, Tyr 
et Trp) sont directement reconnus par la protéine adaptatrice bactérienne, ClpS, qui délivre 
ensuite des substrats N-dégron à la chaperone ClpA pour la protéolyse. Notamment, ClpS 
pourrait médier une translocation directionnelle des substrats N-dégron du N- au C-terminus 
pour faciliter l'accès du substrat au pore de la chaperone, où un motif hydrophobe dans une 
région N-terminale non structurée plutôt que le N-terminus lui-même du substrat sert de site 
de reconnaissance aux chaperones. Un modèle de délivrance par étapes de substrats 
suivant la règle « fin-en-N » a été proposé (Roman-Hernandez et al., 2011). Une récente 
étude biochimique suggère que ClpA tire sur l'extension N-terminale non structurée de ClpS 
pour déclencher la délivrance du substrat (Rivera-Rivera et al., 2014). ClpS1 est présent à la 
fois en tant que monomère et en tant que  multimère de poids moléculaire de ~ 600 kDa, 



22 
 

similaire aux chaperones ClpC hexamériques. De manière cohérente, les interactions 
physiques entre ClpS1 et ClpC1 / 2 ont été observées, suggérant que le système de 
délivrance du substrat bactérien ClpS-ClpA est conservé dans les chloroplastes (Nishimura 
et al., 2013). L’accumulation de ClpS1 dans les feuilles est contrôlée de façon spatio-
temporelle, les niveaux les plus élevés sont enregistrés pendant l'expansion des feuilles, 
puis déclinent rapidement lors de la sénescence. Cela suggère que les fonctions de 
protéolyse dirigées par ClpS1 sont importantes en particulier au début du développement 
des chloroplastes. Basé sur la comparaison des séquences primaires, les résidus de liaison 
au N-dégron et la spécificité des substrats du ClpS bactérien sont généralement conservés 
mais pas identiques dans ClpS1, et donc le mécanisme de reconnaissance canonique du 
substrat pour le N-dégron ne semble pas être parfaitement conservé dans les chloroplastes. 
En outre les homologues végétaux des aminotransférases LFTR et BPT d’E. coli n'ont 
(jusqu'à présent) pas été retrouvés dans les chloroplastes (Appel et al., 2010). Enfin, grâce à 
la transformation systématique des chloroplastes de tabac, l’effet (dé) stabilisant de chacun 
des 20 acides aminés en avant-dernière position (immédiatement en aval de la formyl-
méthionine) a été analysé (Appel et al., 2010). Sur la base de ces expériences, il a été 
proposé que le déterminant majeur de la stabilité protéique des protéines codées par les 
chloroplastes réside dans la région N-terminale. Il a été suggéré que les résidus Cys et His 
sont des signaux de déstabilisation N-terminaux dans les chloroplastes (Appel et al., 2010). 

  

 

Figure II.5 : Voies potentielles de dégradation de substrats impliquant une dégradation par Clp dans 
les plastes. Les substrats ayant un dégron interne comme la chlorophyllide a oxygénase (CAO) ou 
l’ATPase PAA2 exposent leur dégron enfoui grâce à des stimulus cellulaires (chlorophylle b et Cu++ 
respectivement) (d’après Nashimura et van Wijk 2015). 

 

Cependant, le rôle du système Clp dans ce contexte n'a pas été testé et il n'est pas clair si la 
même règle de stabilité s'applique aux protéines codées par le noyau et le plaste. Les 
résultats préliminaires utilisant ce que l'on appelle la dégradomique suggèrent que des 
règles différentes s’appliquent. Le premier substrat décrit pour le système bactérien Clp est 
sa propre sous-unité chaperone, ClpA. ClpA est dégradé par ClpAP en l'absence de 
substrats ou en présence d'un excès de ClpA par rapport à ClpP. Cette autodégradation a 
été proposée comme un mécanisme de régulation du niveau in vivo de ClpA. Elle est 
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régulée négativement par ClpS (Dougan et al., 2002). Comment ClpS inhibe 
l'autodégradation de ClpA reste incompris, mais il est montré que les 9 derniers résidus 
situés dans l'extrémité C flexible du second domaine AAA de ClpA sert de signal (Dougan et 
al., 2002). Il est peu probable que la ClpC cyanobactérienne soit régulée par 
l'autodégradation, car un excès de chaperone n'est pas dégradé dans des expériences de 
ClpC et ClpP3R purifiés (Andersson et al., 2009). L'existence de l'autodégradation de ClpC 
dans les chloroplastes n'est pas connue. Cependant, étant donné que les protéines ClpC 
sont stables dans le mutant dépourvu de ClpS1, il est peu probable que l'autodégradation de 
ClpC soit soumise à une régulation négative par ClpS1. Les protéines ClpC sont régulées à 
la baisse chez les mutants Clp dépourvus de ClpP3 ou ClpR4 mais sont régulés à la hausse 
chez les mutants centraux avec un phénotype beaucoup plus faible (ClpR1 ou le mutant 
ClpR2 qui fuit) (Zybailov et al., 2009). Il semble donc qu'il y ait un mécanisme régulant les 
niveaux de ClpC en réponse à la quantité de ClpPR. Lorsque les ribosomes ne parviennent 
pas à terminer la synthèse des protéines correctement, ils stagnent sur l'ARNm avec une 
chaîne polypeptidique naissante incomplète qui pourrait être toxique en cas de libération. 
Chez les bactéries ces chaînes naissantes bloquées sont marquées à leurs extrémités C par 
un peptide résiduel nommé SsrA ou tmRNA (pour Small Stable RNA ou Transfert Messager 
RNA). Ces polypeptides marqués SsrA sont générés par trans-traduction (Keiler et al., 
1996). ClpA reconnaît les protéines marquées SsrA pour la dégradation, qui est inhibée de 
manière compétitive par la liaison de ClpS au domaine N de ClpA (Dougan et al., 2002). 
ClpXP est le principal accepteur des substrats marqués SsrA dans les bactéries, et des 
homologues sont présents dans les mitochondries des plantes, mais pas dans les 
chloroplastes. Les séquences SsrA sont présentes dans le génome des plastes de quelques 
algues rouges et vertes (Gueneau et al., 2004) mais ne se trouvent ni dans le génome des 
plastes ni dans les mitochondries des plantes supérieures. Ainsi, certaines espèces d'algues, 
mais pas les plantes terrestres, pourraient avoir conservé un système de marquage SsrA 
dans leurs plastes. On ne sait pas comment les plastes éliminent les chaînes naissantes 
bloquées et si Clp est impliqué. La ClpC cyanobactérienne peut maintenir des protéines 
dans un état déplié pour empêcher l'agrégation, et peut également se lier aux agrégats pour 
modifier le repliement, ces deux activités impliquant des réactions dépendantes de l'ATP. 
Cette capacité intrinsèque de désagrégation de ClpC contraste avec ClpA qui nécessite 
ClpS pour la reconnaissance et la désagrégation (Wickner et al., 1994). Le ClpS1 
cyanobactérien peut interagir avec ClpC mais n'a aucun effet signalé sur l’activité chaperone 
(Andersson et al., 2006). Les chaperones plastidiques, comme décrit ci-dessus, montrent 
également la capacité de désagréger / replier les protéines. L'effet de ClpS1 sur cette activité 
n'a pas été testé. De plus, la capacité de liaison des chaperones Clp à une protéine 
contenant un cTP suggère que le système Clp pourrait reconnaître les protéines non 
processées (ayant encore leur cTP). Il est proposé que la protéase Clp des plastes régule le 
niveau d'accumulation de chlorophyllide a oxygénase (CAO) puisque la perte de ClpC1 
provoque une suraccumulation de CAO (Nakagawara et al., 2007). CAO influence la taille de 
l'antenne des photosystèmes par le contrôle de la synthèse de la chlorophylle b (Tanaka et 
al., 2001). La stabilité de la CAO est régie par une rétroaction négative impliquant la 
chlorophylle b, et son domaine N-terminal (appelé domaine A) est nécessaire pour cette 
régulation (Yamasato et al., 2005). L'analyse de la suppression progressive du domaine A a 
permis d’identifier une séquence de 10 résidus (97- QDLLTIMILH-106) comme déterminant 
in vivo de la stabilité de la CAO (Sakuraba et al., 2009). Étonnamment, la prédiction in silico 
suggère qu'il y aurait 1 343 séquences similaires à ce dégron. Parmi ces signaux de 
dégradation potentiels, une séquence (9-GRLLAVHIMH-18) dans la région N-terminale de 
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CP47, une sous-unité du PSII de liaison à la chlorophylle codée par le plaste, a également 
été expérimentalement montrée comme pouvant servir de dégron. Comment ces deux 
dégrons sont reconnus par les chaperones Clp ou d'autres systèmes de protéase mérite une 
étude plus approfondie. 

 

1.6. Conclusion 

L'identification des dégrons pour la dégradation par Clp sera essentielle pour réellement 
comprendre le rôle du système Clp plastidien et pour connaitre comment et dans quelle 
mesure les autres protéases plastidiennes forment un réseau fonctionnel avec Clp. De 
nombreuses pistes restent aussi à explorer : pourquoi le noyau de la protéase ClpPR dans 
les plastes n'est pas mono-oligomérique comme dans les mitochondries et la plupart des 
procaryotes non photosynthétiques, et pourquoi la plupart des protéines ClpR (dépourvues 
de résidus catalytiques) sont essentielles pour le fonctionnement du noyau Clp comme dans 
le protéasome. La présence dans l’anneau R catalytiquement inactif de la seule sous-unité 
codée par le génome chloroplastique Clp P1 qui, elle, est active, est intrigante. Cet anneau 
dit « R » n’est d’ailleurs pas si inactif puisque 3 des 7 positions de l’anneau (Olinares et al., 
2011) seraient occupées par ClpP1 qui est catalytiquement actif. Cette observation génère 
de nombreuses questions. (i) Clp P1 sert-elle d’accroche entre ClpT et l’anneau des Clp 
P?  (ii) Clp P1 est-elle la sous-unité nécessaire à la formation de l’anneau R? (iii) ClpT 
empêche-t-elle la fixation de l’anneau de chaperone du côté de l’anneau catalytique ? (iv) Si 
l’anneau catalytique n’est jamais surmonté de chaperones, les résidus de la protéolyse (RP) 
diffusent-ils par le pore ? (v) Quel est le rôle des pores latéraux présents à la jonction entre 
les 2 anneaux du CP dans la diffusion des RP? De plus, la séquence d’incorporation des 
sous unité dans le complexe n’est pas connue et la cristallisation du complexe aiderait à 
comprendre les relations entre les sous-unités. D'autre part, la diversification des sous-unités 
du noyau ClpPR n’est pas comprise, et la présence des protéines ClpT uniques, qui 
représente une adaptation spécifique des plastes,  reste encore assez énigmatique. Le 
piégeage de substrats avec des sous-unités inductibles comme chez E. coli (Humbard et al., 
2013) et les reconstitutions in vitro des activités Clp pourront sans doute permettre de mieux 
comprendre le fonctionnement de cette protéase essentielle. 

 

Contribution personnelle dans cette thématique. Dans l’équipe de Klaas Jan van Wijk, 
lors de l’analyse systématique des protéines des différents compartiments du chloroplaste au 
cours des années 1998-2005, lumen, thylacoïdes et stroma, j’ai isolé un complexe 
jusqu’alors relativement mystérieux, le complexe Clp. Pour déterminer si des complexes 
différents existaient dans les différents tissus (hypothèse favorisée à l’époque) et étaient à 
l’origine des multiples sous-unités trouvées sur gel natif BN-PAGE, j’ai isolé le complexe de 
différentes brassicacées proches d’Arabidopsis pour maximiser les chances d’identifier les 
protéines. A partir de pétales de chou, de racines de navet et après isolement de complexe 
sur IEF natif, nous avons pu déterminer qu’un seul et même complexe était présent dans les 
différents tissus de la plante et comportait donc l’ensemble des paralogues présents dans le 
génome. Par analyse d’image, nous avons estimé l’abondance relative des sous-unités dans 
le complexe. Par la suite, des expériences de marquage réalisées après mon départ ont 
révélé que les estimations initiales que j'avais obtenues étaient exactes pour les 2/3 des 
sous-unités. J’ai aussi isolé un complexe Clp plus simple (composé de 14 sous unités 
identiques (ClpP2) dans les mitochondries de la pomme de terre. Grâce à une collaboration 
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avec un centre de mathématique, en se basant sur la structure du complexe bactérien, nous 
avons pu déterminer la structure des Clp plastidiques et comprendre le positionnement des 
différentes hélices dans les sous-unités actives et inactives. Issue de cette modélisation 
structurale, la description des pores latéraux à la jonction des deux anneaux heptamériques 
nous a permis de proposer une voie possible de diffusion des produits de dégradation, 
hypothèse reprise plusieurs années plus tard par les bactériologistes. Les études menées 
par la suite au laboratoire se sont concentrées sur ce complexe. 
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Tableau II.1: Protéases présentes dans les plastes. Les protéases ont été classées en familles et en 
clans suivant la nomenclature de MEROPS (https://www.ebi.ac.uk/merops/). La localisation intra-
organelle est aussi indiquée : E, enveloppe; S, stroma; T, membrane thylacoïdienne; (s) et (l), côté 
stromal et luminal de la membrane thylacoïdienne, respectivement. (d’après Nishimura et al., 2017) 

 

 
Functional 
category 

MEROP
S 

clan 

MERO
PS 

family 

 
Name 

 
Gene 

 

Locati
on 

 
Characteristic features 

 
References 

Chloroplast 
protein 
biogenesis 

MA M3 OOP At5g65620  

 

 

 

S 

Oligopeptide peptidase, dual 
targeting to mitochondria 

Kmiec et al., 2013 

ME 

 

M16 SPP At5g42390 Stromal processing peptidase Zhong et al., 2003; Trosch 
and Jarvis, 2011 

PreP1 At3g19170 Presequence peptidase, 
dual targeting to 
mitochondria 

Bhushan et al.,2003,  
2005; Moberg et al., 

2003; Nilsson 
Cederholm et al., 2009 

PreP2 At1g49630 

alpha- MPP2 At3g16480 – Mitochondrial processing 
peptidase, dual targeting to 
mitochondria 

Baudisch and Klö sgen, 
2012 

MG M24 MAP1B At1g13270  

S 

Met aminopeptidase Giglione et al., 2000 

MAP1C At3g25740 Met aminopeptidase, dual 
targeting to mitochondria 

MAP1D At4g37040 

MM 

 

M50 

 

EGY1 At5g35220 T Intramembrane protease 

 

Chen et al., 2005 

EGY2 At5g05740 Chen et al., 2012 

AraSP At2g32480 E Intramembrane protease, PDZ 
domain 

Bolter et al., 2006 

SF S26 Plsp1 At3g24590 E/T (l) Thylakoid-processing peptidase Inoue et al., 2005 

Plsp2A At1g06870 – – Hsu et al., 2011 

Plsp2B At2g30440 – – 

SK S41 CtpA At4g17740 T (l) Carboxyl-terminal processing, PDZ 
domain 

Che et al., 2013 

ST S54 RBL8 At1g25290  

E 

Intramembrane protease Knopf et al., 2012; 
Thompson et al., 2012 

RBL9 At5g25752 Intramembrane protease Knopf et al., 2012 

Proteome 
remodeling 

and 
maintenance 

SK S14 Clp complex 

ClpP1 AtCg00670  

 

 

 

 

 

S/T (s) 

Protease core (R ring), plastid-
encoded 

Shikanai et al., 2001 

ClpP3 At1g66670  

Protease core (P ring) 

 

Kim et al., 2013 

ClpP4 At5g45390 Zheng et al., 2006 

ClpP5 At1g02560 Kim et al., 2009 

ClpP6 At1g11750 Sjö gren et al., 2006 

ClpR1 At1g49970  

 

Protease core (R ring), no 
catalytic triad 

Koussevitzky et al., 2007; Kim 
et al., 2009 

ClpR2 At1g12410 Kim et al., 2009 

ClpR3 At1g09130 – 
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ClpR4 At4g17040  Kim et al., 2009 

ClpT1 At4g25370 –  

Accessary protein, core 
complex assembly, and 
stabilization 

Sjö gren and Clarke, 2011; Kim 
et al., 2015 

ClpT2 At4g12060 –  

ClpC1 At5g50920 S/T (s)  

Chaperone complex, ATP-
dependent 

 

Park et al., 2004; Sjö gren 
et al., 2004, Kovacheva et 
al., 2007 

ClpC2 At3g48870 S/T (s)  

ClpD At5g51070 – Nishimura et al., 2013 

ClpS At1g68660 – Adaptor protein, 
substrate recognition, 
and delivery 

 

Nishimura et al., 2013 

ClpF At2g03390 – ClpS interacting protein, 
substrate recognition, and 
delivery 

Nishimura et al., 2015 

   

Functional   
category 

MEROPS 
clan 

MEROPS 
family 

Name  Gene Location Characteristic features References         

 

 

 

 

 

 

 

 

Proteome 
remodeling and 
maintenance 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M41 

Thylakoid FtsH complex         

FtsH1 At1g50250  

 

 

 

T (s) 

 

ATP-dependent, 
membrane-integral, 
heterocomplex (type A, 
FtsH1, 5; type B, FtsH2, 
8) 

Sakamoto et al., 2003                
 

FtsH2 At2g30950 Chen et al., 2000; Takechi et 
al., 2000 

            

FtsH5 At5g42270 Sakamoto et al., 2002             

FtsH8 At1g06430 Sakamoto et al., 2003           

Other FtsH proteases             

FtsH6 At5g15250 – ATP-dependent, membrane-
integral 

Wagner et al., 2011        
 

 

     

FtsH7 At3g47060  

 

 

 

 E 

 

ATP-dependent, membrane-
integral, heterocomplex? 

 

Wagner et al., 2011, 2012 

        

FtsH9 At5g58870         
    

 

       
 

FtsH11 At5g53170 ATP-dependent, 
membrane-integral, dual 
t ti  t  it h d i  

Chen et al., 2006; Wagner et 
al., 2011 

            

FtsH12 At1g79560 ATP-dependent, membrane-
integral 

Wagner et al., 2012          
  

   
  

    
    

    PA S1 Deg1 At3g27925 T (l) Membrane-associated, a 
PDZdomain, proteolytically 
active at acidic pH 

Kapri-Pardes et al., 
2007; Sun et al., 
2010b; Zienkiewicz et 
al., 2012 

          
 

       
 

Deg2 At2g47940 T (s) Membrane-associated, two 
PDZ domains, 

Huesgen et al., 2006; Lucin'ski 
et al., 2011 

            

Deg5 At4g18370 T (l) Membrane-associated Sun et al., 2007           
     
   

    

Deg7 At3g03380 T (s) Membrane-associated, four 
PDZ domains, One of two 

t  d i  i  
 

Sun et al., 2010a           
 

    

Deg8 At5g39830 T (l) Membrane-associated, a PDZ 
domain 

Sun et al., 2007                
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SK S49 SppA At1g73990 T (s) Membrane-integral Lensch et al., 2001; Wetzel et 
al., 2009 

         
  

   
  

    
    

    

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Unidentified 
function 

AA A1 NANA At3g12700 _ Protease activity with the 
optimal pH6 

Paparelli et al., 2012           
 

       
 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M M79 

 

SCO4 

 

At5g60750 

 

T  _ Albrecht-Borth et al., 2013                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MA M41 

 

VR3 

 

At1g56180 T (s) Atypical M41 protease lacking 
ATPase domain 

Qi et al., 2016          
  

   
  

    
    

    

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SJ 

 

S16 

 

Lon1 

 

At5g26860 

 

 _ ATP dependent, dual targeting 
to mitochondria 

Daras et al., 2014                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lon4 

 

At3g05790 T (s) ATP dependent, dual targeting 
to mitochondria, membrane 
associated 

Ostersetzer et al., 2007          
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2. Structure et fonction des plastoglobules 
2.1. Introduction 

Les plastoglobules (PG) sont des particules lipoprotéiques présentes dans différents plastes 
(chloro, chromo, élaioplastes) chez toutes les tracheophytes y compris les mousses et les 
algues. Ils ont été décrits en microscopie électronique en transmission (TEM) comme des 
granules osmiophiles (Wolken & Palade, 1952 ; Leyon 1954; Figure II.6). Ils sont délimités 
par une monocouche de lipides. Les PG contiennent un protéome et un métabolome 
spécialisés (van Wijk & Kessler, 2017). Leur taille et leur forme varient en fonction des stress 
abiotiques perçus (ex stress lumineux, carence en azote…) ou des transitions 
développementales. Leur diamètre est cependant typiquement compris entre 30 et 500 nm 
(jusqu’à 4000 nm) (Figure II.6). Ces structures sont extrêmement dynamiques. Elles 
émergent à la marge des membranes thylacoïdiennes comme des « bulles lipidiques » 
restant en contact étroit avec les thylacoïdes mais leur fusion entre elles est rare. 

Les PG chloroplastiques contiennent constitutivement une trentaine de protéines 
auxquelles viennent s’ajouter des protéines additionnelles recrutées dans des conditions 
spécifiques (Ytterberg et al., 2006 ; Vidi et al., 2006). Les PG chloroplastiques sont impliqués 
dans le métabolisme des prénols, lipides issus de la voie du mévalonate avec comme 
précurseurs l’IPP (isopentényl pyrophosphate) et le DMAPP (diméthylallyl pyrophosphate) 
comme les tocophérols, plastoquinone et phylloquinone (Kim et al., 2013). Les PG 
interviennent aussi dans la régulation redox et photosynthétique, la biogénèse des plastes, la 
sénescence incluant le recyclage des phytols, la remobilisation des lipides des thylacoïdes et 
le métabolisme du jasmonate (Bréhélin et al., 2007 ; Bréhélin & Nacir, 2013 ; Lundquist et 
al., 2012). La structure des PG chromoplastiques est souvent tubulaire ou fibrillaire comme 
chez le poivron mais est globulaire chez la tomate. Ces PG séquestrent la majorité des 
caroténoïdes chloroplastiques et sont enrichis, de fait, d’enzymes impliqués dans la 
biogénèse des caroténoïdes (Pozueta-Romero et al., 1997 ; Ytterberg et al., 2006 ; Kilamby 
et al., 2013 ; Zeng et al., 2015 ; Gomez-Gomez et al., 2017). 

Les lipides des PG chloroplastiques sont essentiellement des prenylquinones 
(plastoquinones 9 PQ-9) et des triacylglycérols (TAG) et ne contiennent pas de chlorophylle 
(Bailey et al., 1963). Par contraste, les PG de plastes non photosynthétiques comme les 
chromoplastes de pétales oranges ou rouges contiennent des xanthophylles et des esters de 
caroténoïdes (Hansmann & Sitte, 1982 ; Gao et al., 2015). En résumé, les PG sont un 
microcompartiment lipidique pour la synthèse, le stockage et la redistribution de certains 
isoprenoïdes (terpénoïdes) et de lipides neutres dans les plastes et jouent un rôle dans 
l’homéostasie du statut redox des lipides. 
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Figure II.6 : Localisation et caractéristiques physiques des plastoglobules (PG). Les PG sont visibles 
comme des grains denses en microscopie électronique en transmission (photo de gauche). Composés 
d’une monocouche lipidique, ils sont facilement purifiables par coussin de densité (photo au centre). 
Ils se présentent comme des sphères comprises entre 30 et 500 nm (photo de droite) (d’après Allen et 
al., 1988 ; Ytterberg et al., 2006 ; van Wijk & Kessler 2017) 

 

2.2. Protéome et fonctions des plastoglobules 

Dès 1988, une bande majeure sur gel SDS-PAGE a été isolée à partir de chromoplastes de 
poivron (C. annuum) se révélant des années plus tard comme une fibrilline (FBN), appelée 
aussi PAP (PG associated protein) ou encore plastoglobuline (PGL) (Hadjeb et al., 1988). 
Les fibrillines (FBN) stucturent les PGs (Figure II.7). 

En 2006, dans la première approche systématique d’identification du protéome des 
PG, nous avons identifié 24 protéines (en rouge et en jaune dans le tableau II.2) (Ytterberg 
et al., 2006), en même temps que le groupe de F. Kessler (en rouge et en vert dans le 
tableau II.2) (Vidi et al., 2006), sur la trentaine que contiennent les PG sans compter une 
dizaine de protéines supplémentaires recrutées dans des conditions particulières et 
impliquées dans la dégradation des chlorophylles et le métabolisme du jasmonate (Van Wijk 
& Kessler, 2017). Les protéines des PG n’ont pas de domaines transmembranaires connus 
ou prédits ce qui est consistant avec leur adhésion à une monocouche lipidique, à laquelle ils 
s'associent probablement par contact avec des régions hydrophobes restreintes ou 
indirectement par contact avec d’autres protéines associées à cette membrane. Les 
fonctions identifiées dans les PG sont majoritairement liées au métabolisme des 
isoprenoïdes et à la remobilisation des lipides et des acides gras thylacoïdiens.  

Les protéines les plus abondantes des PG font partie de la famille des fibrillines (FBN) et des 
ABC1K (activité kinase du complexe cyt bc1 mitochondrial), représentant respectivement 
53% et 19% de la masse protéique des PG. Arabidopsis contient 14 fibrillines dont 7 font 
partie du core des PG (FBN 1a, 1b, 2, 4, 7a, 7b et 8). Les autres FBN sont majoritairement 
localisés dans les thylacoïdes (FBN 3a, 3b, 6, 9 et FBN-like), et FBN 5 est localisée dans le 
stroma (Singh & McNellis, 2011 ; Laizet et al., 2004). Chez Arabidopsis, 17 gènes codent 
pour des ABC1K, dont 6 ABC1K se trouvent dans les PG (ABC1K 1, 3, 5, 6, 7 et 9) tandis 
que ABC1K 2, 4 et 8 sont présentes ailleurs dans le chloroplaste et que ABC1K 10-14 sont 
mitochondriales. Les homologues d’ABC1K chez les bactéries ou dans les mitochondries 
phosphorylent des composants de la voie de biosynthèse de l’ubiquinone, régulant ainsi la 
synthèse de ce co-enzyme. L’étude de mutants « perte de fonction » chez ABC1K 1 et 3 
montrent que ces protéines affectent les lipides prenylés dans les PG et lors des réponses 
aux stress abiotiques (Martinis et al., 2014 ; Lohscheider et al., 2016). Une autre protéine 
des PG est la synthétase de tocophérol (VTE1 vitamine E deficient 1), enzyme clé dans la 
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biosynthèse du tocophérol et du plastochromanol 8 (PC8) (Vidi et al., 2006). Deux 
synthétases d’esters de phytol (PES 1 et 2) présentes dans les PG sont impliquées dans la 
formation mais aussi le clivage des queues phytol des chlorophylles et des acides gras libres 
des galactolipides. Les PG contiennent aussi une troisième PES-like (AT5G41120) de 
fonction inconnue. La NADP(H) déshydrogénase C1 (NDC1) réduit la plastoquinone-9 (PQ-
9) oxydé en PQ-9-H2 dans les PG et joue un rôle essentiel en tant que réductase dans la 
biosynthèse de la phylloQ (Figure II.7). La protéase M48 présente en faible abondance dans 
les PG est un membre de la famille des métallopeptidases à zinc. Elle agit comme un 
régulateur positif de la sénescence, peut-être en dégradant l’enzyme 4 clivant les 
caroténoïdes (CCD4) (Bhuiyan et al., 2016). D'autres protéines du core des PG, telles que 
les méthyltransférases, les réductases et la protéine 3 liant un hème (HBP3) contenant le 
domaine SOUL (initialement nommé car le transcrit de la protéine était présent en grande 
quantité dans la glande pinéale, organe que Descartes prenait pour le siège de l’âme (Zylka 
et al., 1999)), ont divers domaines fonctionnels prédits, mais leurs fonctions n'ont pas été 
déterminées (Zbierzak et al., 2009 ; Ahrazem et al., 2016). 

 

 
Figure II.7 : Fonctions majeures identifiées dans les plastoglobules (PG) des chloroplastes. Générés à 
partir des lipides externes des thylacoïdes et formés donc d’une monocouche lipidique, les PG sont 
stucturés par les fibrillines (FBN). Les PG sont impliqués dans le métabolisme/stockage des lipides en 
particulier des prénols. VTE1 (Déficient 1 en vitamine E) est une cyclase du tocophérol qui préfère les 
substrats réduits pour la biosynthèse du tocophérol et du plastochromanol ainsi que pour le recyclage 
du tocophérol. NDC1 (NADP (H) déshydrogénase C1) fournit les substrats réduits PQH2 
(plastoquinol-9) et TMPBQ (triméthylphytylbenzoquinone) pour la biosynthèse du PC-8 
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(plastochromanol-8) et le recyclage du tocophérol, respectivement. NDC1 catalyse également la 
réduction de la diméthyl phylloquinone avant la méthylation par MenG (diméthylménaquinone 
méthyltransférase). ABC1K1 (Activité kinase du complexe cyt bc1) favorise une production accrue de 
tocophérol sous une lumière élevée, et ABC1K3 est nécessaire pour l’accumulation normale de PC-8 
et le recyclage du tocophérol. Ces kinases peuvent agir directement sur l'activité de VTE1, 
éventuellement par phosphorylation. L'homologue FBN5 se produit dans le stroma et est nécessaire à 
l'activité de SPS1 et -2 (Synthase de solanésyl diphosphate). Abbréviations supplémentaires: DMA-
PP, pyrophosphate de diméthylallyle; DMPBQ, 2,3-diméthyl-5-phytylquinol; HST, Prényltransférase 
d’homogentisate; MPBQ, 2-méthyl-6-phytylquinol; MSBQ, 2-méthyl-6-solanyl-1,4-benzoquinol; PP, 
pyrophosphate; PQ, plastoquinone-9; TMPBQH2, triméthylphytylbenzoquinol; α-TQ, α-
tocophérolquinone; α-TQH2, α-tocophérolquinol; α-TR, radical α-tocophéroxyle; VTE2, 
phytyltransférase d’homogentisate (Déficient 2 en vitamine E); VTE3, Méthyltransferase de 
tocopherol (Déficient 3 en vitamine E); VTE4, Méthyltransferase de γ-tocophérol (Déficient 4 en 
vitamine E) (d’après van Wijk & Kessler 2017). 

 

2.3. Rôle des fibrillines dans la structuration des plastoglobules 

La famille FBN des plantes et des algues peut être regroupée en 12 clades (Singh & 
McNellis 2011). La plupart des génomes cyanobactériens ont seulement une ou deux 
protéines FBN, qui sont les plus étroitement liées à FBN1 et -2. L'origine des protéines FBN 
végétales et algales n'est pas entièrement claire, mais il a été suggéré qu'elles dérivent des 
progéniteurs symbiotiques des plastes, à savoir des cyanobactéries (Cunningham et al., 
2010, Laizet et al., 2004). Le génome d'Arabidopsis code 14 protéines FBN (Laizet et al., 
2004, Lundquist et al., 2012, Singh & McNellis 2011). Les PG d’Arabidopsis contiennent 7 
protéines FBN (FBN1a,-1b, -2, -4, -7a, -7b et -8), le reste des FBN se trouvant dans le 
stroma (FBN5) (Kim et al., 2015) ou les membranes plastidiques, très probablement les 
thylakoïdes (Lundquist et al., 2012). Le ciblage des FBN sur les PG ne semble pas impliquer 
une séquence spécifique au sein de ces protéines. Il repose plutôt sur la structure complète 
des FBN (Vidi et al., 2007). La FBN11 est le membre le plus éloigné de la famille FBN car il 
possède un domaine kinase et une masse moléculaire beaucoup plus élevée (76 kDa) par 
comparaison avec les autres membres de la famille FBN (25–45 kDa). La famille FBN 
végétale est diversifiée mais présente une conservation de séquence dans les régions N et 
C terminales, y compris une signature semblable à la lipocaline. Les lipocalines sont 
caractérisées par une structure compacte, stable, à huit feuillets antiparallèles en barillet β 
renfermant un site de liaison de ligand interne qui interagit avec une variété de petites 
molécules hydrophobes, y compris les stéroïdes, les bilines, les rétinoïdes et les lipides 
(Charron et al., 2005, Schiefner & Skerra 2015). La FBN5 d’Arabidopsis, stromale, est 
essentielle pour la biosynthèse de PQ-9 car elle se lie à SPS1 et -2, qui synthétisent la 
fraction solanésyle de PQ-9 (Kim et al., 2015). Les PG isolés des feuilles de pomme (Malus 
domestica) chez le mutant fbn4 ne contient que ∼10% des niveaux de PQ-9 de type 
sauvage, alors que les niveaux globaux de PQ-9 dans les feuilles et les chloroplastes sont 
inchangés (Singh et al., 2012, Singh et al., 2010), suggérant que le FBN4 et son motif de 
lipocaline fonctionnent dans la liaison et le transport de PQ-9. Trois lipocalines 
chloroplastiques supplémentaires (ou protéines de type lipocaline) en dehors de la famille 
FBN ont également été caractérisées: l'enzyme du cycle de la xanthophylle ZEAXANTHIN 
EPOXIDASE (ZEP); l'enzyme luminale VIOLAXANTHINE DEEPOXIDASE (VDE) (Arnoux et 
al., 2009, Bugos et al., 1998, Hallin et al., 2016); et l'enzyme thylakoïdienne CHLOROPLAST 
LIPOCALIN (CHL) (AT3G47860), qui est nécessaire pour la protection des lipides 
thylakoïdiens contre les molécules ROS mais n'a pas d'interactants moléculaires connus 
(Boca et al., 2014, Levesque-Tremblay et al., 2009). A l'exception du CHL, ces protéines 
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contenant de la lipocaline semblent toutes interagir avec les lipides isoprényliques 
(xanthophylle ou PQ-9); il est donc tentant de supposer que les autres membres de la famille 
FBN interagissent également avec les molécules dérivées des isoprénoïdes. Des 
expériences de reconstitution in vitro avec la FBN1a recombinante de poivron rouge mise en 
présence de caroténoïdes, de lipides polaires et de diesters de xanthophylle (les 
composants les plus abondants des fibrilles caroténoïdes) ont efficacement formé des PG 
fibrillaires, ce qui a permis de conclure que (certaines) FBN fonctionnent comme des 
protéines structurales des PG (Deruere et al., 1994). La surexpression d'un homologue de 
FBN1a chez le tabac a entraîné une hypertrophie et une multiplication des PG, ce qui a 
également été pris comme preuve d'un rôle structurel (Rey et al., 2000, Shanmugabalaji et 
al., 2013). La surexpression de l'homologue du poivron FBN1a dans le fruit de la tomate a 
entraîné une perte retardée de thylakoïdes dans les chromoplastes différenciés, conduisant 
à la formation transitoire de plastes présentant une zone chromoplastique typique adjacente 
à une zone chloroplastique protégée avec des thylakoïdes préservés (Simkin et al., 2007); 
cependant, les conséquences de ces résultats concernant la fonction de FBN1a restent à 
définir. Les études d'expression basées sur l'ARNm de la famille FBN et des mutants de 
perte de fonction pour FBN1a, -1b, -2 et -4 chez Arabidopsis et d'autres espèces ont suggéré 
l'implication (directe ou indirecte) de ces FBN dans les réponses aux stress biotiques 
(Langenkämper et al., 2001, Leitner-Dagan  et al., 2006, Singh et al., 2010), sécheresse 
(Eymery & Rey 1999, Kim et al., 2001, Langenkämper et al., 2001, Pruvot et al., 1996), faible 
température (Laizet et al., 2004) et excès de lumière (Yang et al., 2006). La surexpression 
de FBN1a chez le tabac a entraîné une résistance accrue au stress à haute intensité 
lumineuse (Rey et al., 2000). La FBN1a est impliquée dans la protection médiée par l'acide 
abscissique contre la photoinhibition (Yang et al., 2006). De plus, FBN1a, ainsi que FBN-1b 
et -2, conditionne(nt) la production de jasmonate pendant le stress photooxydant induit à 
basse température (Youssef et al., 2010). La lignée fib1-2 RNAi, qui a des niveaux réduits de 
FBN1a, -1b et -2, présente un phénotype de stress ressemblant à celui du mutant aos 
déficient en jasmonate (Youssef et al., 2010). Une interprétation de ces données est que 
FBN1a, -1b et -2 aident à recruter des enzymes biosynthétiques de jasmonate dans les PG. 

 

2.4. Les plastoglobules dans les autres types de plastes. 

L'analyse du protéome des PG isolés des chromoplastes de poivrons rouges mûrs a identifié 
la désaturase de ξ-carotène (ZDS), la cyclase β du lycopène (LYC-β) et deux hydroxylases β 
de carotènes β (CrtR-βs) fonctionnant en série dans la biosynthèse bicyclique de 
caroténoïdes, ainsi que neuf homologues de protéines identifiées dans les PG de 
chloroplastes (dont FBN1a, -1b, -2 et -4; PES1; ABC1K9 et VTE1) (Ytterberg et al., 2006). 
Cela suggère que les PG dans les chromoplastes ont des fonctions enzymatiques 
spécifiques dans la biosynthèse des caroténoïdes, en plus de leur fonction bien connue de 
stockage et de séquestration des caroténoïdes. Par contre, de nombreuses protéines 
identifiées dans les PG de chloroplastes d’Arabidopsis ne sont pas retrouvées dans les 
chromoplastes ce qui suggère que ces protéines sont impliquées dans des processus qui ne 
sont plus nécessaires dans les chromoplastes (e.g. : dégradation des chlorophylles et 
transport d’électrons). Enfin, l'analyse des membranes à faible densité d'étioplastes de riz a 
révélé principalement de la protochlorophyllide réductase, qui est abondante dans les corps 
prolamellaires, mais également la présence de la fibrilline FBN10, localisée dans les PG et 
intégrée dans les corps prolamellaires ou associée aux membranes pré-thylacoïdiennes 
(Ytterberg et al., 2006). La similarité entre les PG d’algues (Chlamydomonas et Dunaliella) et 
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les PG de plantes supérieures est frappante (tableau II.2) et suggère des fonctions 
hautement conservées (Lohscheider  et al., 2016) (Figure II.8). 

En résumé, les plastoglobules (PG) sont des particules lipoprotéiques présentes dans les 
plastes photosynthétiques ou non chez toutes les plantes depuis les algues, les mousses et 
les tracheophytes. Ils servent de microcompartiments avec des fonctions intégrées dans le 
métabolisme des plastes, les transitions de développement et l'adaptation environnementale. 
Les PG jouent un rôle clé dans i) la détoxification du phytol libéré lors de la dégradation de la 
chlorophylle (par estérification) ii) le démantèlement contrôlé de la bicouche lipidique des 
thylakoïdes par l'accumulation d'acides gras et de triacylglycérol et iii) la production de 
jasmonate. Les PG dans les chloroplastes participent au stockage, à la synthèse et au 
recyclage transitoires de la plastoquinone-9, de la phylloquinone, du tocophérol et du 
plastochromanol-8, y compris l'échange avec la membrane thylakoïdienne. Les fibrillines 
(FBN), et les kinases du complexe bc1 (ABC1K) sont les protéines les plus abondantes dans 
les PG des chloroplastes. Sur la base de la présence d'une signature semblable à celle de la 
lipocaline dans les FBN et des informations expérimentales disponibles, les FBN 
contribueraient à la liaison et l'échange d'intermédiaires lipidiques prényliques. Des études 
de phosphoprotéomique spécifiquement conçues pour étudier le protéome des PG et ses 
ABC1K sont nécessaires pour comprendre les réseaux de phosphorylation dans les PG. Les 
fonctions principales des PG dans les chromoplastes sont la synthèse et le stockage des 
caroténoïdes et des esters de caroténoïdes. Enfin, il existe un potentiel de découverte dans 
les PG de protéines supplémentaires de faible abondance dans des plastes spécialisés et / 
ou des états de développement ou des conditions de stress spécifiques. 

Si les fonctions des PG semblent assez bien comprises actuellement dans les 
chloroplastes et chromoplastes, même si certaines protéines n’ont pas encore de fonction 
connue, il serait particulièrement intéressant de connaitre les protéines associées aux PG 
dans le cas de plastes spécialisés comme les elaioplastes, les phenyloplastes ou les plastes 
formant des tannosomes (Brillouet et al., 2013-2014). Les PG sont en effet très 
probablement impliqués dans la spécialisation des ces plastes et leur protéome/métabolome 
devrait subir des modifications majeures étendant de fait les fonctions des PG. 
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Figure II.8 : Fonctions majeures identifiées dans les plastobglobules des chromoplastes (panneau de 
gauche) et des gérontoplastes (panneau de droite). Les PG dans les chromoplastes sont spécialisés 
dans le métabolisme des caroténoïdes. La β-hydroxylase du β-carotène (CrtR-β), la lycopène β-
cyclase) (LYC-β) et la désaturase du ζ-carotène (ZDS) sont recrutées pour la biosynthèse et 
l'accumulation des caroténoïdes dans les PG. La dioxygenase 4 clivant les carotenoïdes (CCD4) 
contribue à la pigmentation des chromoplastes des fruits et à l'émission de composés volatils. Pétale 
jaune pâle 1 (PYP1), un homologue de la PES (Synthase d’esters de phytol), participe à synthèse des 
esters de caroténoïdes dans les chromoplastes des pétales de tomate. Les PG des gérontoplastes 
participent au désassemblage des thylacoïdes, à l'hydrolyse des galactolipides et catabolisme de la 
chlorophylle pendant la sénescence. Le phytol libre est libéré de la chlorophylle. PES1 et -2 combinent 
le phytol et les acides gras libres dérivés de l'hydrolyse des galactolipides en esters phytyliques 
d'acides gras. PES1 et -2 synthétisent également du triacylglycérol (TAG) à partir d'acides gras libres 
et de diacylglycérol (DAG). Au cours de la sénescence, les PG des gérontoplastes recrutent des 
enzymes de la voie du jasmonate (LOX3 (Lipoxygénase 3) et -4, AOC (cyclase d’oxyde d'allène) et 
AOS (Synthase d’oxyde d'allène)), contribuant au désassemblage des thylacoïdes et à la production de 
jasmonate. Abbréviations: OPDA, acide 12-oxo-phytodiénoïque (d’après van Wijk & Kessler 2017). 
 

 

Contribution personnelle dans cette thématique : Dans l’équipe de Klaas Jan van Wijk, 
j’ai isolé et purifié les plastoglobules dans l’ensemble des conditions développementales et 
environnementales que nous avons explorées. Jimmy Ytterberg a marqué et séquencé les 
protéines isolées. J’ai ensuite analysé les résultats de protéomique des plastoglobules et 
participé à la rédaction de l'article présentant l’ensemble de nos résultats. Cet article 
(Ytterberg et al., 2006) et celui publié  quasiment simultanément par Vidi et al. (2006) sont 
les 2 premiers papiers de protéomique systématique montrant la complexité et les fonctions 
assez inattendues des plastoglobules. Le laboratoire a continué à travailler sur ce sujet 
après mon départ et jusqu’à ce jour.  
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Tableau II.2: Protéome des plastoglobules des chloroplastes, chromoplastes et gérontoplastes chez les 
phanérogames et les algues. Les accessions surlignées en rouge ont été identifiées indépendamment à 
la fois par Ytterberg et al. (2006) et Vidi et al. (2006). Celles surlignées en jaune ont été identifiées 
spécifiquement par Ytterberg et al. (2006) et celles en vert spécifiquement par Vidi et al. (2006). Les 
potéines identifiées dans les chromoplastes sont indiquées par un surlignage en violet et celles chez les 
algues par un surlignage en bleu. Enfin, certaines protéines ne sont trouvées que dans des conditions 
particulières (stress). 
Identifiant 
génique 

Nom de la protéine 
(précédent nom ou 
orthologues) 

Localisation dans 

Arabidopsisa 

Abundance 
relative dans les 

PGb 
chloroplastique  

Fonction connue ou suspectéec  

Phosphorylation 

AT4G31390 ABC1K1 (PGR6) Core des PG 
chloroplastiques (+Algae) 

 

6 Kinase  

AT1G79600 ABC1K3 (ACD01) Core des PG 
chloroplastiques (+Algae) 

 

/ Kinase  

AT1G71810 ABC1K5 Core des PG 
chloroplastiques 

 

18 Kinase  

AT3G24190 ABC1K6 (EYE3) Core des PG 
chloroplastiques (+Algae) 

 

24 Kinase  

AT3G07700 ABC1K7 (SIA1) Core des PG 
chloroplastiques (+Algae) 

 

27 Kinase sénescence  

AT5G05200 ABC1K9 Core des PG 
chloroplastiques (+Algae) 

                        + Chromo 

5 Kinase  

AT4G19170 CCD4 Core des PG 
chloroplastiques 

 

9 Clivage des caroténoïdes, sénescence  

AT1G54570 PES1 (DGAT3, 
PYP1) 

Core des PG 
chloroplastiques+ Chromo 

 

 

11 Acetyltransférase/esterase, 
sénescence  

AT3G26840 PES2 (DGAT4) Core des PG 
chloroplastiques 

 

23 Acétyltransférase/esterase, 
sénescence  

AT5G41120 Estérase 1 (ELT4) Core des PG 
chloroplastiques 

 

30 Inconnue  

AT4G04020 FBN1a (PGL35) Core des PG 
chloroplastiques (+Algae) 

                         + Chromo 

 

1 Structural,  stress, transport de petites 
molécules 

oui 

AT4G22240 FBN1b (PGL33) Core des PG 
chloroplastiques (+Algae) 

                         + Chromo 

 

3 Structural,  stress, transport de petites 
molécules 

Oui 

AT2G35490 FBN2 (PGL40) Core des PG 
chloroplastiques (+Algae) 

                        + Chromo 

 

4 Structural,  stress, transport de petites 
molécules 

Oui 

AT3G23400 FBN4 (PGL30.4) Core des PG 2 Structural,  stress, transport de petites Oui 
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chloroplastiques (+Algae) 

                        + Chromo 

 

molécules 

AT3G58010 FBN7a Core des PG 
chloroplastiques (+Algae) 

 

8 Structural,  stress, transport de petites 
molécules  

AT2G42130 FBN7b Core des PG 
chloroplastiques (+Algae) 

 

13 Structural,  stress, transport de petites 
molécules 

Oui 

AT2G46910 FBN8 Core des PG 
chloroplastiques (+Algae) 

 

17 Structural,  stress, transport de petites 
molécules  

AT1G32220 Flavin reductase 
related 1 

Core des PG 
chloroplastiques (+Algae) 

                        + Chromo 

 

14 Inconnue Oui 

AT2G34460 Flavin reductase 
related 2 

Core des PG 
chloroplastiques (+Algae) 

 

21 Inconnue Oui 

AT3G27110 M48 protease Core des PG 
chloroplastiques (+Algae) 

 

29 Peptidase, sénescence  

AT1G06690 NAD(P)-aldo/ 

keto-reductase 

Core des PG 
chloroplastiques (+Algae) 

                         + Chromo 

 

20 Inconnue Oui 

AT5G08740 NDC1 Core des PG 
chloroplastiques (+Algae) 

 

12 Quinone réductase, biosynthèse 
des phylloquinones    

AT3G10130 SOUL  domain– 
containing 
HBP3 

Core des PG 
chloroplastiques(+Algae) 

 

16 Inconnue  

AT1G78140 UbiE 
methyltransferase– 
related 1 

Core des PG 
chloroplastiques (+Algae) 

 

19 Potentielle méthyltransferase  (comme 

VTE3) 
 

AT2G41040 UbiE 
methyltransferase– 
related 2 

Core des PG 
chloroplastiques (+Algae) 

 

22 Potentielle méthyltransferase  (comme 

VTE3) 
 

AT4G13200 Inconnue  1 Core des PG 
chloroplastiques+ Chromo 

 

 

15 Inconnue Oui 

AT3G43540 Inconnue  2 
(DUF1350) 

Core des PG 
chloroplastiques (+Algae) 

 

26 Inconnue  

AT1G73750 Inconnue  SAG Core des PG 
chloroplastiques  

 

28 Inconnue,  fonctions associées à la 
sénescence  

AT4G32770 VTE1 Core des PG 
chloroplastiques (+Algae) 

                          + Chromo 

 

10 Métabolisme des tocophérols  Dans les peptides de 
transit ? 

AT1G28150 Inconnue Chloroplast        (+Algae) 

 
 Inconnue  

AT1G52590 Inconnue Chloroplast        (+Algae) 

 
 Oxidoreductase  
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AT3G25760 AOC1 Recrutée dans les PG 
chloroplastiques  Biosynthèse du jasmonate  

AT3G25770 AOC2 Recrutée dans les PG 
chloroplastiques  Biosynthèse du jasmonate  

AT5G42650 AOS Recrutée dans les PG 
chloroplastiques  Biosynthèse du jasmonate Oui 

AT3G45140 LOX2 Recrutée dans les PG 
chloroplastiques  Biosynthèse du jasmonate ? 

AT1G17420 LOX3 Recrutée dans les PG 
chloroplastiques  Biosynthèse du jasmonate  

AT1G72520 LOX4 Recrutée dans les PG 
chloroplastiques  Biosynthèse du jasmonate  

AT5G13800 PPH PG chloroplastiques 
sénescents  Dégradation des chlorophylles, 

sénescence  
AT3G04870 ZDS PG chromoplastiques     

                         + Chromo 
 Biosynthèse des caroténoïdes   

AT3G10230 LYC-β PG chromoplastiques  

                         (+Algae) 

                          + Chromo 

 Biosynthèse des caroténoïdes  

AT4G25700/ 
AT5G52570 

CrtR-β PG chromoplastiques (a un 
DTM)                  + Chromo  Biosynthèse des caroténoïdes  
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Chapitre III 
Expression de transporteurs HKT de riz et de blé 

en vue de leur caractérisation structurale 
 

 

1.- Contexte et situation du sujet 
L’accumulation de sels dans les sols est l’un des facteurs limitatifs  les plus importants de la 
production agricole. On estime qu’environ 25 à 30% des terres irriguées sont affectées par la 
salinité (Shahid et al., 2018).  Or, une grande majorité des plantes cultivées pour 
l’alimentation comme le riz ou le blé sont très sensibles à la présence de sel (Munns and 
Tester, 2008 ; Zörb et al., 2019). Deux phases sont classiquement distinguées dans les 
conséquences sur la plante d'un traitement salin (Munns and Tester, 2008, Isayenkov and 
Maathuis, 2019). La première phase, dite "osmotique", traduit l'abaissement du potentiel 
osmotique par le sel dans l'environnement des racines. L'impact sur le potentiel hydrique de 
la plante provoque rapidement une inhibition de la croissance des jeunes feuilles. La 
seconde phase, dite "ionique" est plus plus lente. Elle résulte  de la toxicité des ions Na+ et 
Cl- qui envahissent progressivement les tissus de la plante. Cette toxicité affecte 
particulièrement les tissus photosynthétiques foliaires, et peut conduire à la sénescence des 
feuilles et de la plante.  

 Le maintien d’un rapport K+/Na+ élevé dans le cytoplasme des cellules foliaires 
constitue une stratégie majeure des plantes glycophytes pour lutter contre le stress salin et 
dépend en grande partie de l’activité in planta de transporteurs de Na+ et de K+ (Hauser and 
Horie, 2010). En particulier, les transporteurs HKT (High affinity K+ transporters), dont 
certains transportent K+ et Na+ et d’autres sont spécifiques de Na+, jouent un rôle important 
dans la tolérance des plantes au stress salin et correspondent à des QTLs majeurs, utilisés 
par les programmes d'amélioration de la résistance à la salinité (Ren et al., 2005; Mian et al., 
2011; Hamamoto et al., 2015, Ismail and Horie, 2017). Les transporteurs HKT, qui sont 
particulièrement bien représentés chez les monocotylédones (ex : 7 membres chez le riz et 
un seul chez Arabidopsis; Véry et al., 2014), sont étudiés depuis plusieurs années sur le plan 
fonctionnel et physiologique dans notre équipe. Malgré l’importance de ces transporteurs 
dans les mécanismes de tolérance au sel, les déterminants structuraux impliqués dans leur 
activité de transport (et plus particulièrement dans la spécificité ionique Na+/ K+) sont mal 
connus. En effet, aucun HKT de plante n’a été cristallisé jusqu’à présent. Les structures 
actuellement proposées dans la littérature reposent sur des extrapolations à partir de 
données cristallographiques d’homologues bactériens et se révèlent insuffisamment 
informatives (Waters et al., 2013; Su et al., 2015 ; Xu et al., 2018; Riedelsberger et al., 2019; 
Somasundaram et al., 2020).  

 Dans ce projet, nous cherchons à identifier les domaines structuraux impliqués dans 
le transport des ions chez les HKTs de céréales dans le but de mieux comprendre les bases 
moléculaires de la sélectivité ionique de ces transporteurs. La stratégie adoptée consiste à 
produire en grande quantité et à purifier les protéines HKTs, à vérifier leur fonctionnalité, puis 
à les cristalliser afin d’en obtenir des structures 3D et d’identifier les domaines impliqués 
dans la sélectivité ionique.  

J'ai initié ce projet à mon arrivée dans l'UMR. J'ai ensuite été rejoint par mon collègue 
Jean-Christophe Boyer (CR INRA) pour développer ensemble le projet. Nous avons encadré 
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ensemble plusieurs étudiants (en BTS, L3, M1) La partie « cristallisation » est réalisée en 
collaboration avec Sébastien Granier, spécialiste reconnu de la biologie structurale des 
protéines membranaires travaillant à l’Institut de Génomique Fonctionnelle de Montpellier 
(https://www.igf.cnrs.fr/granier/?page_id=60&lang=fr). 

 Nous avons choisi de nous intéresser à deux HKTs de céréales. Le premier, 
TmHKT1;4-A2, est un transporteur HKT de la famille du blé (petit épeautre, Triticum 
monococcum) sélectif de Na+, impliqué dans le dessalage de la sève xylèmienne en 
condition de stress salin. Il constitue le gène responsable du QTL Nax1 de tolérance au sel 
(Huang et al., 2006). Le second, OsHKT2;2, est un HKT de riz (Oryza sativa) capable de 
transporter Na+ et K+ (Horie et al., 2001). OsHKT2;2 pourrait contribuer à favoriser 
l’absorption racinaire de K+ en condition saline (Oomen et al., 2012).  

 Les systèmes d’expression in vitro (Zemella et al., 2015) offrent aujourd'hui une 
approche attractive pour produire des protéines membranaires fonctionnelles (Junge et al., 
2011 ; Shadiac et al., 2013) et les cristalliser (Wada et al., 2011 ; Boland et al., 2014). Nous 
avons choisi d’exprimer OsHKT2;2 et TmHKT1;4-A2 in vitro dans le système acellulaire 
d’extrait de germe de blé (WGS pour wheat germ system), parce qu’il s'agit aujourd'hui du  
système d’expression in vitro le plus performant pour exprimer des protéines eucaryotes 
(Harbers, 2014) et qu'il constitue un système "eucaryote homologue" pour exprimer des 
HKTs de céréales (ne nécessitant pas d’optimisation de codons en particulier).  

 

2. Résultats 
2.1. Les transporteurs OsHKT2;2 et TmHKT1;4 sont exprimés efficacement in vitro 
dans le système acellulaire de germe de blé 

Nous avons utilisé le système WEPRO commercialisé par CellFree Sciences (CFS), basé 
sur la technologie ENDEXT développée par le Prof. Y. Endo (Takai et al., 2010). Le vecteur 
d’expression pEU-E01 comprend le promoteur de transcription SP6 et des séquences 
enhancers destinées à favoriser la traduction dans le WGS. Nous avons d’abord modifié ce 
vecteur en incorporant des séquences additionnelles destinées à faciliter la purification des 
protéines exprimées (tags TwinStreptag en C-ter et queue His en N-ter) ainsi que deux sites 
pour la protéase TEV pour éliminer ces séquences de part et d’autre de la séquence 
protéique des HKT après purification sur colonne d’affinité anti-tag. 

 Comme attendu pour une protéine très hydrophobe (8 segments transmembranaires 
prédits), et en l’absence d’additifs (détergents, lipides), OsHKT2;2 est détectée dans la 
fraction insoluble des produits de traduction. Si OsHKT2;2 est facilement détectable par 
western blot, une bande spécifique de cette protéine n’est pas discernable par coloration au 
bleu de Coomassie des protéines totales sur un extrait de traduction, indiquant que son 
niveau d’expression est relativement peu élevé. Une série de tests visant à optimiser le 
contexte d’initiation de la traduction (CIT) autour de l’ATG initiateur d’OsHKT2;2 n’a 
cependant pas permis d’élever significativement la quantité de protéine OsHKT2;2 produite 
in vitro. Par contre, la protéine TmHKT1;4 est facilement détectable dans les protéines 
totales par SDS-PAGE et apparaît même comme une des protéines majoritaires du mélange 
traductionnel (Figure III.1, pistes T).  

  

https://www.igf.cnrs.fr/granier/?page_id=60&lang=fr
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2.2. Expression en présence de détergents 

La purification sous forme fonctionnelle d’une protéine membranaire nécessite sa 
solubilisation dans un environnement hydrophobe favorable, en général dans des micelles 
de détergent ou des liposomes. Des traductions ont donc été réalisées en présence de 0,05 
ou 0,1% de détergents non ioniques (DDM : nDodecyl-ß-D-maltopyranoside ; NG-310 : lauryl 
maltose neopentyl glycol ; C12E8 : octaethylene glycol monododecyl ether ; Cymal-5 : 5-
cyclohexyl-1-pentyl-ß-D-maltoside) qui sont connus pour être compatibles avec les 
protocoles de cristallisation de protéines membranaires et ont été utilisés avec le WGS (ex : 
Fogeron et al., 2015, 2017. L’analyse comparée (en western blot pour OsHKT2;2; par SDS-
PAGE pour TmHKT1;4) des protéines totales et du surnageant (et/ou du culot) permet 
d’évaluer l’effet de la présence du détergent sur l’efficacité de la traduction et sur le niveau 
de solubilisation de la protéine (ex. : Figure III.1A pour TmHKT1;4 exprimé en présence du 
détergent Brij58). Les tableaux B et C de la Figure III.1A résument les résultats obtenus. 
Pour OsHKT2;2, les meilleurs résultats ont été observés avec les combinaisons de 
détergents C12E8/Tween80 et C12E8/Brij58 alors que pour TmHKT1;4, le Brij58 seul est le 
plus efficace (pas d’inhibition sur la traduction, solubilisation > 90%, Figure III.1A).  

 

 

Figure III.1: Sélection des détergents solubilisant les transporteurs HKTs tagués exprimés en 
WGS. A : SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie après traduction et centrifugation des protéines 
totales (T) et du surnageant (SN). Un dixième de chaque traduction (contenant 0,5 µl d’extrait WG) a 
été déposé par piste. La flèche indique la position de TmHKT1;4. B et C : tableaux récapitulatifs de 
l’effet des détergents sur la traduction et la solubilisation des protéines TmHKT1;4 (B) et OsHKT2;2 
(C). Les détergents (ou mélanges de détergents) ont été testés à plusieurs concentrations. 

 

Des premiers essais de purification par chromatographie d’affinité utilisant des billes 
magnétiques couplées à de la streptactine (anti-streptag) ou à des anticorps anti-His ont été 
engagées mais ont donné des résultats décevants à la fois quantitativement (co-purification 
d’autres protéines du WG) et quantitativement. L’approche « protéoliposomes » s’étant 
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révélée plus prometteuse (cf. ci-dessous), nous n’avons pas poursuivi pour l’instant 
l’optimisation de l’approche « détergents ». 

 

2.3. Expression en présence de lipides 

Le niveau d’expression de TmHKT1;4 étant beaucoup plus élevé que celui d’OsHKT2;2, 
nous avons décidé de concentrer nos efforts d’optimisation sur cet HKT. 

 Contrairement à l’approche « détergents », l’insertion des HKTs dans des liposomes 
offre la possibilité de vérifier la fonctionnalité de ces protéines (étape importante avant leur 
cristallisation) en réalisant des mesures électrophysiologiques sur protéoliposomes (PLs) par 
une approche de type « BLM (Black Lipid Membrane)» (cf. mesures fonctionnelles ci-
dessous). De plus, la purification des PLs, de par leur faible densité, peut s’effectuer par 
centrifugation sur coussins discontinus de densité (coussins de flottaison). Ceci permet de 
séparer les PLs de toutes les protéines solubles de l’extrait WG mais aussi des éventuels 
agrégats des HKTs produits dans le WGS. Les HKTs peuvent donc être exprimés et purifiés 
en version native (sans tags), éliminant ainsi toute interférence potentielle de séquences 
exogènes sur la structure de la protéine lors de la caractérisation fonctionnelle ou des études 
structurales en perspective (après cristallisation). De nouvelles constructions permettant 
l’expression des protéines HKTs dépourvues de séquences exogènes ont donc été 
obtenues. Parmi les lipides (asolectine, DOPC, DHPC, DMPC) que nous avons extrudés 
(homogénéisation de la taille des liposomes) puis testés en traduction in vitro, le DMPC (1,2-
dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) a donné les meilleurs résultats. En effet, le DMPC 
n’induit aucune inhibition de la traduction. 

 L’ultracentrifugation des protéines totales de la traduction a été réalisée sur un 
coussin de densité discontinu d’iodixanol (quatre coussins : 30%, 25%, 20%, 5%). Après 
ultracentrifugation, les PLs se retrouvent à l’interface 20%/5% (Figure III.2A). La couche 
supérieure visible dans la fraction 5% pourrait correspondre aux liposomes vides (aucune 
protéine n'étant détectée dans cette fraction). Nous avons vérifié par ailleurs que (i) la 
présence de TmHKT1;4 dans la fraction « PL » dépend de la présence de liposomes dans le 
mélange traductionnel, et (ii) l’essentiel de la protéine TmHKT1;4 présente dans les 
protéines totales peut être récupérée à l’interface 20%-5% du coussin de flottaison.  

 L’analyse de la fraction PLs par SDS-PAGE (Figure III.2B) montre que la protéine 
TmHKT1;4 constitue la protéine majoritaire des PLs, contrairement à OsHKT2;2 (Figure 
III.2D). En terme quantitatif et sur la base de ce type d’analyses, nous avons estimé qu’un 
seul kit CFS (contenant 1 ml d’extrait WG) permettrait de produire environ 1 mg de 
TmHKT1;4 purifié, une quantité compatible avec la cristallisation de la protéine. Le niveau de 
purification de TmHKT1;4 déjà obtenu a été considéré par S. Granier, notre collègue 
cristallographe, comme suffisant pour envisager sa cristallisation par LCP (Lipidic Cubic 
Phase; Caffrey, 2015). Un premier essai de cristallisation de TmHKT1;4 a été mené à l’IGF 
mais n’a pas été concluant (pas de cristaux détectés).  
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Figure III.2 : Expression en présence de lipides et purification de TmHKT1;4 (A, B, C) et 
d’OsHKT2;2 (D) en version native. A : Position des protéoliposomes de HKT (HKT-PLs) et 
probablement de liposomes vides (L), après ultracentrifugation des protéines totales du mélange 
traductionnel (WGS) sur coussin de flottaison d’iodixanol. B : Analyse des protéines totales après 
expression de TmHKT1;4 en batch (mélange réactionnel de 220 µl contenant 5 µl de WG) ou en 
dialyse («Dial.»; mélange réactionnel de 500 µl contenant 38 µl de WG, séparé d’un « feeding 
buffer » (14 ml) par une membrane perméable de cut-off de 10 kDa). Un témoin négatif sans ARN de 
TmHKT1;4 est présenté (1ère piste, mode batch, RNA-). PLs Grad : fraction contenant les 
protéoliposomes de TmHKT1;4 prélevée après ultracentrifugation (12000 rpm, 20 min) du mélange de 
traduction réalisée en mode dialyse (voir A). C : Surnageant (SN) et culot (P) d’une centrifugation 
(12000 rpm, 20 min) des protéines totales du mélange de traduction, réalisée en mode batch. D : 
fraction HKT-PL prélevée après ultracentrifugation du mélange traductionnel d’OsHKT2;2. 
Proportion du volume initial déposé par type d’échantillon : batch (protéine totales, SN et P) :1/10e ; 
dialyse : 1/80e ; fraction PL : 1/12e. 

 

En LCP, la monooléine (MO), est la matrice lipidique dans laquelle la protéine est insérée. 
L’absence de cristaux dans cette première tentative a pu résulter de la trop faible 
concentration d’HKT dans le mélange DMPC/MO ou de la trop grande proportion de DMPC 
dans le mélange qui pourrait empêcher la formation de la phase la plus favorable à la 
cristallisation (phase dite « éponge » ou « sponge phase »). Nous avons donc cherché à 
enrichir les PLs en MO, voire à remplacer le DMPC par la MO. Les liposomes purs de MO 
n’ont pas pu être obtenus. Des liposomes mixtes DMPC:MO ont par contre pu être obtenus à 
un rapport 1:5 et nous avons montré que TmHKT1;4 était aussi efficacement exprimé dans 
le WGS en présence de ces liposomes mixtes qu’en présence de liposomes de DMPC seul.  

 Nous réalisons actuellement les dernières optimisations concernant le rapport 
HKT/lipides avant de lancer un deuxième essai de cristallisation sur des PLs mixtes 
(DMPC/MO) de TmHKT1;4. 

 

2.4. Les transporteurs HKT produits in vitro sont fonctionnels dans un système 
lipidique artificiel (BLM) 

Une BLM (Black Lipid Membrane) est une membrane lipidique artificielle formée sur un 
micro-orifice séparant expérimentalement deux compartiments de composition ionique 
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identique ou différente (Figure III.3A). Une fois le transporteur inséré dans la BLM, des 
mesures électrophysiologiques peuvent être réalisées grâce aux électrodes placées de part 
et d’autre de la membrane. Les courants mesurés consécutifs à l’application d’une série de 
voltages permettent de préciser les caractéristiques fonctionnelles du transporteur. 
L’avantage de ce système est que si un seul type de transporteur est inséré dans la BLM et 
s’il est fonctionnel, il est possible d’avoir accès aux conductances unitaires de ce 
transporteur. Or, ces caractéristiques électrophysiologiques intrinsèques aux transporteurs 
sont en général difficiles à obtenir par d’autres méthodes (patch excisé sur ovocytes de 
xénope par exemple) et n'ont pas été décrites à ce jour dans la littérature.  

 Des analyses fonctionnelles sur les fractions PL des deux HKTs ont donc été 
réalisées en BLM, en utilisant l’Orbit Mini un appareil commercialisé par Nanion 
(https://www.nanion.de/en/products/orbit-mini.html, Figure III.3A). Ce système expérimental 
a l’avantage d’être sensible (faible bruit de fond, détection de courants de l’ordre de 
quelques pA), très compact, et permet de réaliser des mesures sur 4 BLMs simultanément.  

 

 

Figure III.3: Les HKTs exprimés in vitro sont fonctionnels dans le système BLM. A : Principe 
expérimental des BLMs (voir texte) et image de l’Orbit Mini© (Nanion) utilisé pour les analyses en 
BLMs. Une bicouche artificielle de DPhPC (diphytanoyl phosphatidylcholine) est obtenue pour 
chacun des petits compartiments (sur des orifices de 50 µm de diamètre). Les PLs de HKT purifiés sur 
gradient de densité sont ensuite fusionnés avec cette membrane en présence d’une force ionique locale 
élevée (KCl 3 M). B : Exemples de signaux obtenus illustrant les variations de courants générés après 
application d’un voltage (ici -50 mV) sur les BLM fusionnées avec des PLs de TmHKT1;4 et 
OsHKT2;2. La solution ionique de part et d’autre de la BLM contient un mélange de KCl et de NaCl 
(concentration de chacun de ces sels: 100 mM). Les différents niveaux de courants reflètent différents 
niveaux d’ouverture des transporteurs HKT. 

 

Les enregistrements, dont un exemple est illustré dans la Figure III.3B, montrent que 
l’application d’un voltage sur les BLMs contenant OsHKT2;2 ou TmHKT1;4 purifiés sur 
coussin de flottaison, génère des courants de l’ordre de quelques picoA. Ces courants, non 

https://www.nanion.de/en/products/orbit-mini.html


45 
 

détectables en l’absence d'addition (et fusion à la BLM) de PLs de HKT, révèlent des 
événements d’ouvertures/fermetures de type canal. De manière intéressante, différents 
niveaux d’ouverture peuvent être observés pour OsHKT2;2, qui pourraient révéler l’activité 
de multimères d’HKT ou des processus de coopérativité entre différentes molécules de ce 
transporteur. Globalement, nos données BLM indiquent que les deux transporteurs HKTs 
produits in vitro et insérés dans des proteoliposomes sont fonctionnels.  

 

3. Conclusion et Perspectives 
Nous avons pu montrer que le système d’expression acellulaire d’extrait de germe de blé 
permet un niveau de production élevé des transporteurs membranaires de céréales étudiés. 
La fonctionnalité des transporteurs ainsi produits a été vérifiée par électrophysiologie dans 
des membranes artificielles (BLM). Une valorisation des résultats d’expression et d’analyse 
fonctionnelle des HKT étudiés est envisagée très prochainement. 

 Les optimisations de différents paramètres clés depuis la production des HKTs in 
vitro jusqu’à l’insertion dans des protéoliposomes mixtes DMPC:MO vont nous permettre de 
tester à nouveau la possibilité de cristallisation des transporteurs. Ce travail sera engagé à 
l’IGF avec notre collaborateur S. Granier. 

 L’obtention puis l’analyse de la structure 3D permettra d’identifier les déterminants 
moléculaires impliqués dans la spécificité ionique (Na+/K+). Ces données devront être 
confirmées par des études structure/fonction visant à évaluer l’effet de mutations dans les 
régions concernées sur l’activité de transport, analysée par électrophysiologie en système 
BLM ou après expression dans des ovocytes de xénope. Afin de préciser les conséquences 
physiologiques de telles mutations in planta, des plantes exprimant des versions mutées de 
HKT seront obtenues puis phénotypées sur la base de leur tolérance à la salinité et de leur 
teneur en Na+ et K+  dans les feuilles, les racines et la sève xylémienne en conditions 
standard ou de stress salin. Enfin, outre une meilleure compréhension des propriétés de 
transport et de la sélectivité ionique chez les HKT de céréales, la connaissance des 
séquences protéiques impliquées pourrait permettre de faciliter à terme la sélection de 
plantes (par « molecular breeding ») moins sensibles à la salinité grâce à leur capacité à 
maintenir un rapport Na+/K+ faible dans les parties aériennes.  
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Chapitre IV 
Initiation de la thématique Microbiote et fonctions racinaires: 

premiers résultats 
 

 

1. Introduction: analyse du contexte et mise en place de la stratégie de 
recherche 
Les plantes exsudent de grandes quantités de composés organiques dans le sol, favorisant 
le développement des micro-organismes. La quantité réelle de carbone (C) investi dans 
l'exsudation radiculaire, qui peut varier de 5 % à 50 % de la photosynthèse nette (el Zahar 
Haichar et al., 2016; Venturi et Keel, 2016), dépend très vraisemblablement de la santé de la 
plante, de son niveau de développement, de son microbiote racinaire et de la disponibilité 
des nutriments dans le sol (Clarkson, 1985). Un processus de chimiotaxie par les exsudats 
racinaires contribue à la sélection des espèces microbienne constituant le microbiote 
rhizosphérique, dont la composition se différencie de celle des communautés microbiennes 
vivant en dehors de la rhizosphère (Bulgarelli et al., 2013). La nature des exsudats impliqués 
dans cette communication chimique et les mécanismes sous-jacents ont encore été 
relativement peu caractérisés (Oburger et Jones, 2018). De plus, les programmes 
d'amélioration des plantes cultivées par sélection de génotypes élites sur des sols fortement 
artificialisés par des apports d'engrais ont très probablement impacté l'aptitude des cultivars 
à établir des interactions, coûteuses en termes de quantités de photosynthétats exsudés, 
avec des micro-organismes bénéfiques du sol (Preece et Penuelas, 2020). 

De nombreuses études indiquent que le développement du système racinaire est 
affecté par le microbiote que la plante sélectionne et nourrit dans la rhizosphère (Bulgarelli et 
al., 2013). En retour, ces bactéries peuvent exercer un effet bénéfique sur la croissance de 
la plante. De telles bactéries sont appelées de façon générique PGPR, pour "Plant Growth 
Promoting Rhizobacteria". Les PGPR favorisent la croissance des plantes via des 
mécanismes très divers, tels qu'une amélioration de la nutrition minérale résultant de la 
solubilisation de sources de nutriments peu solubles, la production de phytohormones qui 
affectent le développement du système racinaire et souvent stimulent le développement des 
poils absorbants, et la protection contre les phytoparasites vial par exemple des processus 
de compétition pour l'acquisition des ressources du sol (Vacheron et al., 2013).  

Des études conduites dans notre laboratoire ont montré que le rhizobium 
Mesorhizobium loti se comporte comme une PGPR lorsqu'il interagit avec Arabidopsis 
thaliana, en provoquant une augmentation de la biomasse produite ainsi qu'une forte 
augmentation, de plus de 100%, de la longueur des poils absorbants (Poitout et al., 2017). 
Le travail de doctorat de Thanyakorn Rongsawat (que j'ai co-encadré) a également révélé 
une forte stimulation de l'élongation des poils absorbants par différentes souches 
bactériennes diazotrophes chez le blé dur. Il est raisonnable de faire l'hypothèse que la 
stimulation des poils absorbants par de telles bactéries se traduit par une amélioration de la 
nutrition minérale de la plante puisque les poils absorbants jouent un rôle majeur dans 
l'exploration du sol et l'acquisition des ions nutritifs par le système racinaire (Rongsawat et 
al., 2021).  

Dans le cadre de cette analyse bibliographique (Cf. aussi l'Introduction du chapitre 5 
présentant mon projet de recherche), j'ai initié dans mon équipe et mon UMR, en 
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collaboration avec l'équipe d'Hervé Sentenac, 3 projets de recherche complémentaires 
sur la thématique "Microbiote et fonctions racinaires". Ces projets ont été développés en 
utilisant le blé dur comme espèce modèle. Des collections de génotypes et des ressources 
génétiques extrêmement intéressantes ont été développées pour cette espèce sur notre 
campus par Jacques David et ses collègues (David et al., 2014), qui pourront nous permettre 
d'aborder, à terme, des recherches sur l'impact de la domestication et de l'amélioration sur 
les fonctions d'exsudation racinaire chez cette espèce, et éventuellement de développer des 
approches de type génétique quantitative. 

Les 3 opérations complémentaires de recherche que nous avons développées ont eu 
pour objectif:  

(i) La récupération de bactéries à partir de la rhizosphère de plans de blé dur cultivés 
au Liban et de blés sauvages se développant dans des zones refuges au Liban, un pays qui 
appartient à la "Région du Croissant Fertile" qui a vu la domestication du blé. 

(ii) L'élaboration d'une méthodologie permettant de phénotyper le développement des 
zones pilifères et l'architecture racinaire chez des jeunes plantules de blé dur cultivés dans 
des dispositifs de type "rhizobox". 

(iii) La mise au point d'un protocole de récolte des exsudats racinaires de plantules de 
blé cultivées en hydroponie dans des conditions axéniques. 

Les résultats obtenus dans ces 3 directions sont résumés ci-dessous. 

 

2. Résultats 
2.1. Isolement et caractérisation physiologique et moléculaire de rhizobactéries 
associées au blé dur ou à ses ancêtres dans des sols libanais 

Ce projet a bénéficié du travail de deux doctorants que j'ai co-encadrés, Thanyakorn 
Rongsawat (thèse soutenue en 2019) et Houssein Zhour (thèse en cours) (directeur des 
thèses: Hervé Sentenac). Des échantillons de sol rhizosphérique de blés prélevés au sud du 
Liban ont été obtenus grâce à une collaboration avec le laboratoire de Microbiologie de 
l’Université libanaise et l’IRAL (Institut de recherches agronomiques libanais). 

Des échantillons de sol ont été mis en culture dans un milieu (NFb) ne contenant pas 
d’azote (voir Figure IV.1). Ce milieu favorise sélectivement la croissance des bactéries 
diazotrophes et après 6 repiquages, un test ARA (réduction d’acétylène en éthylène) a été 
réalisé (travail conduit en collaboration avec Ezekiel Baudoin, UMR LSTM, Montpellier). Le 
test ARA permet de révéler l’activité de la nitrogénase, enzyme impliquée en conditions 
naturelles dans la réduction du N2 atmosphérique en NH4

+ et présente chez les bactéries 
diazotrophes. A la suite de ce premier test ARA, les colonies bactériennes ont été 
individualisées et 16 souches se différenciant par leur morphologie, leur couleur et l'aspect 
de leurs marges ont été sélectionnées pour un nouveau test ARA. Les résultats sont 
présentés par la Figure IV.2 (panneau de gauche). Ces 16 souches ont ensuite été 
caractérisées en fonction de leur capacité à solubiliser des sources de phosphate 
(phosphate de calcium, phytate) et de potassium (feldspaths) insolubles. Les souches ont 
été déposées sur un milieu ad hoc contenant les sources insolubles d’ions ou de molécules 
additionné d’un colorant indicateur de pH. Un indice d’acidification et de solubilisation est 
déterminé pour chaque souche correspondant respectivement au rapport des diamètres du 
halo décoloré sur le diamètre de la colonie ou au rapport du diamètre de la zone solubilisée 
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sur le diamètre de la colonie (Figure IV.2, panneau central). Ce travail a révélé des capacités 
distinctes, parmi ces 16 souches, à se développer en présences de sources peu solubles de 
phosphore et potassium (Figure IV.2,  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure IV.1. Récolte des souches bactériennnes à partir de la rhizosphère des racines de blé cultivé 
dans le village de Zawtar Al-sharkiya près de la ville de Nabatiyeh au Liban (photo de gauche). 
Isolement des souches diazotrophes sur milieu sans N à partir du sol rhizosphérique (A) et sub-culture 
(3ème repiquage) où un disque bactérien est visible sous la surface (B). 

 

 

     

Figure IV.2. Caractérisation physiologique de souches de bactéries rhizosphériques isolées à partir de 
sol libanais. Panneau de gauche: capacité de réduction de l’acétylène des 16 souches bactériennes. Le 
test ARA (Acetylene Reduction Assay) permet d’évaluer l’activité de la nitrogénase des souches 
isolées donc leur capacité à réduire le N2 atmosphérique. Panneau central: exemples de tests de la 
capacité de ces souches bactériennes à utiliser une source insoluble de phosphate (triphosphate de 
calcium). Panneau de droite: Identité des genres bactériens diazotrophes identifiés à partir du sol du 
croissant fertile. 

 

Un séquençage du16S et une amplification du gène NifH pour l’ensemble de ces 16 souches 
nous a ensuite permis respectivement d’obtenir l’identité des bactéries et confirmer leur 
statut de diazotrophes. Les souches bactériennes isolées appartiennent aux genres 

(A) (B) 
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Achromobacter, Stenotrophomonas, Rhizobium, Paraburkholderia et Klebsiella, tous connus 
pour posséder des espèces diazotrophes. 

Dans une expérience préliminaire, nous avons sélectionné 3 de ces souches 
(dénommées B1, B3-2 et I3) pour tester leurs effets sur le développement racinaire de plans 
de blé cultivés en serre. Des souches de Bradyrhizobium japonicum, Frankia sp et 
Azospirillum lipoferum (souches ORS285Δnif, R43 et Azo4B, respectivement), diazotrophes 
"modèles" classiques, ont été utilisées comparativement. Les plantes ont été cultivées 
pendant 30 jours sur un substrat artificiel (tourbe/sable/perlite, 1/1/1 ; v/v/v) arrosé par une 
solution pauvre en azote. Les masses (sèches) des parties aériennes et des systèmes 
racinaires ont été déterminées à l'issue de cette période de croissance. Les résultats (Figure 
IV.3) révèlent une capacité des souches libanaises testées à se comporter comme des 
PGPR dans nos conditions expérimentales en stimulant la croissance des plantes. La 
souche libanaise B3-2 (Achromobacter) a induit une augmentation de production de 
biomasse qui était même supérieure à celle observée avec la souche d'Azospirillum 
lipoferum de référence Azo4B.  

 
Figure IV.3. Effet de l'inoculation de souches bactériennes rhizosphériques libanaises sur la 
croissance du blé. Des plantes (T. turgidum spp. durum cv. Oued Zenati) ont été cultivées sur un sol 
artificiel (tourbe/sable/perlite, 1/1/1 ; v/v/v) pendant 30 jours après la transplantation des semis. Elles 
ont été arrosées tous les 3 jours avec une solution de Hoagland contenant 5 mM de NH4NO3 
(traitement HN: condition "N élevé") ou avec une solution modifiée de Hoagland contenant 0,5 mM 
de NH4NO3 (traitement LN : condition "N faible"). Des plantes soumises au traitement LN ont été 
inoculées (inoculation du sol et des plants avant la transplantation) avec différentes souches 
rhizobactériennes. Un ensemble de 6 souches rhizobactériennes a été testé, dont 3 souches de 
laboratoire, B. japonicum souche ORS285 (Brad), Frankia sp. R43 (Frankia), Azospirillum lipoferum 
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souche 4B (Azo4B), et 3 souches libanaises, dénommées B1, B3-2 et I1-3. Traitements de contrôle 
HN et LN : le sol et les plants repiqués n'ont pas été inoculés. Après 30 jours e culture, les masses 
sèches des parties aériennes et des systèmes racinaires ont été déterminées et exprimées en % des 
valeurs correspondantes observées par les plantes (CTL) non inoculées et arrosées par la solution LN. 

 

2.2. Développement d'une méthodologie de phénotypage des zones pilifères et de 
l'architecture racinaire 

À la surface des racines, les poils absorbants sont au carrefour de la nutrition minérale de la 
plante et de ses interactions avec les microbes bénéfiques du sol. Notre objectif a été 
d'établir une méthodologie de phénotypage du développement des poils absorbants et de 
l'architecture racinaire. Thanyakorn Rongsawat (doctorant que j'ai co-encadré; Cf. aussi 
§ 2.1 ci-dessus) a participé à ce projet, et Ikram Madani (doctorante que je co-encadre; 
directrice de thèse: Anne-Aliénor Véry) y participe aujourd'hui. 

Des expériences préliminaires que nous avions réalisées afin d'évaluer la capacité de 
de souches bactériennes différentes à favoriser l'élongation des poils des racines sur le blé 
dur (Rongsawat et al., 2019) avaient été effectuées en utilisant de très jeunes semis 
développés sur milieu gélosé en boite de Petri. Une telle méthodologie est souvent utilisée 
dans la littérature, en particulier avec la plante modèle Arabidopsis. Notre objectif a été de 
développer un autre type de procédure en prenant en compte les 3 raisons suivantes : 

- Après la germination, les semis de blé se développent plus rapidement que les semis 
d'Arabidopsis, et les boîtes de Petri de taille classique semblent trop petites pour permettre 
le développement des semis de blé pendant plus de quelques jours après la germination. 

- Dans les semis cultivés sur milieu gélosé, certaines parties des systèmes racinaires sont 
présentes à l'intérieur de la gélose, tandis que d'autres racines poussent juste à la surface 
de la gélose ou au-dessus de la gélose (dans l'air à environ 100 % d'humidité relative). Dans 
nos tests, nous avons constaté que les poils des parties racinaires développées à l'intérieur 
de la gélose  présentent une taille réduite alors que ceux des parties racinaires développées 
à l'air au dessus de la gélose sont nettement plus longs. De telles différences étaient 
susceptibles de conduire à un choix "subjectif" des zones du système racinaire à analyser et 
donc d'introduire un biais dans l'analyse quantitative de l'allongement des poils racinaires. 

- La manipulation et le transfert des racines sur une lame de verre pour l'observation au 
microscope sont susceptibles d'entraîner des dommages impactant le phénotypage des poils 
absorbants. De tels dommages pourraient par exemple être plus importants sur les poils de 
racine les plus longs, ou les poils les plus longs pourraient "retomber" le long de la racine et 
deviendraient alors difficilement observables. 

 La culture sur milieu gélosé ou en hydroponie étant donc difficilement compatibles 
avec notre cahier des charges, nous nous sommes orientés vers la mise au point d'un 
dispositif de type rhizobox. 

Différents prototypes de type rhizobox" ont été successivement évalués. Ils se 
distinguaient, par exemple, par le substrat (sol artificiel, papier filtre ou tissu) dans lequel - ou 
à la surface duquel - les racines des plantules se développaient. La croissance à la surface 
d'un tissu est apparue comme la meilleure solution (l'utilisation de papier filtre provoquant 
rapidement des contaminations par des espèces fongiques). Différents types de tissus 
synthétiques (non dégradables par des micro-organismes) ont été testés (différents 
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matériaux et tailles de maille). Ensuite, nous avons considéré qu'un substrat solide devait 
être introduit "derrière" le tissu, remplissant l'espace entre les deux plaques de verre du 
rhizobox, afin de "tamponner" et de contrôler le niveau d'humidité à la surface du tissu. Les 
essais réalisés avec des sols artificiels (sable, perlite, vermiculite et mélanges) ont révélé 
que la pression du substrat contre le tissu et la plaque de verre présentait de fortes 
hétérogénéités locales, en particulier lorsque le substrat était rendu humide par l'arrosage, et 
que ces hétérogénéités affectaient profondément le développement final de l'architecture du 
système racinaire, les racines poussant à travers les zones où la pression est plus faible. La 
solution à ce problème a consisté à introduire un "panneau solide" de mousse de 
polyuréthane "derrière" le tissu. Le panneau de mousse de polyuréthane a les dimensions 
d'une feuille de papier A4 (ou A3), puisque les rhizoboxes sont scannés avec un scanner 
haute résolution A4/A3. L'épaisseur de ces panneaux de mousse est de 10 mm. En pratique, 
un morceau de tissu un peu plus grand que deux feuilles A4 est cousu pour former un sac de 
dimensions A4, dans lequel le panneau de polyuréthane est introduit. Le rhizobox est ainsi 
rendu symétrique et des plantules peuvent être cultivées entre le tissu et la plaque de verre 
des deux côtés du rhizobox. 

La figure IV.4 fournit une description schématique du prototype de rhizobox actuellement 
utilisé. Un système d'arrosage automatique des plantes, commandé par une horloge, a été 
installé sur le dispositif expérimental. Le système racinaire peut être scanné périodiquement 
de façon non destructive. La Figure VI.4 présente un exemple de scan, obtenu pour une 
plantule de blé âgée de 2 semaines environ.  

 
Figure IV.4. Phénotypage du développement des zones pilifères et de l'architecture racinaire de 
plantules de blé. Panneaux de gauche: prototype de rhizobox utilisé. Vue de côté (A), vue de face (B) 
et vue de dessus (C). (1) Panneau de mousse non transparent avec feuille d'aluminium (260×320×4 
mm) assurant une protection extérieure contre la lumière (c'est-à-dire empêchant la lumière d'atteindre 
les racines). (2) Plaque de verre (260×320×2 mm). (3) Profilés d'aluminium en U assurant le maintien 
des plaques de verre (200×320×15 mm.). (4) Tissu technique en polyester (100%) noir (de maille 18 
µm) sur lequel se développe les racines. (5) Panneau solide en mousse de polyuréthane (260×320×15 
mm). Ce panneau est "ensaché" dans le tissu de polyester. (6) Pince à ressort en nylon assemblant et 
"clippant" les différentes plaques/parties constituant le rhizobox. Panneau de droite: exemple de scan 
d'un système racinaire. Des grossissements de différentes zones du système racinaire sont inclus dans 
l'image, permettant de visualiser les poils absorbants et illustrant la définition du scan. 
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Les scans des systèmes racinaires sont ensuite analysés avec différents logiciels, dont 
WinRhizo©. Des paramètres comme la longueur totale et la surface totale des racines, par 
classe de diamètre, ou la longueur totale et la surface totale des poils absorbants, à 
différentes "profondeurs" dans le rhizobox ou à différentes distances de la graine, peuvent 
être obtenus. 

Une première série d'expériences a révélé des réponses distinctes, en termes de 
croissance des racines et de développement des poils absorbants, à la faible disponibilité de 
phosphate ou d'azote et à l'inoculation d'une souche de Bradyrhizobium japonicum chez des 
plantules de blé (Triticum turgidum L. spp. durum cv. Oued Zenati) âgées de 2 semaines. La 
figure IV.5 fournit un exemple d'analyse quantitative de scans obtenus dans cette première 
série d'expériences. 

 
Figure IV.5. Comparaison des effets des conditions de faible disponibilité en N ou en P sur le 
développement du système racinaire. Les plantes (non inoculées) ont été cultivées dans des rhizoboxes 
pendant 12 jours, en étant arrosées avec une solution LN ("low N", cercles ouverts) ou LP ("low P" ; 
symboles noirs). Des images (scans) de 10 systèmes racinaires à la fin de la période de croissance de 
12 jours ont été analysées à l'aide du programme ACRT (Analysis of Complex Root Tool; développé 
par Volker Baecker, Montpellier RIO Imaging), permettant de déterminer la surface des racines 
(dérivée du nombre de pixels sur l'image 2-D) en fonction soit de la distance à la graine (panneau A), 
soit de la profondeur "dans le sol" (panneau B), c'est-à-dire la distance à la ligne horizontale au 
sommet dui rhizobox qui correspondrait à la "surface du sol où la germination aurait eu lieu". 



53 
 

Moyenne ± SE, n = 10 systèmes racinaires par condition. Le symbole * indique une différence 
statistiquement significative à p<0,05 (test t de Student). 

 

2.3. Mise au point d'un protocole de récolte des exsudats racinaires de plantules de 
blé cultivées en hydroponie dans des conditions axéniques 

Les exsudats racinaires "alimentent" le microbiote de la rhizosphère, jouent un rôle dans la 
signalisation et l'établissement d'interactions entre racines et bactéries bénéfiques ainsi que 
dans des processus d'allèlopathie affectant le développement des plantes "compagnes" 
environnantes (éventuellement "mauvaises herbes" dans une culture). 

Nous avons souhaité disposer d'une méthodologie permettant de récolter des 
exsudats racinaires de façon "relativement simple", afin de comparer des 
accessions/cultivars de blé, dans des conditions abiotiques (disponibilité des ions nutritifs 
dans le milieu) et biotiques (présence ou non de bactéries PGPR) diverses. Ce cahier des 
charges a conduit à choisir de cultiver les plantes en hydroponie dans des conditions 
axéniques, une aliquote de la solution nutritive étant prélevée à la fin de la culture pour une 
analyse de type métabolomique. 

Le travail sur ce projet est mené par le doctorant Houssein Zhour (que je co-encadre; 
Cf. aussi le paragraphe 2.1 ci-dessus). 

Dans la littérature, les protocoles classiques de récolte d'exsudats racinaires utilisent 
souvent des plantes cultivées en hydroponie dans une solution nutritive (non axénique), dont 
les systèmes racinaires sont ensuite rapidement "lavés" puis transférées pendant une 
période de quelques heures dans un petit volume d'eau pure, qui est récupéré pour analyser 
les "exsudats" libérés par les racines (Wang et al., 2006; Luo et al., 2015; Oburger et al., 
2018; Li et al., 2019; Shinano et al., 2020). 

Nous avons consenti un investissement méthodologique important pour développer 
une procédure permettant de cultiver pendant plusieurs semaines de façon axénique une 
plante dans un volume ad hoc de solution nutritive. Les dispositifs imaginés étaient peu 
"physiologiques" (e.g., culture des plantes dans des boîtes de type Magenta) ou devenaient 
de plus en plus complexes, réduisant les possibilités de tester des séries de plantes et/ou de 
conditions environnementales assez larges. Une idée très simple, basée sur les protocoles 
de bactériologie a permis les échanges gazeux entre l'atmosphère du tube et l'extérieur. Le 
dispositif de culture est présenté par la figure IV.6. Les plantules peuvent se développer au 
moins pendant 2 semaines sur ce dispositif. En fin de culture, il est systématiquement 
procédé à une vérification de la stérilité de la solution et des racines par étalement sur un 
milieu nutritif gélosé en boite de Petri. 

Ce protocole assure une récolte des exsudats émis sur une période de durée 
déterminée, sans manipulation du système racinaire (pouvant conduire à des blessures, par 
exemple la cassure de poils absorbants, et donc au relargage de composés organiques ne 
correspondant pas à des exsudats), sans stress osmotique (par rapport à une exsudation 
dans de l'eau pure), et en absence de micro-organismes contaminants (mais éventuellement 
en présence d'un micro-organisme sélectionné). 

Dans des expériences préliminaires nous avons récemment analysé par HPLC des 
aliquotes de solutions nutritive obtenues par ce protocole. Les chromatogrammes obtenus 
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ont montré différents pics, dont certains sont susceptibles de correspondre à des exsudats 
classiques tels que l'acide malique et différents autres acides organiques. 

 

 

 
Figure IV.6. Dispositif de culture pour la récolte d'exsudats racinaires: plantule de blé dur de 21 jours 
(variété Zagharine, élite libanaise) cultivée en hydroponie stérile. 

 

Très récemment, nous avons obtenus des résultats d'analyses effectuées par la plateforme 
de métabolomique de Toulouse. Les solutions nutritives analysées avaient été récoltées 
après 7 et 14 jours de culture. Les molécules organiques des échantillons ont été purifiées 
sur colonne C18 (Sep Pak) et les éluats ont été lyophilisés. Les échantillons sont ont été 
repris dans 0.1% FA (acide formique) puis analysés sur la plateforme de métobolomique de 
Toulouse. Les résultats préliminaires obtenus sur un blé dur élite après 7 jours de croissance 
sur milieu nutritif montrent un profil de molécules exsudées composé d’acides organiques 
(acide cébacique, valérénique, azélaïque…), d’acides aminés (tryptophane, N-
acétyltryptophane…) et de métabolites secondaires (DIMBOA-Glc, HMBOA-Glc…), 
composés qui sont, pour nombre d’entre eux, déjà connus pour être exsudés chez 
différentes plantes. Les benzoxazinoïdes (DIMBOA) constituent une classe attendue de 
molécules exsudées chez les céréales et sont impliquées dans les réactions de défense 
orientant les interactions du microbiote avec les racines. 

La comparaison des molécules exsudées dans les différents blés d'un transect de 
domestication devrait permettre d’évaluer l’impact de la domestication sur les capacités 
d’exsudation des blés modernes, prémices de leurs capacités à interagir avec le microbiote. 

 

3. Conclusion 
L'investissement consenti au cours de ces 5 dernières années pour acquérir les ressources 
biologiques et les outils méthodologiques permettant de développer un projet sur la 
thématique Microbiote et fonctions racinaires a été réellement conséquent. Nous disposons 
aujourd'hui d'une collection de souches bactériennes à effet PGPR, dont certaines ont été 
isolées à partir de la rhizosphère de blés sauvages poussant des zones refuges au Liban. 
Nous avons aussi maintenant la possibilité de phénotyper le développement des zones 
pilifères et l'architecture racinaire chez des plantules de blé déjà relativement développées, 
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(pendant environ 2 semaines) dans des conditions de stress nutritionnel et/ou en présence 
de différentes souches de PGPR. Nous sommes aussi à même de recueillir et analyser les 
exsudats racinaires produits par des plantules de blé au cours de 2 ou 3 semaines de 
développement dans des conditions contrôlées, en termes de composition de la solution 
nutritive et de présence ou non d'un micro-organisme sélectionné. 

 Du travail reste à faire directement en aval de ces réalisations. Par exemple, nous 
devrons procéder à un séquençage des souches bactériennes sélectionnées pour les 
identifier au niveau de l'espèce. Nous devrons aussi investir du temps pour trouver les 
logiciels et procédures informatiques de phénotypage racinaire les plus adaptés à l'analyse 
automatique des scans que nous pouvons obtenir. Il nous faudra aussi essayer de minimiser 
les possibilités de perte des composés organiques volatiles lors de la préparation des 
échantillons contenant les exsudats racinaires en préalable à leur analyse métabolomique. 
Sans ignorer l'importance de ces différents enjeux, je considère ce travail initiateur est arrivé 
à son terme et me permet maintenant de développer un projet de recherche original dans le 
domaine des interactions entre la racine et son microbiote. Le chapitre 6 présente ce projet, 
que je propose dans le cadre de ma candidature à l'HDR. 
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Chapitre V: Projet de recherche  
Exsudation racinaire, interaction avec le microbiote et nutrition minérale chez 

les blés sauvages et modernes 
 
 
La photosynthèse par les parties aériennes et l'absorption minérale par les parties 
souterraines permettent à la plante de vivre de façon autotrophe. La disponibilité dans le sol 
des ions minéraux nutritifs nécessaires à la vie cellulaire constitue souvent le facteur limitant 
de la croissance des plantes. Pour faciliter le prélèvement de ces ions, le système racinaire a 
la possibilité d'établir des interactions bénéfiques avec des micro-organismes du sol, qui 
favorisent la nutrition hydrominérale de leur hôte, par exemple en solubilisant des minéraux 
nutritifs, qui deviennent ainsi plus disponibles, ou en absorbant (ou synthétisant dans le cas 
de la symbiose rhizobienne) ces éléments nutritifs et en les ré-excrétant directement au 
contact ou à l'intérieur de la plante, ou en modifiant l'architecture racinaire et en stimulant le 
développement des poils absorbants.  La sélection et l'alimentation en substrats carbonés de 
ce microbiote impliquent une exsudation de composés organiques en direction de ces micro-
organismes par les racines. L’importance de l’investissement que la plante doit concéder 
pour la mise en place et l’entretien de telles interactions bénéfiques, en termes de quantités 
de composés carbonés transmis aux microorganismes partenaires, augmente lorsque les 
ions nutritifs sont faiblement disponibles dans le sol (Clarkson, 1985). Prélèvement racinaire 
nutritif, exsudation racinaire, sélection et entretien du microbiote sont donc des processus en 
très forte interaction. Il est raisonnable d'imaginer que les plantes ont mis en place des 
mécanismes visant à permettre l'établissement d'un cercle vertueux entre ces processus et à 
optimiser le rapport bénéfice/coût de l'investissement dans la fonction d'exsudation racinaire. 
Dans le cadre de cette hypothèse, parce qu’un fort niveau de fertilisation réduit chez la 
plante le besoin d’entretenir des interactions symbiotiques coûteuses avec les micro-
organismes du sol. Il est très probable que la sélection de plantes élites sur des sols 
artificialisés a impacté quantitativement et qualitativement les capacités d’exsudation 
racinaire et d’interactions avec les microorganismes du sol. Autrement dit, il est à craindre 
que les cultivars élites sélectionnés pour une production optimale dans des conditions de 
sols artificialisés aient des capacités de communication et d’interactions bénéfiques avec les 
microorganismes du sol dégradées par les processus de sélection. 

 Le projet de recherche que je propose s'inscrit dans le cadre général de cette 
analyse, dont certains aspects vont être présentés de façon plus détaillée ci-dessous, avant 
la description du programme sensu stricto. Les différents travaux qui ont été réalisés au 
cours de la thèse de Ron (Thanyakorn Ronsawat) et actuellement de celle d’Houssein 
(Zhour) et d’Ikram (Madani) vont nous permettre d'aborder l'étude du "cercle" des 
interactions entre nutrition minérale, exsudation racinaire et microbiote à différents niveaux. 
L'utilisation du blé comme plante modèle nous permettra d'inscrire ce travail dans le 
questionnement actuel concernant les conséquences des modes de sélection de cultivars 
élites utilisés actuellement sur les possibilités de réduction des intrants agricoles, dans une 
démarche de promotion de pratiques durables.  

 
1. Introduction bibliographique 
L’agriculture moderne a permis une augmentation conséquente des rendements améliorant 
de facto la sécurisation alimentaire au niveau mondial mais entrainant dans le même temps 
une dégradation de nombreux services écosystémiques. Cette dégradation est largement 
due à une chute drastique de la biodiversité, conséquence d’une simplification extrême des 
agro-écosystèmes et de leur artificialisation, et de la pollution résultant de ce modèle 
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agricole. Aujourd'hui, la compréhension des relations trophiques complexes au niveau du sol 
liant le microbiote aux plantes permet d’envisager une utilisation plus efficiente des 
ressources hydrominérales et une meilleure aptitude à gérer certains stress biotiques ou 
abiotiques dans un nouveau modèle agricole plus diversifié.  

Des questions nombreuses et très diverses peuvent être posées dans cette 
perspective. Par exemple, récemment au laboratoire, nous avons montré que certaines 
souches diazotrophes dites PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria) étaient capables 
d’augmenter la longueur des poils absorbants de plus de 100% chez l’espèce modèle 
Arabidopsis ainsi que chez le blé dur. Les conséquences de cet allongement des poils 
racinaires au niveau de la nutrition hydrominérale, de la croissance de la plante, de la 
composition des grains et du rendement ne sont pas connues. 

Les relations plantes-microbiote sont dynamiques mais après les premières étapes 
de domestication il y a 10 à 12000 ans, les populations de plantes cultivées ont été éclatées 
dans des biotopes très différents, au hasard des migrations humaines. Concomitamment à 
ces migrations et échanges, une sélection empirique a permis l’adaptation et la création 
d’une multitude de variétés locales. Le cas des grandes céréales comme le blé dur en est un 
exemple. A partir du XXième siècle avec l’intégration des lois de la génétique dans la sélection 
végétale et l’utilisation d’engrais, des schémas de sélection précis ont souvent été utilisés 
sur des sols ou substrats très artificialisés. De nombreux traits phénotypiques sélectionnés 
comme la taille de la plante, le nombre d’axillaires/talles formés, l’organisation des pièces 
reproductrices ont un lien étroit avec la balance phytohormonale ou sont susceptibles d'avoir 
eu un impact important sur le métabolisme. La communication plante-plante via les système 
racinaires et plante-microbiote implique la sécrétion de molécules du métabolisme primaire ou 
secondaire (sucres, acides organiques, flavonoïdes) mais aussi d’hormones (ex 
strigolactones) (Sawers et al., 2018). Les capacités actuelles des plantes à interagir avec le 
microbiote reflètent des altérations au cours des processus de sélection successifs, en 
particulier dans le cas des cultivars élite sélectionnés sur sol artificialisés. Cependant, pour le 
moment, les processus et facteurs susceptibles d'avoir contribué à cette altération (sélection 
sur substrats artificiels ou en présence d’engrais de traits impactant le métabolisme, dont la 
balance hormonale) n’ont encore été que très peu étudiés. 

 Le développement racinaire est un processus hautement plastique qui est influencé 
par les caractéristiques endogènes de la plante (contrôle génétique) et différents stimuli 
externes (impact environnemental) (Malamy, 2005). Ces stimuli externes peuvent être 
d’ordre abiotique (nutritionnel, stress mécanique...) ou biotique (symbioses, attaques 
pathogènes...). En outre, ces stimuli peuvent agir de façon synergique ou non. Par exemple, 
la disponibilité en P peut agir comme un signal externe avec un impact profond sur le 
développement du système racinaire (López-Bucio et al. 2003)  mais dont les conséquences 
peuvent être contrecarrées par la mycorhization (Temegne et al., 2018). Au sein même du 
microbiote, il a été montré que l’inoculation de souches bactériennes (Rhizobium, 
Azotobacter) pouvait favoriser la mycorhization du blé avec un effet important sur 
l’architecture racinaire (Behl et al ., 2003 ; Bartoli et al., 2020).  Dans la nature, en particulier 
dans la rhizosphère, les plantes sont constamment défiées par des milliers de populations 
microbiennes différentes, y compris des commensaux, des agents pathogènes et des 
symbiotes. La rhizosphère est l'une des écosystèmes les plus complexes sur terre, 
accueillant et concentrant des millions de cellules microbiennes. La diversité microbienne 
dans la rhizosphère évolue en fonction des génotypes et des stades de développement de la 
plante et de l’environnement du sol. Les interactions des microorganismes qui coexistent 
dans la rhizosphère sont dynamiques, et les fluctuations des métabolites exsudés par les 
racines aident à façonner la composition du microbiote racinaire. La dynamique de la 
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croissance des racines et les processus d'exsudation modifient la composition chimique de 
la rhizosphère dans l'espace et le temps (Li et al., 2019).  

Les métabolites libérés par les racines des plantes jouent un rôle important de 
signalisation dans la rhizosphère, dans la défense des plantes et la réponse aux stress 
abiotiques. Ces métabolites servent aussi à la reconnaissance des potentiels symbiontes et 
des plantes voisines. La détection des organismes (autres plantes ou micro-organismes) et 
les stratégies de réponse des plantes voisines vont déterminer le type de médiation entre les 
individus. Récemment, il a été montré que le blé, au travers d’une signalisation souterraine 
(exsudation de loliolide et de jasmonate) était capable de détecter une centaine d’autres 
espèces végétales et d'apporter une réponse allélopathique variable (Kong et al., 2020). Les 
mécanismes moléculaires permettant la perception de ces signaux par la plante ont été 
étudiés dans un certain nombre de symbioses, en particulier dans la symbiose 
légumineuses-Rhizobium, et les facteurs Nod qui participent au dialogue moléculaire entre 
les deux partenaires, et la symbiose AMF-plante avec les facteurs Myc. Les connaissances 
actuelles indiquent que  les premières manifestations chez la plante du dialogue moléculaire 
avec son partenaire microbien sont généralement des changements du gradient de potentiel 
électrique transmembranaire des cellules de la périphérie racinaire, dont les poils 
absorbants, et des oscillations calciques au sein de ces cellules (Felle et al., 1995 ; Zebelo et 
al., 2012 ; Leborgne-castel et al., 2014 ; Yuan et al., 2017 ; Tian et al., 2020). 

En modulant la composition des exsudats racinaires, les plantes peuvent modifier les 
propriétés du sol pour s'adapter et assurer leur survie dans des conditions défavorables. 
L'exsudation racinaire peut permettre une modification du pH du sol, ayant pour effet de 
solubiliser les nutriments sous des formes assimilables, la chélation de métaux ou de 
composés toxiques permettant leur absorption (e.g., le fer) ou leur immobilisation dans la 
rhizosphère (aluminium), l'attraction d’un microbiote bénéfique, ou la libération de 
substances toxiques pour des organismes pathogènes ou allélopathiques en général, pour la 
compétition avec d’autres plantes (Vives-Peris et al., 2019).  

Les racines exsudent un répertoire diversifié de métabolites consommant de 10 à 
50% du carbone fixé des plantes. La composition des exsudats est très variable suivant les 
plantes, le stade de développement, l’environnement… Par exemple chez Arabidopsis 
thaliana cultivée en hydroponie une centaine de composés ont été enregistrés, dont une 
quarantaine ont été identifiés (Strehmel et al., 2014). Cette diversité métabolique suggère un 
langage chimique végétal complexe qui sert d'intermédiaire dans d’innombrables interactions 
rhizosphériques. Par exemple, les coumarines et les benzoxazinoïdes sont des métabolites 
secondaires qui sont connus pour être exsudés par les racines et jouer un rôle dans la 
formation du microbiote racinaire (Stringlis et al., 2018; Cotton et al.2019).  De petits 
changements dans la structure des communautés microbiennes sélectionnées par le 
système racinaire peuvent entraîner de grandes altérations des phénotypes de l'hôte 
(Brinker et al., 2019). Il a aussi été montré que le microbiote de la rhizosphère induit 
plusieurs signaux systémiques de l'hôte, qui déclenchent une reprogrammation métabolique 
et ainsi une exsudation radiculaire différentielle (Korenblum et al., 2020). Ce phénomène 
d'exsudation systémique de métabolites racinaires (SIREM systemically induced root 
exudation of metabolites), est modulé par la colonisation microbienne locale des racines. 
Certains métabolites exsudés sont allélopathiques et sont utilisés par la plante dans la 
compétition pour la lumière et la nutrition hydrominérale. Chez le sorgho, les exsudats 
racinaires contiennent plusieurs hydroquinones à longue chaîne, principalement la 
sorgoléone et son analogue le résorcinol, qui inhibent la croissance des plantes voisines par 
divers mécanismes, y compris l'inhibition de la photosynthèse et de la respiration (Czarnota 
et al., 2001; Dayan et al., 2010). La sorgoléone, le résorcinol et d'autres hydroquinones 
apparentées sont produits uniquement par des poils absorbants vivants et sont exsudés 
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sous forme de gouttelettes de couleur dorée à l'extrémité des poils (Czarnota et al., 2003; 
Dayan et al., 2009). Il a été vérifié que les gènes biosynthétiques clés responsables de la 
production de sorgoléone, en particulier SOR1, codant pour une désaturase, sont exprimés 
uniquement dans les poils absorbants (Yang et al., 2004). Les données de microscopie 
électronique suggèrent que de grandes quantités de ces globules sont déposées dans 
l'apoplaste (Czarnota et al., 2001, 2003).  

Les benzoxazinoïdes (BX), tels que le 2,4-dihydroxy-7-méthoxy-2H-1,4-benzoxazin-3 
(4H)-one (DIMBOA), sont des métabolites secondaires dérivés du tryptophane et impliqués 
dans la défense des plantes contre les ravageurs et les pathogènes, que ces derniers soient 
aériens ou souterrains. Ils peuvent exercer aussi des activités allélochimiques ou 
antimicrobiennes. Ils ont été identifiés chez les monocotylédones, en particulier chez les 
Poacées et chez certaines dicotylédones (Mikic et Ahmad, 2018). Il a été montré que la 
synthèse et l’exsudation de DIMBOA chez le blé étaient amplifiées en présence d’adventices 
(Lu et al., 2012). Il a été montré que des bactéries PGPR comme Pseudomonas putida 
KT2440 présentent une augmentation de la transcription des gènes contrôlant le catabolisme 
et la chimiotaxie du benzoate, et que les racines de maïs de type sauvage produisant du 
DIMBOA attirent un nombre significativement plus élevé de P. putida que les racines du 
mutant bx1 déficient en DIMBOA (Neal et al ., 2012). Le DIMBOA joue ainsi un rôle chimique 
central dans le recrutement de rhizobactéries bénéfiques et de la communauté fongique pour 
les plantes (Cotton et al., 2019). L'acide azélaïque, un acide dicarboxylique synthétisé chez 
plusieurs céréales, joue un rôle dans la signalisation plantes-bactéries. Il est impliqué dans 
l’acquisition de la résistance systémique (SAR) chez les plantes (Lim et al., 2016). Plusieurs 
bactéries comme Pseudomonas nitroreducens peuvent utiliser l'acide azélaïque comme 
unique source de carbone, et il a été montré qu’AzeR est un répresseur bactérien qui répond 
spécifiquement à l’acide azelaïque et qui est présent chez seulement quelques genres de 
proteobactéries (Bez et al., 2020). Il a été par ailleurs montré que l'acide azélaïque est un 
acteur clé de la résistance à Pseudomonas syringae chez Arabidopsis (Jung et al., 2009 ; 
Cecchini et al., 2019). 

Les plantes ont développé différents mécanismes pour sécréter de tels métabolites 
dans la rhizosphère, impliquant différents types de transports, passifs et actifs. 
Traditionnellement, la sécrétion des exsudats racinaires est considérée comme un 
processus passif, médié par différentes voies: par transport diffusif à travers la membrane 
plasmique de la racine, via des canaux ioniques, et par exocytose (Baetz et Martinoia, 2014). 
Les propriétés chimiques des composés à exsuder déterminent le processus de sécrétion 
correspondant.  

Le transport diffusif concerne des molécules de faible poids moléculaire, comprenant 
des sucres, des acides aminés, des acides carboxyliques et des phénols. Ce processus est 
soumis aux gradients de concentrations entre le cytoplasme des cellules racinaires et la 
rhizosphère (Badri et Vivanco, 2009). Des canaux ioniques sont responsables de la 
sécrétion de glucides et de carboxylates spécifiques tels que le malate et l’oxalate. Plusieurs 
sortes de canaux anioniques ont été caractérisés comme perméables à ce type de 
composés, à des degrés divers, ainsi qu'à des d’ions inorganiques. (Cl- et NO3

-).  Les canaux 
de type ALMT ("Aluminium-activated malate transporters") présentent une forte perméabilité 
au malate et au fumarate [par exemple, pour AtALMT6, une séquence de sélectivité 
fumarate > malate >> citrate > Cl− > NO3− a été rapportée: Sharma et al., 2016)]. Ce type de 
canaux joue un rôle important en particulier en exsudant des acides di- et tri-carboxyliques 
dans la tolérance à Al3+, en complexant (immobilisant) cet ion toxique à la surface des 
racines. L’expression de gènes ALMT a également été observée comme sensible à des 
facteurs biotiques. Par exemple, une sécrétion accrue de malate suite à l’induction 
d’AtALMT1 a été observée lorsque les tissus végétaux aériens ont été infectés par des 
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bactéries pathogènes, et l’hypothèse de la mise en place d’un mécanisme de défense des 
plantes impliquant la constitution d'un biofilm de bactéries bénéfiques à la surface des 
racines suite à l’exsudation de malate a été proposée (Rudrappa et al., 2008). En dehors des 
canaux de type AMLT, des canaux perméables à NO3

-et Cl- de type SLAC/SLAH, dont 
certains sont fortement exprimés dans les racines, présentent aussi une perméabilité (mais 
faible) au malate et bicarbonate (Geiger et al., 2009; Chen et al., 2010). L’exocytose, l’autre 
grand type de mécanismes de transport passif, est impliquée dans la sécrétion de 
métabolites de hauts poids moléculaire stockés dans des vésicules (Badri et Vivanco, 2009). 
Les métabolites exsudés proviennent du réticulum endoplasmique ou de l’appareil de Golgi 
et certains contribuent à la protection contre les agents pathogènes (Weston et al., 2012).  

Concernant les systèmes responsables d'un transport actif d'exsudats racinaires, 
deux grandes familles de transporteurs membranaires ont été identifiées, appelées 
transporteurs ABC («ATP-Binding Cassette») et MATE («Multidrogue et extrusion de 
composés toxiques») (Kang et al., 2011).  

 

2. Projet 
2.1. Sélection des cultivars de blé et des souches microbiennes 

Nous avons initié une collaboration à partir de 2018 avec le laboratoire de microbiologie de 
l’Université Libanaise (Beyrouth) dirigé par Ali Chokr.  

Housein Zhour, doctorant en co-tutelle entre nos 2 laboratoires, a identifié différents 
sites dans les provinces de Biswat, Ham et Nabi Chit où poussent des populations reliques 
de blé sauvages T. t . dicoccoides. Ces blés sauvages correspondent très probablement aux 
populations originelles de blé présentes dans le croissant fertile il y a une dizaine de milliers 
d'années et utilisées par les agriculteurs du Néolithique lors des débuts de l’agriculture pour 
générer des blés aux caractéristiques agronomiques de plus en plus intéressantes. La 
première mutation sélectionnée est le maintien des épillets sur l’épi à maturité. Cette 
sélection a engendré l’apparition d’une nouvelle sous espèce T. t. dicoccum,  qui a été 
diffusée avec les migrations de l’agriculture. Cette  sous-espèce a été remplacée 
progressivement par T. t. durum qui présente la particularité remarquable d’avoir, 
contrairement aux sous espèces ancestrales, des grains nus et donc beaucoup plus faciles à 
battre. Nous allons nous concentrer sur ces 3 sous-espèces T. t. dicoccoïdes, T. t. dicoccum 
et T. t. durum. Deux sous-espèces sur les 3 (dicoccoides et durum) ont leur génome 
séquencé, ce qui représente un avantage significatif pour les approches aval décrites plus 
loin à savoir la protéomique et la transcriptomique (Maccaferri et al., 2019 ; Avni et al., 2017). 
Pour le choix des durum, nous prendrons un blé élite libanais (Zagharine) et un élite français 
(Anvergor). 

Concernant maintenant le choix et l’isolement des souches microbiennes, des 
prélèvements de sol, de rhizosphère et de tissus racinaires de ces blés sauvages ont été 
effectués dans la localité de Nabi Chit. De nouveaux prélèvements seront effectués sur des 
dicoccum et des durum élites cultivés dans les zones refuges au Liban et en France (station 
expérimentale de l'INRAE à Mauguio). Les sols de la Bekaa au Liban et ceux de Mauguio 
partagent des caractéristiques physicochimiques assez similaires avec un pH de 8. 

Nous nous intéressons prioritairement  aux espèces bactériennes diazotrophes car 
elles peuvent fournir un apport intéressant d’azote au blé. Dans un premier temps, l'objectif 
est de poursuivre la caractérisation des souches issues des échantillons de sol 
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rhizosphériques que nous avons commencé à traiter (Cf. Chapitre IV). Le travail d'isolement 
implique l'utilisation du milieu sélectif NfB semi-solide ne contenant pas d’azote. Ce milieu 
est contenu dans des tubes (vacuette) dont le bouchon présente un septum. Ce septum est 
utilisé lors des tests ARA (réduction de l’acétylène en éthylène par la nitrogénase) pour 
l’introduction de l’acétylène. Après isolement, une confirmation que la souche est 
effectivement diazotrophe sera apportée par une réaction de PCR ciblant le gène NifH. Nous 
évaluerons l'éventuelle capacité des souches bactériennes isolées à solubiliser des ions 
nutritifs dans le sol en nous focalisant sur le phosphate et le potassium. Pour cela, nous 
suivrons le développement des bactéries sur des milieux contenant des sources de P ou K 
faiblement disponibles (phosphate tricalcique ou feldspath, respectivement) et un indicateur 
coloré de pH permettant de détecter l'acidification du milieu (phénomène traduisant le 
développement des bactéries; Cf. chapitre IV). 

Les connaissances ainsi acquises sur les souches bactériennes isolées nous 
servirons pour tester leur effet PGPR dans des conditions définies en termes de disponibilité 
de N, P et K. Nous testerons les effets des souches, en individuel ou en mélange, sur la 
croissance et le développement du blé. Ces tests se feront en pots en serre, sur un mélange 
inerte (vermiculite/sable/tourbe, 1/1/1, v/v/v) que nous avons déjà testé. Ce mélange sera 
arrosé par une solution nutritive de composition ad hoc (faible disponibilité de N, P et/ou K). 
Des mesures simples de matières fraîches et sèches seront réalisées. La teneur en 
éléments minéraux essentiels (y compris des oligo-éléments) sera déterminée sur la 
plateforme SAME de notre UMR.  

Le séquençage 16S renseignera sur le genre auquel les souches bactériennes 
isolées appartiennent. Un travail de caractérisation moléculaire, en vue d'identifier l'espèce 
au sein de ce genre, via un séquençage génomique, sera effectué pour des souches 
sélectionnées. 

L'objectif est de disposer à terme d'une collection de souches bactériennes 
diazotrophes issues de sols rhizosphériques prélevés sur de blés sauvages ou modernes au 
Liban, et ayant individuellement des effets de type "PGPR" sur des accessions/cultivars de 
blé. Des communautés synthétiques de bactéries pourront aussi être constituées et testées. 

Il me semblerait très intéressant que ce travail sur les espèces bactériennes soit 
complété par des analyses semblables sur les espèces fongiques présentes dans les 
mêmes échantillons de sols. De telles analyses pourraient être conduites par des collègues 
de Dijon (Pierre-Emmanuel Courty) et Toulouse (G. Bécard, C. Roux et B. Lefebvre). Des 
échantillons de sols rhizosphériques libanais ont déjà été fournis à Pierre-Emmanuel Courty, 
et utilisés par une étudiante dans le cadre de son travail de stage de M2. L’isolement de 
souches mycorhiziennes pourrait par exemple permettre la caractérisation des exsudats 
mycorhiziens, à l'instar de ce que nous prévoyons de faire pour les souches bactériennes 
(Cf. ci-dessous). 

 

2.2. Disponibilité des ions nutritifs, microbiote et développement racinaire 

Les PGPR peuvent améliorer la nutrition minérale de la plante, et favoriser sa croissance, via 
différents mécanismes comme la solubilisation des ions nutritifs, qui deviennent ainsi plus 
disponibles pour la plante. Le paragraphe ci-dessus prend en compte cette possibilité. Une 
amélioration de la nutrition minérale peut aussi résulter de modifications de l'architecture 
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racinaire et d'une stimulation de la production et de l'élongation des poils absorbants 
racinaires en réponse à des hormones produites et sécrétées par les bactéries. La 
méthodologie de phénotypage de l'architecture racinaire et du développement des zones 
pilifères, que nous avons présenté dans la chapitre IV, va donc nous permettre d'analyser les 
éventuels effets des bactéries sélectionnées sur le développement racinaire.  

Le système de rhizobox, développé par Ron et optimisé par Ikram, nous permettra 
d'étudier de façon séparée ou conjointe les effets de carences minérales et de la présence 
de souches bactériennes sur l’architecture racinaire et le développement des poils 
racinaires. Ce travail impliquera la combinaison de milieux pauvres en N et/ou P et/ou K en 
présence ou non de bactéries ou communautés bactériennes synthétiques. Nous 
souhaiterons tester dans ces conditions les représentants des différentes sous-espèces 
(dicoccoides, dicoccum et durum) de blé qui auront été sélectionnées dans les approches 
conduites en parallèle (Cf. aussi § 2.2 ci-dessous). La présence potentielle de signaux 
systémiques participant aux réponses racinaires pourra être testée en adaptant le système 
actuel des rhizobox pour réaliser des expériences de type « split root ». Des paramètres 
importants comme la longueur totale des racines, la répartition spatiale de celles-ci dans les 
différents horizons (0-10 cm, 10-30 cm..), la densité et la longueur des poils absorbants 
seront analysés à l'aide du  logiciel WinRhizo et d'autres logiciels comme ACRT développé 
en partenariat avec Volker Becker  (CNRS, Montpellier RIO Imaging) à partir du logiciel 
ImageJ. 

 

2.3. Communication chimique entre racines et micro-organismes: récolte et analyse 
des exsudats 

De nombreux systèmes de récolte des exsudats ont été testés, tous montrant des limitations 
et suscitant des insatisfactions, en termes de signification physiologique des conditions de 
culture des plantes et/ou de possibilité d'utiliser les dispositifs correspondants, relativement 
complexes, pour des analyses comparatives (de cultivars/accessions de plante, d'espèces 
microbiennes ou de  nutrition minérale à relativement large échelle. Cela a conduit 
récemment  des auteurs à publier un article dont le titre est « Sampling root exudate : 
mission impossible ?" (Oberger et Jones, 2018). L’hydroponie est critiquée pour son 
environnement artificiel potentiellement anoxique et loin des conditions réelles de sol. 
L’aéroponie utilise des volumes conséquents de milieu. La culture sur sol est elle aussi 
critiquée parce qu'elle engendre des difficultés au moment où les systèmes racinaires 
doivent être extraits du substrat sans endommager les racines/poils racinaires, de tels 
dommages induisant nécessairement des pertes et relarguages de composés organiques 
sans relation simple avec la fonction d'exsudation racinaire. De plus, les méthodes publiées 
utilisent généralement des conditions non axéniques, en présence donc de populations 
microbiennes non identifiées, ce qui est susceptible de rendre difficile l'interprétation de 
l'analyse métabolomique. En effet, les microbes présents sont susceptibles, de façon 
variable et incontrôlable, d'exsuder leurs propres métabolites ainsi que de dégrader les 
exsudats racinaires de façon complète ou  en provoquant l'apparition de produits de 
dégradation intermédiaires 

Nous avons considéré que la mise au point d'un protocole permettant d'avoir accès à 
l'exsudation en condition axénique était un objectif essentiel, puisque nous voulons étudier 
l’effet individuel de souches microbiennes sur l’exsudation du blé et, inversement, l’effet des 
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exsudats de blé sur le développement de ces souches. Ensuite le choix de l’hydroponie s’est 
imposé parce que cette technique facilite la récolte des exsudats racinaires et surtout 
préserve l’intégrité de la partie racinaire lors de la récolte, minimisant donc les blessures 
cellulaire ou tissulaires pouvant générer des relargages dans le milieu de métabolites 
cellulaires non exsudés.  

Le système de culture du blé pour la récolte des exsudats a évolué entre la thèse de 
Ron et celle d’Houssein. La simplification du système actuel permet de réduire les risques de 
contamination et, par sa relative simplicité, permet d'envisager d'étudier des ensembles 
assez  larges de conditions, en termes de nombres d'accession/cultivars de blé, souches 
bactériennes et conditions nutritives. Le système est constitué d’un tube à essai pour réduire 
le volume de milieu et la plante est insérée au niveau du collet à l’aide d’un coton. La partie 
aérienne se développe à l’air. Après le temps de croissance choisi dans la cinétique, le 
milieu de culture est prélevé et une aliquote est utilisée pour en tester la stérilité par 
étalement sur milieu LB. Le tube à essai est couvert d’aluminium pour maintenir les racines à 
l'obscurité. Les premières analyses métabolomiques réalisées sur la plateforme MétaToul de 
Toulouse semblent conforter notre choix avec une liste de molécules rares et ciblées du 
métabolome cellulaire général et des molécules validées dans différents modèles comme 
étant exsudées, en particulier les benzoxazinoïdes comme le DIMBOA-Glc, ou des acides 
organiques comme l’acide azélaïque, l’acide hexanoïque (éliciteur), l’acide valérénique, 
l’acide sébacique… 

 Les exsudats sont composés de métabolites différents chimiquement avec des 
sucres, des acides aminés, des acides organiques, des peptides et protéines ou encore des 
métabolites secondaires. L’approche qui sera mise en place vise à séparer les métabolites 
ayant des caractéristiques physico-chimiques remarquables. Protéines et peptides seront 
analysés séparément des autres métabolites qui eux, seront séparés suivant leur polarité. 
Des approches ciblées seront aussi mises en place sur des molécules très peu abondantes 
comme les strigolactones et autres phytohormones. Les analyses seront réalisées sur les 
plateformes MetaToul pour la métabolomique et sur la plateforme MSPP de Montpellier pour 
les protéines et peptides. 

A ce jour, les exsudats de différents blés (2 dicoccoides, 2 dicoccum et 2 durum)  ont 
été récoltés, après 7 et 14 jours de culture, avec 6 répétitions pour chaque temps. Ce travail 
sera poursuivi pour augmenter le nombre d'accessions, en particulier au sein de dicoccoides, 
puisque la diversité biologique au sein de cette sous-espèce est considérable par rapport à 
celle qui existe au sein de durum. 

Les exsudats de souches bactériennes sélectionnées seront eux aussi  analysés 
(ainsi que, si possible, les exsudats de champignons mycorhiziens dans le cadre de nos 
collaborations). Nous testerons ensuite les exsudats de plantes sur les bactéries et en 
parallèle les exsudats bactériens sur les plantes afin de déterminer les composés 
spécifiques induits par la présence des exsudats. Des bactéries « naïves » ou ayant été au 
préalable en contact avec des exsudats de plantes seront mises en présence des racines et  
les exsudats seront de nouveau analysés. Ces expériences seront conduites de façon à 
évaluer quelques souches bactériennes, les plus prometteuses, qui seront mises en contact 
avec des blés présentant des comportements contrastés vis-à-vis de ces bactéries. A ce 
stade, le nombre et l'identité de souches bactériennes et accessions/cultivars de blé qui 
seront testés dans ces expériences ne peuvent être précisés. 
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2.4. Vers l’analyse des mécanismes de signalisation et communication 

Après avoir identifié au sein des exsudats des composés susceptibles de participer au 
processus de communication chimiques entre le système racinaire et le microbiote, nous 
souhaiterons préciser les mécanismes de signalisation sous-jacents. Dans une première 
étape, les composés candidats pourront être testés dans mon équipe, sur la plateforme 
d'électrophysiologie de notre UMR, pour leur rôle possible d’induction d’une signalisation 
électrique au niveau des cellules périphériques de la racine (poils absorbants, cellules 
épidermiques) de blés, par des mesures de potentiel électrique transmembranaire à l’aide 
d’une électrode intracellulaire (Felle et al., 1995). Une analyse plus poussée pourra être 
effectuée avec les exsudats/composés ayant engendré une réponse électrique : examen de 
possible signalisation calcique par imagerie à l’aide de sondes, ou identification des canaux 
ioniques impliqués dans la signalisation électrique par patch-clamp sur protoplastes de 
cellules épidermiques/poils absorbants. Certains exsudats comme l’acide hexadécanoïque, 
l’acide azélaïque, l’acide cafféïque, la betaïne ou encore le DIMBOA sont actuellement 
disponibles commercialement, ce qui pourra faciliter les analyses. D'autre part, sachant que 
certains composés comme l’acide azélaïque sont impliqués dans la résistance systémique 
acquise (SAR), des tests préliminaires sont envisageables rapidement. Le déclenchement 
d’une réponse électrique ou d'oscillations calciques sera un argument supplémentaire pour 
réaliser une analyse transcriptomique (RNA seq) sur les parties racinaires et aériennes. Ce 
type d’analyse pourra être aussi envisagé si un signal systémique est mise en évidence dans 
les expériences de « split root ». 

 

2.5. Conclusion et perspectives 

En aval des travaux évoqués ci-dessus, il sera évidemment nécessaire d'examiner si les 
effets bénéfiques des microorganismes observés dans nos conditions expérimentales en 
termes de développement du système racinaire, de contenus ioniques et de production de 
biomasse dans des conditions de faible disponibilité des ions nutritifs dans le milieu se 
traduisent aussi par des rendements en grains au champ quantitativement et qualitativement 
satisfaisants dans des conditions de culture à bas intrants. 

Nous avons émis l’hypothèse que les bouleversements engendrés par l’avènement 
de l’agriculture, les migrations humaines et la Révolution Verte ont pu affaiblir ou rendre 
moins efficaces les relations du blé avec son environnement, en particulier ses relations 
avec le microbiote racinaire. En étudiant, ce microbiote dans la rhizosphère des populations 
reliques de blés sauvages du Croissant Fertile et en comparant les performances de blés 
dans ce contexte avec des blés modernes, nous cherchons à mettre en évidence les 
mécanismes d’optimisation de la relation blé-microbiote en espérant par la suite être en 
mesure de transférer chez les blés modernes (et/ou les microbiotes exotiques), des 
capacités d'interactions bénéfiques précédemment perdues ou dégradées au cours de la 
Révolution Verte. Dans cette perspective, il est raisonnable d'espérer que les connaissances 
produites et les méthodologies développées au cours de ce projet pourront aider au 
développement de programmes de génétique quantitative permettant d'identifier des gènes 
utilisables dans des programmes d'amélioration pour développer de nouveaux cultivars de 
blés présentant une dépendance réduite vis-à-vis des engrais et des intrants agricoles de 
façon générale.  
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