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Figure 1 : Coupe transversale d’une racine d’ Arabidopsis.

Photographie obtenue en microscopie a transmission illustrant la structure simple de la racine
d’Arabidopsis. On notera la présence d’une seule couche de cellules par tissu et 1’absence de
structure secondaire.



Introduction

Dans un contexte ou la demande en matiére premicre agricole est en augmentation constante
et rapide et ou les surfaces agricoles cultivables viennent a étre limitantes, réunir les
conditions adéquates pour la culture des plantes d’intérét agronomique est un enjeu majeur.
En effet, une agriculture durable requiert une utilisation raisonnée des produits phytosanitaires
et une utilisation parcimonieuse de la ressource en eau qui peut dans certains environnements
s’avérer restreinte. Les plantes sont des organismes sessiles qui ne peuvent pas échapper a
leur environnement et leur croissance est sensible aux conditions de cultures ainsi qu’aux
stress qu’elles subissent, ce qui conditionne leurs rendements. Elles ont donc développé de
nombreuses stratégies adaptatives pour faire face a ces contraintes environnementales. La
plupart des contraintes partagent des effets et des réponses communes comme la réduction de
la croissance et de la photosynthese, des dommages oxydatifs, des changements hormonaux et
I’accumulation de protéines de stress. Ces changements sont souvent le résultat de la
déshydratation des tissus [1], qui s’opere a cause de I’installation d’un déséquilibre entre
I’absorption racinaire d’eau et la transpiration foliaire [2]. Leur capacité a percevoir et a
répondre a de multiples signaux biotiques et abiotiques font des racines un tissu essentiel pour
I’adaptation des plantes aux contraintes environnementales. L'absorption de 1'eau du sol par
les racines étant un processus central du maintien du statut hydrique des plantes, la régulation
du transport d'eau racinaire en réponse a un environnement fluctuant fait I'objet de recherches

intensives.

J  LE TRANSPORT D'EAU DANS LA RACINE

Les plantes supérieures sont composées d'organes reproducteurs, les fleurs, et végétatifs, la
tige, les feuilles et les racines. De facon simplifiée, c'est au sein des feuilles que se produit la
photosynthése, mécanisme permettant la fixation du dioxyde de carbone et le rejet du
dioxygene. La tige permet le port érigé de la plante. Elle porte les bourgeons et les fleurs et
fait le lien entre les feuilles et les racines. Enfin, les racines ont un réle d'ancrage et de

nutrition puisque c'est a leur niveau que les nutriments et 1'eau du sol sont prélevés.

.1 Anatomie de la racine

Les racines présentent deux niveaux d'organisation. D'un point de vue transversal, leurs
cellules sont organisées de manicére concentrique (figure 1). Chez Arabidopsis thaliana, la
structure de la racine est simple car elle présente une couche de chaque type cellulaire. La
couche la plus extérieure est I'épiderme puis viennent les cellules du cortex. Enfin, les cellules

de l'endoderme délimitent le cylindre central au sein duquel se trouvent les vaisseaux du
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Figure 2 : Structure de la racine.

Photographie obtenue en microscopie optique d’une extrémité de la racine mettant en évidence
différentes zones : la coiffe, le méristéme apical qui comprend une zone de cellules quiescentes, le
méristeme basal dont les cellules sont en division, une zone d’élongation cellulaire et enfin la zone
mature de la racine dont certaines cellules épidermiques sont différenciées en trichoblastes ou
poils absorbants (photographies Bertrand Muller).
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Figure 3 : Trajet radial de I’eau et des éléments minéraux au travers de la racine.

Coupe longitudinale schématique de racine représentant les trois voies pour le trajet radial de ’eau
et des éléments minéraux, de la solution du sol vers les vaisseaux du xyleme. La voie apoplastique
est définie par un continuum de parois. La voie trans-cellulaire, via les membranes et parois, ainsi
que la voie symplastique au travers du continuum de cytoplasme, sont regroupées au sein du trajet
dit "de cellule a cellule ".
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xyléme et du phloeme. D'un point de vue longitudinal, la racine est divisée en trois zones
principales (figure 2). La coiffe racinaire protége le méristtme apical ou se déroulent les
divisions cellulaires qui permettent la croissance de la racine. Les cellules qui en dérivent
s'allongent dans la zone d'¢longation qui s'étend sur quelques millimetres ou au plus quelques
centimetres en arriere de 1'apex. Au-dela se trouve la zone de maturation au niveau de laquelle
les cellules se différencient en poils absorbants par exemple. IIs représentent le lieu principal

d'absorption de I'eau et des éléments minéraux du sol.

.I.2 Relation entre morphologie et fonction racinaire

Le transport hydrique racinaire est divisé en deux composantes. D’une part, le transport axial
consiste en des mouvements d’eau le long des vaisseaux du xyléme vers les parties aériennes.
D’autre part, le transport radial, de la solution du sol vers les vaisseaux du xyléme, implique
trois voies [3] : la voie apoplastique par laquelle 1'eau traverse la paroi cellulaire et les espaces
intercellulaires, la voie symplasmique qui comprend les mouvements d’eau via les
plasmodesmes et le cytoplasme, et la voie transcellulaire dans laquelle l'eau traverse les
membranes cellulaires (figure 3). Les deux dernieres voies ne pouvant pas étre empiriquement
différenciées, la somme des deux est appelée la voie de cellule a cellule [3]. Cette derniere fait
intervenir des canaux a eau, ou aquaporines et représente la part majoritaire du transport
hydrique racinaire.

Le role nutritionnel de la racine nécessite une bonne capacité d’absorption des éléments
nutritionnels du sol. L’architecture racinaire est déterminée en grande partie par cette fonction
car elle peut permettre 1’exploration optimale du substrat en créant une surface d’échange
importante [4]. Classiquement, la taille des racines augmente significativement en réponse a
une carence. Cela permet d’accéder a de nouvelles sources nutritionnelles mais aussi
d’augmenter de facon significative la surface de prélevement de la racine. Par exemple, en
réponse a une carence en phosphate, la croissance longitudinale de la racine est inhibée au
profit de sa croissance latérale (pour revue [5]), favorisant 1'exploration par la racine d'une
plus grande surface de sol a la recherche de phosphate. Une carence en azote favorise
préférentiellement la croissance des racines latérales [4]. De nombreuses especes de plantes
sont mycorhizées : leur appareil racinaire est en contact étroit avec un champignon dont les
hyphes pénetrent rapidement dans le sol et en explorent un volume important. En condition de
stress hydrique, 1'interaction symbiotique avec un champignon ectomycorhizien résistant a la
sécheresse représente un avantage adaptatif pour les plantes qui peuvent survivre plus

longtemps a ce stress. Les hyphes du champignon forment un capuchon autour des apex
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Figure 4 : Classification des 35 MIPs d’Arabidopsis.

Cette classification est réalisée sur la base d’une comparaison des séquences protéiques. Les
quatre sous-familles PIP, TIP, NIP et SIP sont présentées (d’apres [240]). Les fleches et accolades
ciblent les isoformes prédites comme exprimées dans la racine (eFP Browser).
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racinaires, protégeant ces zones sensibles du sol, augmentant la surface d'échange avec le sol
et promouvant ainsi I'absorption d'eau [6]. De plus, un dialogue fin existe a I’interface entre la
plante et le champignon pour déterminer les propriétés de transport d’eau de chacun des
partenaires [7].

En plus de I’augmentation des surfaces de prélévements, une autre adaptation de la
racines aux carences est 1’augmentation de sa capacité d’absorption grace a I’activation de

systemes de transport, aux niveaux transcriptionnels et post-traductionnels [8, 9].

1.3 La conductivité hydraulique racinaire

La teneur en eau d’un organisme végétal est finement régulée. La majeure partie du volume
d’eau absorbé par la plante est perdue par transpiration au niveau des stomates. Malgré ces
pertes importantes qui peuvent représenter plusieurs fois la quantité totale en eau de la plante
par jour, la teneur en eau d’une plante est un parametre finement régulé. Une faible
diminution de cette teneur peut induire une perte de turgescence des cellules, un flétrissement
des feuilles et a terme a la mort du végétal. La perte en eau au niveau des stomates au cours de
la transpiration est compensée par 1’absorption de 1’eau au niveau des racines. Le moteur du
flux d’eau (Jy) est la différence de potentiel hydrique entre le sol et le xyleme (AY). Ces deux
parametres sont liés par la relation J, = S.Lp..A¥Y, ou S.Lp: représente la conductance
hydraulique racinaire (Lo) avec S (m?) qui est la surface d’échange entre le sol et la plante,
c’est-a-dire la surface racinaire, et Lp; (mL.g'l.h'l.MPa'l) qui est la conductivité hydraulique
racinaire. La L traduit la capacité globale de la racine a transporter 1’eau. En rapportant cette
conductance a la surface racinaire, on obtient la Lp, qui traduit la facilité¢ avec laquelle I'eau
circule a travers un segment élémentaire de racine. Dans cette relation, AY et la Lp, sont
modulables par la plante avant toute modification d’architecture racinaire et donc de surface.
La régulation de la Lp, apparait au travers de nombreuses études comme un élément central de

la relation hydrique entre la plante et le sol [3, 10] (voir partie IV).
JI  LES AQUAPORINES

JI.1 Une sous-famille multigénique

Les aquaporines forment la famille multigénique des Major Intrinsic Proteins (MIP), protéines
identifiées initialement du fait de leur abondance dans les membranes cellulaires. Un nombre
important de génes MIP a été identifié¢ chez les plantes : par exemple, il en existe 35 chez
Arabidopsis [11] (figure 4), 31 chez le mais (Zea mays, [12]) et 33 chez le riz (Oryza sativa,

[13]). Une comparaison des séquences en acides aminés et des études de phylogénie révelent
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Figure 5 : Structure des aquaporines.

(A) Topologie d’une aquaporine dans une membrane. La protéine est composée de six hélices
trans-membranaires (I-VI) reliées par cinq boucles (A-E) et inclut deux motifs de type hélice-
hélice-NPA-hélice, en tandem (respectivement I-III et IV-VI). Les boucles B et E contiennent le
motifs conservé NPA. Les extrémités N- et C-terminales (respectivement N et C sur le schéma)
baignent dans le cytoplasme (adapté de [18]).

(B) Structure tri-dimensionnelle d’un monomere de 1’aquaporine Nf/AQP1 du tabac. La structure
présente les six hélices trans-membranaires (I-VI) et les domaines formant les deux pores
(fleches). Les domaines NPA sont indiqués en vert (adapté de [18]).
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que les MIPs se subdivisent en quatre sous-familles majeures qui sont les PIPs (Plasma
membrane Intrinsic Proteins), les TIPs (Tonoplastic Intrinsic Proteins), les NIPs
(Nodulin26-like Intrinsic Proteins) et les SIPs (Small basic Intrinsic Proteins). Trois
sous-familles ont été¢ récemment identifiées chez la mousse Physcomitrella patens : les GIPs,
pour GlpF-like Intrinsic Proteins, sont homologues des transporteurs bactériens de glycérol
[14], les HIPs, pour Hybrid Intrinsic Proteins, et les XIPs, pour Uncharacterised Intrinsic
Proteins [15]. Seules les XIPs sont identifiées chez certaines dicotylédones, mais pas chez
Arabidopsis ni chez le mais [15]. Chez Arabidopsis, on dénombre 13 PIPs qui sont
prédominantes a la membrane plasmique, 10 TIPs dont certaines sont localisées au niveau des
vacuoles lytiques ou de stockage, 9 NIPs localisées au niveau du réticulum endoplasmique ou
de la membrane plasmique et 3 SIPs localisées au niveau du réticulum endoplasmique (pour
revue [16]). Au niveau de la plante entiere, les aquaporines ont un profil d'expression
complexe, certaines étant exprimées dans tous les organes et d'autres étant exprimées
spécifiquement dans certains tissus ou a certains stades de développement [16]. D'apres la
base de données eFP browser (http://bbc.botany.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi)

17 aquaporines sont exprimées dans la racine de plantules d'Arabidopsis (figure 4).

JL.2 Structure et spécificité de substrat

L’analyse de séquence primaire indique que la plupart des MIPs sont de petites protéines
hydrophobes de 25 a 34 kDa [17] comportant une organisation symétrique typique due a une
duplication génique précoce. Les aquaporines possédent six hélices trans-membranaires
(numérotées de 1 a 6) et cinq boucles (notées A a E) et les extrémités N- et C-terminales sont
cytoplasmiques (figure 5 [18]). Une partie des boucles B et E, contenant un motif
Asn-Pro-Ala (NPA) trés conservé chez les aquaporines, est enchassée dans la membrane par
le repliement de boucles au milieu des hélices transmembranaires [19, 20]. Cet agencement
provoque la formation d’un pore en forme de sablier qui est responsable du passage des
molécules au travers de la membrane. Des structures obtenues par microscopie
cryo-¢lectronique et par rayons X indiquent que comme dans le cas des aquaporines animales
et microbiennes, les PIPs et les TIPs sont organisées en tétrameres dans leur membrane native
[21-23], chaque monomere délimitant un pore individuel. La spécificité de substrat des
aquaporines peut s’expliquer par différents mécanismes incluant une exclusion de taille au
niveau de deux zones majeures de constrictions du pore [22]. Les bases moléculaires de la
sélectivité¢ des aquaporines végétales ont été ¢valuées par des analyses de modélisation de la

structure des pores a I’une de ces zones de constrictions [23] : alors que les PIPs montrent une
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structure étroite de pore typique d’un transport spécifique d’eau, une spécificité de substrats
plus gros est prédite pour d’autres aquaporines végétales comme certaines NIPs [24]. Des
approches fonctionnelles menées en ovocytes de xénope ont montré que des aquaporines de
chaque sous-famille fonctionnent comme des canaux a eau (pour revue [16]). Ces mémes
types d’approches ont permis de montrer que certaines aquaporines peuvent transporter du
glycérol [25], de l'urée [26], du formamide et de I'acétamide [27], du méthylammonium [28],
de l'acide borique [29], lactique [30] ou silicique [31]. D'autres approches, telles que
l'expression d'aquaporines en levure, ont montré que certaines peuvent transporter de

I'ammonium [28], du CO; [32] ou encore de 1'H,O, [33].

JI.3 Mécanismes moléculaires de régulation : modifications co- et post-traductionnelles

En raison de leur forte abondance dans les membranes et malgré leur degré élevé
d’hydrophobicité, des approches biochimiques ont permis de caractériser certaines
aquaporines [34-36]. Des études protéomiques et en particulier 1’utilisation de techniques de
spectrométrie de masse (MS) ont permis de décrire précisément certaines des modifications
portées par les aquaporines [37-39].

Ainsi, la maturation de I’extrémité N-terminale des aquaporines PIPs se manifeste par
I’acétylation de la méthionine initiatrice dans le cas des PIP1s et par le clivage de cette méme
méthionine chez les PIP2s [38]. Les modifications de 1'extrémité N-terminale jouent un role
sur le destin des protéines en conditionnant leur activité, leur stabilit¢é ou méme leur
localisation subcellulaire [40, 41]. Cependant dans le cas des aquaporines, leur role est
inconnu.

Des études de marquage in vivo et in vitro, des expériences utilisant des anticorps
anti-phosphopeptides et des études par MS ont démontré I’existence de résidus sérines et
thréonines phosphorylés sur les extrémités N- et C-terminales d’aquaporines de différentes
sous-familles [36, 37, 39, 42-60]. Un résidu phosphorylé est aussi prédit sur la boucle B des
PIPs mais n’a toujours pas ¢été identifié par MS [61, 62]. Les aquaporines PIP2s se
caractérisent par la présence de multiples phosphorylations adjacentes et interdépendantes sur
leur extrémité C-terminale [54]. La base de données PhosPhAt (http://phosphat.mpimp-
golm.mpg.de/) répertorie 1’ensemble des données de phosphorylation expérimentalement
déterminées par MS sur les protéines d’ Arabidopsis. Le tableau 1 résume les phosphorylations
décrites dans le cas des aquaporines végétales. Des expériences d’expression hétérologue en
ovocytes de xénope exprimant des formes sauvages ou mutées sur des sites de

phosphorylation, ainsi que 1’utilisation d’outils pharmacologiques altérant 1’activité de kinases
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Tableau 1: Liste des aquaporines de plantes présentant des sites de phosphorylation identifiés

expérimentalement
Protéines Séquences n_ph Références
ANIP1;2/1;2 BT SGSFLK 1 |[51,52]
AfPIP1;5 16 GSGLGAEIVGTEVLVYTVFSATDAK?® | 2% |[[52]
AfPIP2;1/2;2/2;:3 | *"" SLGSFR** 1 [[37,51,52]
AfPIP2;1/2;2/2;3  |*"7 SLGSFRSAANV?’ 1 |[54]
- . [45, 46, 49, 51, 54,

AfPIP2;1/2;2/2:3 SLGSFRSAANV 2

56, 59, 220]
AfPIP2;1/2;2/2:3 | "> ASGSKSLGSFRSAANV? 2 |[45]
AfPIP2;4 277 ALGSFGSFGSFR*® 1 |[57,59]
AfPIP2;4 77 ALGSFGSFGSFR**® 2 |PhosphAt
AtPIP2;4 27 ALGSFGSFGSFRSFA®! 1 |[54, 56, 57]
AtPIP2;4 27 ALGSFGSFGSFRSFA®! 2 |[54, 56]
AfPIP2;4 277 ALGSFGSFGSFRSFA®! 3% | [54]
AfPIP2;5 2 ALGSFRSQPH Vg6 2 |PhosphAt
AtPIP2;5/2;7 210 ATGSFR?” 1 |[53]
AfPIP2;6 282 SQLHELHA®® 1 [[51, 58]
AtPIP2;6 27 AYGSVRSQLHELHA® 1% |[49]
AfPIP2;6 *DELTEEESLSGK" 1* | [58]
AtPIP2:6 2 TKDELTEEESLSGK " 1* [[51,58,220]
AtPIP2:6 ? TKDELTEEESLSGK" 2% [[58]
AtPIP2;6 2 TKDELTEEESLSGKDYLDPPPVK?* 1* [[58]
AfPIP2;6 2 TKDELTEEESLSGKDYLDPPPVK* 2% | [58]
AfPIP2;7 *EVSEEGK" 1 |[45]
AtPIP2;7 270 ALGSFRSNATN? 1 |[45, 54, 58, 220]

o - [45, 46, 49, 53, 54,

AfPIP2;7 ALGSFRSNATN 2

58, 59, 220]
AfPIP2;7 270 ALGSFRSNATN** 3 |[52]
AfPIP2;7 265 ASAIKALGSFR?*" 1 [[58]
AtPIP2;7 25 ASATKALGSFRSNATN? 2% [[58]
APIP2;8 268 ALASFRSNPTN?"® 2 |[58,59,220]
AtPIP2;8 298 ALASFRSNPTN?"® 3 [[54]
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[45, 51]
[60]
[60]
[60]
[49]
[49]
[49]
[49]
[49]
[21]
[43, 48]
[36]
[36]
[55]
[55]
[55]
[55]
[55]
[55]

La premiére colonne décrit le nom de l'aquaporine, la deuxieme la séquence du peptide et la
troisiéme le nombre de sites de phosphorylation identifiés sur le peptide. L'identification des

sites de phosphorylation a été réalisée par MS sauf dans le cas de 1'aquaporine NOD26 de

soja.

S, sérine phosphorylée; T, thréonine phosphorylée. *, la position du ou des site(s) de
phosphorylation est ambigiie. La mention PhosphAt signifie que le site de phosphorylation est

répertorié dans la base de données PhosphAt mais que la référence bibliographique

correspondante n’est pas spécifiée.
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et de phosphatases, ont montré I’importance de la phosphorylation dans le gating, ¢’est-a-dire
le degré d’ouverture et de fermeture du pore [36, 48, 63]. Par ailleurs, de récentes études ont
démontré que la fonction des aquaporines dépend de leur trafic cellulaire. Par exemple,
I’incapacité des aquaporines PIP1s a étre actives apres expression hétérologue en ovocytes de
xénope peut s’expliquer par un défaut d’adressage de ces aquaporines a la membrane de
I’ovocyte, pouvant étre remédiée par la co-expression de PIP1s avec une isoforme de la
sous-famille PIP2 [64]. Des résultats d’imagerie confocale dans des protoplastes de mais
co-exprimant des PIP1s et des PIP2s confortent le modele selon lequel des isoformes de ces
deux sous-familles interagissent entre elles [65]. La phosphorylation des PIP1s a récemment
¢té décrite comme intervenant dans ce processus [62]. Enfin, 1’adressage correct de
I’aquaporine A7/PIP2;1 a la membrane plasmique dépend en partie de la phosphorylation d’un
résidu sérine (S283) [54]. De plus, la relocalisation de 1’aquaporine A7PIP2;1 dans des
structures intracellulaires suite a un traitement salin dépend en partie de la phosphorylation de
ce méme résidu [54]. Un autre mécanisme du trafic cellulaire des aquaporines, récemment
décrit chez le mais et Arabidopsis, ne fait pas intervenir la phosphorylation et concerne
I’export des PIP2s hors du réticulum endoplasmique [66, 67] : cet export est contrdlé par un
motif di-acide situé sur I’extrémité N-terminale des aquaporines de la famille PIP2.

Bien que la plupart des aquaporines végétales ne soient pas glycosylées, cette
modification a été observée chez GmNOD26 [42] et chez McTIP1;2 [68]. Dans le cas de
McTIP1;2, la glycosylation est nécessaire a sa relocalisation subcellulaire du tonoplaste vers
un compartiment endosomal en réponse a un traitement osmotique (200 mM de mannitol).

Les aquaporines sont les premieres protéines membranaires décrites comme étant
méthylées [38]. Par exemple, A7PIP2;1 peut porter un ou deux groupements méthyls sur
respectivement le résidu acide glutamique 6 et lysine 3. La méthylation de ces résidus n’est
pas impliquée dans le gating d'4A/PIP2;1 [38]. Malgré la caractérisation de deux enzymes
impliquées dans la méthylation de ces résidus [69], le role de cette modification est encore
inconnu.

L’ubiquitination des aquaporines de la famille PIP a récemment été proposée comme
une modification permettant de diminuer le taux d’aquaporines a la membrane plasmique
suite a I’exposition des plantes a un stress hydrique [70].

L’ensemble de ces données montre qu’a la multiplicité d’isoformes s’ajoute une
multiplicité¢ de formes modifiées, suggérant qu'il existe une coordination subtile des différents

mécanismes de régulations post-traductionnelles.
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1.4 Expression des aquaporines dans la racine

Les aquaporines sont détectées dans tous les tissus racinaires incluant le méristéme apical
racinaire et les primordia des racines latérales, les zones d'é¢longation et de différenciation.
Elles sont également détectées dans toutes les assises cellulaires a savoir dans I'épiderme, le
cortex et les tissus vasculaires (pour revue [10]). Des <é&tudes protéomiques et
transcriptomiques ont récemment ¢été¢ développées pour suivre l'expression des aquaporines.
Par exemple, des expériences de RT-PCR quantitatives ont été utilisées pour mesurer
'abondance des transcrits d'aquaporines dans différents tissus, organes ou en réponse a des
conditions de stress [13, 71-73]. Une cartographie fine de l'expression des genes
d'aquaporines spécifiques de types cellulaires dans la racine de mais et d'Arabidopsis a aussi
¢té menée, sur la base d'un tri cellulaire [74] ou in situ, par RT-PCR [72]. Cette derniere étude
a permis par exemple, d'identifier chez le mais deux isoformes majoritairement exprimées :
ZmPIP1;5 et ZmPIP2;5, dans des zones différenciées de la racine [72]. L'observation de
l'expression polarisée de PIP2;5 sur le coté périclinal des cellules épidermiques a suggéré un
réle pour cette aquaporine dans l'absorption primaire d'eau. L'analyse par MS de membranes
plasmiques purifiées a partir de racines d'Arabidopsis a démontré l'expression d'au moins six
1soformes PIPs [37].

La variété de profil d'expression des aquaporines est en accord avec le role de ces
protéines dans des fonctions spécifiques racinaires, comme le transport d'eau radial, mais
aussi des fonctions plus générales comme 1'expansion cellulaire ou le transport de la séve dans

et hors des tissus vasculaires.

JII IMPLICATION DES AQUAPORINES DANS LA Lp,

L’activité cytotoxique du mercure est lice a sa grande affinité pour le soufre, entrainant le
blocage des fonctions thiol (-SH) des protéines. Ainsi, en se fixant sur les cystéines, le
mercure peut inhiber les aquaporines [10]. La signification et les limitations de I’utilisation du
mercure sont discutées en détails dans la revue rédigée par Javot et ses collaborateurs [10]. 11
est important de noter que ce compos¢ peut réagir avec tous les résidus cystéines exposés de
toutes les protéines cellulaires et peut donc engendrer des effets toxiques graves au niveau de
la cellule. Ces effets collatéraux se traduisent par une inhibition métabolique générale pouvant
avoir un impact fort sur les propriétés de transport d’eau et de solutés. Il est important de
vérifier que les effets primaires du mercure sont relayés par 1’oxydation de composants
cellulaires (en particulier les aquaporines) et peuvent étre réversés par des agents réducteurs

(DTT ou mercaptoéthanol). Ce controle n’est cependant pas systématiquement utilisé dans
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toutes les études. Brievement, les effets du mercure ont été testés sur le transport d’eau
racinaire dans plus de dix especes végétales. Bien qu’il existe des différences dans la dose de
mercure appliquée (de 10° a 10° M) et dans la durée du traitement (10 min a quelques
heures) toutes les études décrivent une inhibition du transport d’eau racinaire. Par exemple, le
mercure inhibe de 57 % la Lp, de la tomate (Lycopersicum esculentum) [75], de 66 % celle du
blé tendre (Triticum aestivum) [76] et du poivron (Capsicum annuum) [77], de 90 % celle de
l'orge (Hordeum vulgare) [78], de 80 % celle de la betterave a sucre (Beta vulgaris) [79], de
32 % celle de Opuntia acanthocarpa (Cactée) [80], de 57 a 84 % celle de 1'oignon (A/lium
cepa) [81], de 80 % celle du melon (Cucumis melo) [82] et de 50 % celle d’ Arabidopsis [83].
Malgré les effets secondaires provoqués par sa toxicité [10], 1'utilisation de cet inhibiteur a
donc permis de montrer que le transport d'eau racinaire par la voie transcellulaire est une voie
majeure [75].

Face au manque d’inhibiteurs spécifiques des aquaporines, les approches de génétique
inverse représentent une approche centrale dans 1’étude de la fonction physiologique des
aquaporines. Des approches d’inhibition de 1’expression des aquaporines PIPs par une
stratégie anti-sens chez Arabidopsis et le tabac (Nicotiana Tabacum) ont montré 1’importance
de ces aquaporines dans le transport d’eau racinaire. Par exemple chez le tabac, les plantes
exprimant un transgene anti-sens de NtAQPI présentent une inhibition de Lp, de 42 % [84].
Les équipes de R. Kaldenhoff (1998) et de P. Martre (2002) ont observé que I’extinction de
I’expression des aquaporines PIPs par une approche anti-sens chez Arabidopsis provoque une
augmentation d’un facteur 2 a 5 de la masse racinaire [85, 86]. La réduction de perméabilité a
I’eau de la membrane plasmique des cellules racinaires serait donc compensée dans cette
situation par une augmentation de la taille du systéme racinaire.

La contribution d’aquaporine individuelle dans le transport d’eau racinaire a aussi €té
évaluée par I’étude de mutants individuels d’aquaporines. Cette approche a montré que
I’aquaporine A7/PIP2;2 contribue a hauteur de 25 % a la conductivité hydraulique des cellules
corticales [87]. De plus, ’osmolarité de la seve est plus élevée chez ce mutant suggérant un
role de ArPIP2;2 dans le transport osmotique [87]. Cette derniére fonction est a relier a
I’expression préférentielle de cette aquaporine dans les tissus internes de la racine. Une autre
étude a récemment montré que 1’extinction du géne A7PIP1;2 réduit de 20 a 30 % la Lp;, sans
modifier le transport osmotique [88]. D'autre part, en sur-exprimant une aquaporine PIP
d’orge dans le riz, I’équipe de T. Katsuhara a mesuré une augmentation de la Lp, de 140 %
[89]. Cependant des précautions doivent étre prises dans 1’interprétation physiologique des

changements induits par 1’expression ectopique d’une aquaporine dans une autre espece

13






Introduction

végétale, car des acteurs moléculaires de la régulation de cette aquaporine peuvent étre
absents. Une stratégie plus fiable est celle décrite par H.L. Lian et ses collaborateurs qui ont
sur-exprimé une aquaporine de la famille des PIP1s de riz dans le riz, le transgene étant placé
sous le controle d’un promoteur induit par le stress [90]. De facon logique, la Lp, était
similaire en conditions contrdles chez les plantes sauvages et mutantes, alors qu’en conditions
de stress, la Lp, était supérieure de 25 % chez les plantes mutantes.

La majeure partie des études considere les aquaporines de la famille des PIPs comme
majoritairement responsables de la Lp,. Cependant, quelques rares études et notamment celles
traitant de la réponse au stress salin, révelent un role potentiel des aquaporines de la famille
des TIPs [91-93]. En effet, en cas de stress salin, le role des aquaporines TIPs pourrait étre
d’équilibrer le potentiel osmotique du cytoplasme en échangeant de I’eau avec la vacuole. Des
¢tudes ont montré qu’en condition de sécheresse ou de stress salin, la sur-expression
d’aquaporines TIPs peut modifier la réponse de la plante au stress en augmentant leur
résistance [91, 92] ou en augmentant leur sensibilité [93]. Cette apparente contradiction
pourrait s’expliquer par le fait que différentes isoformes TIPs ont été sur-exprimées. Les
aquaporines TIPs pourraient donc participer au transport d’eau racinaire et a sa régulation par

des contraintes environnementales.

JV  REGULATION DE LA Lp, ET DES AQUAPORINES

La capacité des plantes a ajuster leurs propriétés de transport d’eau racinaire durant leur
développement ou en réponse a des stimuli environnementaux a suscité¢ l’attention de
nombreux physiologistes. Les adaptations au long terme peuvent en grande partie s’expliquer
par des changements morphologiques, comme les changements d’architecture racinaire ou
encore la différenciation de types cellulaires. Par exemple, la sécheresse induit le
développement des bandes de Caspari et de subérine dans I’exoderme et I’endoderme [94]. Il
apparait cependant maintenant que la régulation des aquaporines contribue aussi de fagon
significative a la régulation de la perméabilité de la racine a 1’eau. La caractérisation des
effets a court-terme sur le transport d’eau racinaire des hormones et des contraintes
environnementales permet maintenant de dissocier les effets sur la régulation des aquaporines,

des changements morphologiques plus lents.

IV.1 Les hormones

L'acide salicylique (AS) est une molécule de signalisation initialement reliée a la défense des

plantes contre des attaques pathogeénes et plus récemment décrite comme répondant a
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différents stress abiotiques [95, 96]. L’AS a été décrit comme impliqué dans les mouvements
de stomates [97] et plus récemment, la découverte de son rdle de régulateur de la Lp, a
contribué a mieux décrire son réle dans les relations hydriques [98]. Une étude menée chez le
mais a montré que I’AS inhibe la voie symplastique de transport d’eau [99]. L’AS induit
I’accumulation d’espéces réactives de 1’oxygene (ou ROS pour Reactive Oxygen Species)
dans différents tissus dont les racines [97, 98] et induit a leur niveau des effets similaires a
ceux induits par l’application exogeéne d’H,O, (voir paragraphe IV.4). L’application de
0,5mM d'AS inhibe la Lp, d’Arabidopsis d'environ 35 % et induit 1’accumulation
intracellulaire de PIPs, ces deux effets étant en partie contrecarrés par I’addition de catalase,
enzyme de détoxication des ROS [98].

L’acide abscissique (ABA) est une phytohormone découverte dans les années 1960 et
initialement impliquée dans 1’abscission des feuilles et la dormance des bourgeons.
Aujourd’hui, ’ABA est considéré comme un composant clé de 1’adaptation des végétaux aux
stress abiotiques, notamment a la sécheresse et au stress salin. L’ABA modifie les propriétés
hydrauliques de la racine : il peut stimuler la Lp, [100-104], I’inhiber [105] ou n’avoir aucun
effet [106]. Cette hormone est accumulée dans les cellules racinaires suite a des stress tels que
la sécheresse [107], I’anoxie (inondation des sols) [108], le sel [109] ou les basses
températures [105]. De fait, il est possible que ’ABA régule la Lp, en réponse a certaines
conditions de stress (pour revue, [110]). D’autre part, il apparait que ’ABA module
I’expression ainsi que I’abondance des aquaporines PIPs dans différentes plantes [73, 102-
104]. De plus, une étude phosphoprotéomique quantitative menée sur des jeunes plantules
d’Arabidopsis a montré que I’ABA diminue 1’état de phosphorylation de PIP2;1/2;2/2;3,
PIP2:4, PIP2;7 et PIP2;8 dés 5 min de traitement [59]. Sur la base du role de la
phosphorylation dans le gating de 1’aquaporine SoPIP2;1 [22] et dans la localisation
subcellulaire des aquaporines PIP2;1/2;2/2;3 [54], Kline et al. en déduisent que la
déphosphorylation de ces aquaporines conduirait a une diminution de leur fonction, ce qui
empécherait la réhydratation des tissus pendant la régulation de la germination et de la

dormance par ’ABA et réduirait les flux d’eau racinaire en réponse a la sécheresse [59].
JIV.2 Les contraintes environnementales

JIV.2.a La privation d’oxygeéne

La privation d'oxygene intervient lors d'inondations ou de compactions du sol. Ce contexte

physiologique peut-étre mimé en bullant de I’azote au lieu d’air dans la solution baignant les
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racines ou en traitant les racines avec un poison respiratoire comme 1’azide ou le cyanure.
Pour la plupart des plantes, ces traitements induisent une inhibition marquée de la Lp,. En
particulier, dans le cas des racines d’Arabidopsis, le traitement hypoxique ou un traitement
par 1 mM d'azide pendant 30 min réduisent la Lp, de respectivement 49 % et 87 % [111].
L’anoxie provoque une acidose cellulaire. Ce mécanisme est dii a une chute de la quantité
d’ATP accompagnée d’une augmentation de phosphate inorganique cytosolique qui empéche
la H'-ATPase d’extruder les protons. Ceci induit la protonation d’un résidu histidine sur la
boucle D cytosolique des aquaporines PIP. Cette protonation induit un changement
conformationel de I’aquaporine provoquant sa fermeture [22, 111, 112]. De plus, I’expression
des aquaporines PIPs et TIPs est inhibée en conditions anoxiques [113], mais I’expression
d’AMNIP2;1 est induite [30, 113]. Cette derni¢re aquaporine transporte de I’acide lactique et sa
sur-expression pourrait permettre d’évacuer ce produit de fermentation hors des racines et

contribuer a réguler le pH cytosolique au cours de stress de longues périodes [30].

JIV.2.b Les stress hydriques

La régulation du transport d’eau en période de déficit hydrique fait 1’objet d’intenses
recherches. En effet, un déficit hydrique induit en premier lieu un efflux d’eau qui peut
conduire a une chute de turgescence cellulaire pouvant entrainer une plasmolyse cellulaire.
Au niveau tissulaire, différents types de travaux montrent que I’inhibition des aquaporines
racinaires contribue a I’adaptation des racines a la sécheresse [80, 114]. Les effets de la
sécheresse peuvent étre mimés en appliquant un choc hyperosmotique a des plantes cultivées
en hydroponie [115, 116]. Par exemple, le traitement de jeunes plantes de sorgho (Sorghum
vulgare) avec une solution de polyéthyléne glycol conduisant & un potentiel osmotique de
-0,3 MPa réduit la Lp, de 70 % en 30 a 60 h [116]. La régulation de I’expression des
aquaporines PIP en réponse a un stress hydrique a été traitée dans plusieurs études [117].
Chez le riz par exemple, un stress hydrique induit une accumulation des génes codant les PIPs
dans la racine [90]. Des analyses RT-PCR quantitatives ont révélé qu’un traitement
hyperosmotique par 250 mM de mannitol pendant 12 h stimule 1’expression de certaines
isoformes de PIPs (PIP1;3, PIP1;4, PIP2;1, PIP2;5) et diminue celle de PIP1;5, PIP2;2, PIP2;3
et PIP2;4 [73]. Cependant la relation entre les changements d’expression d’aquaporines et la
régulation du transport d’eau n’a pas été établie dans ces études. Des plantes mutées dans des
genes d’aquaporines permettent plus facilement d’établir un réle des aquaporines durant le
stress hydrique. Par exemple, I’inhibition par une stratégie anti-sens des génes de la famille

PIP1 chez le tabac et Arabidopsis provoque un profond défaut d’adaptation des plantes au
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stress hydrique [84, 86]. Dans une approche différente, HL. Lian et ses collaborateurs ont
surexprimé dans une variété de riz sensible a la sécheresse, OsPIP1;3 qui est une aquaporine
spécifiquement induite par la sécheresse dans une variété de riz tolérante a ce stress [90].
Cette expérience a permis d’augmenter la résistance a la sécheresse de la premiere variété de
riz.

Au niveau cellulaire, tout stress osmotique nécessite un ajustement de la surface de la
membrane plasmique. De récents résultats permettent de corréler ce processus a la régulation
de la perméabilité hydrique membranaire [118, 119]. En accord avec ces observations, on
constate que certaines aquaporines sont relocalisées dans d’autres compartiments cellulaires
en réponse a un stress osmotique. Par exemple, le traitement par 200 mM de mannitol induit
une relocalisation de D’aquaporine McTIP1;2 de Mesembryanthemum crystallinum du
tonoplaste vers un compartiment endosomal [68]. Ce processus dépend de la glycosylation de
cette aquaporine et d’une voie de signalisation dépendant de ’AMPc. Une observation
similaire concerne la relocalisation des PIPs dans un compartiment intra-cellulaire en réponse

au traitement salin [115] (voir paragraphe suivant).

IV.2.¢c Le stress salin

En diminuant le potentiel hydrique du sol, la salinité peut provoquer une perte d'eau de la
plante, menagant son approvisionnement en eau et perturbant donc son statut hydrique. De
plus, I’absorption de sel dans les tissus perturbe l'homéostasie des cellules. L’une des
premicres réponses des plantes au sel est I’inhibition de leur capacité d’absorption racinaire
d’eau. Dans la plupart des plantes incluant le poivron [77], le melon [82], Arabidopsis [98], la
tomate [120], ’orge [121] et le brocoli (Brassica oleracea) [122], le traitement, de quelques
heures a quelques jours, par 50 a 100 mM de NaCl réduit la Lp,; de 30 a 75 %. L’hypothese
selon laquelle I’inhibition de la Lp, par le NaCl pourrait étre due a une inhibition des
aquaporines a ¢té vérifiée par des études montrant que la Lp, résiduelle observée apres le
traitement salin était insensible au mercure [77, 82, 123]. Des études transcriptomiques ont été
menées sur différentes plantes pour mesurer les variations d’expression des genes
d’aquaporines en réponse a des traitements par 100 a 150 mM de NaCl sur des périodes allant
de I’heure a plusieurs jours. L’exposition a un stress salin de 6 a 24 h chez Arabidopsis
diminue globalement 1’expression des aquaporines alors que des temps de traitement plus
longs augmentent I’expression de ces genes [124]. De manicre opposée, le traitement salin
chez le mais, stimule I’expression de trois aquaporines PIP dés 2 h de traitement [125] et chez

le brocoli, 15 jours de traitement salin inhibent I’expression des aquaporines PIP [122]. Enfin,
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une étude menée sur I’orge a montré que 1’expression des aquaporines n’est pas régulée par
un traitement salin modéré, mais qu’elle est inhibée par un traitement plus fort de 200 mM
[121]. Concernant Arabidopsis, un traitement par 150 mM de NaCl stimule I’expression des
genes d’aquaporines PIPs, sauf PIP1;5 dont I’expression est inhibée, a partir de 4h de
traitement [73]. En revanche, une autre étude menée sur Arabidopsis a montré une inhibition
de I’expression des genes d’aquaporines PIPs a partir de 4 h de traitement par 100 mM de
NaCl [115]. Cette contradiction peut en partie s’expliquer par l’utilisation de matériels
biologiques différents : des plantules agées de deux semaines cultivées sous agitation et
cultivées en présence de saccharose [73] et des plantes cultivées en hydroponie agées de trois
semaines environ [115].

Ces différentes études ne permettent pas, en tant que telles, d’en déduire un mécanisme
commun de régulation de I’expression des aquaporines en réponse au traitement salin. Par
contre, en combinant a la fois des études de transport d’eau racinaire et de transcriptomique
dans le cas d’Arabidopsis, une corrélation a été établie entre ’ampleur de 1’inhibition de la
Lp: et la diminution d’expression de genes PIP1 [123]. Les mécanismes moléculaires et
cellulaires de la baisse rapide de Lp; en réponse au stress salin chez Arabidopsis ont été en
partie décrits dans les travaux de Y. Boursiac et ses collaborateurs [115]. Une concentration
de 100 mM de NaCl induit une inhibition de 70 % de la Lp, avec un temps de demi-effet de
45 min. La quantité des transcrits PIPs et TIPs est stable jusqu’a 2 h de traitement et baisse de
maniere prononcée sur le long terme (4 a 24 h). L’abondance des aquaporines est diminuée
apres 30 min (PIP1s) ou 24 h (PIP2s et TIP1s) [115]. Une étude de MS quantitative a
récemment confirmé la baisse de 1’abondance des aquaporines PIPs d’Arabidopsis apres 4 h
de traitement par 150 mM de NaCl [126]. De plus, des plantes transgéniques exprimant
AfTIP1;1 fusionnée a la GFP ont montré que cette aquaporine est partiellement relocalisée
dans des structures sphériques associées a la vacuole [115] appelées bulbs [127]. Le marquage
de membranes intracellulaires par les protéines fusions GFP-PIP2;1 aprés 2 a 4 h de
traitement par 100 mM de NaCl suggere aussi que ’internalisation des aquaporines PIP
pourrait contribuer a la réduction de perméabilité hydrique de la membrane plasmique [54].
De plus, il a été montré que la phosphorylation des aquaporines, en particulier celle d’une
sérine (S283) de I'extrémité C-terminale de A7PIP2;1 interfeére avec la relocalisation de cette

protéine [54].
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JV.2.d L’éclairement et la température

La lumiére est un parametre environnemental agissant a la fois sur la croissance et le
développement des plantes, ainsi que, sur des pas de temps plus courts de I’ordre de la
journée, sur leur régime métabolique et donc les relations hydriques. Un effet primaire de la
lumiére est de controler I’ouverture stomatique et donc la transpiration. Des variations diurnes
de la Lp, ont été observées chez de nombreuses especes et une relation a été établie par
plusieurs auteurs entre ces fluctuations et la fonction des aquaporines. Par exemple, chez le
lotier (Lotus japonicus) et le mais, le transport hydrique racinaire est maximum a la
mi-journée et parallelement I’abondance des transcrits des aquaporines PIPIs et PIP2s
augmente [128, 129]. De méme, chez le mais, I’augmentation de la perméabilité hydrique des
cellules corticales racinaires est corrélée avec I’augmentation des teneurs en aquaporines
ZmPIP1;2, ZmPIP2;1/2;2, ZmPIP2;5 et ZmPIP2;6 [130]. Chez Mesembryanthemum
crystallinum, des changements d’abondance en aquaporines sont corrélés a des changements
de perméabilité hydrique ainsi que des variations d’osmolarité cellulaire [131]. L’ensemble
des résultats précédemment décrits ont conduit a I’hypotheése que les changements diurnes
d’expression des aquaporines racinaires contribueraient a réguler le transport d’eau racinaire
selon la demande en eau de la plante au cours du cycle jour-nuit. Une récente étude menée sur
le riz avance une autre hypothése selon laquelle 1’ajustement de la Lp, pendant la journée
serait déclenché par la transpiration et qu’elle serait donc augmentée [132]. Ce dernier
processus, combiné a la localisation polarisée d’une aquaporine spécifique (OsPIP2;5)
contribuerait a ajuster précisément le transport d’eau racinaire radial au cours de la journée.
Le refroidissement des racines réduit la pression hydrostatique racinaire, le flux de
seéve et la Lp; en quelques heures seulement [133, 134]. Chez une variété de mais résistante
aux basses températures, la Lp; est restaurée et méme stimulée suite a un traitement par le
froid prolongé jusqu’a 3 jours [133]. Chez le mais et le concombre (Cucumis sativus),
I’inhibition rapide et réversible de la Lp, suggere une variation de 1’activité¢ des aquaporines
[134, 135]. Des approches transcriptomiques menées chez le riz, le mais et Arabidopsis ont
montré une diminution de I’abondance des transcrits des aquaporines PIP [133, 134], qui est
restaurée 24 h apres un retour a des températures standard. L’abondance des transcrits et des
protéines n’est pas toujours corrélée [133, 134] suggérant I'implication de modofications
post-traductionnelles (MPT). Cependant, la variation de I’abondance des aquaporines PIP2s
phosphorylées n’est pas corrélée aux variations de la Lp, [133]. Le fait que le froid augmente

la production d’H,O, dans les racines de concombre et que le traitement de ces racines par 2
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mM d’H,O; inhibe d’un facteur 2 la conductivité¢ hydraulique des cellules corticales [135] a
conduit a I'idée que le premier effet du froid sur la Lp, serait en fait une inhibition des
aquaporines par I’H,0,. Cependant les mécanismes qui sous-tendent cette inhibition ne sont

pas connus.

IV.3 Le statut nutritionnel

La transpiration posséde une fonction motrice pour le transport de I'eau et des nutriments
depuis les racines vers les parties aériennes. De fortes interactions existent donc entre les
statuts hydriques et nutritionnels des plantes [136, 137]. Dans la plupart des études menées
sur le blé, le lotier, le sorgho ou le tournesol (Helianthus annuus), 1’implication des
aquaporines dans la réponse a des carences en nitrate ou en phosphate a ét¢ démontrée par

I’utilisation de mercure lors des mesures de flux hydrique racinaire [76, 116, 136, 138].

JIV.3.a Le nitrate

Des études menées sur le blé, le lotier, le tournesol, la tomate, le concombre ou le mais ont
montré qu'une carence en nitrate inhibe la Lp, et qu'une réalimentation en nitrate la stimule,
voire restaure la Lp; initiale [76, 136, 138-141]. Par exemple une carence totale en nitrate de
cinq jours inhibe la Lp, de 90 % chez le lotier et une réalimentation de trois jours permet de
restaurer la Lp; initiale [136]. Chez la tomate, suite a une a deux semaines de carence a
0,2 mM de nitrate, une réalimentation en nitrate stimule la Lp, de 25 % [140]. Cette
stimulation coincide avec l'inhibition des genes codant 'assimilation et le transport de nitrate.
L'utilisation de tungstate, un inhibiteur de la nitrate réductase, annule la réponse de la Lp, du
concombre a l'application de nitrate et mais pas celle de la tomate. L'analyse du contenu
tissulaire en nitrate de ces deux plantes traitées par le tungstate a montré que la tomate a
accumulé plus de nitrate que le concombre. Ceci suggere que la concentration cellulaire en
nitrate plutdt que les produits dérivés de I'assimilation du nitrate, est responsable de la réponse
hydraulique de ces plantes [140].

Une étude transcriptomique menée sur le mais a montré une stimulation de I’expression
de geénes d’aquaporines en réponse a une semaine de carence en nitrate [141]. Une autre étude
transcriptomique menée sur la tomate a montré une stimulation de 1’expression de genes
d’aquaporines PIPs et TIP2s en réponse a une réalimentation suite a une carence en nitrate de

48 h [142].
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JIV.3.b Le phosphate

Une carence totale en phosphate de 12 jours provoque une inhibition de la Lp, de 75 % chez
des plantes de coton (Gossypium hirsutum) [143]. Chez le sorgho, une carence en phosphate
inhibe la Lp, d'environ 30 % puis une réalimentation stimule ou restaure la Lp, initiale
lorsqu’elle dure respectivement 7 ou 23 h [116]. Les interactions entre un stress hydrique et
une carence en phosphate ont été évaluées chez le sorgho et ont montré que les plantes
carencées en phosphate sont plus sensibles au stress hydrique que les plantes normalement

alimentées [116].

JIV.3.c Le potassium

Une carence en potassium de 4 a 6 h chez le riz induit une stimulation de la Lp, d'un facteur 2
et stimule 1'expression d'aquaporines PIP ainsi que celle de canaux potassiques [144]. Chez
Arabidopsis, l'effet d’une carence en potassium sur la Lp, est modéré mais une diminution de
l'expression des PIPs a été¢ mesurée [124]. Au cours d’une carence en potassium, I’H,0O, a été
montré comme relayant ’induction des systémes d’absorption de d’ions K™ et de génes

répondant a cette carence [145].

JIV.4 Les espéces réactives de I’oxygene et les especes oxygénées et azotées

Les especes activées de 1'oxygene (ROS) sont des molécules dont l'atome d'oxygeéne est
réduit, ce qui les rend trés réactives. Ces molécules ont initialement été considérées comme
des sous-produits toxiques du métabolisme aérobique, détoxiqué par l’activité d’enzymes
antioxydantes. Plus récemment les ROS sont apparues comme des intermédiaires de
signalisation dans la réponse des plantes a des signaux hormonaux et environnementaux de
type biotique et abiotique [146]. Les ROS sont également impliquées dans la mort cellulaire
programmée. Les plantes disposent de mécanismes pour piéger les ROS, leur permettant de
bénéficier de leur rdle signalétique sans patir de leur toxicité [147].

Deux études menées chez le mais et Arabidopsis ont montré une inhibition de la Lp; en
réponse a une application exogene de 10 uM a 8 mM d'H,O, [98, 133]. Plusieurs mécanismes
de régulation ont été proposés incluant les dommages membranaires [133], la fermeture des
pores d’aquaporines [148] et I’internalisation d'aquaporines PIP dans des structures
intracellulaires sphériques [98]. D’autre part, chez des plantes résistantes aux faibles
températures, 1’H,O, n’a pas d’effet sur la Lp, [133]. Curieusement, de faibles concentrations

d’H,0, (10 uM) peuvent stimuler la Lp, d’Arabidopsis [98] et de Phaseolus vulgaris [149].
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Une étude transcriptomique menée chez Arabidopsis a montré que le traitement par 1 mM
d’H,0O; n’altére pas ’expression des isoformes PIP1s et inhibe celle des isoformes PIP2s des
30 min de traitements [150]. Par contre, chez 1’orge, un traitement par 10 mM d’H,O, stimule
I’expression des aquaporines PIP1;2 et PIP2;1 apres respectivement 1 h et 5 h de traitement
[151]. Du point de vue protéique, une étude protéomique menée sur le mais a montré que
I’abondance des aquaporines PIP1 et PIP2 n’est pas modifiée en réponse a un traitement par
100 uM d’H,0, alors que ce traitement altere la Lp, de ces plantes [133]. Ceci suggere
I’existence de mécanismes d’ordre post-traductionnel pouvant affecter la fonction des

aquaporines sans pour autant modifier leur abondance cellulaire.

Les especes oxygénées et azotées (RNOS), dont I'oxyde nitrique (NO), sont maintenant
considérées comme des molécules de la signalisation cellulaire. Le NO a été¢ montré comme
impliqué dans la germination, la croissance des racines et du tube pollinique, la floraison et la
fermeture stomatique, mais aussi dans la réponse des plantes a des stress biotiques et
abiotiques en agissant en tant que molécule signal (pour revue [152]). Il apparait que le NO
peut modifier ’activité de protéines par nitrosylation de leur résidus cystéines, et peut agir sur
des messagers secondaires mobilisant le calcium intracellulaire (pour revue [153]). La
nitrosylation affecte la fonction d'un large éventail de protéines cellulaires, comme des
protéines liées au stress, des protéines de signalisation ou des protéines du métabolisme.
Jusqu'a présent, aucun facteur de transcription n’a été décrit chez les plantes comme étant
régulé par nitrosylation mais des études de protéomique ont identifié de potentiels candidats
[154]. Plusieurs études, basées sur I'utilisation de plantes transgéniques avec des niveaux
altérés de NO, ont récemment fourni des preuves génétiques de l'importance du NO dans
lI'induction de geénes [155]. D’autres études soulignent une inter-relation entre le NO et I'AS
ainsi qu’entre le NO et I’acide jasmonique, respectivement dans le cadre de la réponse des
plantes a des attaques pathogenes et a la blessure [155]. Plusieurs études ont montré une
interaction entre 1’H,O; et le NO en tant que molécules signal dans la réponse de plantes a un
stress salin [156], & un stress biotique [157], a une blessure [158] et a ’ABA [159]. On sait
que 1’H,0, peut moduler la Lp, [98, 110], mais aucune donnée n’est actuellement disponible

quant a la régulation de la Lp; en réponse au NO.
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JIV.5 Les interactions biotiques

JIV.5.a La symbiose : interaction entre Rhizobium et des plantes Iégumineuses

Rhizobium est capable d'induire sur les racines de 1égumineuses de véritables organes au sein
desquels les bactéries réduisent 1'azote atmosphérique en ion ammonium grace au complexe
enzymatique nitrogénase. Lors de cette symbiose, le rhizobium envahit le cytoplasme des
cellules hotes et se différencie en bactéroide fixateur d'azote, appelé nodule. En échange de
substrats carbonés, cet organelle produit l'ammoniac, normalement assimilé par les
glutamine-synthétases nodulaires [160]. L'aquaporine GmNOD26 est particulierement
exprimée au niveau des nodules [161]. Cette aquaporine est un composant majeur de la
membrane péribactéroidienne, qui est d'origine végétale, entoure le bactéroide et permet les
échanges avec les cellules racinaires. L'utilisation d'anticorps dirigés contre cette aquaporine,
révele que l'expression maximale de GmNOD?26 et de sa phosphorylation coincide avec la
maturation du bactéroide [48]. Des travaux antérieurs ont montré que GmNOD26 facilite le
transport d'eau et de glycérol. Une étude récente vient de démontrer que cette protéine facilite
aussi le transport de NHj3 [162]. La sécheresse et le stress salin augmentent d'un facteur 3 la
phosphorylation de GmNOD26, suggérant que 1’augmentation de la perméabilité hydrique est

importante pour 1'osmorégulation du nodule et ’adaptation au stress hydrique [48].

JV.5.b La symbiose : la mycorhization

Les mycorhizes arbusculaires représentent la forme de symbiose la plus commune entre les
plantes et les champignons. Cette interaction provoque de profonds changements anatomiques
des cellules racinaires, impliquant la différenciation d'une membrane périarbusculaire qui est
le lieu d'échanges de nutriments minéraux, de carbohydrates et d'eau entre la plante et le
champignon. L'expression des aquaporines PIPs et TIPs est modifiée au sein de cette
membrane, de fagon spécifique en fonction de la plante hote et du champignon mycorhizien
(pour revue [163]). Chez le peuplier (Populus spp.), 'augmentation de 55 % de la Lp, des
plantes mycorhizées par rapport aux plantes non mycorhizées est liée a une modification de
I'anatomie racinaire ainsi qu'a une stimulation de I'expression de la majorité des aquaporines
PIPs racinaires [164]. Par contre, chez Phaseolus vulgaris, les plantes mycorhizées présentent
une réduction d'un facteur 3 de leur Lp;, liée a une diminution de 1'abondance des aquaporines
PIP2s et de leur formes phosphorylées [165]. Les aquaporines végétales exprimées au cours
de ces interactions pourraient également contribuer au transport d'ammoniac du champignon

vers la plante [163]. Des études menées chez le tabac, la laitue (Lactuca sativa.), le soja
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(Glycine max.) et la tomate ont montré que ce type de symbiose pourrait également Etre
impliqué dans la résistance des plantes a des contraintes abiotiques telles que la sécheresse, la

salinité du sol ou le froid, via I'expression des aquaporines (pour revue [16]).

JIV.5.¢c Les pathogenes

Certaines aquaporines spécifiques sont impliquées dans les interactions entre la plante et un
pathogene. Par exemple, une ¢tude menée sur le tabac a montré que lors de l'interaction avec
un nématode parasite, 1'expression d’un gene 77P est stimulée [166]. Ce processus pourrait
étre impliqué dans l'approvisionnement en eau et en solutés du parasite au niveau de la cellule
géante nourriciere (giant cell) ainsi que dans la régulation osmotique de cette cellule. Chez la
tomate, l'interaction avec le parasite Cuscuta reflexa induit l'expression d'une protéine
homologue de PIP1, probablement liée a un processus l'élongation cellulaire dépendant de
l'auxine [167]. A ce jour, aucune ¢tude n'est disponible sur la régulation de la Lp, en réponse a

une interaction entre une plante et un agent pathogene.

.V SPECTROMETRIE DE MASSE QUANTITATIVE

La MS est désormais la technique de choix pour I’identification des protéines et leur
quantification. Il existe deux stratégies de MS pour identifier les protéines et leurs MPTs : la
stratégie dite fop-down et la stratégie dite bottom-up. Les approches top-down consistent a
fragmenter la protéine entiere (i.e. la protéine n'est pas digérée) pour obtenir un spectre de
fragmentation qui permet d’avoir acces a des étiquettes de séquence permettant d’identifier la
protéine par recherche dans les banques de données. Les approches bottom-up sont plus
souvent utilisées. Elles consistent a digérer de fagon enzymatique des protéines puis a
analyser les peptides soit par MS, ce qui conduit a une cartographie peptidique soit par
MS/MS. Dans le premier cas, la confrontation de la carte peptidique aux bases de données de
séquence protéiques est utilisée pour identifier la protéine. Dans le deuxieme cas, 1I’obtention
d’une séquence en acides aminés permet d’identifier la protéine. Les récents progres des
technologies de MS et notamment les instruments de nouvelle génération, permettent
d’accéder a des quantités de I’ordre de la femtomole [168] et ont permis le développement

d'outils de quantification relative et absolue (pour revue [169]).
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.V.1 Méthode de quantification relative

.V.l.a Méthode de quantification relative sans marquage

La principale difficulté de quantification relative est due au fait que l'intensité¢ d’un ion
observée dans un spectre MS ne refléte pas l'abondance du peptide, car les peptides ont
généralement des propriétés d'ionisation différentes. Cependant, pour le méme peptide dans
les mémes conditions de MS, les différences d'intensités peuvent refléter des variations de son
abondance. La principale difficulté de cette approche est de s’assurer que les procédures
expérimentales soient identiques. Sur cette base il existe deux types d’approches de
quantification : I’une est basée sur l’utilisation de marquage et I’autre n’utilise aucun
marquage.

Cette derniere approche repose sur la mesure dans le profil LC-MS (Liquid
Chromatography-MS) de I’aire d'un ion précurseur donné. Elle permet d'établir des cartes a
trois dimensions (3D) virtuelles représentant I'emprunte des peptides, c’est-a-dire les données
de rapport masse/charge (m/z), de temps de rétention (r;) et d'intensité. Les cartes 3D sont
comparées et les ions peptidiques présentant des intensités différentes en MS entre deux
conditions sont ensuite identifiés par fragmentation MS/MS. Une étape de normalisation est
ensuite menée pour minimiser la variabilité¢ entre échantillons et augmenter la qualité de
I’analyse statistique, afin de mettre en évidence des variations quantitatives spécifiquement
induites par les traitements (pour revue [170]). L’avantage de cette approche est la possibilité
de comparer un grand nombre de situations. L inconvénient est la nécessité de devoir aligner
les spectres LC-MS.

Une seconde approche repose sur des mesures de type LC-MS/MS. Le principe est de
quantifier une protéine par le nombre de spectres MS/MS qui conduisent a son identification.
Ceci est possible car le spectrometre de masse fonctionne en mode LC-MS et déclenche
régulierement une analyse MS/MS en fonction de I’intensité mesurée lors de la LC-MS. Par
conséquent, plus la surface du pic en LC-MS est élevée, plus le mode d'analyse MS/MS est
déclenché pour ce peptide et plus le nombre de spectres menant a la protéine sera accumulée.
Cette approche est appelée spectral counting [171]. Le principal avantage de cette méthode
par rapport a la précédente est qu'il n'est pas nécessaire d'aligner les cartes LC-MS/MS qui
sont, dans ce cas, analysées indépendamment. L'inconvénient réside dans sa plus faible
sensibilité.

Ces deux approches sans marquage sont complémentaires. L’approche utilisant la

LC-MS fournit des résultats plus précis, parce que tous les peptides peuvent potentiellement
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étre considérées dans une analyse LC-MS alors que seul un faible pourcentage de peptides
sont analysés dans une approche LC-MS/MS. D’un autre coté, I'approche LC-MS nécessite
des analyses de type LC-MS/MS pour identifier les protéines. Des approches hybrides,

combinant les deux stratégies ont été proposées [172].

.V.1.b Méthodes de quantification relative avec marquage

Afin de réduire la variabilité due a la préparation des échantillons, au moins I’un des deux
¢chantillons a comparer peut étre marqué. Les deux échantillons sont ensuite mélangés et
analysés ensemble en un seul passage par LC-MS ou par des expériences de type LC-MS/MS.
Cette approche permet donc de visualiser simultanément des paires de peptides [173]. Ces
peptides sont chimiquement identiques, mais ont des masses différentes, de sorte qu'ils
puissent étre distingués par un spectrometre de masse. Ainsi, le rapport d'intensité du signal
observé, entre les versions de 1'échantillon marqué et non marqué du méme peptide, permet de
mesurer de facon précise I'abondance relative de chaque espéce. Plusieurs types de marquages
métaboliques, enzymatiques et chimiques peuvent étre employés pour mener ce type de

quantification relative.

J.1.b.i  Marquage in vivo

Le marquage métabolique in vivo représente la voie la plus simple et la plus stable
d'incorporation d'isotopes. Les cellules ou les plantes sont cultivées soit en présence de
l'isotope de l'azote '*N, soit en présence de l'isotope '°N. I s'agit d'un marquage peu colteux
qui permet d'obtenir un taux d'incorporation proche de 100 % en quelques jours [174]. Une
autre stratégie, appelée Stable Isotope Labeling by Amino Acid in Cell culture (SILAC),
permet de marquer les protéines par l'incorporation d'acides aminés essentiels (leucine, lysine
ou arginine) avec des formes isotopiques différentes [175]. Pour cela, les cellules ou les
plantes sont cultivées soit en présence de l'isotope léger, soit en présence de l'isotope lourd.
Cependant, ce type de marquage ne permet une incorporation totale que si des lignées mutées
pour la voie de biosynthése correspondante sont disponibles. Dans le cas contraire, 1'étude est

limitée aux variations protéiques les plus importantes.

JV.1.bii  Marquage in vitro

Contrairement au marquage in vivo, ce type de marquage est réalis¢ apres la biosynthese des

protéines et peut donc étre utilisé sur tout matériel biologique. Il peut étre chimique ou
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enzymatique et peut étre réalisé¢ avant ou apres la digestion. De ce fait, il concerne soit les

protéines, soit les peptides.

.V.1.b.ii.1 Marquage chimique

Le marquage des fonctions thiols des cystéines est réalisé par le réactif Isotope Coded
Affinity Tag (ICAT) qui est composé d'une extrémité réactive et spécifique du groupement
thiol, espacée du groupement biotine par une chaine aliphatique lourde ou légere. La biotine
permet la purification de I'échantillon marqué sur une colonne d'avidine. Pour étre quantifié, il
est donc indispensable que le peptide détecté en MS posséde au moins une cystéine dans sa
séquence et qu’il soit détectable en MS.

Le marquage chimique peut étre réalisé au niveau des fonctions amines. Pour cela, le
réactif iTRAQ"™ (isobaric Tag for Relative and Absolute Quantification) est utilisé. Il s'agit
d'étiquettes marquées isotopiquement par quatre combinaisons différentes d'isotopes lourds de
carbone ("°C), azote (°N) et oxygeéne (‘*0). Les étiquettes ont des rapports m/z différents
apres fragmentation MS/MS, ce qui permet de différencier les peptides et de les quantifier les

uns par rapport aux autres [176].

.V.1.b.ii.2 Marquage enzymatique

Les protéines peuvent également étre marquées de fagon enzymatique. Pour cela, les protéines
sont digérées en présence d'eau légere ou lourde (H,'®0). L'isotope 'O est incorporé dans le
groupement carboxyl des peptides par l'enzyme de digestion pendant la protéolyse [177].

Cependant cette réaction est difficilement maitrisable.

.V.2 Méthodes de quantification absolue

A D’aide de standards internes adéquats, les expériences de MS peuvent également fournir une
quantification absolue de peptides. Ces méthodologies de quantification absolue reposent sur
I’introduction dans l'échantillon d’intérét d'une quantité¢ connue de peptides isotopiquement
marqués. Deux types d’approches sont décrits. Dans la méthode de quantification absolue
appelée « AQUA » (Absolute QUAntification) [178], des quantités connues de peptides
synthétiques marqués isotopiquement sont introduits dans I’échantillon apres la digestion
mais avant I’analyse MS. Alternativement, des standards peptidiques internes obtenus apres
synthése et marquage métabolique d’un concatémere artificiel de peptides souhaités peuvent
aussi étre utilisés. Il s’agit de la méthode dite « QconCAT » [179]. Dans ce cas, ils sont

introduits dans 1’échantillon avant la digestion. Cependant, comme aucune de ces deux
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méthodes ne permet d’introduire les standards peptidiques des le début de la préparation de
I'échantillon, des erreurs de quantification peuvent se produire.

Lorsque la quantification est ciblée sur une ou quelque protéine(s), la technique de SRM
(Single Reaction Monitoring) ou MRM (Multiple Reaction Monitoring) peut étre utilisée.
Cette technique consiste a filtrer au niveau des quadripdles du spectroméetre de masse les
especes ioniques d'intérét (ions parents) et des ions fragments. Cette technique permet
d'augmenter la sensibilité et la spécificité de la détection en ne réalisant plus de balayage sur
la gamme totale de masse comme c'est le cas en MS/MS, mais en consacrant tout le temps
d'acquisition a la mesure des transitions sélectionnées [180]. Ensuite, deux méthodes de
quantification absolue reposant sur la synthése de peptides légers ou lourds, analogues au
peptide a quantifier, sont envisageables. La premicre est la technique des ajouts dosés, qui
consiste en la réalisation d'une gamme d'étalonnage a partir de peptides 1égers de synthese,
incorporés en quantités connues dans 1'échantillon analysé. Cette gamme permet d'établir une
relation linéaire entre la quantité du peptide de synthese et l'intensité du signal mesurée par
MS pour le peptide natif [181]. La deuxieme méthode consiste en I’introduction dans les
¢chantillons de quantités connues de peptides marqués par des isotopes lourds, qui constituent

donc des standard internes.

.VI APPORT DE LA MS POUR DLI’ETUDE DES MODIFICATIONS
POST-TRADUCTIONNELLES

Les MPTs offrent un mécanisme dynamique de régulation de la fonction des protéines et une
diversité de formes protéiques au-dela de celle fournies par le seul agencement des 20 acides
aminés. Environ 300 MPTs sont répertoriées dans la littérature. Grace a sa sensibilité et a sa
spécificité, la MS est une technologie largement utilisée pour identifier la nature des MPTs
[182]. En effet, un peptide modifié peut étre détecté a cause de 1’incrément de masse ou du
déficit de masse induit par la MPT par rapport au peptide non modifié. Par exemple
I’observation d’un incrément de masse de 80 Da ou de 14 Da suggere la présence
respectivement d’un groupement phosphate et d’un groupement méthyl. Cependant cette
prédiction n’est pas suffisante et requiert une analyse MS/MS pour confirmation. L'étude des
MPTs présente cependant certaines limitations en MS : les peptides modifiés sont
difficilement détectables notamment a cause de leur faible abondance par rapport aux peptides
non modifiés et de la labilit¢ de certaines modifications (exemple : phosphorylation et
glycosylation). Une solution réside dans l'enrichissement préalable en peptide modifié ainsi

que dans I’adaptation des stratégies d'analyse MS au type de modification étudiée.
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.VL.1 La phosphorylation : une MPT majeure

La phosphorylation est une MPT ubiquitaire qui régule la plupart des processus cellulaires.
Avec environ 30000 protéines codées par les génomes végétaux, il est estimé que 30 %
d’entre elles peuvent étre phosphorylées a un moment donné. L’étude de cette MPT est
particulierement délicate car elle présente une large gamme dynamique et les protéines
phosphorylées sont faiblement abondantes. Alors que la phosphorylation était connue depuis
un siecle, ce n’est que depuis les années 1990 que le nombre de protéines phosphorylées
identifiées a augmenté [183]. Ceci tient aux divers développements méthodologiques, tant au
niveau de la MS que des méthodes de fractionnement de protéines, de peptides et

d’enrichissement en phosphopeptides [169, 184-186].

.V1.2 Enrichissements en phosphopeptides pour I’étude en MS

Le succes de 'enrichissement en phosphopeptides vient du fait que le groupement phosphate
porte une charge négative, posse¢de la capacité d'interagir avec des billes échangeuses d'ions et
de se lier de fagon covalente avec des ions métalliques (pour revue [169, 183, 187]).

La méthode IMAC, pour Immobilized Metal ion Affinity Chromatography, utilise des
ions ferriques (Fe’") immobilizés dans des billes, qui se lient spécifiquement aux groupements
phosphates des phosphopeptides. Dans un premier temps, elle a été utilisée pour isoler les
phosphopeptides a partir une protéine d'intérét pour cartographier ses sites de
phosphorylation. Elle a ensuite été utilisée pour isoler des phosphopeptides a partir d’un
extrait complexe de protéines. La méthode IMAC a été utilisée avec succes dans de
nombreuses études de phosphoprotéomiques [47, 188-191]. Dans le but d'améliorer
l'enrichissement en phosphopeptides de cette méthode, les peptides peuvent Etre
préalablement fractionnés a l'aide de colonnes échangeuses de cations (SCX pour Strong
Cation eXchange) ou d'anions (SAX pour Strong Anion eXchange) [46, 192, 193] qui
profitent de la différence de charge qui existe a bas pH entre les phosphopeptides et les
peptides non phosphorylés. Par exemple, dans le cas d'une colonne SCX qui est composée
d'ions SOs, les peptides présentant des résidus K™ et R se fixent sur la colonne alors que les
ions phosphorylés présentant des ions PO, sont repoussés. Des ¢études de
phosphoprotéomiques menées sur les levures S. cerevisiae et S. pombe ont utilisé avec succes
cette méthode [194, 195].

Les colonnes d'oxyde de titane (Ti0,) sont des matrices solides ayant prouvé leur grande
efficacité d'enrichissement en phosphopeptides et qui sont plus robustes que la technique

IMAC pour l'analyse d'échantillons complexes de protéines [196]. Le groupement phosphate
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présente trois sites potentiels de liaison (trois atomes d'oxygene) avec la colonne TiO,. De
l'acide lactique est utilisé lors du chargement des échantillons sur la colonne en tant que
compétiteur des peptides contenant les acides aminés carboxyliques (D et E), eux-mémes
compétiteurs des peptides phosphorylés pour l'accrochage sur la colonne. D'autres métaux
oxydés tels que le zirconium et I'aluminium sont également utilisés, mais plus rarement que le
titane.

Il est également possible de combiner plusieurs méthodes d'enrichissement. Par
exemple, la technique appelée SIMAC, qui consiste en la combinaison des techniques IMAC
et titane, semble capable de séparer les peptides monophosphorylés des peptides
multiphosphorylés [197]. La complémentarité de ces deux techniques a ét¢ montrée lors de

I'étude du phosphoprotéome de S. pombe [195].

.VL.3 Phospho-protéomique quantitative

Il existe encore peu d’études phosphoprotéomique quantitative chez les plantes. Ces études
ont utilisé des techniques sans marquage [51, 198, 199] ou avec différents types de marquages
[45, 52, 56, 59, 200]. Certaines de ces ¢tudes permettent d'identifier des situations
environnementales et hormonales qui modulent de taux de phosphorylation des aquaporines.
Ainsi, dans les racines d'Arabidopsis, un traitement de 2 h par 100 mM de NaCl provoque une
déphosphorylation d'environ 30 % du résidu S283 d'4rPIP2;1, alors qu'en réponse a un
traitement de 15 min par 2 mM d'H,O,, on observe une augmentation de 20 % de
phosphorylation des résidus S280 et S283 de cette aquaporine [54]. Dans une autre étude
menée sur des plantules d'Arabidopsis en suspension, un traitement de 3 jours par 200 mM de
NaCl diminue de 70 % I'abondance du peptide diphosphorylé de I'extrémité C-terminale de
PIP2;1, et augmente de respectivement 20 % et de 237 % l'abondance des peptides mono- et
diphosphorylés de l'extrémité C-terminale de PIP2;4 [56]. L'alimentation en saccharose des
plantules d'Arabidopsis, suite a une carence en saccharose et a une nuit prolongée de 24 h,
induit une augmentation transitoire aprés 5 min de traitement de 1'état de phosphorylation de
I'aquaporine PIP2;6 [51]. Enfin, une étude récente menée sur des plantules d'Arabidopsis
montre qu'un traitement par 50 uM d'ABA pendant 30 min conduit a une diminution de 1'état
de phosphorylation de I'extrémité C-terminale de PIP2;1, PIP2;4, PIP2;7 et PIP2;8 [59].

Une question majeure émergeant désormais d’études de phospho-protéomique
quantitative est que des variations d’abondance d’un site phosphorylé suite a un traitement in
vivo ne signifient pas systématiquement que ce site soit biologiquement actif. Pour cela, il est

souvent nécessaire de mener des expériences de génétique inverse dans lesquelles le résidu

30






Introduction

sérine, thréonine ou tyrosine, est muté en un acide aminé non-phosphorylable (alanine) ou
mimant une phosphorylation constitutive en installant une charge négative (acide aspartique
ou acide glutamique). Si des changements phénotypiques sont observés suite aux mutations et
si les mutants A et D montrent des caractéristiques différentes, cela peut accréditer

I’hypothése d’un réle de la phosphorylation identifiée [54, 201].
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OBJECTIFS

De nombreuses études montrent que la Lp, peut étre modulée en réponse a diverses
contraintes environnementales et d’autres ¢tudes montrent que I’expression des aquaporines,
leur abondance et leur état de modification post-traductionnelle peuvent étre régulées en
réponse a ces contraintes. Cependant peu d'études portent simultanément sur les modulations
de la Lp, et la régulation des aquaporines. Le premier objectif de ce travail de these est de
caractériser un ensemble de situations environnementales reflétant diverses contraintes
biotiques, abiotiques ou différents états nutritionnels de la plante, qui conduisent a une
modulation de la Lp, chez Arabidopsis. Le deuxiéme objectif est de mener des approches de
protéomique et de phosphoprotéomique quantitative pour inventorier et quantifier I’ensemble
des aquaporines racinaires et leurs MPTs, en particulier la phosphorylation, dans les situations
environnementales affectant la Lp,. Cette étude vise a représenter les relations existant entre
les stimuli étudiés, I'abondance des aquaporines, leur état de modification et les modulations
de la Lp,, et a dégager des éléments de régulation des aquaporines impliqués dans 1’ensemble

des situations étudiées ou typique de certains types de contraintes.
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J  MATERIEL VEGETAL ET CONDITIONS DE CULTURE

J.1 Matériel biologique

Les plantes sauvages utilisées sont d'écotype Columbia 0 (Col0). Les lignées transgéniques
TIP2;2-YFP et TIP2;3-YFP, sous le controle de leur propre promoteur, ont été fournies par
Mathias Sorieul (laboratoire du Dr. Lorenzo Frigerio, department of biological sciences,
University of Warwick, Royaume Uni). Les lignées mutantes fip2,3-1, -2 et -3, invalidées
pour le géne TIP2;3, ont été fournies par 1'équipe du Dr. Nicolaus Von Wiren (Institute for
Plant Nutrition, University of Hohenheim, Stuttgart, Allemagne). Ces mutants d'insertion
correspondent aux lignées SALK 142179, SALK 000414 et SALK 074989. Cependant, en
l'absence de correspondance stricte entre les lignées regues et I'annotation du SALK, chacune

de ces lignées a été caractérisée par des approches de biologie moléculaire (paragraphe III).
.2 Culture des plantes

Jd.2.a  Amplification des lignées d'Arabidopsis thaliana

L'amplification des lignées a été prise en charge par 1'équipe "Moyen de culture" du
laboratoire. Les graines sont semées en serre (photopériode de 16 h, température comprise
entre 22°C et 25°C) sur terreau. Pendant la premiére semaine, les plantules sont recouvertes
d'une plaque en plastique transparent de fagon a conserver un fort taux d'humidité et ainsi
favoriser la germination et la croissance. Les plantes sont sub-irriguées de facon
hebdomadaire pendant 5 semaines environ puis laissées a dessécher. Une fois les siliques a
maturité, les graines sont récoltées. Celles-ci sont stockées dans des pochettes en plastique ou

papier a température ambiante.

J.2.b  Culture in vitro

Les graines d'Arabidopsis thaliana écotype Col0O sont stérilisées dans une solution de 14 %
Bayrochlore, 86 % ¢éthanol et 0,02 % CleanN, puis lavées deux fois de suite par de 1'éthanol
absolu. Les graines stérilisées sont semées in vitro sur un milieu gélos¢ MS dilué 2 fois
([202]; Sigma M5519), complémenté par 1 % de saccharose, 0,05 % de MES et 7 g.L"' d'agar,
et ajusté a pH 5,7 avec du KOH, puis elles sont placées 2 jours a l'obscurité et a 4°C afin de
synchroniser leur germination. Ensuite, elles sont cultivées pendant 9 jours en chambre de
culture en conditions de jours longs (photopériode de 16 h, 20°C jour et nuit, 70 % d'humidité
relative (HR) et environ 120 pE.m?.s™).
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Tableau 2 : Composition des solutions de culture hydroponique

o Milieu standard Milieu appauvri en NO5 Milieu dépourvu de
Macroelements (mM) (mM) PO4 (mM)

KNO; 1,25 0,029 1,25

Ca(NO;3), 1,50 0,035 1,50
K,S0, 0 0,61 0
CaCl, 0 1,465 0

MgSO, 0,75 0,75 0,75
KH,PO, 0,50 0,50 0

Les trois types de milieux contiennent également 50 uM H;BOs, 12 uM MnSOy, 0,70 uM
CuSOy, 1 puM ZnS0O4, 0,24 uM MoO4Na,, 50 uM Fe-EDTA, 100 uM Na,SiO:s.

Tableau 3 : Protocole de préparation de la solution de DEA-NO

DEA-NO (g) NaOH 0,01M (uL) Tampon Phosphate (uL) |[DEA-NO] finale (uM)
0,00103 10 990 100
0,00129 12,5 987,5 125
0,00258 25 975 250
0,00516 50 950 500
0,01031 100 900 1000

Les expérimentations se déroulent dans un tube contenant 49 mL de solution hydroponique
standard DEA-NO et 1 mL de la solution concentrée de DEA-NO dont la préparation est
indiquée dans ce tableau. Il présente la masse de DEA-NO (colonne 1) a dissoudre dans le
volume de NaOH 0,01 M (colonne 2), puis a ajouter au volume de tampon phosphate
(colonne 3) de facon a obtenir 1 mL de DEA-NO qui, une fois ajouté a 49 mL de solution
standard DEA-NO, aura la concentration finale indiquée dans la colonne 4.
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J.2.c  Culture en hydroponie

Les plantules cultivées in vitro sont transférées en hydroponie sur des plaques de PVC
(30x30x0,5 cm) équipées de deux flotteurs de polystyréne expansé qui sont déposées sur des
bassines contenant 8 litres de milieu hydroponique standard (tableau 2). Durant les 2 premiers
jours, les cultures sont recouvertes d'une plaque de plastique transparente de fagon a
minimiser le stress dii au changement d'hygrométrie suite au transfert. Le milieu est renouvelé
toutes les semaines et les premieres expériences débutent apres un minimum de 11 jours de

culture en hydroponie.
.3 Traitements

J.3.a  Mannitol et NaCl

Des plantes agées de 21 jours sont traitées pendant 45 min a 6 h par 200 mM de mannitol, et

pendant 45 min et 2 h par 100 mM NaCl [115].

J3.b  H,0,

Des plantes agées de 21 jours sont traitées par 500 pM de H,O, pendant 8 et 20 min, qui sont
respectivement les temps nécessaires pour induire une demi-inhibition (t;2) et une inhibition
maximale (tm.x ) de la Lp, d'Arabidopsis décrits par Boursiac et al. en 2008 [98].

La molarité de la solution stock d'H,O; est titrée selon un protocole fourni par Sigma.
Un mélange de 10 mL d'H,0, dilué 100 fois et de 10 mL d'acide sulfurique 1 N est préparé en
triplicat. Du KMnO4 0,1 M est ensuite ajouté au mélange, goutte a goutte sous agitation,
jusqu'a obtenir une coloration rose persistante. Le volume x de KMnQOj4 0,1 N ajouté permet le
calcul de la molarité de I'H,O, selon 1'équation suivante:

Molarité H,O, = [(mL de KMnOy, ajouté) x (molarité KMnOy) x 2 x 100]/ (10 mL d'H»05)
Jd3.c NO

Le diéthylamine NONOate (DEA-NO - Sigma D5431), est un donneur de NO relarguant sans
délai toute sa charge en 1 a 3,5 min a pH 7,4 et a 30°C [203]. Il s'avere donc pertinent pour
¢tudier la réponse rapide de la plante a ce stress oxydatif. Une solution concentrée de 500 mM
de DEA-NO dissout dans NaOH 0,01 M est préparée extemporanément et stockée dans la
glace pendant une journée au maximum. Pour initier le relargage de NO, cette solution est

diluée dans du tampon phosphate 100 mM pH 7,2, selon les rapports présentés dans le
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tableau 3 [204]. Les racines issues de plantes agées de 21 jours sont traitées avec des
concentrations de DEA-NO allant de 50 uM a 500 uM dans une solution hydroponique
(tableau 2) de laquelle est supprimé le Fe-EDTA : solution dite "standard DEA-NO", donc
dépourvue de métaux de fagon a limiter la formation de complexes Métal/NO (ex : Fe/NO).
Les plantes contrdles sont traitées avec les mémes volumes de NaOH 0,01 M et de tampon
phosphate (115 mM NaCl, 4 mM KH,PO4, 16 mM Na,HPO4, pH 7,3, pH 7,2) mais sans le
DEA-NO. La spécificité¢ d'effet du DEA-NO est testée en pré-traitant les plantes pendant
10 min avec 100 uM de cPTIO (Sigma C221), molécule piégeant le NO [204, 205], avant un
traitement avec 100 uM de DEA-NO.

J.3.d  Flagelline (flg22)

La flagelline est un éliciteur général produit par les eubactéries [206]. FIg22 est un peptide de
22 acides aminés (QRLSTGSRINSAKDDAAGLQIA) correspondant a la partie N-terminale
de la flagelline et sa séquence est trés conservée chez les eubactéries. Sa synthése a été
réalisée par le laboratoire CASLO, Université technique du Danemark, Diplomvej 381,
Lyngby, Danemark. Les plantes agées de 21 jours sont traitées par 200 nM a 1 uM de flg22.

La réponse est mesurée des I'application et jusqu'a 2 h apres le début du traitement.

Jd.3.e  Traitement par le saccharose

Des plantes agées de 21 jours cultivées en milieu hydroponique standard sont transférées dans
une chambre de culture a I'obscurité pendant 24 a 48 h. Ensuite, elles sont transférées dans un

milieu contenant 30 mM de saccharose ou de mannitol, a 1'obscurité ou a la lumiére, pendant

2a4h.

JI.3.f  Carence et réalimentation en nitrate

Des plantes agées de 15 jours sont transférées pendant 6 jours dans un milieu hydroponique
appauvri en nitrate contenant 0,1 mM de cet ion. Dans ce milieu, KNO; et Ca(NOs), sont
remplacés respectivement par K,SO4 et CaCl, (tableau 2). Les plantes sont ensuite
réalimentées en nitrate par transfert dans le milieu de culture standard contenant 4,25 mM de

nitrate.
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Figure 6 : Dispositif de la chambre a pression.

Un appareil racinaire excis¢ est inséré dans la chambre qui est fermée de fagon étanche puis
mise sous pression. A la sortie de la chambre, I'hypocotyle est relié a un capillaire connecté a
un capteur de flux.
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JL.3.g Carence et réalimentation en phosphate

Des plantes agées de 15 jours sont transférées pendant 6 jours dans un milieu hydroponique
dépourvu de phosphate (tableau 2). Les plantes sont ensuite réalimentées en phosphate par

transfert dans le milieu de culture standard contenant 0,5 mM de phosphate.

JI  MESURE DE TRANSPORT D'EAU RACINAIRE

Les mesures de flux d'eau racinaire et de Lp; sont réalisées avec une chambre a pression qui
permet d'appliquer une pression hydrostatique a un appareil racinaire excisé (figure 6). La
plante, agée d'environ 3 semaines (paragraphe 1.2.c), est décapitée au niveau de I'hypocotyle
puis l'appareil racinaire est introduit dans le joint du couvercle de la chambre. Un adaptateur
est fixé a l'hypocotyle par de la pate dentaire (Colténe, Président Microsystem) pour
étanchéifier le systéme. Apres 10 min de polymérisation de la pate, I'ensemble est transféré
dans la chambre a pression ou les racines plongent dans la solution de traitement. Un
capillaire relie 1'adaptateur a un capteur de flux (Bronkhorst) qui effectue une mesure toutes
les 2 sec tandis qu’une électrovanne reliée a une bouteille d’azote et asservie a un capteur de
pression (SMC corporation) permet de réguler la pression dans la chambre. L’ensemble est
coordonné par un programme développé dans I’équipe par Yann Boursiac. Pour obtenir un
flux stabilisé¢ de seve exudée avant de commencer les mesures, 10 min de pressurisation
préalable a 350 kPa, ou 600 kPa dans le cas de traitements a fort potentiel osmotique, sont
nécessaires.

Deux types de mesures sont réalisés. L'un permet de mesurer des variations du flux
racinaire d'eau au cours du temps suite a l'application d'un traitement dont la réponse est
mesurable dés les premiéres min de l'application (cas du DEA-NO et de I'H,0O;). La mesure
consiste a suivre I'évolution du flux de seve a la pression constante de 340 kPa. L'autre type
de mesure, qui permet de mesurer les variations de la Lp;, est utilisé dans le cas de traitements
pouvant affecter le potentiel osmotique de la solution de mesure (cas du traitement par
200 mM mannitol et 100 mM NacCl), ou lorsque la réponse est mesurable a partir de 30 min
apres l'application quelque soit le potentiel osmotique (cas des traitements de carences et
réalimentation en nitrate et phosphate, par flg22, d’obscurité, par 30 mM de mannitol et de
saccharose). Il s'effectue selon un protocole de mesure de flux pour trois pressions successives
(320 kPa, 160 kPa puis 240 kPa pour des traitements sans modification de potentiel
osmotique, ou 720 kPa, 560 kPa puis 640 kPa lors des traitements a fort potentiel osmotique).

Une fois les mesures terminées, les racines sont déshydratées a 60°C pendant 48 h, puis leur
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Tableau 4 : Amorces utilisées pour la caractérisation des mutants zip2,3.

) ) . . Température d'appariement (°C)
Nom Numéro Séquence (5'-3") Orientation
PCR avec kit Phire| PCR classique

BABO09071S 4S GTGAGATCCGAGTGTAATTGACTG sens 64,01 70
TIP2;3-Ex2-S | 2S ATCGTTGTGACCTTTGCA sens 60,87 52
TIP2;3-5’-S 1S CCCATACAAAGCCCAAATAAC sens 62,25 56
BABO09071A | 3AS | GAAAGAAACCAAACATGCTATACG | antisens 62,74 60
LBbl / GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT / 76,47 62

Cing amorces ont €t utilisés pour la caractérisation moléculaire des lignées mutantes ¢ip2, 3.
Ce tableau présente leur nom (colonne 1), le numéro qui leur est associé (colonne 2), leur
séquence (colonne 3), leur orientation (colonne 4), leur Tm selon le type de PCR (colonnes 5
et 6).
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masse seéche est mesurée. La relation existant entre le flux de seve exudée (J) et le gradient de
pression imposé (AP) répond a I'équation suivante: J, = S.Lp;.AP, ou S est la surface racinaire,
et Lp; la conductivité hydraulique racinaire. La valeur absolue du flux ou la régression linéaire
des points expérimentaux permet ainsi d'obtenir la valeur de la conductance hydraulique
racinaire (Lo). Sachant qu'il existe une relation linéaire entre la masse et la surface racinaire
(thése Hélene Javot, 2002), la Lp, est calculée en rapportant la valeur de conductance a la

masse racinaire, exprimée en mL.g™.h™ MPa™.
JII METHODES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE

JIL.1 Caractérisation des mutants zip2;3

Les trois lignées mutantes invalidées pour le géne TIP2;3, fournies par 1'équipe de Nicolas
Van Wiren, correspondent aux lignées SALK 142179, SALK 000414 et SALK 074989. En
l'absence de correspondance entre les lignées recues et l'annotation SALK, chacune des
lignées a ¢été caractérisée par PCR ou par séquengage a l'aide des amorces listées dans le
tableau 4. Les PCR sont effectuées avec le kit Phire Plant direct PCR, Finnzymes.
Brievement, un échantillon de la plante est prélevé a 'aide d'un emporte-piece fourni dans le
kit, puis écrasé dans un tampon de dilution. Le surnageant servira ensuite de matrice. Aucune
extraction d'ADN n'est nécessaire. Une réaction de 20 pl comprend 10 pl de tampon Phire
plant PCR (contenant les nucléotides), 0,4 ul de polymérase (Phire Hot Start II DNA
polymérase), 0,5 nl de matrice et 1 ul de chaque amorce. Le Tm des amorces est calculé selon
le protocole du kit sur le site Internet https://www.finnzymes.fi/tm_determination.html
(tableau 4). La température d'appariement est obtenue en ajoutant 3°C au plus faible Tm.
L'appariement dure 5 sec. L'extension s'effectue a 72°C pendant 20 sec pour un amplicon de
longueur inférieure a 1 kb ou de 20 s/kb pour les amplicons plus longs.

Le séquencage est effectué par la société GATC sur le produit de PCR purifié a I’aide

du kit Geneclean® (gbiogene).
qbiog

JIL.2 Analyse de l'expression de T1P2;3

La vérification de I'absence d'ARNm chez ces lignées mutantes a été effectuée par RT-PCR.
Les ARNm sont extraits selon le protocole du kit "SV total RNA isolation system" (Promega).
Brievement, un minimum de 30 mg d’appareil racinaire de plante cultivée en hydroponie
(paragraphe 1.2.c) est broyé a 1’aide d’un pilon et d’un mortier dans I’azote liquide. Le broyat
subit ensuite des dilutions et lavages ainsi qu'un traitement a la DNase 1. Enfin, les ARNm

sont élués dans de I'eau puis dosés a 1’aide du spectrometre Nanodrop ND-1000.
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La réaction de transcription inverse est effectuée selon le protocole de RT-PCR M-MLV
de Promega. Bricvement, 1 pg d'ARNm est dénaturé a 70°C puis mis en présence du tampon
de réaction du kit, d'oligonucléotides et de transcriptase inverse M-MLV RT (H-). Les ADNc
ainsi obtenus subissent une PCR (température d’appariement : 50°C, temps d’¢élongation 1,5
min, voir amorces dans le tableau 4. Un couple d’amorces supplémentaires correspondant au

facteur d'élongation EF1a est utilisé comme témoin positif de la transcription inverse.
IV IMAGERIE CELLULAIRE

JIV.1 Microscopie a lumiére blanche

Dans le but d'évaluer l'efficacité de différentes méthodes de broyage, 50 ul de broyat racinaire
sont montés entre lame et lamelle, puis observés au microscope a lumicre blanche Olympus
BH-2 (Tokyo, Japon) au grossissement x 10. Les images ont été capturées a l'aide du logiciel

CellA® (Soft imaging system solutions, Miinster, Allemagne).

JIV.2 Microscopie confocale

Des plantules TIP2;3-YFP sont cultivées in vitro sur du milieu MS/2 pendant 7 jours. Elles
sont ensuite incubées pendant 2 h dans du milieu hydroponie standard (paragraphe 1.2.c) avec
ou sans 100 mM NaCl. L'émission de la YFP (530 nm) a été observée en utilisant un filtre
dichroique. L'imagerie confocale a été effectuée avec un microscope confocal Zeiss LSM510
AX70, avec un objectif 63x/1,4 DIC dans l'huile. Un minimum de 40 cellules a été analysé

par condition.
.V EXTRACTION DE PROTEINES

.V.1 Purification des protéines microsomales hydrophobes

L'ensemble des étapes décrites par la suite est réalisé a 4°C. Le matériel racinaire est broy¢ au
broyeur & rouleaux (Conception C. Fauvel, INRA Avignon) a raison de 0,25 gmL™ de
tampon de broyage (50 mM Tris, 500 mM saccharose, 10 % glycérol, 20 mM EDTA, 20 mM
EGTA, 50 mM NaF, 5 mM B-glycérophosphate, 1 mM phénantroline, 0,6 % PVP, 10 mM
acide ascorbique, ajusté a pH 8 avec Mes 1 M, de 1 uM leupeptine, 5 mM DTT, 1 mM
vanadate stabilisé, 1 mM PMSF). Le broyat est centrifugé a 2000 rpm (centrifugeuse
eppendorf 5810 R) pendant 2 min de fagon a sédimenter les débris. Le surnageant est ensuite
centrifugé a 9000 g pendant 12 min de fagon a sédimenter les organelles. Le surnageant

résultant est centrifugé a 50000 g pendant 12 min et le culot de microsomes est resuspendu
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dans un volume minimal de tampon de conservation (10 mM Tris, 10 mM borate, 300 mM
saccharose, 9 mM KCI, 5 mM EDTA, 5 mM EGTA, 50 mM NaF, ajusté a pH 8,3, additionné
de 4,2 uM leupeptine, 1 mM PMSF, 5 mM DTT) et conservé a -80°C. Les protéines sont
dosées par la technique de Bradford [207] (paragraphe 1.8.a). De fagon a enrichir I'échantillon
en protéines membranaires, les microsomes sont ensuite traités successivement par 4 M d'urée
a pH 11 et 20 mM de NaOH selon Santoni ef al., 2003 pour décaper les protéines solubles
[37]. Les protéines microsomales hydrophobes sont ensuite solubilisées en présence de SDS a
l'aide d'un tampon de type Laemmli (2 % SDS, 10 % glycérol, 100 mM DTT, 0,001 % bleu de
bromophénol, 50 mM Tris pH 6,8) concentré 2 fois [208], a raison de 50 pl pour 500 pg
d'équivalent microsomes non traités, sous agitation pendant 3 h. Une centrifugation de
13000 rpm pendant 2 min est effectuée de facon a ne conserver que le surnageant de protéines

solubilisées. Les protéines solubilisées sont conservées a —20°C.

.V.2 Immunoprécipitation de protéine fusionnée a la YFP

L'immunoprécipitation de protéines étiquetées par la YFP est réalisée a 4°C a partir de racines
de plantes cultivées en hydroponie comme décrit dans le paragraphe 1.2.c. Elles sont broyées a
l'aide d'un broyeur a rouleaux en présence de 2,1 mL de tampon RIPA (Radio
ImmunoPrecipitation Assay) pour 1 g de matiere fraiche (150 mM NaCl, 1 % Triton X-100,
0,5 % Na deoxycholate, 0,1 % SDS, 50 mM Tris, pH 8, 2 mM Leupeptine, 1 mM PMSF et
5 mM DTT). Le broyat est centrifugé a 10000 g pendant 15 min, puis le surnageant obtenu est
centrifugé a 10000 g pendant 15 min. L'immunoprécipitation est réalisée a partir du
surnageant en y ajoutant des microbilles couplées a 1'anti-GFP (WMACS GFP tagged protein
isolation kit, human MACS molecular Miltenyi Biotec) a raison de 50 ul pour 1,25 g de
matiere fraiche pendant 1 h a 4°C sous agitation. Ensuite, 1'échantillon est chargé sur la
colonne uMACS préalablement conditionnée avec 200 pl de tampon de lyse (150 mM NaCl,
1 % Triton X-100, 50 mM Tris HCI, pH 8,0). Apres quatre lavages avec 200 ul de tampon
contenant 150 mM NaCl, 1 % d'Igepal CA-630, 0,5 % sodium deoxycholate, 0,1 % SDS et
50 mM Tris HCI, a pH 8,0, et un lavage avec 100 pl de tampon contenant 20 mM de Tris HCI

a pH 7,5, les protéines sont éluées par 2 x 20 pl de tampon Laemmli.
.VI METHODES DE BIOCHIMIE

.VI.1 Dosage de protéines

Les protéines sont dosées par la méthode de Bradford modifice, a l'aide du kit "Protein Assay"

de Bio-Rad. La modification consiste a rajouter 50 pul de NaOH 1 M dans un volume
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réactionnel total de 800 pl afin d'exposer un maximum de résidus membranaires au Bleu de
Coomassie. La densité optique est mesurée au spectrophotometre a 595 nm. La quantité de
protéines est évaluée a l'aide d'une courbe d'étalonnage réalisée avec des quantités connues

d'albumine d'origine bovine (de 0 a 10 pg).

.VL.2 Electrophorése en conditions dénaturantes

Les protéines solubilisées dans le tampon de type Laemmli sont séparées par électrophorése
sur gel d'acrylamide 10 % en présence de SDS (SDS-PAGE) a ampérage constant (20 mM par
gel, Mighty Small II, Hoefer Scientific Instrument, San Francisco) pendant environ 2 h,

jusqu'a ce que le front de migration atteigne le bas du gel.

.VI.3 Western blot

Apreés migration sur un gel SDS-PAGE, les protéines sont transférées sur une membrane
PVDF a l'aide d'une solution de CAPS-méthanol (10 mM CAPS, 10 % méthanol, pH 11) a
35 V pendant 16 h a 4°C. Pour cela, le gel et la membrane sont mis en contact direct. Ils sont
entourés de deux épaisseurs de papier Whatman puis d'éponges imbibées de la solution
CAPS-méthanol. Le montage est maintenu par une grille en plastique, et placé dans une cuve
de migration verticale contenant le CAPS-méthanol.

A l'issue du transfert, les sites libres de la membrane sont saturés par une solution de
PBS-TB (PBS: 115 mM NaCl, 4 mM KH,PO4, 16 mM Na,HPO,4, pH 7,3, additionné de
0,1% Tween-20 (PBS-T) et 1 % BSA (PBS-TB)) pendant 1 h a température ambiante.
Ensuite, 1'anticorps primaire dirigé contre la GFP (A6455 Invitrogen) reconnaissant également
la YFP, produits dans le lapin, utilisé a la dilution 2000 dans du PBS-TB, est incubé pendant
2 h a température ambiante. Apres deux lavages successifs de 10 min au PBS-T, I'anticorps
secondaire anti-IgG de lapin (A6154 Sigma), couplé a la péroxydase, dilué 10000 fois dans du
PBS-TB, est incubé pendant 1 h a température ambiante. Aprés quatre ringages successifs de
5 min au PBS 1X, la présence des protéines est révélée par chemiluminescence catalysée par
la peroxydase (Supersignal West Pico chemiluminescent substrate, Thermo scientific) et
détectée par un imageur Fujifilm life science LAS3000 pour évaluer le temps d’exposition
nécessaire pour visualiser les bandes, puis par impression sur un film radiographique
(chemiluminescence biomax, Kodak).

Les protéines glycosylées ont été¢ détectées a 1'aide du kit GE Healthcare, Amersham,
ECL "glycoprotein detection system". Brievement, la membrane est incubée 20 min a

I'obscurité dans une solution contenant 10 mM de métapériodate de sodium dissout dans
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100 mM de tampon acétate, pH 5,5, de facon a exposer les groupements glycosylés. La
membrane est ensuite incubée dans 25 nM de biotine hydrazide diluée dans 100 mM de
tampon acétate pH 5,5. Puis, les sites libres de la membrane sont saturés par 5 % d'agent
bloquant (1 g de lait déshydraté dans 20 mL de PBS) pendant 1 h. La membrane est incubée
dans une solution de streptavidine couplée a la peroxidase et diluée 6000 fois dans du PBS,
pendant 30 min. Toutes les étapes sont réalisées a température ambiante et sont suivies par
trois ringages successifs au PBS pendant 5 min. La présence des protéines glycosylées est
révélée par chemiluminescence catalysée par la peroxydase (Supersignal West Pico
chemiluminescent substrate, Thermo scientific) et détectée par un imageur Fujifilm life
science LAS3000 pour évaluer le temps d’exposition nécessaire pour visualiser les bandes,

puis par impression sur un film radiographique (chemiluminescence biomax, Kodak).

.VI.4 ELISA

Dans cette étude, le dosage ELISA est utilisé pour quantifier de fagon relative la variation de
la quantité des aquaporines en réponse a un traitement. Il est réalis€ avec les protéines
microsomales (paragraphe V.1.). Il est effectué en plaque 96 puits (Maxi-Sorp Immuno Plate,
Nunc, Danemark). Une quantité initiale de 2 pg de protéines est diluée dans du tampon
carbonate-bicarbonate 0,1 M (0,33 M Na,CO;, 0,66 M NaHCOs, pH 9,5) a hauteur de
0,01 pg/ul. Des dilutions successives d'un facteur 2 de 100 ul sont déposées en triplicats sur la
plaque. Apres fixation des protéines pendant 2 h a 37°C ou sur la nuit 4°C, les sites libres sont
saturés par du PBS-TB (voir paragraphe VI.3.) pendant 30 min & 37°C. L'anticorps primaire
dilué¢ dans du PBS-TB est ensuite incubé pendant 1 h a 37°C. Trois anticorps primaires
produits dans le lapin sont utilisés au cours de cette étude : un anticorps dirigé contre la GFP,
reconnaissant également la YFP, utilisé a la dilution 1000 (A6455 Invitrogen); un anticorps
dirigé les aquaporines AfPIP1;1, AfPIP1;2, AfPIP1;3 et AfPIP1;4, utilisé a la dilution 2000; et
un anticorps dirigé contre les aquaporines AfPIP2;1, AfPIP2;2 et AfP1P2;3, utilisé a la dilution
2000. Apres trois ringages successifs des puits au PBS-T, l'anticorps secondaire anti-IgG de
lapin couplé a la péroxydase (A6154 Sigma), dilué 2500 fois dans du PBS-TB, est incubé
pendant 1 h a 37°C. Apres trois ringages successifs au PBS 1X, la quantité d'anticorps fixés
aux protéines est révélée par la réaction de la péroxydase avec 'ABTS (2,2'-Azino-bis-3-
ethylBenzThiazoline-6-Sulphonic acid) dans un milieu adéquat (1 mM ABTS, 9 mM H,0,,
0,1 M acide citrique, pH 4,35) par lecture d'absorbance a 405 mm dans un lecteur de

microplaques (Victor® 1420 Multilabel counter, Perkin Elmer life sciences).
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Pour chaque série de dilutions, la relation entre la quantité de protéines et I'absorbance
est établie. La quantité relative des protéines présentes est déterminée par comparaison des

pentes des droites de régression dans la partie non saturante de la relation.

.VII ETUDE DE SPECTROMETRIE DE MASSE

Les analyses de MS ont été réalisées en collaboration avec le Laboratoire de Protéomique
Fonctionnelle (LPF, direction Michel Rossignol), par J. Vialaret. Les étapes que j'ai pris en
charge ont été réalisées avec l'aide de Valérie Rofidal (LPF). Concernant l'analyse des
données de (phospho)-protéomique, j'ai pris en charge les données concernant les aquaporines

et J. Vialaret I'ensemble des autres protéines.

.VIL.1 Digestion des protéines en gel (M. di Pietro et V. Rofidal, ou J. Vialaret)

Dans le but de séquencer les protéines présentes dans un gel d'acrylamide, les protéines sont
fixées dans le gel avec une solution contenant 30 % d'éthanol et 10 % d'acide acétique,
pendant 1 h sous agitation. Le gel est ensuite coloré avec du bleu colloidal (20 % d'éthanol et
80 % de bleu colloidal). Enfin, les zones d'acrylamide contenant des protéines sont découpées
bande par bande. Les morceaux sont ensuite lavés en présence de 25 mM de tampon
carbonate et contractés en présence d'acétonitrile (ACN) pur selon Santoni et al., 2003.
Bri¢vement, les ponts di-sulfures sont réduits par 10 mM de DTT puis les cystéines sont
alkylées par 55 mM d'iodoacétamine (IAA). Les protéines sont digérées en gel par 12,5 ng de
trypsine (Promega) par bande de protéines microsomales, a 37°C toute la nuit. Le surnageant
trypsique est conservé et les peptides restant dans le gel sont extraits par 2 % d'acide formique

sous sonication pendant 15 min.

.VIL.2 Digestion des protéines en solution (J. Vialaret)

La technologie FASP (Filter Aided Proteome Preparation, [209]) a été utilisée pour éliminer
le SDS présents dans les extraits microsomaux et conditionner les échantillons pour une
digestion enzymatique. Pour cela, des filtres (Amicon Ultracel® -30K membrane, Millipore
UFC503096) sont rincés par 500 ul d’eau ultra pure et conditionnés par 200 pl de tampon
urée (8 M urée, 10 % acétonitrile (v/v), 100 mM Tris HCI, pH 8,5). Les protéines solubilisées
sont incubées en présence de 200 ul de tampon urée pendant 10 min, chargées sur un filtre
puis centrifugées pendant 3 min a 14000 g. Le SDS est éliminé progressivement par
deux ringages successifs avec du tampon urée puis par centrifugation pendant 3 min a

14000 g. Contrairement au SDS, 1'urée est compatible avec la digestion enzymatique. Ensuite
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les échantillons sont réduits par 250 pl d'une solution de DTT a 10 mM dans du tampon urée
pendant 1 h a 37°C puis centrifugés 3 min a 14000 g. L’exces de DTT est éliminé avec 250 pl
de tampon urée centrifugés 3 min a 14000 g, et ce, deux fois de suite. Les échantillons sont
ensuite alkylés par 250 pl d’IAA 50 mM dans du tampon urée et incubés 30 min a 37°C avant
d’étre centrifugés 3 min a 14000 g. Cette étape permet de bloquer les protéines dans un état
déstructuré. De méme qu’apres la réduction au DTT, ’exces d’IAA est €liminé avec 250 pl
de tampon urée centrifugés 3 min a 14000 g. Cette étape est répétée deux fois.

Le tampon urée est ensuite échangé avec un tampon de bicarbonate d'ammonium
50 mM permettant une bonne activité¢ des enzymes de digestion utilisées : la trypsine,
I’endolysine-C (LysC), la chymotrypsine et I'AspN. Deux doubles digestions sont menées :

- EndolysineC/Trypsine (LysC/trypsine) : la LysC, dont le site de coupure est la lysine,
est utilisée dans 250 pl de tampon de 50 mM de bicarbonate d'ammonium, selon un rapport
1:50 (enzyme:protéine), pendant 4 h a 37°C. Ensuite, la trypsine, dont les sites de coupure
sont les lysines et arginines, est ajoutée selon un rapport 1:50 (enzyme:protéine), pendant la
nuit a 37°C. La LysC est utilisée pour effectuer une premicre digestion des protéines et ainsi
augmenter 1'efficacité de la digestion trypsique.

- Chymotrypsine/AspN (Chymo/AspN) : La chymotrypsine, dont les sites de coupure
sont le tryptophane, la phénilalanine, la tyrosine et la leucine, est utilisée dans 250 pl de
tampon de 50 mM de bicarbonate d'ammonium, selon un rapport 1:50 (enzyme:protéine),
pendant 5 h a 25°C. Ensuite, I'AspN, dont le site de coupure se situe en N-terminal de I'acide
aspartique, est ajoutée selon un rapport 1:150 (enzyme:protéine), pendant la nuit a 25°C. Cette

digestion a pour but d'améliorer la couverture de séquence de I'ensemble des aquaporines.

.VIL.3 Dessalage sur colonne C18 (J. Vialaret)

Les échantillons digérés sont dessalés a 1’aide de colonnes Sep-Pak”™ Vac lcc (100 mg) C18
Cartridges (Waters, WAT036820) qui sont conditionnées par 1’addition de 200 pl d’une
solution A (70 % ACN (v/v), 30 % acide trifluoroacétique (TFA) 0,1 % (v/v)), puis 300 ul
d’une solution B (0,1 % TFA(v/v)). Les échantillons digérés sont resuspendus avec 200 pl de
solution A et chargés sur les colonnes. Aprés deux ringages par 200 pl de solution B, les

peptides sont élués avec 200 pl de solution A et séchés avant d’étre conservés a -20°C.

.VIL.4 Fractionnement selon la charge : Strong Cation Exchange (J. Vialaret)

Le digestat peptidique est chargé sur une colonne échangeuse de cations (SCX, PL-SCX
1000A; Spum; 50 x 2,1mm, Varian) (25 mM NH4OH, 30 % ACN, pH 2,7). Les peptides sont
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Figure 7 : Regroupement des fractions issues du fractionnement sur colonne SCX.

Le digestat peptidique est chargé sur une colonne SCX et séparé en neuf fractions qui sont ensuite
regroupées pour ’analyse en MS selon le schéma décrit. Les fleches pleines indiquent la totalité de la
fraction est utilisée. Les fleches en tiret et en pointillés indiquent que respectivement 90 % et 10 %
de la fraction ont été utilisés.
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¢lués par un gradient de 25 a 800 mM de NH4Cl (pH 2,7). La colonne est lavée par 10 mM
d'hydrogénocarbonate d'ammonium, 800 mM NH4CI, 30 % ACN, pH 9. Neuf fractions sont

collectées.

.VIL5 Enrichissement des phosphopeptides (J. Vialaret)

Deux colonnes de dioxyde de titane (Ti0,) de tailles différentes sont préparées dans des cones
Gel Loader (Eppendorf) pour chaque échantillon : une de 1 a 2 mm (250 pg de TiO,) et une
de 3 a4 mm (600 pg de TiO,). Les colonnes sont lavées par le tampon de lavage (80 % ACN
et 1 % TFA) puis conditionnées par le tampon de chargement contenant 75 % de tampon de
lavage et 25 % d'acide lactique. Cet acide est un compétiteur des peptides contenant les acides
aminés carboxyliques (D et E), eux-mémes compétiteurs des peptides phosphorylés pour
l'accrochage sur la colonne. Les échantillons sont dissous dans le tampon de chargement puis
chargés sur la petite colonne de titane, elle-méme installée dans la grande colonne. Les
colonnes sont lavées pour retirer l'acide lactique qui géne l'analyse en MS. Les peptides
phosphorylés sont élués successivement par les tampons d'élution a 0,5 % NH4OH, puis a 5 %
NH4OH, et enfin a 5 % NH4OH et 20 % ACN. Les échantillons sont enfin acidifiés par de

l'acide formique pur pour stabiliser les phosphorylations, puis séchés.

.VII.6 Regroupement des fractions

Une étude réalisée préalablement par J. Vialaret a permis de localiser les phosphopeptides
dans les neuf fractions issues de la SCX. La premiere fraction (F1) est enrichie en peptides
multiphosphorylés, les fractions suivantes (F2, F3 et F4) en phosphopeptides comprenant un
résidu K ou R et qui ont une charge globale de z=1; et les fractions F5, F6 et F7 en
phosphopeptides comprenant deux ou trois résidus K ou R et qui ont une charge globale de
z=2. Les fractions F8 et F9 ne contiennent pas de phosphopeptides. Les fractions sont
regroupées de la fagon suivante (figure 7):

-F1:100 % F1,

-F234: 100 % F2 + 100 % F3 + 90 % F4,

-F567 :90 % F5 +90 % F6 + 90 % F7,

- F4589 : 10 % F4 + 10 % F5 + 100 % F8 + 100 % F9,

-F6: 10 % Fo,

-F7:10 % F7.

Les fractions F1, F234 et F567 sont ensuite enrichies en phosphopeptides alors que les

fractions F4589, F6 et F7 sont directement analysées en LC-MS/MS (paragraphe suivant).
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.VIL.7 Spectrométrie de masse

Les données de MS de ce travail de thése ont été obtenues a partir de plantes traitées par le

NaCl, le NO, la carence en phosphate ou la réalimentation en cet ion.

.VIL.7.a Identification de protéines (M. di Pietro et V. Rofidal, ou J.Vialaret)

Les échantillons préparés comme cela est détaillé dans le paragraphe VII.1. sont analysés par
LC-MS/MS a l'aide d'un spectrometre de masse de type trappe ionique 3D (HCT, High
Capacity Trap, Esquire, Bruker) interfacé avec un systtme HPLC de type Chip Cube pour la
nano LC (Agilent). Les spectres de masses sont annotés par le logiciel Flex-Analysis, puis
analysés avec le logiciel Peak Erazor de facon a retirer les peptides artéfactuels tels que ceux
issus de la kératine. Les peptides d'aquaporines sont repérés a 1'aide du logiciel FindMod, a
partir d'une base de données regroupant les 35 aquaporines d'Arabidopsis
(http://us.expasy.org/tools/findmod/). De plus, ce logiciel permet de sélectionner des peptides
modifiés par l'incrément de masse induit par une modification (exemple: + 80 Da pour une

phosphorylation).
.VIL7.b Quantification de protéines (J. Vialaret)

Les peptides sont analysés par spectrométriec de masse avec un systetme LC-MS/MS. Le
systeme est composé d’une colonne de chromatographie de type nanoLC (U3000, Dionex)
couplée a un spectrometre de masse de type QTOF (MaXis, Bruker).

Les peptides sont chargés sur une pré-colonne qui a pour but de les dessaler et de les
concentrer. Cette étape est réalisée a un débit de 20 uL/min de phase A (98 % H,0, 2 % ACN
et 0,1 % d’acide formique) pendant 3 min. Les peptides sont ensuite séparés sur une colonne
en phase inverse. La pré-colonne et la colonne chromatographique sont de la marque Dionex
C18 PepMapl00 avec comme caractéristiques respectives 300 um de diamétre x 5 mm de
longueur, 5 pum de diametre pour les billes de silice, 100 A de porosité entre les billes, et
75 um de diametre x 250 mm de longueur, 3 um de diametre pour les billes de silice, 100 A
de porosité entre les billes pour la deuxieme colonne. Le gradient de 140 min a 0,3 pl/min
démarre par 2 % de phase B (10 % H,0, 90 % ACN et 0,1 % d’acide formique), monte a 8 %
en 5 min puis a 27 % en 99 min. La colonne est ensuite rincée avec 90 % de phase B et
ré-équilibrée avec 98 % de phase A pendant 19 min.

Le spectrometre de masse de type QTOF (MaXis, Bruker) fonctionne avec une source

ElectroSpray Ionization (ESI) opérant en mode positif. Le « ESI nano Sprayer » requiert une
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tension de capillaire de 5000 V, une pression en gaz de nébulisation (azote) de 0,4 bar et une
température de 140°C. Le type de fragmentation utilisé est le Collision-Induced Dissociation

(CID).
.VIL.8 Analyse des données de (phospho)-protéomique

.VIL.8.a Identification des protéines et de leur(s) site(s) de phosphorylation

Les données obtenues par analyse LC-MS/MS sont interrogées par le logiciel Mascot 2.2.04
(www.matrixscience.com) via le logiciel ProteinScape (Bruker Daltonics), d’une part contre
une base de données spécifique des aquaporines comprenant les 35 membres et d’autre part
contre Tair9 (http://www.arabidopsis.org), une base de données concernant I’ensemble des
protéines d’Arabidopsis. Les paramétres d'interrogation sont les suivants : digestion par la
trypsine avec un clivage manqué admis, une tolérance de 20 ppm sur le peptide parent et de
0,05 Da sur les fragments MS/MS. La carbamidométhylation des cystéines est sélectionnée
comme modification fixe. Les modifications variables sélectionnées sont les suivantes :
l'acétylation en position N-terminale, la déamidation des asparagines et glutamines,
I'oxydation des méthionines, la phosphorylation des sérines, thréonines et tyrosines,
l'acétylation, la diméthylation et la formylation des lysines, et enfin la méthylation des acides
aspartiques et glutamiques et des sérines. Elles sont ensuite répertoriées dans le logiciel
Protein Scape. Les résultats sont organisés par fraction (F1, F234, F567, F4589, F6 et F7),
chacune regroupant les protéines et peptides correspondants identifiés dans au moins une
situation biologique. Pour chaque peptide, le logiciel ProteinScape répertorie sa séquence, sa
position dans la séquence protéique, sa (ses) MPTs, son score d'identification Mascot, son
taux de variation entre les deux situations comparées et la p-value correspondante, le rapport
m/z et le temps de rétention de l'ion, la variation entre les rapports m/z et les temps de
rétention obtenus par la MS et la MS/MS. La liste de protéines et peptides identifiés est
exportée vers un fichier Excel, dans lequel les données de quantification relative sont
reportees.

La position des sites de phosphorylation ne peut pas étre systématiquement identifice
sans ambiguité avec l'instrumentation LC-MS/MS utilisée. Ceci est dii a la fragmentation en
mode CID qui induit souvent la perte du groupement phosphate. En confrontant les fragments
MS/MS expérimentaux aux fragments MS/MS théoriques obtenus in silico, 1'algorithme
PhosCalc [210] a été utilis€é pour calculer la probabilité de position des sites de

phosphorylation. Les probabilités de phosphorylation de tous les sites candidats du
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phosphopeptide, calculées sous forme de score par Phoscalc, ont été extraites. Les scores de
valeurs inférieures de 5 a la valeur du plus fort score sont ignorés [211]. Dans le cas ou
plusieurs formes présentent la méme probabilité (exemple : Sx et Sy), le peptide est considéré
comme présent dans I'échantillon soit la forme Sx, soit sous la forme Sy, soit sous la forme

d'un mélange de Sx et Sy.

.VIL.8.b Normalisation des données quantitatives

La technique de quantification relative sans marquage, basée sur l'intensité des pics de
LC-MS, permet de comparer I'abondance relative de peptides entre deux situations. Pour
chaque situation, six réplicats ont €té analysés : trois réplicats biologiques issus de cultures
indépendantes avec deux réplicats techniques chacun (au niveau de l'injection dans le
spectrometre de masse).

La normalisation des données est effectuée par le logiciel Profile Analysis (Bruker
Daltonics) a deux niveaux. La premi¢re méthode de normalisation appliquée est la méthode
dite "quantile" qui normalise les données brutes (intensité des pics peptidiques obtenus en
MS) de I'ensemble des six réplicats des deux conditions a comparer. Il en résulte que les
médianes des deux conditions ont la méme valeur (figure 8A). Ainsi, la variabilité technique
est minimisée. La deuxieme méthode de normalisation est celle dite "fold change". Elle est
effectuée sur les rapports quantitatifs calculés a partir de ’intensité des pics et permet de
centrer la médiane de I’ensemble des rapports quantitatifs sur 1 (figure 8B).

Ces deux étapes de normalisation permettent de prendre en compte la variabilité et
d’augmenter la qualité de I’analyse statistique afin de mettre en évidence des variations

quantitatives spécifiquement induites par les traitements.

.VIL.8.c Calcul des rapports quantitatifs

Pour chaque peptide quantifié dans au moins trois réplicats sur six par condition, le logiciel
ProfileAnalysis calcule un rapport quantitatif a partir des aires sous les pics. Les points
aberrants sont retirés manuellement et le logiciel ProfileAnalysis calcule le nouveau rapport

quantitatif et la p-value associce.
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.VIII ANALYSE STATISTIQUE

.VIII.1Tests statistiques

Des tests de Student ont été réalisés avec le logiciel SigmaPlot (Systat software) pour

comparer des données deux a deux et évaluer la significativité de la différence mesurée.

.VIII.2Représentation des données de (phospho)-protéomique quantitative

Les classifications hiérarchiques permettent de regrouper les traitements en fonction de leur
effet sur les peptides, et les peptides en fonction de leur réponse aux traitements. Elles ont été
réalisées avec le logiciel PermutMatrix [212]. Pour cela, les rapports quantitatifs sont tous
rapportés au contrdle général (C) arbitrairement de valeur 1. Par exemple, la valeur du
traitement NaCly;» correspond a la valeur du rapport NaCly; »/C.

Dans le cas du traitement par le DEA-NO, le contrdle est le standard DEA-NO, et dans le cas
de la réalimentation en phosphate, le contrdle est la carence en phosphate. Dans ces deux cas,
le rapport quantitatif considéré est multiplié par le rapport quantitatif du contrdle
correspondant pour que l'ensemble des traitements soit rapporté au méme contrdle. Ensuite,
les données sont centrées et réduites pour chaque peptide selon I'équation suivante : Valeur =
[(Valeur) — Moyenne(Ligne)]/[Déviation Standard (Ligne)]. Les distances euclidiennes sont

ensuite calculées: (X |X—y|2)1/2

. Les classifications hiérarchiques sont calculées selon la
méthode de McQuitty [la distance d'un regroupement de deux classes A et B a une troisieme
C est égale a la moyenne, non pondérée, des deux distances séparant chacune des classes
regroupées a la troisieme d(AUB) = 1/2(d(A,C) + d(B,C))] et de Ward's [A chaque étape de
l'agrégation des classes, on cherche a faire varier le moins possible l'inertie intra-classe

résultant de 'agrégation de deux classes].
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REGULATION DE LA CONDUCTIVITE HYDRAULIQUE
RACINAIRE PAR DES TRAITEMENTS BIOTIQUES,
ABIOTIQUES ET NUTRITIONNELS
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Chapitre 1 : Régulation de la conductivité hydraulique racinaire par des traitements biotiques, abiotiques et nutritionnels

L'absorption de 1'eau du sol par les racines est un processus central du maintien du statut
hydrique des plantes. La conductance hydraulique racinaire (L) traduit la capacité globale de
la racine a transporter 1’eau. En rapportant cette conductance a la surface racinaire, on obtient
la Lp; qui traduit la facilité du passage de l'eau a travers un segment ¢lémentaire de racine.
Des travaux effectués sur diverses especes végétales ont montré que ce parametre est
modulable en fonction de I'état de développement de la plante, de son état nutritionnel, en
réponse a des hormones ou a des contraintes environnementales. Cette variation de la Lp, par
des stimuli peut étre corrélée a une altération de l'expression des génes d’aquaporines ainsi
qu’a l'abondance et I’état de MPT de ces protéines. Ainsi, des études menées au laboratoire
ont montré que divers contextes environnementaux tels que le traitement par le NaCl
(figure 9) [115], 'H20; (figure 10) [98] et une anoxie [111] inhibent la Lp, d’ Arabidopsis.
Dans ce chapitre, il s’agit d’étendre cette étude a un panel plus large de traitements pour
identifier de nouveaux contextes représentatifs des différentes contraintes environnementales
susceptibles de moduler la Lp;, et donc de réguler les aquaporines. Ces contextes seront ensuite

utilisés pour étudier les bases moléculaires de ces régulations.

J  MESURE DU TRANSPORT D'EAU RACINAIRE

Les mesures du transport d'eau racinaire sont effectuées par la technique de la chambre a
pression (figure 6). Il s’agit de mesurer le flux d’eau au travers d’un appareil racinaire excisé
placé dans une chambre étanche mise sous pression. Deux types de mesures sont réalisés.
L’un permet de mesurer les variations de la Lp; a partir de la relation entre le flux de seéve
exudée (Jy) et le gradient de pression imposé (AP). 11 s'effectue selon un protocole de mesure
de flux a trois pressions : 320 kPa, 160 kPa puis 240 kPa. En appliquant ces trois pressions
successivement, une relation linéaire doit étre obtenue entre J, et AP. Cependant, la pente est
faussée si 1’appareil racinaire est abimé. Dans le cas des traitements par du NaCl et du
mannitol, qui affectent le potentiel osmotique de la solution de mesure, les trois pressions
utilisées sont 720 kPa, 560 kPa puis 640 kPa dans le but de compenser la pression osmotique
imposée par la solution de traitement. Les mesures considérées permettent en premier lieu de
mesurer Ly. La Lp, est obtenue en rapportant la conductance a la masse racinaire (Matériel et
méthodes II). Toutefois, ce type de protocole a trois pressions ne peut pas €tre utilisé lors de
traitements provoquant une variation de Lp; plus rapide que le temps requis par le protocole,
qui donnerait alors une relation non linéaire entre J, et AP. Dans ces conditions, un autre type

de mesure est effectué. Il consiste a mesurer les variations de J, au cours du temps a la
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Figure 9 : Cinétiques de variation de la Lp, en réponse a des traitements osmotiques.

(A) Effet du sel.

Les plantes ont été transférées au temps 0 dans une solution hydroponique standard (points
blancs) ou contenant 100 mM de NaCl (points noirs). Le temps de traitement inclut les 30 a
40 min nécessaires a la préparation de la racine excisée pour la mesure en chambre a pression.
La courbe en pointillés représente un lissage exponentiel des valeurs de Lp: au cours du
traitement salin [98].

(B) Effet du mannitol.

Les plantes ont été transférées au temps 0 dans une solution hydroponique standard (points
blancs) ou contenant 200 mM mannitol (points noirs). La courbe représente un lissage
polynomial des valeurs de Lp; au cours du traitement. Les données représentent les valeurs
moyennes *+ ES du pourcentage de la Lp, initiale précédant le traitement
(191,4+ 189 mL.g' . h"' . MPa'). Les données sont obtenues a partir de trois cultures
indépendantes, avec #=2 a 16 plantes.
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pression constante de 340 kPa. On peut alors observer des variations de J,, et donc de Lp,, des
les premicres secondes suivant I’application d’un traitement.

Les plantes utilisées sont cultivées en conditions de jours longs, en utilisant jusqu’a trois
cultures de facon a analyser des réplicats biologiques indépendants. Les temps de traitement
annoncés dans les paragraphes suivants ne prennent pas en compte les 20 minutes de

préparation de 1’appareil racinaire pour la mesure en chambre a pression.

JI  STRESS OSMOTIQUES

Un stress salin provoque en premier lieu une diminution du potentiel hydrique de la solution
du sol, menagant ainsi l'approvisionnement en eau des plantes. Par ailleurs, du fait de la
toxicité des ions Na', la pénétration du NaCl dans les tissus peut perturber le fonctionnement

physiologique des cellules.

JI.1  NaCl

Un travail précédent du laboratoire a montré qu'un traitement par 100 mM de NaCl diminue la
Lp; de 70 %, avec un temps de demi-effet de 45 min (figure 9A) [115]. L'inhibition provoquée
par ce traitement est marquée mais non maximale. En effet, un traitement par 150 mM de
NaCl provoque une inhibition encore plus forte de la Lp, [115]. Alors que de fortes
concentrations de sel (200 mM) bloquent totalement la croissance racinaire, celle-ci n'est
inhibée que de 50 % a une concentration de 100 mM [213]. Ainsi, un traitement par 100 mM
de NaCl correspond a un contexte physiologique viable pour la plante et représente une
situation physiologique cohérente pour étudier la régulation des aquaporines (thése de Yann

Boursiac, 2005).

JI.2 Mannitol

Dans le but de différencier les effets sur la Lp, de la toxicité ionique et de I’hyperosmolarité
du traitement par 100 mM NaCl, la réponse a un traitement hyperosmotique équivalent a été
¢tudiée en traitant les plantes par 200 mM de mannitol. Les plantes maintenues dans une
solution hydroponique standard ont une Lp, moyenne de 191,4 + 18,9 ml.g’.h"'.MPa. Le
traitement des plantes par une méme solution hydroponique standard additionnée de 200 mM
de mannitol induit aprés 45min, 1 h, 2 h, 3 h et 6 h une diminution de la Lp,, de
respectivement, 17,5 %, 32,7 %, 53 %, 63,6 % et 62 % (figure 9B).

Les traitements par 100 mM de NaCl et 200 mM de mannitol induisent une diminution

de la Lp, du méme ordre de grandeur, respectivement 70 % [115] et 63 % (ce travail). Cette
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Figure 10 : Variations de J, induites par un traitement par H,O, (d’apres [115]).

(A) Variation de Jy en fonction du temps et de la dose du traitement par H>O.. Le graphique
présente un enregistrement représentatif de la variation de J, en condition controle (cercles
vides) ou en présence de 10 uM (triangles orientés vers le haut), 100 uM (triangles orientés
vers le bas), 500 uM (carrés), 2 mM (losanges noirs) ou 8 mM (points noirs) d’H,0,,
exprimée en pourcentage du flux initial précédant le traitement.

(B) Pourcentage final d’inhibition de J,. Pour chaque plante, J, a été déterminé avant et apres
un traitement de 20 a 30 min par la concentration indiquée en H,0,. Les données représentent
la valeur moyenne + ES de » =5 plantes au minimum, provenant d’au moins deux cultures
indépendantes. La valeur moyenne de Lpr en conditions controles est de
151,4+8.8mlg"' h™' Mpa™.
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similarité suggere que 1’hyperosmolarité est responsable du taux d’inhibition de la Lp,. Le
temps de demi-inhibition, de respectivement, 45 min et 1 h sont également comparables.
Toutefois, le temps de préparation de la racine a été pris en compte dans I’étude menée par
Boursiac ef al. (2005) mais pas dans ce travail, suggérant que la cinétique est retardée dans le
cas du traitement par le mannitol, ce qui suggere que la toxicité du traitement NaCl rendrait

I’inhibition de la Lp, plus précoce [115].

JII STRESS OXYDANTS

Les ROS telles que I'H,O; et les RNOS telles que le NO sont reconnues comme jouant un role
de signalisation cellulaire et comme étant impliquées dans la réponse des plantes a
I'environnement. Ainsi, 1'H,O; est produite en réponse au NaCl et a ’AS [98] et on sait que
cette molécule inhibe la Lp, [98]. Les RNOS jouent aussi un role de signalisation au niveau de
la cellule et dans la réponse des plantes a I'environnement, justifiant I'étude des effets du NO

sur la Lp;.

JII.1  H,O,

Un travail précédent du laboratoire a montré que le temps de demi-inhibition de la Lp, par
I'H,O, varie en fonction de la concentration appliquée de 8,8 = 0,9 min (0,1 mM H,0,) a
6,3 = 0,3 min (8 mM H,O,, figure 10A) [98]. De plus, I’amplitude d’inhibition par I'H,O, est
dépendante de sa concentration (figure 10B) [98]. Par exemple, un traitement de 25 min par
0,1 ou 8 mM d'H,O, provoque une inhibition de Lp, de respectivement 19 % et 79 %. De
facon surprenante, 'application de 10 uM d'H,O, stimule la Lp, de 11 % avec un temps de
demi-effet de 14,5 min.

Par la suite, une concentration de 500 uM d’H,O, qui inhibe le flux hydrique racinaire

de 41 % avec un temps de demi-inhibition de 8 min, sera utilisé pour I'étude protéomique.

JIL2 Oxyde nitrique (NO)

Le diéthylamine NONOate (DEA-NO) est une molécule donneuse de NO qui se transforme
en1a3,5minapH 7,4 eta 30°C [203]. Ce mode de production de NO s'avere donc pertinent
pour étudier la réponse rapide de la plante au NO. L'effet de cette molécule est évalué en
suivant la variation cinétique de J, a la suite de l'application de concentrations croissantes de
DEA-NO. Il faut noter que la concentration de NO libérée est différente de la concentration
de DEA-NO appliquée : ainsi, 100 uM de DEA-NO libérent 13,1 uM de NO en 1,34 min a

30°C dans une solution de tampon phosphate pH 7,4. De plus, la relation entre les
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Figure 11 : Variations de J, induites par un traitement par le DEA-NO

(A) Variations de Jy en fonction du temps et de la dose du traitement par le DEA-NO. Le graphique
présente un enregistrement représentatif de variations cinétiques de J, en condition contrdle (#=9)
ou en présence de 50 uM (»=3), 100 uM (n=4), 250 uM (n=4) ou 500 uM (n=3) de DEA-NO. Les
valeurs sont exprimées en pourcentage du flux initial précédant le traitement. La valeur moyenne de
flux en condition controle est de 7,1.10'2 + 1,5.10'2 uL.sec'l.

(B) Enregistrement représentatif de la cinétique d’évolution de J, suite a I’addition de 100 uM de
DEA-NO dans la solution baignant la racine (fleche noire). J, est exprimé en pourcentage de la
valeur moyenne du flux précédant ’application du traitement, qui est de 9,2. 107 uL.sec'l.

(C) Les données représentent le pourcentage maximal d'inhibition de J, = ES aprés traitement par
les concentrations indiquées de DEA-NO. Les données sont obtenues a partir de 1 a 3 cultures
indépendantes, #=3 a 4 plantes.
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concentrations de DEA-NO appliquées et de NO produit est de nature croissante mais
saturante [203]. Comme la concentration de NO dans la solution de mesure n'a pas été
mesurée expérimentalement au cours de mon travail, les concentrations indiquées dans la
suite du manuscrit correspondent a des concentrations en DEA-NO.

Des concentrations croissantes de DEA-NO allant de 50 pM a 500 uM induisent une
inhibition progressive de J, au cours du temps (figure 11A). Le temps de demi-inhibition du
flux varie en fonction de la concentration en DEA-NO appliquée. Nous avons observé que
plus la concentration en DEA-NO appliquée est forte, plus le temps de demi-effet est long :
9,5+1,3mina 100 uM et 11,4 = 1 min a 500 uM (figure 11A). Ce résultat est surprenant car
plus la concentration en DEA-NO est forte, plus le temps de relargage de la charge en NO est
court [203]. Aucune donnée bibliographique ne permet de proposer une hypothese pour
expliquer ces résultats. Dans le cas du traitement par 100 uM de DEA-NO, des cinétiques
plus longues ont été réalisées (figure 11B). Lorsque le maximum d'inhibition est atteint, J,
augmente spontanément jusqu'a atteindre son niveau initial (figure 11B). Cette réversion peut
également étre provoquée a tout moment en replacant le systeme racinaire dans un milieu
dépourvu de DEA-NO (données non montrées). L'application de NO a un appareil racinaire
excisé provoque donc une inhibition transitoire du flux hydrique racinaire. L'effet du NO sur
les plantes dépend de la balance entre sa production et sa dégradation (pour revue [214]). 1l
est donc possible que le flux hydrique racinaire soit restauré une fois que les 100 uM de
DEA-NO ont été dégradés ou détoxiqués. L’amplitude de I’inhibition du flux varie aussi en
fonction de la concentration de DEA-NO appliquée. Ainsi, l'inhibition maximale est de
10,9 % et 57,6 % pour respectivement 50 uM et 500 uM de DEA-NO (figure 11B).
Cependant, le traitement par 50 uM de DEA-NO induit une forte variabilité¢ de réponse : le
flux d’eau n'est pas systématiquement inhibé. Ceci pourrait étre li¢ a la variabilité¢ de
sensibilité des racines, rendant cette concentration trop faible pour assurer systématiquement
un effet du DEA-NO (figure 11C). D’autre part, il faut noter que 1’enregistrement sélectionné
pour le traitement par 250 uM de DEA-NO dans la figure 11A pourrait suggérer que ce
traitement provoque une inhibition plus faible du flux hydrique racinaire que le traitement par
100 uM. Cependant, les résultats présentés dans la figure 11C montrent que des traitements
par 100 uM, 250 uM et 500 uM induisent des taux d’inhibition similaires.

La spécificité d'effet du NO a été évaluée en pré-traitant le systéme racinaire par

100 uM de cPTIO [204, 205]. Le cPTIO, qui libére un atome d’oxygeéne en faveur du NO :

cPTIO + NO — cPTI + NO,, est utilisé ici comme un piégeur de NO [205]. L'addition de

54



60 -

50 -
£ 40 -
g
3
S 30 A
S
S
g 20 -

10

0_

DEA-NO cPTIO  DEA-NO + cPTIO

Figure 12: Spécificité de I’effet du DEA-NO sur J,

Inhibition de Jy suite a un traitement de 20 min par 100 pM de DEA-NO, d'un traitement de
10 min par 100 uM de cPTIO, ou d'un pré-traitement de 10 min par 100 uM de cPTIO suivi
d'un traitement par 100 uM de DEA-NO. L'inhibition du flux est exprimée en pourcentage de
J, initial précédant le traitement. Les données sont obtenues a partir de trois cultures
indépendantes, n=2 a 4 plantes. Les histogrammes montrent les valeurs moyennes + ES.
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(A) Induction par le peptide flg22 d’une production de ROS dans les racines d’Arabidopsis.
La figure présente la production de ROS au cours du temps en réponse a ’application de 400
nM de flg22 (Marie Boudsoq, communication personnelle). L’incubation de racines en
présence d’un volume équivalent d’eau (H>O) a ét¢ prise comme controle.

(B) Valeurs moyennes de Lp, + ES en conditions standards ou apres traitement par 1 uM de
flg22 pendant 45 min ou 2 h. Les données sont obtenues a partir d'une culture, avec n=4 a 5

plantes. Les histogrammes montrent les valeurs moyennes + ES.
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cPTIO dans la solution hydroponie en absence de DEA-NO n'affecte pas J, (figure 12). Par
contre, I'application de 100 uM de cPTIO contrecarre entierement l'inhibition provoquée par
100 uM de DEA-NO (figure 12).

Cette é¢tude montre ainsi que le NO inhibe spécifiquement la Lp, d'Arabidopsis.

Les traitements par 500 uM d’H,O; et 125 uM de DEA-NO, qui provoquent une inhibition du
flux hydrique racinaire de respectivement environ 40 % et 50 %, avec des temps de

demi-inhibition identiques de 8 min, ont été choisis pour la suite de cette étude.

JV  STRESS BIOTIQUE

Peu d’études ont exploré le statut hydrique de plantes soumises a des attaques pathogenes.
Toutefois, nous pouvons citer deux études qui ont montré que les aquaporines peuvent étre
régulées dans de telles situations. L'une, menée sur le tabac en interaction avec un nématode
parasite, a mis en évidence la stimulation de I'expression d’un géne 77P [166]. L'autre, menée
sur la tomate en interaction avec le parasite Cuscuta reflexa, a montré une induction de
l'expression d'une protéine homologue de PIP1 [167]. A ce jour, aucune étude n'est disponible
sur la régulation de la Lp, en réponse a une interaction de la plante avec un pathogene.
Cependant, une étude a montré une réponse organisée et spécifique des tissus racinaires
d'Arabidopsis en réponse a des molécules microbiennes qui possedent des épitopes conservés
[215] appelés MAMPs pour Microbe-Associated Molecular Patterns, tels que la flagelline
bactérienne, des peptidoglycanes, et la chitine [216]. Il nous a donc semblé pertinent d'étudier
la régulation de la Lp, chez Arabidopsis et dans des conditions similaires.

La flagelline est une protéine majoritaire du flagelle bactérien. Une séquence conservée
de 22 acides aminés de son extrémité N-terminale (flg22) est décrite pour activer les
mécanismes de défense des plantes. Son application permet ainsi de mimer une interaction
avec un microorganisme pathogéne. Une application de 400 nM de flg22 sur des racines de
plantes cultivées en hydroponie induit une production de ROS maximale aprés 9 min
(figure 13A - Marie Boudsocq, communication personnelle). Toutefois, des concentrations de
200 nM et 400 nM de flg22 appliquées pendant 1 h a des appareils racinaires excisés
n'altérent pas J, (données non montrées). Pour augmenter la probabilité d'observer un effet sur
la Lp,, 1 uM de flg22 est appliqué a des plantes enticres dans leur milieu de culture
hydroponique pendant 45 min ou 2 h. Quelque soit le temps d'incubation, aucune variation de

la Lp, n'est observée (figure 13B).
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Figure 14 : Réponse de la L et de la Lp, a une alimentation en saccharose.

(A) Variations de Lp: en réponse a 24 h, 42 h et 48 h d’obscurité.

(B et C) Variations de L, (B) et de la Lp, (C) en réponse a 24 h d’obscurité, suivi de
traitements de 2 h et 4 h par 30 mM de saccharose ou de mannitol.

(D) Variations de Lp: en réponse a 2 h et 4 h de traitement par 30 mM de saccharose et 4 h de
traitement par 30 mM de mannitol en condition de lumicre.

Les données sont obtenues a partir de trois cultures indépendantes, avec n=3 a 20 plantes.
L'erreur standard est présentée. L’effet est considéré significatif lorsque la p-value obtenue

par un test de Student est inférieure a 0,05.
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Des doses supérieures a 1 uM n'ayant pas de justification physiologique, l'étude de la

réponse du transport d'eau racinaire au traitement par flg22 n'a pas été poursuivie.

.V STRESS NUTRITIONNELS

La transpiration fournit la force motrice pour le transport d'eau et de nutriments depuis les
racines jusqu'aux parties aériennes. De ce fait, la disponibilité en nutriments régule les flux
racinaires d'eau en modulant L, via une régulation des aquaporines. On sait par ailleurs que le
régime d’éclairement des plantes, et donc potentiellement leur statut énergétique, peut influer
I’hydraulique de la plante [88]. Le travail suivant a donc cherché a évaluer I’impact du statut
nutritionnel de la plante, tant du point de vue des molécules carbonées que des nutriments

minéraux, sur le transport d'eau racinaire.

.V.1 Lesaccharose

Cette étude a été menée par GuoWei Li, post-doctorant de I'équipe.

Dans un premier temps, des conditions environnementales déplétant la plante en carbone
et induisant un effet sur la Lp, ont été recherchées. Pour cela, les plantes ont été transférées
dans une chambre de culture a 1’obscurit¢ pendant différentes périodes. La Lp, est
significativement inhibée de 30,2 %, 23,1 % et 32,7 % par respectivement 24 h, 42 h et 48 h
d’obscurité (figure 14A). Ces valeurs d’inhibition n'étant pas significativement différentes, les
plantes ont été traitées a 1’obscurité pendant 24 h pour étudier par la suite I’effet de I’addition
de saccharose sur la Lp;. Apres transfert a l'obscurité pendant 24 h, les plantes ont été
alimentées, toujours a 1'obscurité, pendant 2 h et 4 h par 30 mM de saccharose ou 30 mM de
mannitol utilisé comme un controle d’effet osmotique. Afin d’évaluer un effet possible sur
I’ensemble de la racine, nous avons dans un premier temps considéré Ly. A 1’exception de
I'inhibition observée a 4 h d'alimentation par 30 mM de mannitol (-28,6%), aucun de ces
traitements n'affecte ce parametre (figure 14B). Par contre, la Lp, est augmentée de 40 %
apres 4 h de réalimentation en saccharose, la ramenant a sa valeur mesurée en conditions
standards (figure 14C). Dans ces mémes conditions, le traitement par 30 mM de mannitol
inhibe la Lp, de 20 % par rapport a la condition d'obscurité (figure 14C). Par ailleurs en
conditions de lumiere, un traitement par 30 mM de saccharose pendant 2 h et 4 h inhibe
significativement la Lp, de respectivement 34,2 % et 25,4 %. Cette inhibition est similaire a
celle obtenue par I’incubation en présence de 30 mM de mannitol pendant 4 h, suggérant

qu’en conditions de lumiere 1’effet du saccharose est de type osmotique (figure 14D).
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Figure 15 : Réponse de 1a masse et de 1’hydraulique racinaires a une carence en nitrate.

Les variations moyennes de la masse racinaire séche (A), de Lo (B) et de la Lp: (C) en réponse
a une carence en nitrate (0,1 mM) de 4, 5 ou 6 jours sont présentées. Les données sont
obtenues a partir de deux cultures indépendantes, avec n=4 plantes au minimum. L'erreur
standard est présentée. L’effet est considéré significatif lorsque la p-value obtenue par un test
de Student est inférieure a 0,05.
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Figure 16 : Réponse de la masse et de 1’hydraulique racinaires de plantes carencées en nitrate,
a une réalimentation en nitrate.

Les histogrammes présentent la variation moyenne du rapport entre la masse seche de la
partie racinaire (M, ) et de la partie aérienne (M) (A), de Ly (B) et de la Lp, (C) en
réponse a une carence de 6 jours (0,1 mM) et puis a une réalimentation de 1 h, 2 h ou 24 h par
4,25 mM de nitrate. Les données sont obtenues a partir de trois cultures indépendantes, avec

n=2 a 12 plantes. L'erreur standard est présentée. L’ effet est considéré significatif lorsque la
p-value obtenue par un test de Student est inférieure a 0,05.
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L’ensemble de ces résultats suggeére que l'addition de 30 mM de saccharose dans le
milieu hydroponique induit différents types d’effet. Sur des plantes cultivées en conditions de
lumicere, le saccharose a un effet osmotique et inhibe la Lp,. Par contre, lorsque les plantes
sont cultivées a I’obscurité pendant 24 h, le saccharose stimule spécifiquement la Lp; apres
4 h d’incubation. La stimulation est forte puisqu’elle compense ’effet osmotique mesuré en

conditions lumineuses et observé pour le mannitol en conditions d’obscurité.

.V.2 Le nitrate

Le nitrate est un ion trés mobile dans le sol et donc lessivable et sa disponibilité peut &tre
irréguliere. Pour y répondre, les plantes ont développé des stratégies physiologiques
d'adaptation (prolifération racinaire, modification de la longueur racinaire) et moléculaires
(régulation des transporteurs de nitrate et des enzymes d'assimilation de cet ion) [5]. Chez le
mais, la Lp, peut étre modulée en fonction de la disponibilité du sol en nitrate, en impliquant
les aquaporines [141]. Toutefois, les mécanismes moléculaires responsables de cette réponse
hydraulique ne sont pas élucidés. Nous avons évalué la réponse hydraulique de la Lp,
d’Arabidopsis a une carence et a une réalimentation en nitrate pour constituer les bases
physiologiques d’études moléculaires ultérieures.

Dans un premier temps, j'ai recherché le temps de carence en nitrate nécessaire pour
obtenir une inhibition maximale de la Lp,. Notre but étant de perturber la signalisation en
réponse au nitrate sans déclencher une réponse métabolique profonde liée a une carence
azotée, les plantes agées de 16 jours ont été transférées dans un milieu appauvri en nitrate
contenant 0,1 mM de nitrate au lieu de 4,25 mM (tableau 2). Elles ont été comparées a des
plantes de méme age, mais cultivées de maniere permanente en conditions standard.

Apres 4 jours de carence, la masse racinaire séche est augmentée de 60 % et Ly de 48 %,
alors que la Lp, n'est pas modifiée (figure 15). Aprés 5 et 6 jours de carence, la masse
racinaire seche est augmentée de respectivement 100 % et 50 % (figure 15A). La Ly n'est pas
significativement altérée (figure 15B), alors que la Lp; est significativement inhibée d’environ
50 % (figure 15C). La masse séche de la partie aérienne n’est pas affectée quelque soit le
temps de carence (données non montrées).

La réponse des plantes a une réalimentation en nitrate a donc été mesurée apres 6 jours
de carence. Pour cela, les plantes sont replacées dans un milieu hydroponique standard
contenant 4,25 mM de nitrate. Les mesures sont effectuées aprées 1h, 2h et 24 h de
réalimentation. Le rapport entre les valeurs de masses séches des parties racinaire et aérienne,

augmenté de 38 % apres 6 jours de carence, n'est pas affecté par la réalimentation en nitrate
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Figure 17 : Réponse de la masse des parties racinaires et aériennes ainsi que de I’hydraulique
racinaire a une carence en phosphate.

Les variations moyennes de la masse racinaire seche (A), de la masse de la partie aérienne
seéche (B), de L, (C) et de la Lp, (D) en réponse a une carence en phosphate de 6 jours sont
présentées. Les données sont obtenues a partir de trois cultures indépendantes, avec
n=11 plantes au minimum. L'erreur standard est présentée. L’effet est considéré significatit
lorsque la p-value obtenue par un test de Student est inférieure a 0,05.
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Figure 18: Réponse de la masse et de I’hydraulique racinaire de plantes carencées en

phosphate, a une réalimentation en phosphate.

Les histogrammes présentent la variation moyenne du rapport entre la masse séche de la
partie racinaire et de la partie aérienne (A), de Ly (B) et de 1a Lp, (C) en réponse a une carence
de 6 jours et puis a une réalimentation de 1 h, 2 h ou 24 h par 0,5 mM de phosphate. Les
données sont obtenues a partir de trois cultures indépendantes, avec n=3 a 13 plantes. L'erreur
standard est présentée. L’effet est considéré significatif lorsque la p-value obtenue par un test

de Student est inférieure a 0,05.
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(figure 16A). Ly n'est pas altérée (figure 16B). Enfin, une réalimentation en nitrate de 1 h, 2 h
ou 24 h n'a pas d'effet sur la Lp; (figure 16C).

En conclusion, une carence de 6 jours en nitrate augmente la masse racinaire et inhibe la
Lp:, sans affecter la masse des parties aériennes ni inhiber la L. La réalimentation en nitrate
n’affecte ni le rapport entre les masses séches des parties racinaires et aériennes, ni la Lpy, ni

Lo.

.V.3 Le phosphate

La disponibilit¢ en phosphate peut étre un élément limitant de la croissance, du
développement et de la productivité des plantes. Celles-ci répondent a la carence en phosphate
par des adaptations métaboliques et développementales dans le but d’augmenter son
acquisition. Des études menées sur d'autres plantes qu'Arabidopsis ont montré une inhibition
de la Lp; en réponse a une carence en phosphate [76, 116, 143].

Dans ce travail, la carence en phosphate est appliquée pendant 6 jours en transférant les
plantes dans un milieu hydroponique totalement dépourvu de phosphate (tableau 2). Apres
6 jours de carence, aucune modification de la masse racinaire n'est relevée (figure 17A). En
revanche, la masse de la partie aérienne est significativement diminuée de 55 % (figure 17B).
De plus, la Ly et la Lp, sont fortement altérées de respectivement 80 % et 77 % (figure 17C et
D). Les résultats suggerent une altération forte du fonctionnement hydraulique de la plante,
liée a une diminution de la partie aérienne.

Les plantes carencées pendant 6 jours sont réalimentées en phosphate pendant 1 h, 2 h et
24 h par transfert dans un milieu hydroponique standard (0,5 mM POy, - tableau 2). Dans la
mesure ou seule la masse de la partie aérienne diminue en réponse a la carence, j'ai considéré
comme indicateur morphologique lors de la réalimentation la valeur du rapport entre les
masses seches des parties racinaires et aériennes. Aprés 6 jours de carence, ce rapport a été
augmenté de 168 % mais n’est pas affecté par la réalimentation en phosphate (figure 18A). Lo
n'est pas significativement affectée par la réalimentation en phosphate (figure 18B). Par
contre, la Lp, augmente significativement de 95 % par rapport au controle carencé des 2 h de

réalimentation et se maintient apres 24 h de réalimentation (Figure 18C).

En conclusion, sept des huit traitements testés ont montré un effet sur I’hydraulique racinaire
d’Arabidopsis. Il s’agit de la premiere espece végétale pour laquelle ces régulations ont été
montrées au cours d’une méme étude. Certaines réponses, comme par exemple la réponse des

plantes carencées en nitrate a une réalimentation, restent incomprises et seront discutées
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ultérieurement. L’observation de réponses rapides suppose une implication des aquaporines
dans la modulation de I’hydraulique racinaire. Une approche protéomique a ét¢ menée dans le

but de suivre la régulation des aquaporines en fonction de la cinétique de régulation de la Lp.
.VI DISCUSSION

.VL.1 Stress biotique

D'apres la littérature, flg22 induit une production d'H,O, et probablement de NO [216]. Dans
ce travail, nous avons vu que J, est inhibé par ’'H,O, et le NO, et que l'application de flg22
induit une production de ROS dans la racine (M. Boudsoq). Pourtant, aucune inhibition de J,
n’est observée en réponse a l'application de flg22. Plusieurs hypotheses peuvent expliquer ce
résultat :

- Les mesures de production de ROS ont été réalisées sur des morceaux de la pointe
racinaire en ne gardant que la moitié la plus jeune, alors que les mesures de transport d'eau
racinaire ont été réalisées sur un appareil racinaire entier. Il est possible que dans le systéme
utilisé pour mesurer le transport d'eau racinaire, les plantes n'aient pas ressenti la flagelline
appliquée.

- Les quantités de ROS produites suite a l'application de flg22 sont trop faibles pour
induire une inhibition du transport hydrique racinaire.

Pour étayer ces hypotheses, des expériences complémentaires sont nécessaires :

- Il faudrait mesurer la production de ROS suite a l'application de flg22 dans les racines
utilisées pour les mesures de chambre a pression, de facon a travailler dans un systeme
similaire pour les mesures de Lp; et de détection de ROS.

- Boursiac ef al. ont montré que le traitement par NaCl, qui inhibe la Lp,, induit une
production d'H,O, [98]. 1l serait donc intéressant de comparer les productions d'H,O, induites

par les traitements par NaCl et flg22.

Finalement, dans la mesure ou I’AS induit une inhibition de la Lp; via une production d'H,0O,
et qu'il s'agit d'une molécule mimant un effet pathogene, il serait pertinent d'évaluer 'effet sur
la Lp, d'autres molécules de type PAMPs (Pathogens-Associated Molecular Patterns) que
flg22, tels que la chitine.
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.VI.2 Carence en éléments minéraux

.VI.2.a Le nitrate

Des données de la littérature montrent une augmentation de la Lp, de 20 % a 50 % des 20 min
de réalimentation en nitrate chez la tomate et le concombre [140], ou dans des pas de temps
un peu plus longs de 50 a 60 min chez le tournesol [138] et le mais [141]. Ces résultats
suggerent donc que la réponse d'Arabidopsis a la réalimentation est faible ou pourrait
intervenir apres une durée de réalimentation plus longue, supérieure a 24 h. Toutefois, des
temps de réalimentation supérieurs a 24 h n'ont pas été explorés car ce projet vise a étudier la
réponse des plantes au travers d'événements de phosphorylation qui constituent généralement

des réponses précoces a un processus physiologique.

.VI.2.b Le phosphate

Dans nos conditions, la morphologie des plantes en début de carence est tres différente des
plantes en début de réalimentation : leur partie aérienne est fortement réduite. Etant données
ces modifications morphologiques, on ne peut pas s'attendre a une restauration totale de la
Lp,. Ce résultat est différent de celui obtenu dans le cas de I'étude de Shangguan et al. dans
laquelle aucune modification morphologique des plantes de sorgho n'est commentée [116]. En
revanche, nos données sont comparables a celles de Radin ez al. qui montrent, chez le coton,
une altération de la partie aérienne (diminution de la masse séche et de la surface), une
diminution de la longueur racinaire sans effet notable sur la masse racinaire seche et enfin une
inhibition de la Lp, [143]. Cependant, ces effets sont mesurés sur des pas de temps allant

jusqu’a 20 jours de carence, donc plus longs que ceux de notre étude.

Les carences en nitrate et en phosphate conduisent a une augmentation du rapport entre les
masses des parties racinaire et aérienne. Cependant, dans le cas de la carence en nitrate, elle
est due a une augmentation de la masse racinaire alors que la carence en phosphate induit une
diminution de la partie aérienne. Ceci suggere que ces carences induisent des mécanismes de
réponse différents a 1'échelle de la plante enticre, ce qui a déja été décrit (pour revue [5]). Lors
de la carence en nitrate, [’augmentation de la masse racinaire n'induit cependant pas
d'augmentation de L, ce qui se traduit finalement par une inhibition de la Lp,. Ceci suggere
une dérégulation locale du transport d'eau racinaire et donc de la fonction des aquaporines

pouvant se décliner selon deux hypothéeses : soit I'augmentation de la taille de l'appareil
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racinaire n'induit pas une augmentation de la quantité d'aquaporines, soit elle induit une
augmentation de la quantité d'aquaporines non actives.

Contrairement aux résultats décrits dans d'autres études (pour revue [5]), la carence en
phosphate n'induit pas d'augmentation de la masse racinaire dans nos conditions. Cependant,
les conditions de cultures sont différentes puisque nous travaillons sur des plantes cultivées en
hydroponie et non in vitro. Le maintien de la masse racinaire ne permet de maintenir ni L, ni
la Lp;, (figure 16). Par contre, la diminution de la masse des parties aériennes, en diminuant la
transpiration, pourrait induire une diminution d'une partie du transport d'eau racinaire. Ceci
suggere qu'il existerait une dérégulation locale du transport d'eau racinaire. Cette activité étant
étroitement liée aux aquaporines, ces résultats suggerent que les aquaporines de I’appareil

racinaire seraient dégradées ou inactivées, lors d'une carence en phosphate.

.VI.3 Carence en éléments carbonés

L’ensemble des résultats suggere que l'addition de 30 mM de saccharose dans le milieu
hydroponique induit différents types d’effets. Sur des plantes cultivées en conditions de
lumiere, le saccharose a un effet osmotique et inhibe la Lp,. Par contre, lorsque les plantes
sont cultivées a I’obscurité pendant 24 h, le saccharose stimule spécifiquement la Lp, apres
4 h d’incubation. La stimulation est forte puisqu’elle compense I’effet osmotique mesuré suite
a I’addition de mannitol (figure 14). Ainsi, malgré 'effet osmotique observé a la lumiere, la
Lp; est stimulée a l'obscurité. Une étude menée sur Arabidopsis a montré que le contenu en
amidon varie au fil de la journée : il est consommé presque totalement au cours de la nuit et
est a nouveau accumulé au cours de la journée [217]. Dans nos conditions de culture, la
totalité¢ du stock d’amidon est donc probablement consommée, placant les plantes dans une
situation de carence en ¢éléments carbonés. Une autre étude également menée sur Arabidopsis
a montré qu’en condition de carence en saccharose, I’expression de genes impliqués dans le
métabolisme est stimulée, tels que I’acétyl-CoA oxydase 4. Cette enzyme est impliquée dans
la béta-oxydation des chaines d’acide gras et conduit & une production d’H,O, [218]. Une
hypothéese est donc que d'une part en condition de nuit prolongée, la production d’H,O; par
cette voie conduirait & une inhibition de la Lp,, et que d'autre part, l'addition de saccharose
inhiberait l'expression de cette enzyme ou induirait un systéme dégradant 1'H,O,. Par
exemple, il a été démontré que la catalase 3 impliquée dans la dégradation de I'H,O, produit
en nuit prolongée [218] serait activée par d'addition de saccharose, conduisant ainsi a une

restauration de la Lp.
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REGULATION DES AQUAPORINES PAR DES
TRAITEMENTS ABIOTIQUES ET NUTRITIONNELS
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Le chapitre précédent a mis en évidence que la Lp, d’ Arabidopsis peut étre régulée en réponse
a différentes contraintes abiotiques et nutritionnelles. Par ailleurs, de nombreuses études ont
montré que les aquaporines sont régulées en condition de stress environnementaux (pour
revue [16]), au niveau de I’expression des genes, de 1’abondance des aquaporines et de leur
¢tat de phosphorylation. Par exemple, une étude menée par 1’équipe sur des racines
d'Arabidopsis a montré qu'un traitement par 100 mM de NaCl diminue I’expression de genes
d’aquaporines apres 2 h, ainsi que 1'abondance des PIP1s aprés 30 min et des PIP2s et TIP1s
aprés 24 h de traitement [115]. Leur relocalisation sub-cellulaire en réponse a ce méme
traitement a également été¢ montrée [115]. Plusieurs études ont également montré que les
aquaporines végétales peuvent étre phosphorylées sur leurs extrémités N- et C-terminales [36,
37, 39, 48-52, 54, 55, 58]. Un rdle de ces phosphorylations dans la réponse des plantes aux
stress environnementaux, plus particulierement aux stress salins et osmotiques [36, 48, 54],
oxydants [54] et au froid [133, 219] a été proposé. Les avancées en MS quantitative réalisées
au cours des derni¢res années ont permis d'identifier et de mieux décrire des contextes
physiologiques menant a une altération du niveau de phosphorylation des aquaporines. Ainsi,
il a été montré que 1’état de phosphorylation des aquaporines de la famille PIP est altéré en
réponse au saccharose [51], au NaCl [54, 56], a I’'H,O; [54] ou encore a I'ABA [59].

Dans ce chapitre, nous avons mené une approche protéomique pour mesurer les
variations quantitatives de l'abondance des aquaporines PIP racinaires dans l'ensemble des
traitements. Une approche (phospho)-protéomique quantitative a été menée sur certains des
traitements décrits dans le chapitre précédent : NaCl, DEA-NO, carence et réalimentation en
phosphate de plantes carencées en cet ion. Par rapport aux travaux de 1'équipe et de la
littérature, cette étude a permis d'appréhender, dans leur ensemble, des situations
représentatives de diverses contraintes environnementales, I'ensemble familles d’aquaporines
(PIPS, TIPs, NIPs et SIPs) et ce, dans un méme organisme. Les analyses protéomiques ont été
menées sur une durée permettant d'obtenir une demi-inhibition et une inhibition maximale de
la Lp, décrits dans le premier chapitre, dans le but de suivre la régulation des aquaporines en

fonction de la cinétique de variation de la Lp;.

J  BROYAGE DE RACINES

D’aprés les données transcriptomiques disponibles, des aquaporines sont exprimées dans
toutes les couches cellulaires de I’appareil racinaire (source eFP Browser). La quantification

de I’ensemble des aquaporines racinaires nécessite donc de disposer d'une bonne
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F Potter Broyeur a
rouleaux
Mg de protéines microsomales / g MF 141 136
Nombre de protéines identifiées 73 68
Répartition Spécifique de I'épiderme 35% 10%
cellulaire . s o o
(eFP Spécifique de la stéle 33% 45%
Browser) Epiderme et autres tissus 75% 54%
Nombre d'aquaporines identifiées 5PIPset1TIP | 5PIPset2TIPs

Figure 19 : Comparaison de méthodes de broyage de racines

(A a E) Les photographies présentent des observations au microscope optique (Gx10) de broyats

racinaires obtenus par broyage au mortier (A), au potter (B), par la combinaison de ces deux
méthodes (C), au broyeur a billes (D) et au broyeur a rouleaux (E).

(F) Le tableau présente pour les broyages au potter (colonne 2) et au broyeur a rouleaux (colonne
3), le rendement d’extraction de protéines microsomales mesuré par dosage Bradford (ligne 2), le

nombre de protéines identifiées par MS (ligne 3), la répartition cellulaire des protéines selon eFP
Browser (lignes 4 a 6) et le nombre d’aquaporines identifiées (ligne 7).
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représentativité des différents tissus. Le broyage des racines représente donc une étape
critique.

Cinq méthodes de broyage ont été utilisées et leurs efficacités respectives a déstructurer
les différentes couches cellulaires de la racine ont été testées (figure 19). Il s'agit (A) du
broyage au mortier et pilon de racines congelées dans 1'azote liquide, (B) de la pottérisation en
rotation a 4°C de racines fraichement prélevées, (C) d’un broyage au mortier suivi d’un
broyage au potter, (D) d'un broyage a billes de racines congelées dans l'azote liquide et (E)
d'un broyage aux rouleaux a 4°C de racines fraichement prélevées (figure 19). Dans chaque
cas, 1 g de matériel racinaire est broyé dans 4 mL de tampon de broyage (matériel et méthode
V.1.).

L'efficacité physique de broyage a été évaluée en observant les broyats au microscope
optique (grossissement x 10 — matériel et méthode IV.1.) pour s'assurer de la déstructuration
de chaque type cellulaire (épiderme, cortex, stele). Un total de dix clichés a été pris de
maniére aléatoire pour chaque broyat. Un cliché représentatif est présenté pour chaque
méthode dans la figure 19. Le broyage au mortier brise les racines en morceaux mais ne les
déstructure pas (figure 19A). En revanche, le broyage au potter permet de mieux déstructurer
les racines, sauf le cylindre central qui apparait dans la partie basse du cliché (figure 19B).
Les clichés A et C sont similaires, ce qui montre qu’une étape supplémentaire au potter
n’améliore pas 1’efficacité du broyage au mortier. Contrairement aux quatre autres méthodes,
des connexions entre les racines de différents ordres sont maintenues avec le broyeur a billes
(figure 19D). Le broyat obtenu avec le broyeur a rouleaux présente exclusivement des cellules
isolées et des racines totalement déstructurées (figure 19E). Ainsi, selon le critére de
I’efficacité physique de broyage, le potter et le broyeur a rouleaux sont les plus efficaces
(figures 19B et 19E).

Ces deux dernicres méthodes ont ét¢ comparées quant a la représentativité des
aquaporines qu'elles permettent de détecter. Pour cela, les protéines microsomales ont été
extraites a partir des broyats obtenus au potter et au broyeur a rouleaux (matériel et méthode
V.1.). Les rendements d'extraction ont été évalués par dosage des protéines par la méthode de
Bradford (matériel et méthode VI.1.) et s’averent équivalents avec 141 pg de protéines
microsomales/100 g de matiere fraiche (MF) au potter et 136 ng/100 g MF au broyeur a
rouleaux (figure 19F). Enfin, les protéines solubles ont été¢ décapées, puis les protéines
microsomales ont été¢ concentrées par électrophorése dans un gel d'acrylamide a 4 % (matériel
et méthode VI.2.). Apreés digestion en gel par la trypsine (matériel et méthode VII.1.), les

protéines ont été identifiées par LC-MS/MS a l'aide d'un spectrométre de masse de type trappe
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Figure 20 : Variation relative de la quantité des aquaporines PIP en réponse a des traitements
osmotiques, oxydants ou nutritionnels.

Les valeurs obtenues pour chaque traitement sont rapportées a la valeur obtenue en condition
standard (valeur de 100 % représentée par une ligne en pointillés).

Les variations relatives mesurées par ELISA de la quantité des aquaporines PIP1s (PIP1;1 a
PIP1;4) et PIP2s (PIP2;1 a PIP2;3) en réponse aux traitements suivants sont présentées :
A : traitements par 100 mM de NaCl pendant 2 h et 200 mM de mannitol pendant 4 h,
B : traitements par 500 uM d'H,O, pendant 20 min et 125 uM de DEA-NO pendant
18 min ainsi que son contrdle standard DEA-NO,
C : traitement par 24 h d'obscurité suivie de 'addition de 30 mM de saccharose ou de
mannitol pendant 4 h,
D : traitements nutritionnels par 6 jours de carence en nitrate ou phosphate ainsi que la
réalimentation en phosphate pendant 2 h.

\

Les données sont obtenues a partir de trois cultures indépendantes avec cinq plantes par

culture. Les erreurs standards sont présentées. L effet est considéré significatif lorsque la p-
value obtenue par un test de Student est inférieure a 0,05.
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ionique 3D (HCT, High Capacity Trap) interfacé avec un systtme HPLC de type Chip Cube
(matériel et méthode VIL.7.). Le nombre de protéines identifiées est équivalent, avec 73
protéines au potter et 68 protéines au broyeur a rouleaux (figure 19F). L’application eFP
Browser a été utilisée pour analyser, dans chaque type de broyage, la répartition des protéines
identifiées dans les différentes couches cellulaires de la racine. Les protéines identifiées avec
la pottérisation sont a 35 % spécifiques de 1'épiderme, a 33 % spécifiques de la stele et 75 %
d'entre elles sont localisées au niveau de I'épiderme et d'autres tissus. Les protéines de
I’épiderme sont donc majoritairement extraites. Les protéines identifiées avec le broyeur a
rouleaux sont a 10 % spécifiques de I'épiderme, a 45 % spécifiques de la stele et 54 % d'entre
elles sont localisées au niveau de I'épiderme et d'autres tissus. Ces résultats n'ont été obtenus
qu’a partir d’une seule expérience. Cependant, ils suggerent que le broyeur a rouleaux permet
d'obtenir une meilleure représentativité des différents tissus racinaires. Concernant les
aquaporines, le broyage au potter permet d'identifier 6 isoformes d'aquaporines (5 PIPs et
1 TIP) contre 7 isoformes avec le broyeur a rouleaux (5 PIPs et 2 TIPs).

L’ensemble de ces résultats nous a conduit a choisir le broyeur a rouleaux pour la

préparation des échantillons destinés a I'analyse biochimique et par MS.

JI  QUANTIFICATION DES AQUAPORINES PIPs

La modulation de la Lp; pourrait étre attribuée a une altération de la teneur en aquaporines
dans la membrane plasmique par dégradation ou relocalisation a une autre membrane, ou a
une altération de leurs propriétés intrinseéques de transport d’eau. Nous avons cherché a savoir
si les variations de Lp, observées pouvaient en partie s’expliquer par une altération de
I'abondance des PIPs. Celle-ci a été mesurée par un dosage ELISA. Des plantes cultivées en
hydroponie ont été soumises aux traitements décrits dans le premier chapitre, sur une durée
permettant d'obtenir une inhibition maximale de la Lp, (figure 20). Les protéines
microsomales non décapées ont été extraites puis dosées par la méthode de Bradford.

Un dosage ELISA a été effectué pour quantifier les variations relatives de la quantité
d'aquaporines PIPs en réponse a ces traitements. Un anticorps appelé anti-PIP1, dirigé contre
quatre aquaporines de la famille PIP1 (PIP1;1 a PIP1;4) et un anticorps appelé anti-PIP2,
dirigé contre trois aquaporines de la famille PIP2 (PIP2;1 a PIP2;3) ont été utilisés. Ces
anticorps ont été démontrés par western blot comme réagissant spécifiquement avec les
aquaporines PIP1s et PIP2s [37] et peuvent donc étre utilisés lors de tests ELISA pour
quantifier spécifiquement ces aquaporines. Le dosage ELISA étant utilisé comme méthode de

quantification relative, les histogrammes de la figure 20 présentent I’abondance des PIP1s et
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des PIP2s en pourcentage du contrdle, qui correspond a des plantes cultivées en conditions

standard.

JIL.1 Stress osmotique

Des études menées sur différentes plantes ont montré que des traitements osmotiques alteérent
I'expression et la fonction des aquaporines (introduction IV.2b et IV.2.c). Dans nos
conditions, le traitement d’Arabidopsis par 100 mM de NaCl pendant 2 h ou par 200 mM de
mannitol pendant 4 h ne modifie pas significativement la quantité des PIPls et PIP2s
(Figure 20A). Ces résultats sont cohérents avec ceux de Boursiac et al. (2005) concernant les
aquaporines PIP2s. Par contre, une 1égére diminution de l'abondance des PIP1s a été¢ mesurée
par ces auteurs [115]. Cette 1égere différence entre ces travaux et les notres pourrait étre
attribuée a la différence de type d’échantillon dosé qui correspond a des protéines totales dans

le cas de Boursiac ef al. (2005) [115].

JL.2 Stress oxydants

A ce jour, seules trois études traitent de la régulation des aquaporines au niveau protéique en
réponse a un stress oxydant [54, 98, 133].

Dans nos conditions, le traitement par 500 uM d'H,O, pendant 20 min ne modifie pas
I’abondance des aquaporines PIP1s et PIP2s (Figure 20B). Ces résultats sont similaires a ceux
obtenus par Aroca et al. (2005) sur le mais [133].

Concernant le traitement par le DEA-NO, rappelons que dans le but de limiter la
formation de complexes métal/NO, ce traitement a été¢ appliqué dans une solution dite
"standard DEA-NO", dépourvue de métaux. Le milieu standard DEA-NO induit une
diminution significative de 1’abondance des aquaporines PIPls et des PIP2s, de
respectivement 40 % et 50 % (figure 20B). Le rendement d’extraction des protéines
microsomales n’est pas modifié¢, suggérant que 1’abondance de ces aquaporines est
effectivement diminuée. La différence entre ce milieu et le milieu standard est 1’absence de
50 uM de Fe-EDTA et la présence de 2,5 uM de NaOH et 29 mM de NaCl. A ce jour chez les
plantes, aucune étude n’a montré de relation entre 1’abondance des aquaporines et le fer. Les
effets observés sur I’abondance des aquaporines PIPs reste a ¢lucider. Enfin, le traitement par
125 uM de DEA-NO pendant 20 min augmente significativement 1’abondance des PIP1s et
des PIP2s de respectivement 34 % et 38 % par rapport au standard DEA-NO (figure 20B).
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Ces résultats montrent que les traitements H,O, et NO ont des effets différents sur
I’abondance des aquaporines PIPs ce qui suggere des mécanismes distincts de régulation des

aquaporines, conduisant dans les deux cas a une inhibition de la Lp;.
JI.3 Statut nutritionnel

JI1.3.a Molécules carbonées

A ce jour, il n’existe pas d’étude traitant de 1’influence du statut carboné sur I’abondance des
aquaporines. Seule une ¢tude de protéomique quantitative menée sur des plantules
d’Arabidopsis montre que la phosphorylation des aquaporines PIP2;1/2;2/2;3 et PIP2;6 est
altérée en réponse a un ajout de saccharose appliqué apres une privation en carbone (milieu
appauvri en saccharose et plantes placées a I’obscurité) [51].

Dans les conditions d’analyses utilisées, c’est-a-dire trois réplicats biologiques avec
trois réplicats techniques chacun, aucune variation significative de 1’abondance des
aquaporines en réponse a 24 h d'obscurité ainsi qu’a I’addition de 30 mM de saccharose ou de
mannitol dans le milieu n’est détectable (Figure 20C). Cependant, malgré la forte variabilité
biologique observée, une tendance a 1’augmentation de la quantité des aquaporines PIP1s dans
les trois conditions et des aquaporines PIP2s dans les conditions d’addition de saccharose et

de mannitol peut étre suspectée.

JI1.3.b  Nutriments minéraux

Des études précédentes ont montré que divers types de carences nutritionnelles (nitrate,
phosphate) altérent l'expression des aquaporines de plantes [76, 116, 136, 138]. Dans notre
é¢tude et en réponse a 6 jours de carence en nitrate, seule 1’abondance des PIP2s est
significativement diminuée de 17 % (Figure 20D). Dans le cas d'une carence de 6 jours en
phosphate, ni la quantité des PIP1s ni celle des PIP2s ne sont significativement diminuées
(Figure 20D). Par contre, la réalimentation en phosphate de plantes carencées en cet ion
provoque une diminution significative de I’abondance des PIP1s de 49 % et des PIP2s de

55 % par rapport a la situation de carence initiale (Figure 20D).
En résumé, ces résultats montrent que le statut nutritionnel de la plante, selon qu'il concerne

des molécules carbonées ou des nutriments minéraux, module différemment 1’abondance des

aquaporines.
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Chapitre 2 : Régulation des aquaporines par des traitements abiotiques et nutritionnels

Devant tant de diversité de réponses, il apparait que les modulations de Lp, décrites dans le
premier chapitre ne peuvent pas étre simplement associées a des variations de I’abondance des
aquaporines PIPs. Ceci suggére l'implication de régulations post-traductionnelles pour ces
protéines. Différents types de modifications co- et post-traductionnelles ont été décrites chez
les aquaporines : acétylation, méthylation, glycosylation, ubiquitinylation ou phosphorylation
(pour revue [16]). Une approche fine de phospho-protéomique quantitative a été engagée sur
des extraits de protéines microsomales enrichis en phosphopeptides pour quantifier les

phosphorylations ainsi que toute autre MPT détectable.

JII' ETUDE DE PHOSPHOPROTEOMIQUE QUANTITATIVE

Cette étude a été¢ menée sur trois situations caractéristiques d'un stress osmotique (NaCl),

oxydant (DEA-NO) et nutritionnel (carence et réalimentation en phosphate).

JIL.1 Préparation des échantillons

Des plantes cultivées en hydroponie agées de 21 jours ont été¢ soumises a des traitements
induisant une demi-inhibition ou une inhibition maximale de la Lp,, décrits dans le premier
chapitre. En résumé, les plantes ont été traitées par 100 mM de NaCl pendant 45 min et 2 h,
125 uM de DEA-NO pendant 8 et 18 min ainsi que par une solution correspondant au
controle spécifique du DEA-NO (standard DEA-NO). Des plantes ont également été soumises
a 6 jours de carence en phosphate et 2 h de réalimentation en phosphate suite a cette carence.
Une étude menée dans notre groupe a montré 1’efficacité d’un traitement alcalin et chaotrope
pour enrichir un extrait membranaire en aquaporines [37]. Des fractions microsomales ont
donc été purifiées puis enrichies en protéines hydrophobes par ce méme protocole de
décapage. Méme si ce protocole ne permet pas de purifier exclusivement les aquaporines, les
étapes de digestion, de fractionnement et d'enrichissement des échantillons décrites dans les
paragraphes suivants ont ét¢ congues dans le but de maximiser leur identification et leur
quantification. Dans le but d’optimiser l'inventaire des aquaporines et leur couverture de
séquence, les protéines ont été digérées par deux types de double digestion : LysC/trypsine et
Chymo/aspN (matériel et méthode VII.1.b). Pour la double digestion LysC/trypsine, 600 pg
de protéines microsomales ont été utilisés et 150 pug pour la double digestion Chymo/AspN.
Pour chaque situation, nous avons réalisé trois réplicats biologiques comprenant chacun deux
réplicats techniques de MS, soit un total de six réplicats. Les étapes de préparation des

échantillons pour la MS ont été prises en charge par J. Vialaret (LPF Montpellier).

68



I Membrane plasmique: 20 %
I Membrane: 19 %

[ Indéterminé: 19 %

[ Chloroplaste: 7 %

I Noyau: 6 %

I Vacuole: 5 %

[ Cytosol: 5 %

[ Réticulum endoplasmique: 3 %
I Mitochondrie: 3 %

I Appareil de Golgi: 2 %
I Paroi cellulaire: 2 %

I Ribosome: 2 %

I Extracellulaire: 1 %

I Apoplaste: 1 %

[ Microtubule: 0,5 %

B Plaste: 0,5 %

I Indéterminé: 35 %

I Transport: 15 %

[ Réponse au stress: 10 %
[ Métabolisme: 9 %

I Kinase: 9 %

I Traduction: 4 %

[ Oxydo-réduction: 4 %
[ Signalisation cellulaire: 3 %
I Transcription: 3 %

I Cycle cellulaire: 2 %
I Reproduction: 1 %
I Structure cellulaire: 1 %
I Développement: 0,5 %

Figure 21 : Description globale des protéines identifi¢es par MS apres la double digestion par
la LysC/trypsine.

Les graphiques présentent la répartition des protéines selon leur localisation sub-cellulaire
prédite par Aramemnon (A) et selon leur fonction moléculaire prédite par Agrigo (B).



Figure 22 : Complémentarité des deux doubles digestions.

La figure présente le nombre de protéines identifiées apres digestion par LysC/trypsine (cercle
jaune), apres digestion par Chymo/AspN (cercle blanc) ainsi que les protéines identifiées par les
deux doubles digestions (portion rouge).






Chapitre 2 : Régulation des aquaporines par des traitements abiotiques et nutritionnels

Un extrait de protéines microsomales hydrophobes de plantes est forcément complexe.
Dans le but d'éviter que les signaux de peptides minoritaires soient masqués par ceux de
peptides majoritaires, un fractionnement des échantillons sur colonne échangeuse de cations
(SCX) a été effectué. Une étude préalablement réalisée par J. Vialaret a montré que les
fractions F1 a F7 sont enrichies en phosphopeptides alors que les fractions F8 et F9 ne
contiennent pas de phosphopeptides. Ensuite, les fractions ont été regroupées de la facon
suivante (figure 7):

-F1:100 % F1,

-F234: 100 % F2 + 100 % F3 + 90 % F4,

-F567 :90 % F5 + 90 % F6 + 90 % F7,

- F4589 : 10 % F4 + 10 % F5 + 100 % F8 + 100 % F9,

-F6: 10 % F6,

-F7:10 % F7.

Les fractions F1, F234 et F567 ont ensuite été enrichies en phosphopeptides a 1’aide de
colonnes de titane (matériel et méthode VIL.5.) alors que les fractions F4589, F6 et F7 ont été

directement analysées en LC-MS/MS (matériel et méthode VII.7.b).

JIL.2 Inventaire des protéines et des MPTs

Pour cette analyse, j’ai pris en charge les données relatives aux aquaporines et J. Vialaret les
données relatives aux autres protéines.

La liste de toutes les protéines identifiées a été établie en combinant I’analyse de
chacune des doubles digestions, pour 1’ensemble des traitements. La double digestion
LysC/trypsine permet d’identifier 1139 protéines et environ 1270 phosphopeptides. Selon les
prédictions obtenues a partir du site Aramemnon (http://aramemnon.botanik.uni-
koeln.de/index.ep), 65 % des protéines sont membranaires dont 20 % sont prédites pour étre
localisées a la membrane plasmique (figure 21A). De plus, 53 % d'entre elles présentent au
moins un domaine transmembranaire (Aramemnon). Ces résultats établissent 1’efficacité du
décapage des protéines solubles de 1’extrait microsomal. Selon les prédictions obtenues a
partir du site Agrigo [170], trois groupes majeurs de fonction se dégagent : 15 % des protéines
identifiées ont une activité de transport et 9 % une activité kinase (figure 21B). La double
digestion Chymo/AspN permet quant a elle d’identifier 274 protéines dont 65 % présentent au
moins un domaine transmembranaire. Finalement, ’utilisation des deux doubles digestions a

permis d’identifier 1216 protéines dont 197 communes aux deux digestions (figure 22).
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A Couverture de séquence protéotypique (%)
Protéines

LysC/trypsine Chymo/AspN Apport Chymo/AspN Total
PIP1;1 6,29 4,90 0,00 6,29
PIP1;2 9,79 6,99 0,00 9,79
PIP1;3 13,29 14,69 3,50 16,78
PIP1;4 8,01 8,36 8,36 16,38
PIP1;5 18,47 13,24 4,18 22,65
PIP2;1 10,45 8,71 0,00 10,45
PIP2;2 13,33 0,00 0,00 13,33
PIP2;3 6,32 0,00 0,00 6,32
PIP2;4 20,62 16,49 8,93 29,55
PIP2;5 10,14 3,15 3,15 13,29
PIP2;6 4,15 0,00 0,00 4,15
PIP2;7 18,57 22,50 6,07 24,64
PIP2;8 10,07 9,71 9,71 19,78
TIP1;1 0,00 46,22 46,22 46,22
TIP1;2 0,00 43,87 43,87 43,87
TIP2;1 0,00 19,20 19,20 19,20
TIP2;2 6,40 28,40 28,40 34,80
TIP2;3 6,40 21,60 21,60 28,00
TIP4;1 0,00 9,64 9,64 9,64
NIPI;1 5,07 0,00 0,00 5,07
NIP2;1 6,94 0,00 0,00 6,94
NIP4;2 0,00 5,30 5,30 5,30

N-ter

Figure 23 : Couverture de séquence des aquaporines.

Le tableau (A) présente les isoformes d’aquaporines (colonne 1), la couverture de séquence (CS) protéotypique obtenue
apres la double digestion LysC/trypsine (colonne 2) et aprés la double Chymo/AspN (colonne 3), le pourcentage de CS
supplémentaire apporté par la digestion Chymo/AspN (colonne 4) et la CS protéotypique totale (colonne 5).

Le schéma (B) présente I’exemple de la CS de PIP2;4 (jaune: LysC/trypsine, bleu: Chymo/AspN, vert: LysC/trypsine et

Chymo/aspN).

Yong

C-ter




Chapitre 2 : Régulation des aquaporines par des traitements abiotiques et nutritionnels

Concernant les aquaporines, la double digestion LysC/trypsine a permis d’identifier les
13 isoformes de la famille PIPs, 2 TIPs (TIP2;2 et TIP2;3) et 2 NIPs (NIP1;1 et NIP2;1) par
un total de 99 peptides dont 72 sont protéotypiques (tableau 5). Les peptides protéotypiques
générés par cette digestion et décrits dans nos expériences couvrent 4 a 21 % de la séquence
totale des aquaporines. La meilleure couverture est obtenue pour les PIPs (figure 23A). C’est
ce que nous appelons la couverture de séquence protéotypique. La digestion Chymo/AspN a
permis d'identifier 10 PIPs (les 5 PIP1s ainsi que PIP2;1, PIP2;4, PIP2;5, PIP2;7 et PIP2;8),
6 TIPs (TIP1;1, TIP1;2, TIP2;1, TIP2;2 TIP2;3 et TIP4;1) et 2 ou 3 NIPs (NIP1;1 et/ou 1;2 et
NIP4;2) par un total de 162 peptides dont 106 sont protéotypiques (tableau 6). Dans ces
conditions, leur couverture de séquence protéotypique varie entre environ 3 et 46 %. Cette
digestion a une meilleure efficacité que la précédente pour détecter les TIPs et permet
d’améliorer la couverture de séquence protéotypique des aquaporines PIPs (figure 23A). Par
exemple, la digestion LysC/trypsine dégage des peptides des extrémités N- et C-terminales de
PIP2;4 ainsi que des boucles C et E et la digestion Chymo/AspN augmente sa couverture de
séquence d’environ 9 % en dégageant des peptides des hélices 2, 4 et 6 (figure 23B). Les
boucles A, B, et D et les hélices 1, 3 et 5 des PIPs restent inaccessibles. Finalement,
I’utilisation de ces deux digestions permet d’obtenir une couverture de séquence
protéotypique des PIPs de 4 a 30 % et des TIPs de 9 a 46 % (figure 23A). L’utilisation des
deux doubles digestions a donc permis d’améliorer I’inventaire des aquaporines et leur
couverture de séquence.

Au final, les 13 PIPs ont été identifiées. En accord avec 1’idée que PIP2;6 montre une
spécificité d’expression pour la partie aérienne [71], cette isoforme n’a été identifiée qu’apres
digestion LysC/trypsine et enrichissement en phosphopeptides et par un seul peptide
protéotypique phosphorylé. En l'absence de tout autre peptide protéotypique, il est difficile de
conclure que PIP2;6 soit effectivement présente dans I'échantillon microsomal. Les 6 TIPs
prédites comme racinaires (eFP Browser) ont été identifiées. Concernant les NIPs, NIP1;1 et
NIP2;1 ont été identifiées aprés la digestion LysC/trypsine. La digestion Chymo/AspN
apermis d'identifier un peptide commun a NIP1;1 et NIP1;2. NIP1;2 n'étant pas prédite
comme racinaire (eFP Browser), ce peptide devrait correspondre a 1’isoforme NIP1;1. D'autre
part, deux peptides protéotypiques (I'un non modifié, l'autre oxydé) de NIP4;2 ont été
identifiés, alors que cette aquaporine est prédite comme spécifique du tube pollinique. Des
analyses complémentaires basées sur 1’utilisation d’anticorps spécifiques seront nécessaires

pour confirmer 1’expression racinaire de NIP4;2.
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1P: 95.2%

2P: 4.4%

B mmmm phospho-sérine
mmmm phospho-thréonine
==== phospho-tyrosine

pT: 22.6%

Figure 24 : Types de phosphopeptides (A) et d’acides aminés phosphorylés (B) identifiés par
MS apres la double digestion des protéines par LysC/ trypsine.



Tableau 7 : Positions des sites de phosphorylation d'aquaporines.

Protéine | Région | Forme| Séquence et position potentielle [ Score | p-value Position Références
42 6| 56,74 | 2,10E-06
NIP1;1 | N-ter | 1P 42KQDSLL§VSVPFLQK56 ’ ’ S45 /S48
KQDSLLSVSVPFLQK 54,78 | 3,30E-06
! 8 10,99 | 0,08
NIP2;1 | N-ter 1P 1MDDI§VSK8 S5
MDDISVSK 497 | 032
YQPIGTSAQSDK? 4,7 0,34
PIPLI/| o p 1 2 e 034 T23/S24/S27
PIP1;2 QPIGTSAQSDK ’ i Chymo/AspN: S24
YQPIGTSAQSDK” 4,7 0,34
TSLGSFR* 33,76 | 0,00042
1P 277 282 8277
SLGSFR 586 | 026
TSLGSFRSAANV? 24,46 | 0,0036
ggg; c 1P TSLGSFRSAANV? 24,46 | 0,0036 S$280 / S283 [54]
’ -ter 277 287 8.9 0.13
PIP2;3 SLGSFRSAANV ,95 s
"’SLGSFRSAANV™ 1548 | 0,028
2P *"SLGSFRSAANV* 438 | 036 s280+s283 | L4946 49,51,
- = ’ ’ 54, 56, 59, 220]
*'SLGSFRSAANV?*’ 438 | 0,36
“DYEDPPPTPFFDADELTK?® | 26,52 | 0,0022
PIP2;2 | N-ter | 1P | “pYEDPPPTPFFDADELTK’ | 46,61 | 2,20E-05 T22
“DYEDPPPTPFFDADELTK?® | 9,65 | 0,11
2T ALGSFGSFGSFR* 51,27 | 7,50E-06
PIP2:4 | C-ter | 1P 27T ALGSFGSFGSFR?’ 62,96 | 5,10E-07|  S282/S285 [57, 59]
7 ALGSFGSFGSFR™’ 62,96 | 5,10E-07
276 286 24,46 | 0,0036
PIP2S | Ceter | 1p | AVGSFREQPHV $279 /5282 PhosphA
ALGSFRSQPHV 24,46 | 0,0036
’DELTEEESLSGK" 451 | 035
PIP2:6 | N-ter | 1P *DELTEEESLSGK" 451 | 035 T6/S10/S12 [58]
’DELTEEESLSGK" 451 | 035
O ALGSFRSNATN** 15,48 | 0,028
1P O ALGSFRSNATN 32,87 | 0,00052 S273 [45, 54, 58, 220]
0 AL GSFRSNATN?’ 43,32 | 4,70E-05
PIP2;7 | C-ter 2O ALGSFRSNATN** 16,1 | 0,025 45, 46,49, 53
270 280 + D s 5 D
2p ALGSFRSNATN 16,1 | 0,025 S273 + 8276 54, 58, 59, 220]
0 ALGSFRSNATN?* 24,46 | 0,0036
1P 25 ASAIKALGSFR?” 482 | 033 $273 [58]
2 ALASFRSNPTN*"® 4,7 0,34
1P 28 ALASFRSNPTN?"® 17,49 [ 0,018 S271
268 278 36,89 [ 0,0002
PIP2:8 | Coter 268ALA§FRSNPTN278
ALASFRSNPTN 4,6 0,35
2P 2% ALASFRSNPTN*"® 4,6 0,35 S271 + 8274 [58, 59, 220]
2% ALASFRSNPTN?”® 16,76 | 0,021

Les colonnes 1 et 2 décrivent le nom de 1'aquaporine et la région portant le phosphopeptide identifié. La colonne 3 décrit
la forme du peptide (1P ou 2P). La colonne 4 décrit la séquence du peptide phosphorylé avec sa position dans la protéine
et la ou les position(s) potentielle(s) du ou des site(s) de phosphorylation. Les colonnes 5 et 6 décrivent les scores et p-
value calculés par Phoscale, permettant de définir la ou les positions les plus probables de phosphorylation (caractéres
gras, colonne 7). L'indication Sx/Sy signifie que la position de la phosphorylation reste ambigiie et qu'il est impossible de
discriminer entre les deux sites potentiels de phosphorylation x et y. Ce peptide existe donc sous la forme modifiée sur Sx
ou sur Sy ou sous la forme d'un mélange de ces 2 peptides monophosphorylés. La colonne 8 présente les études dans
lesquelles les peptides ont déja été identifiés. La mention "PhosphAt" signifie que le site est répertori¢ sur PhosphAt mais
que la référence bibliographique n'est pas spécifiée. Lorsqu'aucune réfécenre bibliographique n'est spécifice, le site n'a été
identifié phosphorylé dans aucune étude. Chymo/AspN: S24 signifie que la position du site phosphorylé a pu étre spécifice






Chapitre 2 : Régulation des aquaporines par des traitements abiotiques et nutritionnels

Finalement, toutes les isoformes d’aquaporines prédites comme racinaires, excepté
SIP1;1 ont été identifiées. La méthode de préparation des échantillons semble donc efficace

pour I’étude protéomique des aquaporines.

JI1.3 Inventaires des protéines phosphorylées

Dans le but d'identifier les protéines phosphorylées, les protéines microsomales hydrophobes
ont été digérées par la LysC/trypsine, puis enrichies en phosphopeptides par fractionnement
sur colonne SCX combiné a l'utilisation de colonnes de titane.

La majorité des peptides phosphorylés (95%) porte une seule phosphorylation et moins
de 5% sont diphosphorylés (figure 24A). De fagon comparable aux résultats obtenus dans
d'autres études [58, 220], la majorité des phosphorylations est portée par les résidus sérines
(75,6 %) et thréonines (22,6 %). En revanche, seules 1,8 % sont portées par un résidu
tyrosine, ce qui est comparable a la distribution décrite par Reiland ez al. (2009) mais qui est
significativement inférieure a celle décrite par Sugiyama et al. (2008) (figure 24B).

Parmi les 17 aquaporines identifiées, 9 a 12 ont été identifiées phosphorylées, avec un
total de 20 phosphopeptides (tableau 7). Le nombre d’aquaporines phosphorylées ne peut pas
étre plus précis car certains peptides ne sont pas protéotypiques. Les aquaporines
phosphorylées sont PIP1;1/1;2, PIP2;1/2;2/2;3, PIP2;2, PIP2;4, PIP2;5, PIP2;6, PIP2;7,
PIP2;8, NIP1;1 et NIP2;1. Les sites de phosphorylation ont été identifiés a l'aide du logiciel
Mascot. En cas d’ambiguité, la probabilité pour chaque site d’étre phosphorylé est calculée a
I’aide du logiciel Phoscalc (tableau 7). Phoscalc est un algorithme qui calcule la probabilité
pour chaque site d'étre phosphorylé en confrontant les fragments MS/MS expérimentaux aux
fragments MS/MS théoriques, obtenus in silico. L'ambiguité fréquente du positionnement
d’un site phosphorylé est en partie due au mode de fragmentation CID (Collision Induced
dissociation). En effet, ce mode de fragmentation libere une forte quantité d'énergie qui
conduit a une perte des modifications labiles telles que la phosphorylation. La méthode de
fragmentation ETD (Electron Transfer Dissociation), non utilisée dans cette étude, requiert
une quantité d'énergie moins forte que le CID, ce qui lui permet de mieux préserver les
phosphorylations (pour revue [221]). Sachant que la méthode CID permet une meilleure
identification des peptides car elle génere des ions de plus forte intensité que I'ETD, il faudrait
idéalement combiner les deux méthodes de fragmentation.

En résumé, les sites de phosphorylation ont été identifiés sur les extrémités N- et
C-terminales des aquaporines. Sept de ces sites n'avaient pas été décrits auparavant dans la

littérature. Il s'agit des sites suivants :
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- S45 /S48 de NIP1;1,

- S5 de NIP2;1,

- S24 de PIP1;1/1;2,

- S277 de PIP2;1/2;2/2;3,

- T22 de PIP2;2,

- S10 de PIP2;4

- S271 de PIP2;8.
L'identification d'une phosphorylation sur le résidu S24 de PIPI;1/1;2 avec la double
digestion Chymo/AspN (tableau 6) permet de lever 1'ambiguité de la position de ce site de
phosphorylation obtenue avec la digestion LysC/trypsine (tableau 5). La position d'un seul
site de phosphorylation reste donc ambigué. D'autre part, concernant l'extrémité C-terminale
de PIP2;1/2;2/2;3, le peptide 2TTSLGSFR*™ est monophosphorylé (1P) sur le résidu S277, le
peptide *’SLGSFRSAANV* est 1P sur le résidu S280 et/ou S283 ou diphosphorylé (2P) sur
les résidus S280 et S283. Comme la forme 1P sur S283 n'a jamais été identifiée auparavant
sur le méme type d'échantillon [54], cela suggere que la monophosphorylation concerne le
résidu S280 (tableau 7). En revanche, certaines formes multiphosphorylées décrites dans la
littérature n'ont pas été identifiées dans cette étude, telles que les formes 2P de l'extrémité
C-terminale de PIP2;4, PIP2;5 et PIP2;6 (PhosphAt et [51, 54, 58]) et les formes
triphosphorylées de l'extrémité C-terminale de PIP2;4 et PIP2;7 [54, 58, 220]). Ceci peut
s'expliquer par l'utilisation de méthodes différentes d'enrichissement en phosphopeptides
(IMAC combinée ou non a une colonne de titane), et de différents modes
d’ionisation (MALDI ou ESI) [54, 58, 220].

En conclusion, cette étude a permis d'identifier 22 aquaporines ainsi que 7 nouveaux

sites de phosphorylation d'aquaporines, justifiant ainsi les choix méthodologiques.

IIl.4Inventaire des autres MPTs

Cette étude a permis d'identifier 13 a 15 nouveaux sites de méthylation avec la digestion
LysC/trypsine (tableau 5) sur des résidus sérines, lysines et acides aspartiques ou glutamiques
de I'extrémité N-terminale d'aquaporines PIPs et TIPs ou de la boucle C d'aquaporines PIPs.
La méthylation existe sous forme mono et di-méthylée.

Les aquaporines PIPs ont également été identifiées formylées sur I'extrémité N- et
C-terminale ainsi que sur la boucle C (4 sites, sur des résidus lysines, tableau 5).

Un total de 25 ou 26 sites de déamidation (la position de I'un d'entre eux est ambigué)

ont été identifiés avec les deux doubles digestions, sur des résidus acides aspartiques ou

72






Chapitre 2 : Régulation des aquaporines par des traitements abiotiques et nutritionnels

asparagines des aquaporines PIPs, sur leurs extrémités N- et C-terminales ainsi que leurs
boucles C et E ; concernant les aquaporines TIPs, 11 sites de déamidation ont été identifiés
avec la digestion Chymo/AspN (extrémités N- et C-terminales, boucle A, boucle D, hélice 3).
La déamidation existe sous trois formes : la mono-, di- et tri-déamidation.

Les deux doubles digestions ont permis de répertorier 10 méthionines oxydées sur des
aquaporines PIP (extrémité N-terminale, hélice 6), TIP (hélice 1) et NIP (extrémité
N-terminale, boucle C).

Les extrémités N-terminales d'isoformes PIP1s et NIP ont été identifiées acétylées sur

leur méthionine initiatrice.

JIL.5S Analyse quantitative

Etant données les contraintes de temps lices a 1'obtention des données de MS, il n'a pas été
possible d’analyser I'ensemble des traitements pendant le temps de ce travail de thése. Nous
avons donc choisi de diviser les analyses en deux séries, chacune étant composée d'un stress
de chaque type. La premicre série a comporté le controle général et les traitements par le
NaCl, le standard DEA-NO et le traitement DEA-NO, ainsi que la carence et réalimentation
en phosphate. Cette premiére série a visé a évaluer l'impact de trois stimuli différents
(osmotique, oxydatif et nutritionnel) et de rechercher les spécificités de chaque traitement

ainsi que d'identifier d’éventuelles similitudes de régulations.

JII.5.a Obtention des données

Lors de la premi¢re analyse MS, le spectrometre de masse fournit l'intensité, le rapport
masse/charge (m/z) et le temps de rétention (ry) des peptides. Ces données sont répertoriées
dans le logiciel Profile Analysis (Bruker Daltonics). A ce stade, les intensités des signaux sont
comparées entre deux situations (exemple : controle général et NaCl t;;). Lorsque les
intensités sont différentes, les peptides correspondants sont séquencés par MS/MS. Par
conséquent, les peptides dont la quantité ne varie dans aucune condition ne figurent pas dans
I’analyse.

Les résultats sont organisés par fraction (F1, F234, F567, F4589, F6 et F7), chacune
regroupant les protéines pour lesquelles des données de quantification sont disponibles. Pour
chaque protéine, nous disposons d’une liste de peptides. Pour chaque peptide, le logiciel
Protein Scape répertorie sa séquence, sa position dans la séquence protéique, sa ou ses MPT,
son score d'identification Mascot, le taux de variation de son abondance entre les deux

situations comparées et la valeur de probabilité (p-value) associée (matériel et méthode
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VIL.8.a). La liste de protéines et peptides quantifiés a ensuite été exportée vers un fichier
Excel, dans lequel les données de quantification relative ainsi que les p-value associées ont été
reportées. Un probléme réside dans le fait qu'un peptide peut apparaitre plusieurs fois dans
une analyse pour les raisons suivantes : (1) il peut étre quantifié¢ dans plusieurs fractions issues
de colonnes SCX, (2) il n’est pas protéotypique et donc peut étre associé a plusieurs protéines,
et (3) il peut s’agir d’un peptide modifi¢ dont la modification peut étre positionnée sur
plusieurs acides aminés différents. Par exemple, le peptide de séquence SLGSFRSAANV
appartient aux protéines PIP2;1, PIP2;2 et PIP2;3 et peut étre phosphorylé sur la deuxiéme ou
la troisieme sérine. Dans ce cas, ce peptide sous forme 1P peut apparaitre six fois dans
I’analyse et sa quantification peut méme varier. Les parametres suivants ont été utilisés pour
discriminer ces peptides :

- Le score d’identification : Les données associées au peptide ayant le meilleur score
sont sélectionnées.

- La fraction : Dans le cas d'un peptide phosphorylé, les données obtenues dans une
fraction enrichie en phosphopeptides (F1, F234 ou F567) sont privilégiées.

- La valeur du rapport quantitatif obtenue en comparant les conditions tm. et ti»
(tmax/t1/2) doit étre cohérente avec celles des rapports quantitatifs obtenues pour t;,/Controle et
tmax/Controle.

- Le couple rapport/p-value est vérifié avec le logiciel Profile Analysis qui calcule le
rapport quantitatif a partir des aires. Les points aberrants sont retirés manuellement puis le
logiciel ProfileAnalysis est utilisé pour recalculer le rapport quantitatif et la p-value associée.

Quand aucun de ces quatre parametres ne permet de conclure, le peptide est 6té de

l'analyse.

JILS.b Classification globale

Une classification hiérarchique a été réalisée avec 1’ensemble des peptides d’aquaporines
issus des deux doubles digestions, dans le but de comparer simultanément leurs variations
d'abondance en réponse aux quatre traitements NaCl, DEA-NO, carence et réalimentation en
phosphate. Les peptides sont identifiés par des numéros répertoriés dans 1’annexe. Pour cela,
pour chaque peptide et chacune des conditions, des rapports quantitatifs en référence au
controle général ont été calculés. Ces valeurs, ainsi que la valeur de 1 attribuée a la condition
de controle général, ont été centrées et réduites (matériel et méthode VIIL.2.). Certains
peptides ne sont pas quantifiés dans toutes les conditions. Les peptides pour lesquels le

nombre de données manquantes est supérieur a 5, sur un total de 8, n'ont pas été pris en
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compte dans I’analyse, sans quoi le résultat de la classification hiérarchique aurait été biaisé
par le nombre trop important de données manquantes. Les rapports quantitatifs
significativement différents de 1 ne représentent que 27 % des données. Aussi, nous avons
pris en compte les peptides dont la variation d’abondance est significative dans au moins une
condition et gardé les rapports quantitatifs des autres conditions méme s'ils ne révelent pas de
différences significatives.

Cette figure (figure 25) classe des données issues de 99 peptides de PIPs dont 50 % ne
sont pas modifiés, 20 % sont phosphorylés, 16 % déamidés, 4 % acétylés, 3 % méthylés, 4 %
oxydés et 2 % formylés, et 15 peptides de TIPs non modifiés. Cette classification hiérarchique

groupe donc majoritairement des peptides non modifiés.

JIL5.b.i  Classification des traitements

Le traitement le plus proche du controle est le traitement salin et le plus distant est le
traitement DEA-NO. Les résultats précédemment obtenus par test ELISA montrent que le
standard DEA-NO provoque une forte diminution de la quantité d’aquaporines PIP1s et
PIP2s, de respectivement 40 % et 50 % (figure 20B) alors que la carence phosphate et le
traitement NaCl ne modifient pas ou peu la teneur en aquaporines PIP1s et PIP2s (figure
20D). Il semble donc cohérent que le traitement DEA-NO soit globalement davantage ¢éloigné

du contrdle que les deux autres traitements (figure 25).

JAIL5.b.ii  Classification des peptides

La classification hiérarchique s'organise autour de sept groupes dont les profils de variation

3 éme

quantitative sont différents (figure 25). Le 1 et le regroupent les peptides dont la

quantité, par rapport au controle général, diminue en réponse aux traitements DEA-NO et
phosphate. Cependant, le 3°™ groupe se distingue du 1 par la diminution moins forte en
2éme

réponse a la carence et plus forte en réponse au traitement DEA-NO. Le groupe contient

des peptides dont la quantité diminue en réponse au traitement DEA-NO. Le 4°™ groupe
contient des peptides dont la quantité augmente en carence phosphate, diminue en
réalimentation phosphate et dont la réponse au traitement DEA-NO est variable. Il s’agit du
seul groupe qui contient des peptides pour lesquels la réalimentation en phosphate provoque
une diminution par rapport a la carence. Dans les autres groupes, la réalimentation n’a pas
d’effet. Cela concerne six peptides appartenant a des PIP1s, PIP2s ou TIP1s, situés sur leur
boucle E ou C ou sur leur hélice 1 ou 5 et qui ne sont pas modifiés. Le 5™ groupe contient
6éme

des peptides dont la quantité augmente en réponse au traitement phosphate. Le groupe
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contient des peptides dont la quantité augmente en réponse au traitement DEA-NO. Leur
réponse au traitement phosphate peut étre une diminution ou une augmentation. Enfin, le 7°™
regroupe les peptides dont le comportement par traitement n’est pas aussi identifiable que

ceux des six premiers groupes.

D'un point de vue qualitatif, l'analyse de cette classification hiérarchique montre qu'aucun
groupe ne correspond strictement a une sous famille d'aquaporines, une MPT particuliére ou
méme une région particuliere de ces protéines. Notons toutefois que le regroupement des
régions protéiques reste peu interprétable car la couverture de séquence est inégale entre
aquaporines. D'autre part, la fréquence d'apparition d'une région protéique dans la liste
d'identification dépend du nombre de fois ou la séquence protéique correspondante apparait.
Or, une séquence identifiée avec plusieurs états de MPT augmente la fréquence d'apparition
de la région correspondante. De méme, le regroupement selon le type de MPT est peu
approprié car cette étude a privilégié l'identification des phosphopeptides et non d'autres

modifications qui peuvent ainsi étre sous-estimées.

JILS.c Classification traitement par traitement

L’analyse globale restant peu informative, les peptides ont été classés selon chaque
traitement. Comme dans 1’analyse précédente, seuls les peptides pour lesquels le traitement
provoque au moins une variation quantitative significative sont pris en compte.

Lorsque la quantité d’un peptide modifié¢ varie, une variation proportionnelle et opposée
de la quantité du peptide non modifié¢ correspondant est attendue. Cependant, le peptide non
modifié correspondant n’est pas systématiquement identifié ou les variations mesurées
peuvent ne pas étre cohérentes entre les deux formes du peptide. Dans ce dernier cas, une
hypotheése est qu'une autre MPT pourrait modifier cette région protéique et générer un autre
peptide non identifié dans le cadre de cette étude. Dans la mesure ou cette situation pourrait
étre fréquente, nous n’avons pas cherché a <dtablir systématiquement de relation
proportionnelle entre la variation quantitative des formes modifiées et non modifiées d’un
méme peptide. Lorsque seule la quantité d'un ou deux peptides par protéine varie, les données
ne sont pas suffisamment informatives pour conclure quant a I’abondance de la protéine. Dans
ce cas, une confrontation avec les données de quantification par ELISA peut permettre de
conclure. L’interprétation de la quantification de chaque peptide a donc tenu compte des
variations d’abondance des aquaporines PIP1s et PIP2s mesurées par ELISA (figure 20).

Ainsi, lorsque la quantité d’un peptide varie de fagcon similaire aux variations protéiques
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mesurées par ELISA, ce peptide est considéré comme un marqueur fiable de I’abondance de
la protéine. En ce qui concerne les peptides modifiés, le peptide est considéré variant
uniquement si son taux de variation est plus fort que celui de I'abondance des aquaporines.
D’autre part, deux méthodes d’agrégation (méthodes d’agrégation de Mc Quitty et de Ward’s)
ont systématiquement €té menées pour la réalisation des classifications hiérarchiques de fagon
a vérifier la validité du regroupement des peptides. Comme les deux méthodes fournissent des
résultats similaires, seules les classifications hiérarchiques calculées selon la méthode de

Mc Quitty sont présentées.

AIL5.c.i  NaCl

Parmi les 122 peptides quantifiés dans le traitement NaCl, 41 ont une abondance qui varie
significativement en réponse a au moins un des deux temps de traitement. La classification
hiérarchique est divisée en deux grandes parties (A et B). La premiere (A) est subdivisée en
trois sous-parties qui regroupent les peptides dont la quantité diminue de fagon (1) monotone
et tardive, (2) monotone et précoce ou (3) transitoire. La deuxiéme partie (B) est divisée en
deux sous-parties qui regroupent les peptides dont la quantité augmente de fagon (4)
transitoire ou (5) monotone et précoce (figure 26).

Ces groupes ne rassemblent pas les peptides selon 1’isoforme ni la région protéique
qu’ils caractérisent. En revanche, trois peptides déamidés sont regroupés dans la 4™ partie
(figure 26). Ils caractérisent I’extrémité N-terminale ou la boucle C des aquaporines PIP1s et
PIP2s. Huit autres peptides déamidés ont été quantifiés mais leur quantité ne varie pas dans ce
contexte. Ils n’apparaissent donc pas dans cette classification.

Les peptides phosphorylés sont majoritairement regroupés dans la premicre grande
partie. Il s’agit des peptides :

- de I’extrémité N-terminale de PIP1;1/1;2 sous la forme 1P dont la quantité diminue
tardivement (figure 26), suggérant une réelle diminution de cette phosphorylation puisque
I’abondance des aquaporines PIP1s ne varie pas en réponse a ce traitement (figure 20A).

- de Pextrémité C-terminale de PIP2;8 sous la forme 2P dont la quantité¢ diminue
tardivement. Cette diminution peut correspondre a une réelle diminution de la
phosphorylation ou a une diminution de I’abondance de la protéine elle-méme. En I’absence
de données de quantification ELISA et de quantification d’autres peptides de PIP2;8, il est
difficile de conclure.

- de I’extrémité C-terminale de PIP2;1/2;2/2;3, pour laquelle trois peptides ont été
identifiés (*”’SLGSFR*?, *ASGSKSLGSFR**? et *’"SLGSFRSAANV?*"). Sachant que la
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Chapitre 2 : Régulation des aquaporines par des traitements abiotiques et nutritionnels

forme 1P concerne le résidu S280 plutdt que S283 [54], I’analyse de ces trois peptides montre
que I’extrémité C-terminale de PIP2;1/2;2/2;3 existe sous deux formes différentes 1P (sur le
résidu S277 et le résidu S280) et sous une forme 2P (sur les résidus S280 + S283). Sachant
que l'abondance des aquaporines PIP2;1/2;2/2;3 ne varie pas (figure 20A), les variations
d'abondance des peptides phosphorylés refletent de réelles variations du degré de
phosphorylation en réponse a NaCl (tableau 8). L'augmentation transitoire de la
phosphorylation de S280 (peptide 1P) s'accompagne d'une baisse de la phosphorylation du
peptide 2P (S280 + S283), suggérant une déphosphorylation transitoire de la phosphorylation
de S283 et une absence de variation de celle de S280. Parallelement, la phosphorylation du
résidu S277 augmente au moins transitoirement (tableau 8). La phosphorylation du résidu
S277 serait donc régulée de maniere opposée a celle du résidu S283, au moins
transitoirement.

D’autre part, la quantité d'un peptide protéotypique de I’extrémité N-terminale de
TIP2;3 est fortement diminuée d’un facteur 6 aprés 2 h de traitement. Parmi l'ensemble des
peptides analysés, il s’agit du peptide dont la quantité diminue le plus fortement en réponse au
traitement NaCl. Cette diminution peut €tre liée soit a une dégradation de la protéine, soit a
une variation de l'abondance du peptide méthylé (non quantifié dans cette étude), soit a une
MPT non identifiée de 'extrémité N-terminale, en réponse au traitement NaCl. En 1'absence
d’information sur d'autres peptides protéotypiques, nos données sont insuffisantes pour
trancher entre ces trois hypothéses. Des études complémentaires seront donc nécessaires.
Sachant qu’aucun anticorps spécifique de TIP2;3 n’est disponible, des approches
biochimiques et d’imagerie ont été entreprises sur des plantes exprimant la protéine TIP2;3
fusionnée a la protéine fluorescente YFP. Une caractérisation de lignées mutantes invalidées
tip2,3 a également ¢té menée. Les résultats de cette étude sont développés dans le chapitre 3

intitulé "TIP2;3".

En résumé, ces résultats montrent que le traitement par le NaCl induit différents types d’effets
sur différentes aquaporines : une augmentation transitoire de la déamidation des aquaporines
PIP1s et PIP2s, une régulation complexe de I’état de phosphorylation de I’extrémité
C-terminale de PIP2;1/2;2/2;3 mettant en évidence une relation inverse des phosphorylations
sur les résidus S277 et S283, une régulation de la phosphorylation de l'extrémité N-terminale

de PIP1;1/1;2 et enfin une forte régulation de 1’extrémité N-terminale d’une aquaporine TIP.
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JI1L.5.c.ii DEA-NO

La condition de standard DEA-NO diminue I’abondance des aquaporines PIP1s et PIP2s, et le
traitement DEA-NO 1’augmente (figure 20B). Selon le controle considéré, deux types de
présentations sont possibles :

1- Le contrdle est le contrdle général et le standard DEA-NO est considéré comme un
traitement (figure 27). Parmi les 126 peptides quantifiés dans le traitement par le DEA-NO,
82 ont une abondance qui varie significativement en réponse a au moins une des conditions.
En particulier, la quantité de 60 d’entre eux est régulée uniquement par la condition standard
DEA-NO et non pas en réponse au traitement par le DEA-NO lui-méme. L’ensemble des
82 peptides se regroupe en deux grandes parties :

- les peptides dont la quantit¢ diminue en réponse au standard DEA-NO (partie
supérieure de la classification hiérarchique, figure 27). Concernant les aquaporines PIP1;1 a
PIP1;4 et PIP2;1 a PIP2;3, la diminution de 60 % de I’abondance des peptides ne s’explique
pas par la seule diminution de 1'abondance des aquaporines mesurée par dosage ELISA car les
peptides présentent un taux de variation plus fort. Parmi eux se trouve le peptide 2P de
l'extrémité C-terminale de PIP2;1/2;2/2;3 (S280 et S283).

- les peptides dont la quantité augmente en réponse au standard DEA-NO (partie
inférieure de la classification hiérarchique, figure 27). Dans un contexte ou la teneur en
aquaporines PIP1s et PIP2s diminue, cette augmentation est particulierement frappante. Il
s'agit de peptides d'aquaporines PIPs non modifiés, méthylés de PIP1;1 (boucle C) ou
monophosphorylés de PIP1;1/1;2 (N-ter) et de PIP2;5/2;7 (C-ter) ou PIP2;1/2;2/2;3 (C-ter,
S277 et S280). Comme aucune donnée ELISA n'est disponible concernant les aquaporines
PIP2;5 et PIP2;7, la régulation du peptide C-terminal de PIP2;5/2;7 pourrait refléter une
augmentation de I'abondance des aquaporines correspondantes ou une réelle régulation locale.
Par ailleurs, une augmentation de la phosphorylation du résidu S277 et une diminution
simultanée de celle des résidus S280 et S283 sont observés (tableau 8). Ces variations
quantitatives supportent 1’idée d’une interdépendance de 1'état de phosphorylation des résidus
S277 et S283.

2- Le contrdle est le milieu correspondant au standard DEA-NO. Parmi les 126
peptides quantifiés dans le traitement par le DEA-NO, 22 ont une abondance qui varie
significativement en réponse a au moins un des deux temps de traitement (figure 28). Leur
abondance diminue ou augmente de facon monotone et précoce, monotone et tardive ou

transitoire.

79



Standard DEA-NO

DEA-NO t,,

DEA-NO't__

13
26
13
23
)
&1
3z
127
133
45
oo
143
138
oz
g3
0
35
a3
43
a3

PIP1;4

PIF1;4

PIP1:1

PIF1; 2

TPz

PIF1;1
P23 7d
TIP1;11,2
TP
TIP212223
PIP1;3

TIP2

TIP2

PIP1;4
PIPZ1-22-2,3
PIPZ1-2,2-2,3
PIP1; 2
PTL1PT2
PIPZ.4

PIPZ;5

des couleurs :

1.03

M-ter

Baoucle C

Boucle C

Boucle T

M-ter

Boucle C

Boucle C - Hélice 4
Helice 5 - Boucle E
Hélice 4 - Boucle 0 - Hélice 5
Helice 5

M-ter

C-ter

Hélice 3 - Boucle C
M-ter

C-ter

C-ter

Boucle T

M-ter

M-ter

C-ter

0.00

Méthwlation

Phosphaorylation
Phosphorylation

F;P;;ﬁﬁhhufylatinn
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Chapitre 2 : Régulation des aquaporines par des traitements abiotiques et nutritionnels

La quantité de la majorité des peptides caractérisant les TIPs diminue de fagon précoce.
Quatre de ces peptides caractérisent TIP1;2, suggérant que la quantité de la protéine diminue
effectivement de facon précoce. D’autre part, la quantit¢ du peptide de D’extrémité
N-terminale de TIP2;2 est fortement diminuée d’un facteur 3,54 apreés 18 min de traitement. Il
s’agit du peptide dont la quantité diminue le plus fortement en réponse au traitement
DEA-NO. Cette diminution suggere soit une dégradation de la protéine, soit une variation de
I'état de méthylation de ce peptide, soit une altération de l'extrémité N-terminale (présence
d'une autre MPT).

Concernant la phosphorylation, dans un contexte ou [’abondance des protéines
augmente d’un facteur 1,3, l'augmentation de I’abondance d’un peptide phosphorylé d'un

facteur 1,2 a 1,47 suggere que la phosphorylation n'est pas variable.

En résumé, ces résultats montrent une modulation de 1'état de phosphorylation des
aquaporines en réponse au milieu standard DEA-NO alors qu’aucune réponse de
phosphorylation n’est détectée en réponse au traitement par le DEA-NO lui-méme. De plus,
une variation inverse de la phosphorylation des résidus S277 et S283 est mise en évidence
comme dans le cas du traitement NaCl. Enfin, comme dans le cas du traitement NaCl, une

forte régulation est observée pour des aquaporines TIPs.

1L 5.c.iii Phosphate

Parmi les 126 peptides quantifiés dans le traitement par le phosphate, 82 ont une abondance
qui varie significativement en réponse a au moins une des deux conditions, carence ou
réalimentation. La quantité¢ de 77 de ces peptides varie significativement en réponse a la
carence et seulement 18 en réponse a la réalimentation. La représentation simultanée par une
classification hiérarchique de ces conditions est biaisée par le fait que la majorité des valeurs

de réalimentation n'est pas significativement différente du contrdle.

JII.5.c.iii.1 Carence

Une classification hiérarchique représentant seulement une condition n'ayant pas de sens, les
cinq peptides présentant les plus fortes régulations (rapports quantitatifs supérieurs a 16,
caracteres gras) et leurs formes dérivées sont présentés dans le tableau 9. La quantité de ces
cinq peptides augmente fortement en réponse a la carence en phosphate. Ces variations

concernent :
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Chapitre 2 : Régulation des aquaporines par des traitements abiotiques et nutritionnels

- Les peptides non modifiés de I'extrémité N-terminale de PIP2;1 dont la quantité
augmente d’un facteur 33 et de PIP2;2 dont la quantit¢ augmente d’un facteur 25. Ces
peptides ont aussi été identifiés sous une forme déamidée, mais cette forme n’est pas autant
régulée en réponse a la carence. Dans la mesure ou [’abondance des aquaporines
PIP2;1/2;2/2;3 mesurée par ELISA n’est pas altérée (figure 20), deux hypotheéses se
présentent : (1) comme le dosage ELISA mesure la somme de la quantité de trois isoformes, il
ne peut pas discriminer entre une situation ou les trois isoformes ont toutes une quantité stable
et une situation ou 1’augmentation de 1’abondance de deux isoformes (PIP2;1 et PIP2;2) serait
compensée par la diminution de 1’abondance de la troisieme isoforme (PIP2;3). Cependant,
une approche transcriptomique a montré que PIP2;3 est une isoforme mineure dans la racine
[115], ce qui rend cette hypothese peu plausible. (2) Les résultats suggerent donc ’existence
de régulations locales. L’extrémité N-terminale de ces deux isoformes ayant précédemment
¢été identifiée méthylée [38], il est possible que cette régulation locale concerne au moins
partiellement un évenement de déméthylation.

- Le peptide de la boucle C de PIP2;4 dont la quantité augmente d’un facteur 16,6. Le
peptide a aussi €té identifié comme déamidé€, mais cette forme est peu régulée en réponse a la
carence (tableau 9). En I’absence de données quantitatives de type ELISA et d’autres données
peptidiques pour PIP2;4, la variation de la forme non modifiée peut refléter une augmentation
de I’abondance de la protéine elle-méme ou I’existence d’une autre MPT fortement régulée.

- Le peptide 1P et déamidé de l'extrémité C-terminale de PIP2;7, dont la quantité
augmente d’un facteur 50 (tableau 9). En revanche, la quantité de la forme uniquement 1P de
ce peptide n'est pas modifiée (tableau 9). La quantité du peptide 1P et didéamidé ne varie pas.
D'autre part, la quantité de la forme 2P de ce peptide diminue d'un facteur 6,4 et celle de la
forme 2P et déamidée ne varie pas. La déamidation semble donc associée a une régulation
particuliére de la quantité des peptides 1P ou 2P.

On observe que, indépendamment de la déamidation, la phosphorylation du résidu S277
de l'extrémité C-terminale de PIP2;1/2;2/2;3 (*”’SLGSFR**?) augmente d’un facteur 100 et
correspond au plus fort taux de variation des résultats obtenus sur I’ensemble des trois types
de traitements. Parallélement, la quantité du peptide *”’SLGSFRSAANV?**’ 1P sur S280
diminue d'un facteur 4,2 et celle du peptide 2P diminue d'un facteur 2,7 (tableau 8). Sachant
que I’abondance des aquaporines PIP2;1/2;2/2;3 n’est pas altérée (figure 20), ces résultats
indiquent siirement des variations significatives de la phosphorylation de ces protéines. On
note en particulier des variations inverses de I’abondance de la forme 1P du résidu S277 et de

la forme 2P (S280 et S283), comme dans le cas de la réponse aux traitements NaCl et
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Figure 29 : Variation de 1’abondance des peptides d’aquaporines en réponse a la réalimentation en phosphate de plantes
carencées en cet ion.

La figure présente la classification hiérarchique réalisée avec les peptides pour lesquels le traitement provoque au moins une
variation quantitative significative, le numéro d’identification des peptides (annexe), 1’isoforme(s) qu’ils caractérisent, la
région protéique correspondante et leur état de MPT. Lorsque la MPT n’est pas spécifiée, le peptide n’est pas modifié. La
ligne sépare les deux groupes de comportement en réponse a la réalimentation en phosphate.



Chapitre 2 : Régulation des aquaporines par des traitements abiotiques et nutritionnels

standard DEA-NO. Cependant, contrairement a ces deux derni¢res conditions ou la
phosphorylation de S280 ne semble pas variable, le taux de cette phosphorylation diminue
dans le cas de la carence. Ainsi, une relation inverse entre la phosphorylation des résidus S277
et S283 est a nouveau constatée. Une hypothése est que la modification du résidu S277
perturberait la phosphorylation du résidu S280 adjacent. Ceci suggere que la phosphorylation
du résidu S277 contrdlerait la phosphorylation des résidus S280 et S283.

JI1.5.c.iii.2 Réalimentation

Le comportement des 18 peptides régulés en réponse a la réalimentation est représenté par la
classification hiérarchique en figure 29. Elle se divise en deux parties principales. La premiére
regroupe les peptides dont la quantité augmente (partie supérieure de la classification
hiérarchique, figure 29) alors que la deuxiéme partie regroupe les peptides dont la quantité
diminue dans des proportions similaires a celle des aquaporines PIP1s et PIP2s mesurées par
ELISA (partie inférieure de la classification hiérarchique, figure 29). Ces variations ne sont
donc pas prises en compte. La premiere partie regroupe deux peptides phosphorylés de
l'extrémité N-terminale de PIP1;1/1;2 et de PIP2;4. L'abondance des aquaporines PIP1s étant
diminuée en réponse a la réalimentation, l'augmentation de la phosphorylation mesurée sur
I’extrémité N-terminale de PIP1;1/1;2 suggere une augmentation d’autant plus forte de la
phosphorylation en réponse a la réalimentation. En revanche, les dosages ELISA menés ne
prenant pas en compte PIP2;4, il n’est pas possible de conclure quant a la régulation de la

phosphorylation de son extrémité N-terminale.

En résumé, 1’état de phosphorylation des aquaporines PIPs est modulé en réponse a la teneur
en phosphate du milieu de culture. En réponse a la carence, la phosphorylation de 1’extrémité
C-terminale des aquaporines PIP2;1/2;2/2;3 et PIP2;7 est régulée alors que la réalimentation
agit davantage sur la phosphorylation de I’extrémité N-terminale de PIP1;1/1;2 et PIP2;4. De
plus, la carence induit de fortes variations d’abondance de peptides, reflétant des MPTs plutot
que des dégradations. En plus de la phosphorylation, la déamidation pourrait constituer un

mode de régulation dans le cas de la carence.

En conclusion, cette étude a mis en évidence différentes régulations de 1’abondance des
aquaporines PIP1s et PIP2s en fonction des traitements appliqués, ainsi qu’un contexte de
dégradation rapide (standard DEA-NO) et de resynthese rapide de ces protéines (DEA-NO).

D’autre part, elle a mis en évidence des régulations de la déamidation et de la phosphorylation
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des aquaporines et une apparente interdépendance de phosphorylation entre les résidus S277
et S283 de I’extrémité C-terminale de PIP2;1/2;2/2;3. Enfin, une forte régulation de

I’extrémité N-terminale d’aquaporines TIPs a été observée.
IV  DISCUSSION
JIV.1 Choix méthodologiques

JIV.l.a Préparation des échantillons

Cette étude vise a quantifier la variation de l'abondance de l'ensemble des aquaporines
racinaires ainsi que de leur statut de phosphorylation en réponse a un panel de contraintes
représentatives de stress environnementaux. Un volet parallele de cette étude, non abordé
dans le cadre de cette these, était de quantifier les variations de 'ensemble des protéines
microsomales et de leur statut de phosphorylation en réponse a ces mémes contraintes. Nous
avons donc choisi de purifier des protéines microsomales et d’enrichir 1’extrait en protéines
hydrophobes pour répondre a ces deux objectifs. En utilisant deux types de double digestion,
en fractionnant les peptides et en purifiant les phosphopeptides, nous avons cherché a
diminuer la complexité de 1’échantillon et ainsi accéder aux peptides d’aquaporines. Malgré le
fait que toutes les isoformes d’aquaporines prédites comme racinaires (eFP Browser) aient été
identifiées (excepté SIP1;1), une limitation concerne la faible couverture par MS de la
séquence des aquaporines. Or, ceci peut représenter une limite dans I'étude des MPTs qui
peuvent potentiellement étre réparties sur 1'ensemble des domaines extramembranaires. Leur
identification nécessite donc une description la plus exhaustive possible de ces domaines. Une
facon d'améliorer leur couverture de séquence par MS serait d’augmenter le facteur
d'enrichissement en aquaporines en utilisant par exemple des techniques

d'immunoprécipitation et des anticorps spécifiques de ces protéines.

JIV.2 Approches de quantification

La méthode de quantification sans marquage offre des avantages par rapport aux autres
méthodes de quantification : elle nécessite une préparation peu complexe des échantillons,
permet une forte couverture du protéome, permet de comparer un grand nombre
d’échantillons et est moins coliteuse du fait de I'absence de marquage [222]. De plus, ce type
d’approche offre une large gamme dynamique, intéressante dans le cadre de I’étude des

aquaporines dont la quantité peut varier d’au moins un facteur 300 entre différentes isoformes
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exprimées dans le méme tissu [126]. Cependant, la technique utilisée dans le cadre de cette
these présente les limitations suivantes :

1) Un nombre restreint de peptides quantifiés. Pour qu’un peptide soit séquencé et donc
identifié, sa quantité doit varier en réponse a au moins une des contraintes appliquées. Pour
que le rapport quantitatif soit disponible, il doit avoir été¢ calculé a partir d'au moins deux
réplicats biologiques. De plus, le traitement des informations issues des spectres et
l'appariement des profils MS et MS/MS peuvent créer des limitations lors de 1’analyse
bio-informatique des données. Les peptides quantifiés ne sont donc pas systématiquement
identifiés. Ainsi, un paradoxe est que la meilleure couverture de séquence est obtenue pour les
aquaporines TIPs alors que peu de données quantitatives sont disponibles. Au final, 51 % des
peptides d'aquaporines présentent des données quantitatives parmi au moins une des
conditions testées mais seulement 17 % d'entre eux pour I'ensemble des conditions.

2) Une grande variabilité¢ des valeurs de quantification. La forte variabilité existant
entre les valeurs des rapports quantitatifs obtenus peut étre liée aux variations d'intensité de
signal entre les analyses MS, qui peuvent avoir de multiples origines telles que la séquence
peptidique, le bruit de fond ou des parameétres expérimentaux qui ne peuvent pas étre
précisément controlés, comme par exemple l'efficacité d'ionisation [180]. Dans le but de
prendre en compte ces contraintes, les données sont normalisées en présumant que la quantité
de la majorité des peptides ne varie pas. Cependant, cette normalisation permet de corriger
des modifications globales de signaux mais pas au niveau d'un peptide unique [180].

3) L'absence de détection de certaines formes de peptides. Une MPT n’affecte qu’un
pourcentage du pool cellulaire d’une protéine et les formes non-modifiées et modifiées
coexistent dans la cellule. Or dans cette étude, dans de nombreux cas, seule la forme modifiée
est identifiée. Ce n’est que récemment qu’il a été¢ proposé que I'é¢tude de la variation de I'état
de phosphorylation d'un peptide devrait intégrer les variations d'abondance du peptide non
modifié correspondant. Ainsi, lorsque les variations d'abondance des peptides non modifiés et
phosphorylés ne sont pas proportionnelles, Wu et al. (2009) interprétent ce comportement
comme un signe que le peptide phosphorylé est minoritaire et que donc la variation de son
abondance n'affecte pas l'abondance de la protéine totale [223]. D'autre part, dans le cas de
I'étude d’aquaporines par Niittyld ez al (2007), lorsqu’un peptide non modifié n’est pas
identifié, une stratégie a été d'estimer sa quantité en considérant la moyenne de la quantité des
autres peptides non modifiés de cette protéine [51]. L’absence d’identification de la forme
non-modifiée peut s’expliquer par sa faible teneur par rapport aux formes modifiées. Par

exemple, dans le cas des isoformes d’aquaporines PIP2;1/2;2/2;3, les formes 1P et 2P
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représentent environ 75 % du pool de ces protéines (V. Santoni, données non publiées). Donc
la encore, une stratégie de purification plus poussée des aquaporines permettrait peut-&tre de
détecter cette forme mineure non modifice.

4) Les difficultés de quantification des protéines par MS. La variation de 1’abondance
d’un seul peptide non modifié et protéotypique ne permet pas de conclure sur I’abondance de
la totalité de la protéine car la présence d'une MPT sur ce peptide peut étre la cause de cette
variation. La quantification d'une protéine nécessite de disposer d'informations quantitatives
sur plusieurs peptides protéotypiques non modifiables, ce qui est rarement le cas pour les
aquaporines. Pour partiellement répondre a ce probleme, des dosages ELISA ont été réalisés
pour quantifier la variation de ’abondance des aquaporines en réponse aux traitements.
Cependant, d'une part les anticorps utilisés ne sont pas spécifiques d’une isoforme (PIP2;1 a
PIP2;3 et PIP1;1 a PIP1;4) et d’autre part, des variations opposées d’abondance entre ces trois
isoformes peuvent rendre délicate I’interprétation des résultats d’ELISA. Idéalement, il
faudrait disposer d'anticorps spécifiques de chaque isoforme. D’autre part, concernant la
réalimentation en phosphate de plantes carencées en cet ion, dans un contexte ou 1’abondance
des aquaporines diminue (figure 20D), I’analyse a été focalisée sur les peptides dont
I’abondance augmente, reflétant donc une forte augmentation de leur quantité. Mais il sera
aussi intéressant dans un deuxieéme temps d’analyser les peptides dont 1’abondance est
mesurée par MS comme inchangée, reflétant en réalité une possible augmentation de leur

abondance.

.V UNNOUVEAU CONTEXTE DE DEGRADATION DES AQUAPORINES ?

Le milieu correspondant au standard DEA-NO provoque apres 18 min une diminution de
I'abondance des aquaporines PIP2;1 a PIP2;3 et PIP1;1 a PIP1;4, de respectivement 50 % et
40 %. Ces dosages ayant été réalisés a partir d’extraits de protéines microsomaales et non de
membrane plasmique, il s’agit d’une dégradation de ces protéines plutot que d’une éventuelle
relocalisation de la membrane plasmique vers une autre membrane. Ces résultats ELISA sont
soutenus par une apparente diminution générale d’abondance des peptides d’aquaporines
mesurée en MS. La différence entre ce milieu et le milieu du contrdle général est I’absence
des 50 uM de Fe-EDTA. Une hypothése est que, malgré le fait qu’il reste probablement du fer
dans les parois cellulaires et que de fait il est peu probable que les plantes soient en situation
de carence en fer, 1'absence de fer dans le milieu aurait induit un processus de dégradation
rapide. A ce jour, aucune ¢étude n’a montré de relation entre le fer et 1’abondance des

aquaporines végétales. Cependant, il faut noter qu'une étude menée sur Arabidopsis a montré
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que l'aquaporine PIP2;1 peut étre dégradée via le protéasome 26S [70]. Or, en réponse a une
carence en fer de 6 jours, la liaison entre UBC13, une enzyme E2 de conjugaison d'ubiquitine,
et une enzyme E3 ubiquitin-ligase stimule 1'ubiquitination de substrats [224], probablement
via le résidu lysine 63 de l'ubiquitine qui peut conduire a un adressage au protéasome 26S
[225] et donc a une dégradation du substrat. Toutefois, ce mécanisme intervient apres 6 jours
de carence en fer et la dégradation des aquaporines mesurée dans notre étude est observée des
18 min apres le transfert dans un milieu dépourvu de fer. Ce mécanisme apparent de
dégradation des aquaporines PIPs est donc trés rapide et constitue une nouveauté car
davantage d’arguments sont disponibles sur la stabilité des aquaporines PIPs et TIPs que sur
leur dégradation. Par exemple, des approches de pulse chase ont montré que la demi-vie de
l'aquaporine TIP3 de graines d'haricot est d'au moins 19,5 h [226]. D'autre part, un traitement
pendant 1,5 a 16 h par la cycloheximide de plantes d'Arabidopsis exprimant la protéine
PIP2;1-GFP ne modifie pas l'intensité du signal observé a la membrane plasmique, suggérant
une stabilité de la protéine a cette membrane [67]. Enfin, concernant les aquaporines
animales, 1’utilisation de la cycloheximide a permis de calculer le temps de demi-vie d’AQP2,
qui est de 2,9 h [227]. Cette demi-vie dépend de 1’état de phosphorylation de I’extrémité C-
terminale de la protéine : ’augmentation du taux de phosphorylation de cette zone augmente
d’environ 2 h le temps de demi-vie [227]. Pour vérifier la corrélation entre dégradation des
aquaporines et I'absence de fer dans le milieu de culture, il faudrait quantifier ces protéines
suite a l'application de carence en fer d'intensités différentes et pendant des périodes
différentes et plus longues que 18 min, conduisant a un réel état de carence en fer. Par
ailleurs, il faudrait mener une approche de protéomique dédiée a 1'identification de protéines
ubiquitinées, ce qui devrait permettre d'évaluer l'ubiquitination des aquaporines. Enfin,
|'utilisation de MG132, inhibiteur du protéasome, lors de dosages ELISA devrait permettre
d'étudier I'hypothese de dégradation des aquaporines via le protéasome.

Quoi qu’il en soit, notre étude a peut-étre mis en évidence un contexte de dégradation
rapide des aquaporines, inconnu jusqu’alors. Cependant, une paradoxe réside dans le fait
qu’en réponse a 18 min de traitement par le DEA-NO lui-méme, I’abondance des aquaporines
augmente, jusqu’a atteindre I’abondance mesurée en conditions de controle général pour les
PIP1s. Nous sommes donc dans un contexte de dégradation rapide suivie d'une re-syntheése

rapide des aquaporines, ce qui constitue une observation difficilement interprétable.
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VI LES AQUAPORINES : DES PROTEINES TRES MODIFIEES

Au cours de cette étude, nous avons identifié différents types de MPT sur les aquaporines
(tableaux 5 et 6): acétylation, oxydation, formylation, méthylation, déamidation et
phosphorylation. Alors que l'acétylation, qui concerne la méthionine initiatrice des PIP1s, est
d'ordre co-traductionnel, les autres modifications sont d'ordre post-traductionnel. A part
l'oxydation qui pourrait étre de nature artéfactuelle, les autres modifications sont de nature

biologique.

.VI.1 La formylation

L’utilisation de fortes concentrations en acide formique peut induire la formylation
artéfactuelle d’acides aminés [228, 229]. Cependant, dans ce travail, I’acide formique n’a été
utilisé qu’a de rares étapes du protocole de préparation des peptides et a une faible
concentration (0,1 %). La formylation des PIPs n’est donc probablement pas d’origine
artéfactuelle. La formylation des lysines est une MPT récemment identifiée chez les histones
et d’autres protéines nucléaires [230]. Cette modification pourrait interférer avec d’autres
mécanismes épigénétiques tels que la méthylation, ’acétylation ou encore la phosphorylation,
gouvernant 1’état transcriptionel de la chromatine [230]. Aucune donnée n’est disponible sur

son role dans le cas ou elle affecterait des protéines extra-nucléaires.

.VI.2 La méthylation

L’aquaporine PIP2;1 a été décrite comme pouvant étre méthylée sur les résidus K3 et E6 de
l'extrémité N-terminale [38]. Ces sites n’ont pas été identifiés au cours de ce travail de these;
par contre, 13 a 15 nouveaux sites ont été¢ décrits sur les PIPs et TIPs (tableaux 5 et 6). Des
données de quantification sont disponibles pour seulement quatre des peptides méthylés de
PIPs : leur abondance ne varie pas en réponse au traitement NaCl ni en réponse a la
réalimentation en phosphate, la quantité de 2 d’entre eux varie en réponse au standard NO
(augmentation et diminution), la quantité¢ de 2 d’entre eux augmente en réponse a la carence
en phosphate et la quantité de 1’'un d’entre eux diminue en réponse a cette carence (annexe).
Par contre, aucune donnée de quantification n’est disponible concernant les isoformes TIPs. I1
a ¢té montré que la méthylation des résidus K3 et E6 d’47PIP2;1 n’interfére pas avec I’activité
de transport d’eau de la protéine [38] mais pourrait interférer avec la fonction d'export de la
protéine hors du réticulum endoplasmique en affectant le motif di-acide (DVE) fonctionnel
dans le cas de PIP2;1 [67]. Cependant a ce jour, ce role de la méthylation n'est

qu'hypothétique.
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.VI.3 La déamidation

Cette étude a mis en évidence la déamidation des aquaporines PIPs et TIPs. Il s’agit d’une
modification non enzymatique qui intervient sur les amines des résidus asparagine et
glutamine conduisant a la formation respective de résidus acide aspartique et acide
glutamique. La déamidation est impliquée dans la dissociation de sous-unités protéiques et
dans la dégradation de protéines [231, 232]. Cette modification est souvent décrite comme
servant d’horloge moléculaire [232, 233]. Ainsi, deux études menées sur 1’aquaporine AQPO
du cristallin de I’ceil humain ont montré une implication de la phosphorylation et de la
déamidation dans la dégradation de cette aquaporine en fonction de 1’age des individus [234,
235].

Dans le cadre de notre étude, la quantité de trois peptides déamidés (extrémités
N-terminales de PIP2;1 et PIP2;2 et boucle C de PIP1;1) est augmentée de facon transitoire en
réponse au traitement NaCl (figure 26). Sachant qu’aucune dégradation de la somme des
aquaporines PIP2;1/2;2/2;3 n’a été mise en évidence en condition de traitement NaCl (figure
20A), la déamidation des extrémités N-terminale de PIP2;1, de PIP2;2 ne semble pas
impliquée dans la dégradation de ces protéines et son rdle reste a élucider. Dans ce contexte,
I’étude de mutants de PIPs dont le site d'intérét de déamidation a été changé en alanine
(mimant une absence de déamidation) ou en acide aspartique (mimant une déamidation
constitutive) [236] devrait permettre d’étudier I’impact de la déamidation du résidu considéré
sur la Lp, et sur la régulation des aquaporines.

En réponse a une carence en phosphate, 1’apparition d’une forme déamidée des peptides
phosphorylés de PIP2;7 meéne a une augmentation nette de [’abondance des formes
phosphorylées de cette aquaporine (tableau 9). Bien qu’aucune donnée n’existe sur un
potentiel dialogue entre la déamidation et la phosphorylation, ces résultats suggerent que la
déamidation pourrait créer un contexte favorable pour I’activité d’une protéine kinase,

augmentant ainsi I’abondance des peptides phosphorylés.

.VI.4 La phosphorylation

Cette étude a mis en évidence sept nouveaux sites de phosphorylation des aquaporines PIPs et
NIPs (tableau 7). La position d’un de ces sites reste ambigué. Elle devra donc étre déterminée
par des approches de MS avec une fragmentation des peptides de type ETD, qui permet de
préserver 1’état de phosphorylation de tous les résidus (pour revue [221]). Le rdle de la
phosphorylation dans le gating des aquaporines pourra étre étudié par expression hétérologue

en ovocytes de xénope de protéines mutées sur le site de phosphorylation d’intérét pour
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Tableau 10 :

Résumé des effets des traitements NaCl, DEA-NO et phosphate sur
I’abondance des aquaporines PIPs et leur état de phosphorylation.

Extrémité C-terminale de

Abondance PIP2;1/2;2/2;3
Lp, PIP1s et
PIP2s 1P 1P 2P
(S277) | (pS280) | (S280&S283)
NacCl v 0 /"ou /% /\ \
Standard DEA-NO 0 v A 4 v
DEA-NO v 4 0] 0] %)
Carence phosphate v 0 T v v
Réalimentation
phosphate t v 0 @ 9

Le tableau présente 1’effet des traitements listés dans la colonne 1 sur la Lpr (colonne 2),
sur I’abondance des aquaporines PIP1s et PIP2s mesurée par ELISA (colonne 3) ainsi que
sur I’abondance du peptide 1P sur S277 (colonne 4), 1P sur S280 (colonne 5) et 2P sur
S280 et S283 (colonne 6) de I’extrémité C-terminale de PIP2;1/2;2/2;3, mesurée par MS.
Le symbole O signifie qu’aucune différence significative n’a été mesurée. Concernant la
forme 1P sur le résidu S277 en condition de traitement NaCl, deux types de variations sont
envisageables car une forte variabilité¢ biologique est observée apreés 2 h de traitement
NaCl, rendant délicate I’interprétation des données quantitatives obtenues.




’ @

pS277 pS280 4» pS283

‘pSZ77 pS280 — > pS283

Figure 30 : Modeles d’interaction entre la phosphorylation des résidus de I’extrémité C-terminale de PIP2;1/2;2/2;3.

(A) La phosphorylation du résidu S280 favorise la phosphorylation du résidu S283 (1), qui ensuite empéche la
phosphorylation du résidu S277 (2)

(B) La phosphorylation du résidu S277 (1) empéche la phosphorylation du résidu S283 (2), quelque soit 1’état de
phosphorylation du résidu S280. Dans ce cas, la phosphorylation du résidu S280 est nécessaire mais pas suffisante pour
assurer la phosphorylation du résidu S283.
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mimer une absence de phosphorylation (mutation en A) ou une phosphorylation constitutive
(mutation en D) du résidu, associée a un test de gonflement osmotique. L’implication de la
phosphorylation dans la localisation sub-cellulaire des aquaporines pourra, quant a elle, étre
¢valuée par l’observation au microscope confocal de protéines mutées sur le site de

phosphorylation d’intérét en A ou en D, et fusionnées a la GFP [54].

VII INTERACTION ENTRE LES TROIS SITES DE PHOSPHORYLATION DE
L’EXTREMITE C-TERMINALE DE PIP2;1/2;2/2;3

Une étude menée au laboratoire a montré une interdépendance entre la phosphorylation des
résidus S280 et S283 de PIP2;1/2;2/2;3 : la phosphorylation du résidu S283 n’est détectée sur
si le résidu S280 est phosphorylé [54]. De méme, une relation de dépendance entre des résidus
phosphorylés adjacents a été montrée sur I’extrémité C-terminale de I’aquaporine AQP2 du
rein, dont la phosphorylation joue un role clé en réponse a une hormone, la vasopressine : une
variation quantitative opposée de la phosphorylation des résidus adjacents S256 et S261 a été
montrée en réponse a la vasopressine [237] et la phosphorylation du résidu S269 dépend de
celle du résidu S256 [238].

Ces travaux de theése ajoutent une précision au lien déja identifié entre les résidus S280
et S283 : la variation du taux de phosphorylation des résidus S277 et S283 semble opposée
(cas des trois traitements induisant au moins transitoirement une variation de 1’abondance de
ces peptides : NaCl, standard DEA-NO et carence en phosphate, tableau 10). Ces résultats
suggerent une interdépendance de la phosphorylation des résidus S277 et S283 et suggerent
deux types de scénarios (figure 30):

- Soit la phosphorylation du résidu S280 favorise la phosphorylation du résidu S283,
qui elle-méme inhibe la phosphorylation du résidu S277 (figure 30A).

- Soit la phosphorylation du résidu S277 empéche la phosphorylation du résidu S283,
quelque soit 1’état de phosphorylation du résidu S280 (figure 30B). Dans ce cas, la
phosphorylation du résidu S280 est nécessaire mais pas suffisante pour assurer la
phosphorylation du résidu S283.

Finalement, en I’absence de données concernant un peptide triphosphorylé, une
hypotheése est que ’extrémité C-terminale de PIP2;1/2;2/2;3 existe sous quatre formes : la
forme non modifiée, la forme 1P sur le résidu S277, la forme 1P sur le résidu S280 et la forme
2P sur les résidus S280 et S283. Des ¢tudes de quantification absolue par MRM devraient
permettre de quantifier I’abondance de chacune de ces formes et donc d’évaluer leurs

proportions les unes par rapport aux autres et enfin vérifier le modeéle d’interdépendance.
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D'autre part, I'étude de la phosphorylation de mutants mimant I’absence de phosphorylation
(S277A) ou la présence d’une phosphorylation constitutive (S277D) devrait permettre
d'étudier le role de la phosphorylation du résidu S277 et son impact sur la phosphorylation de
S280 et S283. Ces études seront cruciales pour établir, au dela des corrélations observées in
vivo, des relations de dépendance entre ces différents événements de phosphorylation.
D’un point de vue fonctionnel, des données sont disponibles quant au role de la
phosphorylation des résidus S280 et S283. Le résidu S280 est homologue au résidu S274 de
SoPIP2;1, dont la phosphorylation augmenterait le degré d’ouverture de I'aquaporine
SoPIP2;1 [22]. La phosphorylation du résidu S283 est plutot impliquée dans l'adressage de
AfPIP2;1 a la membrane plasmique [54]. Il s’agit donc maintenant de déterminer le réle de la
phosphorylation du résidu S277 dans le gating, I’adressage a la membrane plasmique ou la
dégradation de I’aquaporine. In fine, la connaissance du rdle des différentes phosphorylations
combinées a leur quantification par MS devraient permettre d’accéder a certains mécanismes

moléculaires en jeu dans la réponse aux contraintes environnementales étudiées.
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TIP2;3
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Le chapitre précédent montre que diverses contraintes induisent des variations d’abondance
de peptides d’aquaporines en rapport avec leur état de modification, principalement leur état
de phosphorylation et de déamidation. De fagon surprenante, de fortes réponses des peptides
N-terminaux de TIP2:;2 et TIP2;3 a ces traitements ont été mises en €vidence : un traitement
par 125 uM de DEA-NO pendant 18 min diminue la quantité du peptide de I’extrémité
N-terminale de TIP2;2 d’un facteur 3,5 (annexe). D’autre part, un traitement par 100 mM de
NaCl pendant 45 min diminue la quantité du peptide de I’extrémité N-terminale de TIP2;3
d’un facteur 2,6 et d’un facteur 6,4 aprés 2 h de ce méme traitement (annexe). Ces taux de
variation sont parmi les plus forts de ceux observés. Ils nous ont incités a considérer ces deux
protéines pour une étude approfondie de leur role dans la modulation de la Lp, en réponse aux
traitements DEA-NO et NaCl.

L'impact des aquaporines TIPs dans la modulation du transport d'eau racinaire a été peu
étudié et aucun phénotype hydraulique, tant au niveau des racines que des feuilles, n’a été
détecté chez des plantes d'Arabidopsis mutées pour les génes TIP1;1 et TIPI;2 [239]. Par
contre, un role des aquaporines du tonoplaste a été proposé dans 1’osmorégulation cellulaire.
La résistance hydrique du tonoplaste détermine les gradients de potentiel hydrique de part et
d'autre de cette membrane et surtout leur cinétique d’ajustement. Il a été montré qu’un fort
niveau d’activité des aquaporines TIPs sur le tonoplaste, et donc une perméabilité hydrique
¢levée, permettent d’optimiser les ajustements de volumes de la vacuole et du cytoplasme en
réponse a un déséquilibre osmotique [240].

Apres un inventaire des ressources disponibles dans la communauté, nous avons obtenu
trois lignées invalidées pour 7/P2;3 (source : Dr Nicolaus von Wiren) et une lignée exprimant
la protéine YFP fusionnée a l'extrémité C-terminale de TIP2;3, sous le contréle du promoteur
natif de 77P2;3 (source : Dr Lorenzo Frigerio). C’est pour cela que, pour la suite de ce travail,
et par rapport a TIP2;2, nous avons favorisé 1'étude du role de TIP2;3 dans I'hydraulique

racinaire.
d QUE SAVONS-NOUS DE TIP2;3 ?

.1 La vacuole et les aquaporines TIPs

Dans la majorité des cellules végétales, le compartiment vacuolaire occupe environ 90 % du
volume cellulaire [241]. La vacuole permet un stockage spécifique de certains ions (Ca®", K*)
et de certains métabolites et elle joue un réle important dans la régulation du pH

cytoplasmique et la signalisation cellulaire. On distingue deux types morphologiques de
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vacuoles : les vacuoles de stockage de protéines (PSV) ou d'ions et les vacuoles lytiques (LV)
qui ont un role dans la dégradation des protéines (voir pour revue [242]). Les aquaporines
exprimées au tonoplaste sont appelées TIPs et on trouve 10 isoformes de TIP chez
Arabidopsis (figure 4). Selon une étude menée par 1’équipe, les génes de TIPI;1, TIPI,2,
TIP2;2 et TIP2,3 et dans une moindre mesure de 7/P2;1 sont, parmi les génes 7/Ps, ceux qui
sont exprimés le plus fortement dans la racine [115]. Les études de Gattolin et al. (2009) ont
montré que les aquaporines TIP1;1, TIP1;2, TIP2;1, TIP2;2, TIP2;3 et TIP4;1 ont des profils
d'expression tissulaires et des localisations sub-cellulaires spécifiques [243]. Ainsi, TIP1;1 est
largement exprimée dans tous les types cellulaires sauf les cellules méristématiques [244].
TIP1;1 est localisée au tonoplaste de fagon non homogeéne et de maniére plus intense au
niveau d'invaginations de la vacuole centrale, appelées bulbs [127, 243, 244]. TIP1;2 est
principalement exprimée dans les jeunes cellules de la coiffe et est localisée au niveau du
réticulum endoplasmique, ainsi qu'au tonoplaste des cellules latérales de la coiffe [243].
TIP2;1 est spécifiquement exprimée dans les cellules de la base des racines latérales, a
proximité du xyleme au niveau du péricycle [243]. TIP4;1 est exprimée au niveau des cellules
épidermiques et corticales, mais n’est jamais observée dans les cellules de la coiffe [243].
Enfin, TIP2;2 et TIP2;3 ont des profils d’expression chevauchants. Leurs expressions
colocalisent au niveau des cellules du péricycle, plus particulierement celles qui forment les
poles xylémiens. Par contre, elles ne sont jamais observées dans les cellules de la coiffe.
TIP2;2 et TIP2;3 peuvent parfois étre exprimées au niveau des cellules de I’endoderme, tout
le long de la racine. Elles sont localisées au tonoplaste et au niveau de bulbs [243]. En
résumé, l'expression des aquaporines TIPs est fortement contrdlée par 1'état de développement
de la plante et est associée au profil de différentiation des divers types de vacuoles (pour

revue [242]).

J.2 Régulation des aquaporines TIPs

Différents modes de régulation des aquaporines TIPs ont été décrits, tant au niveau de
I’expression des genes que de I’abondance des protéines ou de leur état de MPT. Par exemple,
une ¢tude menée par 1'équipe sur la racine d'Arabidopsis a montré qu'un traitement de 4 h par
100 mM de NaCl induit une diminution de 1'abondance des transcrits d'aquaporines TIPs et
qu'un traitement de 24 h par 100 mM de NaCl induit une diminution de l'abondance des
protéines TIP1ls [115]. D'autre part, cette étude a montré qu'un traitement de 45 min par
100 mM de NaCl induit une relocalisation sub-cellulaire de TIP1;1-GFP au niveau de bulbs

[115]. Des études de radiomarquage in vivo et in vitro a partir de graines d’haricots
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(Phaseolus vulgaris) ou de lentilles (Lens culinaris Med.) ont montré que les aquaporines
TIPs peuvent étre phosphorylées [35, 245]. Une autre étude a montré, par une approche
couplée de mutagenese dirigée et de pharmacologie en ovocytes de xénope, le role de la
phosphorylation des résidus S7, S23 et S99 dans 1'activité de I'aquaporine TIP3;1 [246]. Enfin,
une autre étude menée sur Mesembryanthemum crystallinum a montré qu'un traitement par
200 mM de mannitol induit une relocalisation de I'aquaporine McTIP1;2 vers des endosomes

et que ce processus dépend de la glycosylation de la protéine [68].

J.3 TIP2;3

L’aquaporine TIP2;3 fait partie de la sous-famille des 10 TIPs d’Arabidopsis. Son expression
est exclusivement racinaire (eFP Browser). Comme décrit précédemment, la protéine
TIP2;3-YFP sous le controle du promoteur de 77P2;3 natif est exprimée dans les zones
matures de la racine, principalement au niveau des cellules du péricycle mais aussi au niveau
du cortex et de I'épiderme. Un territoire d'expression similaire est observé au niveau des
racines latérales. TIP2;3-YFP est exprimée au tonoplaste et au niveau de bulbs [243]. Des
tests de croissance de levures sur milieu contenant des concentrations toxiques de
méthylammonium ont montré que TIP2;3 a une activité de transport de ’ammonium [247,
248]. Ainsi, TIP2;3 contribuerait a la compartimentation de I'ammonium dans la vacuole.
L'abondance des transcrits de TIP2;3 est régulée au cours de la journée avec un pic
d’expression a 14 h [247]. L'expression de TIP2;3 est également inhibée par la carence en
azote et stimulée par un apport azoté [247]. Des études transcriptomiques ont aussi montré
que les traitements par 100 a 150 mM de NaCl pendant 1 ou 2 h [115, 249, 250] et par 300
mM de mannitol pendant 1 h [249] stimulent I’expression de 7/P2, 3.

En résumé, il a ¢été montré que I1’aquaporine TIP2;3 est régulée au niveau
transcriptionnel en réponse a un apport de composés azotés et en réponse a des traitements
osmotiques (NaCl et mannitol). Les analyses de protéomique développées dans ce travail de
thése ont aussi révélé une forte diminution de la quantité d’un peptide N-terminal spécifique
de cette isoforme en réponse a un traitement par le NaCl (annexe). Nous avons entrepris une
caractérisation de I’impact de I’invalidation de cette aquaporine sur la L, d'Arabidopsis.
Ensuite, une étude biochimique a été¢ menée pour tenter d’élucider le mécanisme pouvant

rendre compte de variations d'abondance du peptide de son extrémité N-terminale.
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Figure 31 : Identification des lignées invalidées pour 7/P2;3.

(A) Amplicons obtenus par PCR a I’aide des amorces LBb1 et 1S a partir des lignées tip2;3-1,
tip2;3-2 et tip2;3-3.

(B) Carte physique du gene TIP2;3 présentant les positions d’insertion d’ADN-T dans les lignées
tip2,;3-1, tip2;3-2 et tip2;3-3. Les fléches horizontales représentent la position des amorces
répertoriées dans le tableau 4.
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Figure 32: Homozygotie des lignées invalidées pour 77P2, 3.

La figure représente les amplicons obtenus par PCR (A) et RT-PCR (B) a partir des lignées
tip2;3-1, tip2,3-2 et tip2,3-3. Les localisations des amorces utilisées sont décrites dans la figure
31.
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JI  CARACTERISATION MOLECULAIRE DES LIGNEES INVALIDEES POUR
TIP2;3

Les trois lignées mutantes invalidées pour le géne TIP2;3, nommées tip2,3-1, tip2;3-2 et
tip2,;3-3 et fournies par l'équipe du Dr. Nicolaus Von Wiren, correspondent aux lignées
SALK 142179, SALK 000414 et SALK 074989. Cependant, en I’absence de
correspondance entre les lignées regues et l'annotation SALK, un premier travail
d’identification moléculaire a été entrepris.

Selon les informations répertoriées sur le site du SALK, l'insertion de I'ADN-T de la
lignée SALK 142179 est située dans la région 5'-UTR du gene, celle de la lignée
SALK 000414 a la fin de I'exon 1 et enfin celle de la lignée SALK 074989 au début de
I’unique l'intron. Une réaction de PCR combinant I’amorce LBbl (présente sur la bordure
gauche de ’ADN-T) et ’amorce 1S localisée a I’extrémité 5° du géne TIP2;3 (figure 31B),
permet une amplification chez les trois lignées mutantes et non chez les plantes sauvages, ce
qui confirme la présence d’un ADN-T dans les trois lignées (figure 31A). L’amplicon de la
lignée tip2;3-2 a une taille d’environ 250 pb, similaire a la taille attendue pour la lignée
SALK 142179. Les amplicons des lignées tip2;3-1 et tip2;3-3 sont de tailles similaires,
comprises entre 500 et 750 kb. La distance annoncée par I’institut du SALK quant aux sites
d’insertion des ADN-T des lignées SALK 000414 et SALK 074989 est de 36 paires de
bases. La résolution du gel utilisé étant insuffisante pour observer cette différence, les
produits de PCR amplifiés a partir des lignées tip2;3-1 et tip2,3-3 ont été purifiés et séquencés
(matériel et méthode III.1.). Les résultats indiquent que les sites d’insertion des ADN-T des
deux lignées sont strictement identiques (figure 31B), suggérant qu’il s’agit de la méme
lignée. Le site d'insertion de I'ADN-T identifié par ce séquengage est plus proche du site
d'insertion annoncé pour la lignée SALK 000414 que de celui annoncé pour la lignée
SALK 074989, suggérant que les plantes tip2;3-1 et tip2;3-3 correspondent a la lignée
SALK 000414.

Une réaction de PCR combinant les amorces 1S et 3AS, situées de part et d’autre des
sites d’insertion des ADN-T (figure 31B), permet I’amplification d’une bande pour la lignée
tip2,3-2, de la méme taille que celle obtenue chez les plantes sauvages. Ces résultats révelent
I’hétérozygotie des plantes tip2;3-2. Par contre, aucune bande n’est amplifiée pour les lignées
tip2,3-1 et tip2;3-3, révélant leur homozygotie (figure 32A). Dans le but de confirmer ces
résultats, des RT-PCR ont été réalisées. L’ utilisation de deux couples d’amorces situées en 3’

des sites d’insertion des ADN-T (amorces 2S et 3AS, 4S et 3AS) permet 'amplification de
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Figure 33 : Morphologie, L et Lp; des plantes invalidées pour 7/P2;3.

Les masses seches racinaires (A) et des parties aériennes (B), ainsi que les valeurs moyennes
de L, (C) et de Lp, (D) des plantes sauvages et mutantes #ip2,3-3 sont présentées. Les données
sont obtenues a partir de trois cultures indépendantes et n=14 plantes au minimum. L'erreur
standard est présentée. L'astérisque indique une valeur significativement différente de la
valeur du sauvage (test de Student, p<0,05).
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bandes pour les plantes sauvages et fip2;3-2 mais pas tip2;3-1 et tip2;3-3 (figure 32B),
confirmant les résultats obtenus par PCR.

En résumé, les plantes 7ip2;3-2 sont hétérozygotes et les plantes tip2;3-1 et tip2,;3-3 sont
homozygotes et identiques. Nous disposons donc d’une seule lignée homozygote, qui a été
utilisée telle quelle pour étudier la fonction de TIP2;3 dans la plante. Les résultats obtenus a

partir des plantes #ip2;3-3 sont présentés.

JII' ROLE DE TIP2;3 DANS LE TRANSPORT D’EAU RACINAIRE

Nous avons supposé¢ qu’en tant qu’aquaporine du tonoplaste, TIP2;3 devrait étre
principalement impliquée dans la régulation du transport d’eau cellulaire. Son impact sur le
transport d'eau racinaire a été¢ évalué par I’utilisation de la chambre a pression. Parce qu’ils ne
reposent sur 1’analyse que d’une seule lignée mutante, les résultats obtenus dans ce chapitre

donne une idée préliminaire de la fonction de TIP2;3 dans la racine.

JII.1 Implication de TIP2;3 dans le transport d'eau racinaire

Les mesures du transport d’eau racinaire ont été réalisées sur des plantes sauvages ColO et
tip2,3-3, dont les graines ont été¢ amplifiées parallelement a la méme période de I’année.

Chez les plantes mutantes, ni la morphologie (masse seche des parties racinaires et
adriennes), ni la Ly ne sont altérées (figure 33A a C). En revanche, la Lp; est inhibée de 27 %
(figure 33D), ce qui suggere une modification des propriétés intrinseques de transport d’eau
de la racine. Cette inhibition est plus forte que celle documentée chez des plantes invalidées
pour d’autres isoformes d’aquaporines. Par exemple, les plantes d’Arabidopsis invalidées
pour PIPI;2 présentent une réduction de la Lp, d’environ 20 % [88]. Les plantes
d'Arabidopsis invalidées pour P/P2;2 ne présentent pas d'altération de la Lp, [10].

Pour savoir si cette baisse de Lp; est directement liée a 1’absence de I’aquaporine TIP2;3
ou est due a un effet induit sur les aquaporines PIPs, la part des aquaporines PIPs dans le
transport d’eau racinaire des plantes invalidées pour 7/P2;3 a été évaluée. Pour cela, un
traitement par I’azide a été imposé. L'azide provoque une acidose intracellulaire, qui conduit a
une fermeture des aquaporines PIPs dépendantes de la protonation d’un résidu histidine de la
boucle D cytosolique [111, 112]. L'azide permet donc un blocage coordonné de toutes les
aquaporines PIPs. Par exemple, un traitement par 1| mM d'azide inhibe d'environ 60 % la Lp;
d'Arabidopsis écotype Col0O [83]. Sachant que I’aquaporine TIP1;1 ne présente pas de résidu

histidine sur la boucle D, qu’elle est insensible aux protons [111] et que TIP2;3 ne présente
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Figure 34 : Sensibilité a 1'azide du transport d'eau racinaire chez des plantes sauvages et
mutantes invalidées pour T1P2;3.

La figure présente le flux inhibé par le traitement par 1’azide (gris) et le flux non inhibé, ou
résiduel (noir) des plantes ColO et #p2,3-3 suite a I'application de 2 mM d'azide dans le milieu
de mesure en chambre a pression. La somme de ces deux flux constitue donc le flux racinaire
en condition standard. Les données sont obtenues a partir d'une culture, »=8 a 10 plantes.
L'erreur standard est présentée. Les astérisques indiquent une valeur significativement
différente de la valeur de ColO (test de Student, p<0,05).
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Figure 35 : Effet d'un traitement salin sur la Lp, de plantes sauvages ou invalidées pour
TIP2;3.

La figure présente les valeurs de Lp, des plantes sauvages et tip2,3-3, mesurées aprés 2 h de
traitement par 100 mM de NaCl, et rapportées aux valeurs de Lp, de Col0 mesurées en
conditions standards. Les données sont obtenues a partir de 2 cultures indépendantes et n=14
plantes au minimum. L'erreur standard est présentée.
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pas non plus de résidu histidine sur la boucle D, nous avons supposé que cette dernicre est
¢galement insensible aux protons.

Le flux d'eau racinaire de plantes sauvages ou invalidées pour 77P2;3 a été¢ mesuré a
340 kPa et rapporté a la masse racinaire. La figure 34 présente le flux inhibé par le traitement
par I’azide (gris) et le flux non inhibé, ou résiduel (noir). La somme de ces deux flux constitue
donc le flux racinaire en conditions standard. La figure 34 illustre le fait que la Lp; est réduite
de 34 % chez les plantes mutantes par rapport aux plantes sauvages. La part du transport
d’eau sensible a ’azide est réduite chez les plantes mutantes, suggérant que les aquaporines
PIPs sont moins actives (figure 34, barres grises). La part du transport d’eau insensible a
I’azide est également réduite chez les plantes mutantes, suggérant un effet de 1’aquaporine
TIP2;3 (figure 34, barres noires).

Nos résultats suggerent que la vacuole, et donc TIP2;3, participent de maniere
significative aux flux d’eau transcellulaires. La perte de fonction de TIP2;3 aurait donc un
effet direct sur la Lp,. Une hypothése complémentaire est que I’absence de la protéine TIP2;3
modifie 1I’équilibre osmotique de la cellule, affectant ainsi ’activité des aquaporines PIPs a la
membrane plasmique et donc la Lp;. L’aquaporine TIP2;3 contribuerait donc de fagon directe

et indirecte au transport d’eau racinaire.

JIL.2 Régulation de la Lp, des plantes #ip2;3 en réponse au stress salin

L’abondance du peptide de I'extrémité N-terminale de TIP2;3 variant fortement en réponse au
stress salin (annexe), la Lp, de la lignée invalidée pour 7IP2;3 a été dtudide suite a
l'application de ce traitement. Pour cela, un traitement par 100 mM de NaCl a été appliqué
pendant 2 h a des plantes sauvages Col0 et mutantes tip2,3-3. La part de la Lp; insensible au
traitement NaCl n’est pas significativement différentes chez les plantes mutantes par rapport
aux plantes sauvages (figure 35). Ce résultat suggere que TIP2;3 contribue a la part de Lp; qui

est inhibée par le traitement salin et donc que TIP2;3 est sensible a ce traitement.

En résumé, TIP2;3 participerait directement et indirectement a la Lp, a hauteur de 30 % et
serait sensible au traitement salin. Cependant, ces résultats ont été obtenus a partir d'une seule
lignée invalidée pour 7IP2;3 et il sera indispensable de les confirmer a 1'aide d'une autre
lignée homozygote en préparation. Dans la mesure ou l'abondance d'un peptide de I’extrémité
N-terminale de TIP2;3 est diminuée par le traitement NaCl, cette zone de la protéine pourrait
étre impliquée dans sa sensibilité¢ au NaCl. Des études biochimiques ont été entreprises afin de

décrire cette implication.
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Figure 36 : Altération de la Lp, chez des plantes sauvages et TIP2;3-YFP suite & un traitement
par 100 mM de NaCl pendant 2 h.

Les histogrammes présentent le pourcentage d'inhibition de la Lp, des plantes sauvages Col0
et TIP2;3-YFP en réponse a un traitement par 100 mM NaCl pendant 2 h. Les données sont
obtenues a partir de 2 cultures indépendantes, #=10 plantes au minimum. L'erreur standard est
présentée.
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Figure 37: Localisation subcellulaire de TIP2;3-YFP en conditions standard ou apres
traitement par 100 mM de NaCl.

Images représentatives de racines de plantes transgéniques exprimant TIP2;3-YFP, agées de
8 jours cultivées in vitro puis transférées en milieu hydroponique standard (A) ou additionné
de 100 mM NaCl pendant 2 h (B et C). La fleche blanche pointe une structure ronde, observée
dans seulement 3 % des cellules analysées dans les deux conditions.
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JV ANALYSE BIOCHIMIQUE

Lorsque ce travail a été amorcé, aucun anticorps dirigé contre TIP2;3 n'était disponible
commercialement. En revanche, nous avons eu acces a des plantes transgéniques exprimant
dans un fond sauvage la protéine TIP2;3 fusionnée a la YFP sous controle du promoteur natif
de TIP2;3 (source : Dr Lorenzo Frigerio) et des anticorps dirigés contre la protéine GFP
reconnaissant la YFP (Invitrogen). Ces plantes et anticorps ont été utilisés pour
immunopurifier la protéine TIP2;3-YFP. La sensibilité de ces plantes au traitement NaCl a
préalablement été vérifice. Ensuite, la localisation sub-cellulaire, la dégradation et 1’état de

MPT de TIP2;3-YFP ont été étudiés par des approches d’imagerie cellulaire et de biochimie.

JAV.1 Sensibilité des plantes TIP2;3-YFP au traitement NaCl

Les mesures du transport d’eau racinaire ont été réalisées par la technique de la chambre a
pression sur des plantes sauvages Col0 ou exprimant TIP2;3-YFP. De fagon similaire aux
plantes Col0, un traitement de 2 h par 100 mM de NaCl inhibe de 53 % la Lp, des plantes
TIP2;3-YFP (figure 36). Il est donc justifié d’utiliser ces plantes transgéniques pour la suite de

notre ¢étude sur la régulation de TIP2;3 par un traitement salin.

JIV.2  Localisation sub-cellulaire de TIP2;3 en réponse au traitement NaCl

Dans le cadre de 1’étude de protéomique quantitative précédente, les protéines microsomales,
donc I’ensemble des membranes cellulaires, ont ét¢ analysées. Cette étude ne permet pas de
détecter d'éventuels changements de localisation subcellulaire, induits par une MPT par
exemple. Cette hypothése a donc été évaluée pour TIP2;3 spécifiquement en analysant la
localisation subcellulaire de TIP2;3-YFP aprés un traitement NaCl. Pour cela, des plantes
exprimant la protéine TIP2;3-YFP, cultivées in vitro pendant 8 jours (matériel et méthode
[.2.b) ont été transférées en milieu hydroponique standard ou additionné de 100 mM de NaCl
pendant 2 h puis observées a 1’aide d’un microscope confocal. La figure 37 présente des
photographies représentatives des cellules de racines de TIP2;3-YFP en conditions standard
(figure 37A) et de traitement NaCl (figure 37B). La photographie C présente des structures
rondes a l'intérieur de la vacuole centrale. Contrairement aux résultats décrits par Gattolin ef
al. (2009), la totalité des cellules analysées (n=59 en condition standard et n=90 en condition
NaCl) présente un marquage au tonoplaste et seules 3 % d’entre elles présentent un marquage
au niveau de bulbs [243].

En résumé, le traitement NaCl ne modifie pas la localisation sub-cellulaire de

TIP2;3-YFP.
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Figure 38 : Recherche d’une dégradation éventuelle de TIP2;3 en réponse au traitement par NaCl.

Les figures A a C présentent ses western blots réalisés avec un anticorps dirigé contre la YFP, effectués
a partir de protéines microsomales extraites de racines de plantes transgéniques exprimant TIP2;3-YFP
cultivées en conditions standard (A), de protéines enrichies en TIP2;3-YFP par immunoprécipitation a
partir de plantes transgéniques exprimant TIP2;3-YFP cultivées en conditions standards (B) ou traitées
par 100 mM NaCl pendant 2 h (C).

Le graphique (D) présente la variation relative de la quantité de TIP2;3-YFP en réponse au traitement
par 100 mM NaCl pendant 2 h. Les valeurs obtenues sont rapportées a la valeur obtenue en condition
standard. Les données ont ¢été obtenues a partir de 2 cultures indépendantes avec 5 plantes par culture.
L’erreur standard est présentée.

La figure E présente un western blot réalisé pour tester la présence de sites de glycosylation, effectué a
partir de protéines microsomales extraites a partir de racines de plantes transgéniques exprimant
TIP2;3-YFP cultivées en conditions standards ou traitées par 100 mM NaCl pendant 2 h. Les données
ont ét¢ obtenues a partir de 2 cultures indépendantes avec un minimum de 10 plantes par culture. La
transferrine est un contrdle positif.
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JIV.3 Dégradation de la protéine TIP2;3 en réponse au traitement NaCl

La diminution de la quantit¢ du peptide non modifi¢ de I’extrémité N-terminale de TIP2;3
pourrait s’expliquer par une dégradation de la protéine. Pour tester cette hypothese, les
protéines microsomales ont été extraites de plantes transgéniques exprimant la protéine
TIP2;3-YFP puis dosées précisément par la méthode de Bradford (matériel et méthode VI.1.).
Ensuite, un western blot a été réalisé avec un anticorps dirigé contre la protéine YFP (figure
38A). La bande correspondant a la protéine TIP2;3-YFP native, attendue a 50 kDa, est
absente. Par contre, une bande a 100 kDa pourrait correspondre a un dimere de TIP2;3-YFP.
Les bandes révélées a 35 kDa suggerent par ailleurs l'existence de dégradation. Dans le but
d’évaluer si cette dégradation a lieu lors de I'extraction des protéines, un western blot a été
réalisé sur un extrait de protéines enrichies en TIP2;3-YFP par immunoprécipitation (matériel
et méthode VI.2.). Cette expérience a été effectuée en présence des mémes antiprotéases que
pour l'extraction de protéines microsomales, c'est-a-dire en présence de PMSF (inhibiteur de
protéases a sérine), de phénantroline (inhibiteur de métalloprotéases) et de leupeptine
(inhibiteur de protéases a sérine, cystéine et thréonine). Nous avons aussi éventuellement
ajouté un cocktail contenant un spectre plus large d'antiprotéases (pepstatine A : inhibiteur de
protéases acide, E-64 : inhibiteur de protéases a cystéines, Sigma P8215). La figure 38B
montre que la bande native de TIP2;3-YFP attendue a 50 kDa est présente a 1’issue des deux
protocoles, suggérant que cette nouvelle méthode d’extraction plus que la protection accrue
contre les protéases est essentielle au recouvrement de la protéine TIP2;3-YFP. Toutefois, des
protéines de plus bas poids moléculaire sont toujours détectées (figure 38B). Ainsi, des
processus de dégradation operent probablement in vivo ou alors, ces processus sont résistants
aux inhibiteurs ajoutés lors de 1’extraction.

Nous avons conscience qu'il peut étre délicat d'étudier un processus de dégradation en
réponse a un traitement dans un contexte ou une dégradation se produit déja en conditions
standard. Malgré cela, nous avons comparé¢ le profil des protéines enrichies en TIP2;3-YFP
par immunoprécipitation a partir de plantes cultivées en milieu standard ou traitées pendant
2 h par 100 mM de NaCl. Les résultats du western blot révelent un profil inchangé suite au
traitement NaCl (figure 38C). Afin d'avoir une approche quantitative, nous avons réalisé¢ un
dosage ELISA de ces extraits. La figure 38D montre qu'un traitement par 100 mM NaCl
pendant 2 h ne modifie pas I’abondance de TIP2;3-YFP (figure 38D).

En résumé, I’ensemble de ces résultats suggere que la protéine TIP2;3 n'est pas

spécifiquement dégradée en réponse au traitement NaCl.
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JIV.4 Modification post-traductionnelle de TIP2;3

La diminution de la quantit¢ du peptide non modifi¢ de I’extrémité N-terminale de TIP2;3
pourrait s’expliquer par un changement de son état de MPT. Nos approches de MS ont permis
de montrer que I’extrémité N-terminale de TIP2;3 est diméthylée, soit sous la forme de deux
méthylations sur les résidus S17 et K19, soit sous la forme d’une diméthylation sur le résidu
K19. Le peptide diméthylé n’ayant pas été quantifié, une étude dédiée a sa quantification, par
MRM par exemple, devrait permettre de savoir si c’est le statut de méthylation du peptide
N-terminal de TIP2;3 qui est responsable de la variation de 1’abondance de sa forme non
modifiée, en réponse au traitement salin.

D’autre part, selon le logiciel NetPhos, TIP2;3 est prédite comme phosphorylable sur les
résidus S8, S12 et S17 de son extrémité N-terminale, S47 et T46 de sa boucle A et S201 de sa
boucle E. La plus forte probabilité¢ concerne le résidu S17. Cependant, malgré 1’utilisation
combinée d’un fractionnement SCX et d’un enrichissement sur colonne de titane, I’approche
phosphoprotéomique n’a pas permis d’identifier de phosphorylation d'un peptide N-terminal.
Des anticorps dirigés contre les sérines phosphorylées ont aussi été utilisés pour caractériser la
fraction enrichie en TIP2;3-YFP. Toutefois, cette approche n’a pas été concluante en raison
du nombre trop important de marquages non spécifiques (données non montrées).

On sait par ailleurs que chez Mesembryanthemum crystallinum, la relocalisation de
I'aquaporine McTIP1;2 en réponse a un traitement par 200 mM de mannitol dépend de la
glycosylation de la protéine [68]. Pour tester I'hypothése d'une glycosylation de TIP2;3 en
réponse au traitement NaCl, TIP2;3-YFP a ét¢ immunoprécipitée et testée par western blot
pour la présence de sites de glycosylation en utilisant la biotine. Cependant, aucune
glycosylation n’a été détectée (figure 38E).

Enfin, la sumoylation (SUMO : small ubiquitin-like modifier) est décrite pour affecter
de nombreux mécanismes chez les plantes mais surtout pour intervenir lors de la réponse des
plantes a des stress biotiques et abiotiques (pour revue [251]). De fagon intéressante, un site
de sumoylation est prédit sur le résidu K3 de I'extrémité N-terminale (logiciel SUMOsp).
Toutefois, une approche de protéomique dédiée serait nécessaire pour étudier cette

modification chez TIP2;3.
En résumé, nos résultats suggerent que la diminution de 1'abondance du peptide de l'extrémité

N-terminale de TIP2;3 n'est liée ni a une relocalisation ni a une dégradation de la protéine.

Elle semble ne pas non plus étre liée a un événement de phosphorylation ou de glycosylation.
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Des études supplémentaires dédiées a la recherche et a la quantification d'autres MPTs, telles

que la sumoylation et la méthylation, pourraient permettre d'élucider cette régulation.

.V DISCUSSION

Les résultats obtenus dans ce chapitre suggerent que ’activité de I'aquaporine TIP2;3 serait
sensible au traitement salin (figure 35), traitement qui provoque une variation de l'abondance
d'un peptide de son extrémité N-terminale. Cette aquaporine semble donc régulée en réponse
a ce stress. On peut imaginer que, comme dans le cas des PIPs, la régulation des TIPs s’exerce
au travers d’une régulation de leur activité intrinséque de transport d’eau ou bien d’une
relocalisation des TIPs dans des structures membranaires non tonoplastiques. Concernant la
2°™ hypothése, il a été montré chez Arabidopsis que le traitement salin induit une
relocalisation de certaines TIPs, dont A7TIP1;1, dans des structures sphériques [115]. Un autre
type de relocalisation a été observé chez Mesembryanthemum crystallinum ou l'aquaporine
MCcTIP1;2 est relocalisée vers des endosomes en réponse au traitement par 200 mM de
mannitol [68]. Cette relocalisation a été interprétée comme faisant partie intégrante du
processus de restauration et de maintien de 1’osmolarité cellulaire en condition de déséquilibre
osmotique [68]. Cependant, ce type de régulation ne semble pas s’appliquer a TIP2;3 puisque
la protéine fusion TIP2;3-YFP montre une localisation similaire en conditions standard et de
traitement salin. Ceci suggere que la régulation s’opere plutdt au niveau de ’activité de la
protéine. De plus, cette régulation pourrait affecter ’extrémité N-terminale qui présente une
forte variation de profil protéomique en réponse au traitement NaCl. Une hypothéese est que
cette partie de la protéine comporterait des sites de MPTs impliqués dans le contrdle de
I’ouverture et de la fermeture (gating) de la protéine. Par exemple trois sites de
phosphorylation ont été identifiés chez TIP3;1 [246] comme impliqués dans la régulation de
I’activité de cette aquaporine. Notre incapacité a identifier des sites de phosphorylation chez
TIP2;3 par phosphoprotéomique suggere que soit ces sites n’existent pas, soit que la
proportion de protéines phosphorylées est trop faible pour étre détectée. Alternativement, un
autre type de modification pourrait étre impliqué. L’ identification et la quantification de cette
éventuelle modification nécessitera d’enrichir davantage 1’extrait protéique en TIP2;3, par
exemple au travers de techniques d’immunopurifications. Il faudra ensuite mener une
approche d’enrichissement spécifique de la modification recherchée : dans un premier temps,
la méthylation, puis dans un deuxiéme temps, une sumoylation, et enfin une approche

d’identification par MS/MS.
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Il est maintenant démontré que la réponse du transport d’eau racinaire chez Arabidopsis a
diverses contraintes environnementales dont le NaCl implique la production de ROS [252].
Notre groupe a précédemment décrit une inhibition de la Lp, par I’'H,O, et 1’étude
phosphoprotéomique quantitative correspondante, engagée dans ce travail de thése, permettra
d’évaluer 1'existence de mécanismes communs de régulation en réponse a NaCl et a 'H,O, en
particulier pour TIP2;3. Il sera dans ce cas pertinent d’étudier la réponse de mutants zip2,3 a

I’H>0,.

Les études de protéomique quantitative développées dans ce travail ont également permis de
révéler une forte variation de l'abondance d'un peptide de I’extrémité N-terminale de TIP2;2
(i.e. diminution d’un facteur 3,5) aprés 18 min de traitement par le DEA-NO (annexe). Des
analyses préliminaires montrent que TIP2;2 n’est ni relocalisée ni dégradée en réponse au
traitement par le DEA-NO (données non montrées). Une approche de physiologie moléculaire
similaire a celle menée sur TIP2;3 pourra étre engagée dans le cas de TIP2;2 pour évaluer son

role dans le transport d’eau racinaire.

Les aquaporines TIP2;2 et TIP2;3 présentent le méme territoire d’expression et sont les deux
isoformes d’aquaporines présentant la plus forte réponse en condition de stress et ce, au
niveau de leur extrémité N-terminale (annexe). L’obtention de la totalité des données de MS
devrait permettre d’évaluer si ces isoformes sont particuliecrement régulées en réponse a

d’autres conditions environnementales.

Finalement, cette étude suggeére qu’en plus de leur réle d’osmorégulateur [242], les
aquaporines du tonoplaste pourraient jouer un rdle dans la Lp; et sa régulation en réponse a
des contraintes environnementales. Le role, limitant ou non, de la vacuole dans les flux d’eau
transcellulaires a déja été discuté [240] mais aucune donnée expérimentale n’avait permis de
trancher ce point. Nos données indiquent que, de fait, un flux d’eau transvacuolaire et pas
uniquement un contournement par le cytoplasme constitue une voie de passage majeure de
I’eau au travers des cellules végétales. Par ailleurs, les résultats obtenus dans ce chapitre nous
ont conduit a proposer que I’absence de la protéine TIP2;3 pourrait modifier 1’équilibre
osmotique de la cellule, régulant ainsi I’activité des aquaporines PIPs a la membrane
plasmique et donc la Lp,. Ainsi, I’aquaporine TIP2;3 contribuerait de facon directe et indirecte

au transport d’eau racinaire, a hauteur de 30 %.
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Plusieurs études ont montré que la régulation du transport d'eau racinaire est cruciale pour
affronter diverses conditions environnementales abiotiques et biotiques stressantes et que les
aquaporines sont des acteurs majeurs du transport d'eau racinaire. Dans ce travail, nous avons
cherché a relier la régulation de la Lp, dans diverses situations environnementales a la
régulation des aquaporines, et ce, sur un méme organisme. Pour cela, la Lp, a ét¢ mesurée
suite a l'application de contraintes osmotiques (NaCl, mannitol), biotiques (flagelline),
oxydantes (H,O,, NO) et nutritionnelles (carence puis réalimentation en nitrate ou phosphate,
obscurité¢ et alimentation en saccharose). Les aquaporines étant les acteurs moléculaires
majeurs de la régulation de la Lp; et leur phosphorylation étant impliquée dans la régulation
de leur activité intrinseéque et localisation subcellulaire [16], I'objectif de cette étude était de
mettre en évidence un ou plusieurs mécanisme(s) de régulation des aquaporines impliqués
dans la modulation de la Lp, Pour cela, la variation potentielle de l'abondance des
aquaporines PIP1s (PIP1;1 a PIP1;4) et PIP2s (PIP2;1 a PIP2;3) a été mesurée par dosage
ELISA et la variation de I’état de MPT de I'ensemble des isoformes d'aquaporines (PIP, TIP,
NIP, SIP) a été étudiée par MS dans quatre situations affectant la Lp, : les traitements par le

NaCl, le DEA-NO, la carence et réalimentation en phosphate.

Les résultats du premier chapitre montrent que la Lp, est inhibée par I’ensemble des
contraintes appliquées sauf la réalimentation en phosphate de plantes carencées en cet ion.
Les données issues des dosages ELISA des aquaporines PIP1s et PIP2s montrent une absence
de corrélation entre la Lp; et I'abondance de ces aquaporines (tableau 10). Cette absence de
relation n'est pas nouvelle puisque sur plusieurs études traitant de la réponse au stress
hydrique, des comportements différents voire opposés ont été répertoriés entre 'expression
des genes d'aquaporines ou la teneur des protéines et la Ly [110]. Il faut donc imaginer que
d'autres types de régulation sont impliqués. Lorsque 1'abondance des aquaporines diminue
alors que la Lp: est inchangée (cas du standard DEA-NO) ou stimulée (cas de la
réalimentation en phosphate de plantes carencées), une hypothése est que les aquaporines
seraient plus actives. Par contre, dans le cas ou la Lp, est inhibée alors que 1’abondance des
aquaporines reste inchangée (cas du NaCl et de la carence en phosphate) ou augmentée (cas
du DEA-NO), une hypothese est que ces aquaporines seraient moins actives. Ces variations de
leur activité peuvent étre liées a une modulation de leur activité intrinseéque de transport d'eau
ou a une localisation différente de la membrane plasmique. Par exemple, en réponse au
traitement salin, la diminution de la phosphorylation du résidu S283 provoquerait un défaut

d’adressage de la protéine a la membrane plasmique [54]. De méme, sachant que la
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phosphorylation du résidu S280 serait impliquée dans l'activité intrinséque de la protéine [22]
et que celle du résidu S283 est impliquée dans I’adressage a la membrane plasmique [54], la
diminution de la phosphorylation des résidus S280 et S283 en réponse a la carence en
phosphate pourrait expliquer en partie la diminution de I’activité de PIP2;1. Bien sir, d’autres
isoformes de PIPs devraient subir une régulation similaire pour expliquer 1’amplitude des
variations de Lp,. Par contre, on constate qu’il existe des contextes ou la Lp, augmente, sans
que ’on observe une augmentation de la phosphorylation des résidus S280 et S283. Il doit
donc exister d'autres mécanismes pour activer les aquaporines. Parmi eux, I'augmentation de
la phosphorylation du résidu S277 dans le cas du traitement salin et de la carence en
phosphate semble en partie corrélée avec la baisse de Lp;.

D'autre part, I’état de phosphorylation de I’extrémité N-terminale de PIP1;1/1;2 est
¢galement modulé : il diminue ou est invariant dans les situations ou [’activité des
aquaporines diminue. Par contre, dans les situations ou 1’activité des aquaporines augmente,
I’abondance de ces peptides phosphorylés augmente. La variation de 1’état de phosphorylation
de I’extrémité N-terminale de PIP1;1/1;2 semble donc corrélée a une potentielle variation
d’activité des aquaporines. Il devient maintenant essentiel de positionner précisément les sites
de phosphorylation, par fragmentation de type ETD par exemple. L’¢tude de mutants mimant
I’absence de phosphorylation ou la présence d’une phosphorylation constitutive devrait
permettre d'évaluer le rdle de ces phosphorylations ainsi que de celui du résidu S277.
Contrairement a d’autres PIP1, I’isoforme PIP1;2 manifeste une activité de transport d’eau
apres expression hétérologue en ovocytes de xénope. Ce systeme permettra donc d'étudier le
role des phosphorylations mentionnées plus haut dans la régulation de l'activité des protéines
PIP1s. L'expression en plantes transgéniques de ces protéines mutantes fusionnées a la GFP
permettra aussi d'évaluer leur role dans I'adressage a la membrane plasmique.

Enfin, la Lp; n'est probablement pas régulée uniquement par les aquaporines de la
membrane plasmique. En effet, des régulations concernant les aquaporines TIPs ont été mises
en évidence en réponse au traitement NaCl (TIP2;3) et DEA-NO (TIP1;2 et TIP2;2). Trois
¢tudes récentes soulignent une possible implication des TIPs dans la réponse aux stress
hydriques et salins [91-93]. La surexpression d'une TIP1 du ginseng (Panax ginseng) chez
Arabidopsis confeére une résistance au stress salin [91] alors que celle d'une TIP2 du soja
(Glycine soja) chez Arabidopsis induit une sensibilité accrue a ce stress [93]. Cette apparente
contradiction tient peut-&tre au fait que les deux TIPs appartiennent a des sous-familles
différentes, ont des caractéristiques différentes de localisation et d'expression, engendrant

donc des réponses différentes. Ce travail de these démontre que 1'aquaporine TIP2;3 contribue
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au transport d'eau racinaire et suggere l'implication de différentes isoformes TIP en réponse a
différentes catégories de stress. L'ensemble de ces résultats suggere I'existence d'un dialogue
entre le tonoplaste et la membrane plasmique pour coordonner la réponse du transport d'eau

racinaire a différentes contraintes environnementales.

En résumé, les observations réalisées au niveau de la Lp, sont la résultante de mécanismes
multifactoriels. Ce travail a permis d’identifier au moins trois éléments de ces mécanismes :
1’état de phosphorylation des trois sites de 1’extrémité C-terminale de PIP2;1/2;2/2;3, I’état de

phosphorylation de I’extrémité N-terminale de PIP1;1/1;2, ainsi que les aquaporines TIPs.

Les données actuelles issues de 1'étude par MS quantitative ne permettent pas de dégager de
similitude de comportements d'aquaporines entre les différents traitements considérés. Or il
existe des voies de signalisation communes entre différents stimuli. Par exemple, le NO est
impliqué dans la réponse des plantes a différents stress abiotiques tels que sécheresse et les
fortes températures [253]. Le NO est aussi impliqué dans la tolérance au stress osmotique en
induisant 1'expression d'antiporteurs Na'/H' [254]. La caractérisation protéomique de
protéines microsomales, telle qu’elle a été développée dans ce travail, permettra peut-étre de
mettre en évidence des similitudes de comportements entre les différents traitements étudiés.
Par ailleurs, il a ét¢ montré que I'H,O, stimule la production de NO. L'analyse par MS des
autres traitements (H,O,, mannitol, carence nitrate et nutrition en molécules carbonées)
permettra probablement de mettre en évidence des profils de réponse et peut-étre des
mécanismes communs au sein d'un méme type de traitement (osmotique, oxydant ou
nutritionnel).

D’autre part, il sera pertinent de comparer les cinétiques de variation d’abondance ou de
modification des aquaporines avec celles d’enzymes comme des protéines kinases ou
phosphatases, pour pouvoir proposer l'implication d'une de ces enzymes dans la régulation des
aquaporines. Par la suite, 1'é¢tude, chez des plantes mutantes pour ces enzymes candidates, de
la régulation de la Lp, et des aquaporines pourrait permettre d’identifier de nouvelles voies de

signalisation.
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Ce travail constitue la premicére étude caractérisant, simultanément et dans un méme
organisme, la réponse de la Lp,, de ’abondance des aquaporines et de leurs formes modifiées,
a plusieurs types de contraintes environnementales caractéristiques de stress osmotiques,
oxydants et nutritionnels.

Sept des huit traitements testés ont montré un effet sur 1’hydraulique racinaire
d’Arabidopsis au travers de réponses rapides allant de quelques minutes (DEA-NO, H,0,) a
quelques heures (mannitol, NaCl, réalimentation en phosphate de plantes carencées,
traitement avec du saccharose de plantes exposées a 1’obscurité), et de réponses plus longues
i.e. de quelques jours (carences en nitrate et en phosphate). Aucun effet d’une réalimentation
en nitrate de plantes carencées en cet ion n’a ét¢ mesuré. Des études ont montré que ce
traitement stimule la Lp, chez le lotier [136, 139], la tomate et le concombre [140], le mais
[141] ou encore chez le tournesol [138] ; cependant cet effet n’avait jamais été exploré chez
Arabidopsis. Une hypothese est que la Lp, d’Arabidopsis pourrait étre stimulée suite a des
temps de réalimentation plus longs que le délai de 24 h qui a été étudié. D’autre part, malgré
le fait que la flagelline induise une production d’H,O, dans la racine (M. Boudsoq,
communication personnelle), un composé décrit comme inhibant la Lp, d’Arabidopsis [255],
aucun effet n’a été mesuré dans cette étude suite a I’application de flg22 dans le milieu de
culture.

Des approches protéomique et phosphoprotéomique quantitative menées sur des extraits
racinaires de protéines microsomales ont permis de quantifier les variations d’abondance des
aquaporines et de leurs formes modifiées dans les situations environnementales décrites
comme altérant la Lp,. Cette étude a permis d’identifier, parmi les 35 isoformes d’aquaporines
[11], 22 isoformes, dont I’ensemble de celles qui sont prédites comme racinaires, exceptée
I’isoforme SIP1;1 (eFP Browser). Sept nouveaux sites de phosphorylation de ces protéines ont
¢galement été décrits. Cette étude a aussi montré que les aquaporines PIPs et TIPs peuvent
étre modifiées par d’autres types de MPTs incluant la déamidation, la méthylation et la
formylation. Il apparait donc, qu’en plus de leur multiplicité d’isoformes, les aquaporines
racinaires existent sous de multiples formes de part leur statut de modification
post-traductionnelle.

D'un point de vue quantitatif, et dans le cadre de la réponse a trois traitements
représentatifs de plusieurs catégories de contraintes environnementales (NaCl, NO, carence et
réalimentation en phosphate), la mesure par ELISA des variations d’abondance des

aquaporines PIPs, couplée a la classification hiérarchique des variations d’abondance des
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peptides d’aquaporines PIPs et TIPs mesurées par MS, permet de dégager les conclusions
suivantes :

- les modulations de la Lp, ne peuvent pas étre simplement expliquées par une variation
de l’abondance des aquaporines PIPls et PIP2s, suggérant que les aquaporines sont
impliquées dans la modulation de la Lp; au niveau de leur activité intrinseéque de transport
d’eau (gating) ou de leur localisation sub-cellulaire.

- les variations de 1’état de phosphorylation des résidus S280 (probablement impliqué
dans le gating [22]) et S283 (impliqué dans la localisation sub-cellulaire [54]) de I’extrémité
C-terminale des aquaporines PIP2;1/2;2/2;3 peuvent expliquer, au moins en partie, les
modulations de Lp; observées en réponse au traitement salin et a la carence en phosphate.
Cependant, on constate qu’il existe des contextes ou la Lp;, est stimulée, sans que 1’on observe
une augmentation de la phosphorylation des résidus S280 et S283. D’autres mécanismes sont
donc probablement impliqués dans la modulation de I’activité des aquaporines. Parmi eux,
I'augmentation de la phosphorylation du résidu S277 dans le cas du traitement salin et de la
carence en phosphate semble étre en partie corrélée avec la baisse de Lp;.

- les variations de 1’état de phosphorylation de I’extrémité N-terminale de PIP1;1/1;2
pourraient également expliquer une partie des modulations de Lp,. En effet, nos résultats ont
montré que cet état de phosphorylation diminue ou est invariant dans les situations ou
I’activité des aquaporines diminue. Par contre, 1’abondance des formes phosphorylées
augmente dans les situations ou ’activité des aquaporines augmente.

- la déamidation pourrait créer un contexte favorable pour ’activité de protéines kinases,
au détriment des protéines phosphatases. En effet, cette modification est dans certains cas
associée a une augmentation de I’abondance de peptides phosphorylés (cas de PIP2;7 en
condition de carence en phosphate).

- les sens de variation des taux de phosphorylation des résidus S277 et S283 sont
toujours opposés, suggérant que 1’'un de ces deux sites est impliqué dans la régulation du taux
de phosphorylation de I’autre. Au vu des résultats obtenus dans ce travail, il n’est pas possible
de trancher sur I’identité du site dominant.

- des contextes qui, apparemment, impliquent une dégradation rapide (standard
DEA-NO) et resynthese rapide (DEA-NO) des aquaporines PIP ont été mis en évidence. Une
implication du contenu en fer du milieu de culture a été suggérée, mais reste a démontrer.

- des peptides d’aquaporines TIPs présentent de fortes variations d’abondance en
réponse au traitement salin (TIP2;3) ou DEA-NO (TIP1;2 et TIP2;2), soulevant la question du

role des aquaporines du tonoplaste dans la régulation de la Lp.
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L’approche menée sur une lignée invalidée pour 7IP2;3 suggere un role de cette
aquaporine dans le transport d’eau racinaire et sa sensibilité au stress salin. De plus,
I’approche de biochimie a montré que la variation d’abondance du peptide de I’extrémité
N-terminale de cette aquaporine en réponse au stress salin ne semble pas liée a un événement
de phosphorylation ni de glycosylation et un role de sa méthylation ou d’une autre MPT reste

a démontrer.

Les modulations de la Lp, en réponse a diverses contraintes environnementales sont donc trés
certainement d’origine multifactorielle, incluant une interaction entre les phosphorylations de
I’extrémité C-terminale d’isoformes PIP racinaires majeures (P1P2;1/2;2/2;3), une modulation
de I’état de phosphorylation des aquaporines PIPls et PIP2s, ainsi que la fonction
d’aquaporines TIP. Ce dernier point révele que la voie transvacuolaire constitue probablement

une élément majeur du transport de I’eau au travers des cellules végétales.

.VI  PERSPECTIVES A COURT TERME

L'analyse (phospho)-protéomique quantitative des traitements H,O,, mannitol, carence nitrate
et nutrition en molécules carbonées est en cours et permettra peut-étre de mettre en évidence
des variations cohérentes d’abondance de peptides et de sites modifiés au sein d'un méme type
de traitement (osmotique, oxydant ou nutritionnel). Par exemple, comme les traitements par le
NaCl et le mannitol sont de nature osmotique et induisent une réponse similaire sur la Lp, et
sur I’abondance des aquaporines PIP1s et PIP2s, des mécanismes de régulation communs des
aquaporines pourraient étre révélés. L’étude protéomique de mon travail de thése concernant
spécifiquement les aquaporines est couplée a une étude phosphoprotéomique quantitative
globale, qui traite de I’ensemble des autres protéines membranaires microsomales et est
menée par le groupe de M. Rossignol. L’objectif de cette étude est de révéler la dynamique
des transporteurs membranaires des racines d’Arabidopsis dans les conditions
environnementales décrites précédemment. Cette étude, presque achevée dans le cas du
traitement salin, a permis d’identifier environ 1400 protéines dont 25 % sont phosphorylées.
Parmi elles, 204 protéines sont des transporteurs et canaux (incluant les aquaporines) et
209 protéines ont été identifiées comme des protéines kinases appartenant a différentes
familles. La classification hiérarchique des variations d’abondance des peptides phosphorylés
en fonction de la cinétique de traitement salin permet de prédire des protéines kinases
potentiellement responsables de la régulation de ces classes et conforte I’hypotheése que

différentes classes de kinases sont impliquées de fagcon séquentielle dans la réponse au
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traitement salin (étude dont je suis co-auteur, en cours de rédaction pour publication). Cette

étude sera étendue dans les mois a venir a I’ensemble des traitements.
.VII PERSPECTIVES A MOYEN TERME

VIIL.1 Etudier P’effet d’un autre stress biotique sur la Lp,

Il apparait que les contraintes ¢tudiées dans ce travail de thése et conduisant a une altération
de la Lp, sont de type abiotique ou nutritionnel, et non d’ordre biotique. On sait toutefois que
les attaques par des pathogenes peuvent amener a de graves déséquilibres du statut hydrique
des plantes. Par ailleurs, dans la mesure ou 1’acide salicylique induit une inhibition de la Lp;
[255] et qu'il s'agit d'une molécule impliquée dans la réponse aux pathogeénes, on peut
s'attendre a mesurer un effet sur la Lp, de molécules percue par la plante comme des signaux
d’alerte dans une interaction pathogéne. Dans le but d'inclure dans cette étude une contrainte
biotique, il serait donc intéressant d’élargir nos analyses et de caractériser de possibles
modulations de la Lp; suite a I'application d'autres molécules de type MAMPs ou PAMPs,
telles que la chitine ou les peptidoglycanes [216].

VIL.2 Comprendre I’effet du fer et du NO sur I’abondance des aquaporines PIP

Les résultats suggérant une dégradation rapide (standard DEA-NO) et une resynthése rapide
(DEA-NO) des aquaporines PIP1s et PIP2s restent actuellement inexpliqués. La dégradation a
¢été observée dans un milieu dépourvu de fer, mais contenant 30 mM de NaCl du fait de la
nécessité d’appliquer le DEA-NO, donneur de NO, en présence de tampon phosphate
contenant du NaCl. De ce fait, il faudrait dans un premier temps s'assurer du réle du fer dans
ce processus de dégradation en quantifiant les aquaporines aprés traitement dans un milieu
simplifié, ou une stricte absence de fer pourra étre testée. Dans 1'hypothése ou les résultats
obtenus confirmeraient I'impact du contenu en fer du milieu sur 1'abondance des aquaporines,
le mécanisme de dégradation de ces protéines devra étre identifié. Nous évaluerons en

particulier la possible ubiquitination des aquaporines PIP.

.VIL.3 Les MPTs des aquaporines

De nouveaux sites de phosphorylation ont été identifiés mais leur position exacte est parfois
ambigué. De ce fait, une premicre étape consistera a positionner ces sites de phosphorylation,
par MS associée a une fragmentation de type ETD. Dans la mesure ou les états de
phosphorylation de I’extrémité N-terminale de PIP1;1/1;2 et du résidu S277 de I’extrémité

C-terminale de PIP2;1/2;2/2;3 sont corrélés aux modulations de la Lp,, nous tenterons
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d’évaluer leur role. Pour cela, les sites d’intérét devront étre substitués par un résidu alanine
ou acide aspartique de facon a mimer respectivement I’absence ou la présence constitutive de
phosphorylation [54]. Ces protéines devront ensuite étre exprimées en systéme hétérologue
(ovocytes de xénope) dans le but d’étudier leur activité de transport d’eau. Obtenir des plantes
exprimant de telles protéines, mutées et fusionnées a la GFP, devrait permettre, par imagerie
confocale, d’étudier le role de ces MPTs dans la localisation sub-cellulaire de la protéine, en
conditions standard et de traitement régulant 1’état de phosphorylation de cette région (NaCl,
standard DEA-NO et carence en phosphate). Plus particulierement, concernant I’interaction
entre les trois sites de phosphorylation de I’extrémité C-terminale de PIP2;1/2;2/2;3, la
production de plantes exprimant des protéines portant une mutation ponctuelle sur le résidu
S277 (S277A ou S277D) devrait permettre d’étudier I’'impact de la phosphorylation de ce
résidu sur 1’état de phosphorylation des résidus S280 et S283. Des approches de quantification
absolue par MRM permettront alors de quantifier I’abondance de chacune des quatre formes
de cette extrémité (non modifiée, 1P sur S277, 1P sur S280, et 2P sur S280+S283). Il sera
donc possible d’évaluer leurs proportions les unes par rapport aux autres. Enfin, nous savons
déja que la phosphorylation des résidus S280 et S283 de ArPIP2;1 est impliquée
respectivement dans le gating et la localisation sub-cellulaire de cette aquaporine [22, 54]. La
connaissance du role de la phosphorylation de S277 devrait permettre de préciser les
mécanismes moléculaires en jeu et leur importance respective dans la réponse aux contraintes
environnementales étudiées.

Concernant les autres MPT identifiées, mais uniquement dans le cas ou leur abondance
est modifiée en réponse a un traitement, il faudra suivre les mémes stratégies que celles
décrites pour I’étude de la phosphorylation. Pour ce qui est de la méthylation de I’extrémité
N-terminale de PIP1;1/1;2, il faudra, dans un premier temps, préciser la position de cette
modification. Ensuite, les résidus méthylés d’intérét devront étre remplacés par un résidu
alanine [38]. Enfin, concernant la déamidation, le résidu concerné devra étre remplacé par un
résidu alanine ou acide aspartique de fagon a mimer respectivement 1’absence ou la présence

constitutive de déamidation [236].

.VI1.4 Role des aquaporines TIPS dans la Lp,

Ce travail de theése suggere que TIP2;3 pourraient contribuer de fagon directe et indirecte au
transport d’eau racinaire. Afin de confirmer cette hypothese, il faudra absolument disposer
d’un second allele de plantes mutées. Ensuite, plusieurs hypothéses pourront étre envisagées

concernant le role de TIP2;3 dans la diminution de la proportion de transport d’eau prise en
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charge par les aquaporines PIPs : (1) ’activité intrinseque de transport d’eau des aquaporines
PIPs est inhibée, (2) leur localisation sub-cellulaire est modifiée ou (3) une dégradation de ces
aquaporines a ¢té induite. L’ensemble de ces hypothéses doivent étre évaluées. D’autre part,
identifier 1’éventuelle MPT responsable de la variation d’abondance du peptide de I’extrémité
N-terminale de TIP2;3, dans le cas du traitement des plantes par le NaCl, devrait permettre

d’identifier un nouveau mécanisme de régulation de la Lp;.
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Régulation des aquaporines et réponse des racines d'Arabidopsis thaliana a des stimuli
abiotiques et nutritionnels

La conductivité hydraulique racinaire (Lp;) traduit la facilit¢ du passage de 1’eau au travers
des racines. Ce paramétre, majoritairement controlé par l'activité de canaux hydriques
membranaires (aquaporines), est modulable par diverses contraintes environnementales. Ce
travail a permis de caractériser, sur un méme organisme (Arabidopsis), les effets d’un
ensemble de contraintes abiotiques et biotiques, représentatives de situations
environnementales, sur la Lp,. Alors que la flagelline n'affecte pas la Lp,, les contraintes
osmotiques (NaCl, mannitol), oxydantes (H,O,, NO) et nutritionnelles (carence en phosphate,
en nitrate, culture des plantes en nuit prolongée) inhibent la Lp,. Par contre, la réalimentation
en phosphate ainsi que l'addition de saccharose a des plantes cultivées en nuit prolongée
stimulent la Lp,. Une approche phosphoprotéomique quantitative, basée sur 1'analyse par MS
de protéines microsomales racinaires purifiées a partir de plantes cultivées dans trois de ces
contextes (NaCl, NO, phosphate) a permis de quantifier les variations d’abondance de
I’ensemble des aquaporines racinaires ainsi que de leur état de MPT. D'un point de vue
qualitatif, 22 aquaporines ont été identifiées dans la racine ainsi que plusieurs types de MPTs,
incluant des nouveaux sites de phosphorylation (7), de méthylation (13 a 15), de formylation
(4) et de déamidation (25 a 26). D'un point de vue quantitatif, cette étude a permis de conclure
que les observations réalisées au niveau de la Lp, sont la résultante de mécanismes
multifactoriels incluant 1’état de phosphorylation des trois sites de 1’extrémité C-terminale de
PIP2;1/2;2/2;3, I’état de phosphorylation de 1’extrémité N-terminale de PIP1;1/1;2, ainsi que
les aquaporines TIPs. Ce travail permet donc de proposer de nouveaux mécanismes
moléculaires impliqués dans la régulation de la Lp, en réponse a des contraintes de
l'environnement.

Mots clés : contraintes environnementales, racines, Lp;, aquaporines, modification
post-traductionnelle, phosphoprotéomique quantitative

Regulation of aquaporins and response of Arabidopsis thaliana roots to abiotic and
nutritionnal stimuli

The water uptake capacity of plant roots (root hydraulic conductivity, Lp;) is mainly
determined by water channels (aquaporins) and is modulated by environmental constraints.
The present work characterised, in a unique organism (Arabidopsis), effects on Lp; of abiotic
and biotic constraints representative of environmental situations. Whereas flagelline does not
affect Lp;, osmotic (NaCl or mannitol), oxidative (H,O, or NO) and nutritional (phosphate or
nitrate starvation, prolonged night) stimuli inhibit Lp,. However, phosphate and sucrose
resupply stimulate Lp,. A phosphoproteomics approach based on MS analysis of microsomal
proteins extracted from roots of plants cultivated in different environmental constraints (NaCl,
NO,phosphate starvation and resupply) allowed to quantify variations of abundance of roots
aquaporins and of their PTMs. As a qualitative point of view, 22 aquaporins were identified in
roots as well as several post-translational modifications including new sites of
phosphorylation (7), methylation (13 to 15), formylation (4) and deamidation (25 to 26). From
a quantitative point of view, the present work drove to the conclusion that the modulations of
Lp; result from multifactorial mechanisms including the phosphorylation status of the
C-terminal part of PIP2;1/2;2/2;3 and of the N-terminal part of PIP1;1/1;2 and TIP
aquaporins. This study proposes new molecular mechanisms implicated in Lp, regulation in
response to various environmental situations.

Keywords: environmental constraints, roots, Lp;, aquaporins, post-translational modification,
quantitative phosphoproteomics



