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Résumé

Le présent mémoire porte sur la caractérisation d’une protéine de type
MAP4K fortement exprimée dans les ovaires de la plante Solanum chacoense Bitt.
nommée S. chacoense Fertilization Related Kinase 3 (ScFRK3). La comparaison de
la séquence en acides aminés de cette protéine avec la base de donnée informatique
du NCBI a permis le classement de cette protéine dans le groupe des sérine/thréonine
kinases, plus spécifiquement dans la famille des « Mitogen-Activated Protein Kinase
Kinase Kinase Kinases » (MAP4K). Les protéines de type MAP4K sont impliquées
dans les voies de signalisation intracellulaire des cascades de MAPK, dans
I’apoptose et dans le réarrangement du cytosquelette chez les animaux et les levures.
Cette famille de protéine kinase est bien caractérisée chez les animaux et les levures,
mais aucune protéine de ce type n’a de fonction connue chez les végétaux. Aussi,
avons-nous entrepris une caractérisation de la protéine SCFRK3 basée sur 1’analyse
des patrons d’expression d’ARNm isolé de divers tissus de la plante, sur
’observation de' phénotypes résultant de la transformation de plantes avec une
construction causant un phénomeéne d’interférence d’ARN ciblé contre le messager
de la protéine ScFRK3, et enfin par la recherche d’interactants protéiques obtenus
dans le syst¢éme de double-hybride chez la levure. Les résultats obtenus indiquent que
la protéine ScFRK3 est principalement exprimée dans les organes reproductifs
femelles avant et aprés fécondation, qu’elle est indispensable 2 la production de fruits
de tailles comparables & celles des fruits des plantes de type sauvage et de la
production de graines matures. Aussi, les interactants protéiques identifiés lors des
criblages de double-hybride sont presque tous impliqués dans les étapes de la
reproduction, allant de la formation des ovules, au guidage du tube pollinique lors de
la fécondation jusqu’a I’abscision des fruits. La protéine SCFRK3 agirait donc dans
de multiples voies de signalisation impliquées dans la reproduction sexuée végétale,
ajoutant des indices pour appuyer notre hypothése impliquant ScFRK3 dans la

reproduction végétale.

Mots-clefs : MAP kinase, MAP4 kinase, embryogénése, plantes transgéniques



Abstract

The present master thesis is about the characterization of a MAP4K protein
expressed in ovaries of the organism Solanum chacoense Bitt., named S. chacoense
Fertilization Related Kinase 3 (ScFRK3). The comparison of the amino acids
sequence of this protein with the database publicly available showed that SCFRK3 is
closely related with protein of the serine/threonine kinase group, more specifically in
the Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase Kinases (MAP4K). MAP4K
proteins are component of MAPK intracellular signal transduction pathway,
apoptosis and have been shown to be involved in the cytoskeleton rearrangement.
This protein family is well characterized in the animal kingdom and yeast , but no
function has yet been ascribed to any plant MAP4K proteins. With this in mind, we
decided to characterize the ScFRK3 protein using the RNA expression patterns, the
observations of phenotypes resulting in RNAI plant transformations, and by doing
two-hybrid screening experiences to find interacting protein partners. The results
showed that the ScFRK3 protein is mostly expressed in the female reproductive
organ, before and after fertilization, and that this protein is necessary for the
production of fruits of normal sizes and for mature seed formation. The proteins
isolated through a two-hybrid screening are all involved in various reproductive
processes, from ovule formation to fertilization and fruits abscission. The ScFRK3
protein is thus most probably involved in numerous signaling pathways involved in

fruit development and plant sexual reproduction.

Keyword: MAP kinase, MAP4 kinase, embryogenesis, transgenic plants, two-hybrid
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1. Introduction

Si I’air est respirable, si plusieurs maladies ont un traitement et si les
populations humaines peuvent se nourrir, c’est grace au régne végétal. Les plantes
ont réussi a coloniser presque tous les écosystémes terrestres, elles se sont adaptées
aux prédateurs et aux organismes pathogénes et elles profitent de modes de
reproduction et de dispersion d’une inimaginable variété. Les plantes possédent
leurs propres voies de développement et cycle de vie, bien qu’une partie de leur
génome soit commun aux autres régnes eucaryotiques. Les voies de signalisation
intracellulaires de type « Mitogen Activated Protein Kinase » (MAPK) sont les
mémes chez les animaux, les levures et les végétaux, mais elles sont adaptées aux
besoins différents de chacun, que ce soit lors du développent, de la réponse aux
stress ou des changements se produisant au moment de la reproduction. Des
protéines homologues aux fonctions différentes entre les régnes sont étonnamment
souvent interchangeables. Bref, si les voies de signalisation par MAPK ont été aussi
bien conservées chez les animaux, les végétaux et les champignons, ¢’est que leurs

roles sont d’une grande importance.

1.1. Reproduction végétale

1.1.1. Formation des gamétes femelles ou mégaspores

Pour qu’une plante se reproduise sexuellement, elle doit entrer dans un nouveau
cycle de vie qui culminera par la formation d’une fleur pouvant contenir les gamétes
haploides reproducteurs males ou femelles, ou une combinaison des deux. La
formation d’une fleur dépend du passage du méristtme caulinaire végétatif en
méristeme inflorescent puis en méristéme floral (Evans et Malmberg., 1989; Ray et
al., 1996). Les gamétes femelles sont cachés au cceur de la fleur, dans les carpelles,
qui renferment les ovules. Ceux-ci protégent le sac embryonnaire qui contient
I’oocyte. Le sac de type Polygonum est le plus commun, il est présent chez 70% des

especes végétales examinées, dont Solanum chacoense (Huang et Russel, 1992); il



renferme I’oocyte, deux noyaux polaires, trois cellules antipodales ainsi que deux

synergides.

Les gamétes femelles sont formés par la succession de deux phases de divisions
non symétriques. Lors de la mégasporogénése, la cellule mére diploide —Ile
mégaspore— (cellule issue du nucelle), se divise en une tétrade de mégaspores
haploides, dont seule la cellule la plus prés du chalaze survit, tandis que les trois
autres dégénerent. Vient ensuite la phase de mégagamétogénese, durant laquelle il se
produit trois divisions mitotiques donnant une cellule & huit noyaux. Lors de la
troisieme mitose, il se forme des phragmoplastes et des plates-formes cellulaires
entre les noyaux, puis chaque cellule est entourée d’une paroi cellulaire. Deux de ces
cellules fusionnent pour former les deux noyaux polaires. A 1a fin de la formation du
mégagamétophyte, les cellules antipodales meurent. Cette organisation polarisée du
sac, ainsi que la structure de I’ovule facilitent la fécondation. Les synergides et
I’oocyte sont situés du c6té du micropyle, & savoir le pore formé par la jonction des
téguments de I’ovule qui permet le passage du tube pollinique qui va ensuite
pénétrer ’ovule en percant une des synergides. On trouve les cellules antipodales du
cOté de la chalaze, c’est-a-dire la section qui rejoint le funicule qui assure la jonction

entre 1’ovule et le placenta.



Figure 1: Mégagamétogénése npf
Légende : Le gris représente le cytoplasme
Le blanc représente les vacuoles

Les lignes noires séparant les noyaux représentent les parois

cellulaires partielles

ca : cellules antipodales
00 : oocyte

np : noyau polaire

sy : synergides

npf : noyau polaire fusionné

1.1.2. Développement des gamétes males ou microspores

Les cellules sexuelles méles se développent dans les sacs spermatiques aux bouts
des antheres. Chaque cellule mére des microspores se divise en une tétrade de spores
qui forme les microgamétophytes, appelé pollen lorsqu’il se divise en deux cellules.
L’une d’elles formera le tube pollinique et I’autre se divisera pour donner les deux
cellules spermatiques servant a la double fécondation. Plus de 20 000 génes sont
ainsi exprimés lors du développement du microgamétophyte, et probablement

beaucoup plus lors de celui du mégagamétophyte (Drews et Yadegari, 2002).



1.1.3. Fécondation : deux fois c¢’est mieux!

L’acces a I’oocyte est difficile et génétiquement contrdlé. Deux systémes
d’auto-incompatibilité —sporophytique et gamétophytique— présents chez plusieurs
espéces végétales veillent a la diversité génétique en inhibant les pollinisations
incompatibles. Si un grain de pollen se pose sur le stigmate d’une fleur réceptrice, la
plante doit vivre de grands changements, des modifications génétiques et
métaboliques aboutissant & la formation d’un fruit portant les graines, qui renferment
I’albumen et I’embryon. Une fois sur le style, le pollen est hydraté et germe pour
former un tube pollinique. Ce dernier s’enfonce dans le tissu du style, guidé entre
autres par divers signaux dont certains émanent des deux synergides (Higashiyama et
al., 2001). Le tube pénétre dans 1’ovule par le micropyle et perce la paroi a 1’endroit
ou se trouvent les synergides. Ces derniéres meurent avant I’entrée du tube,
permettant une pénétration plus facile (Grossniklaus et Schneitz, 1998). Une fois le
sac perforé, le tube pollinique éjecte les deux cellules spermatiques. La premiére
féconde I’oocyte pour former le zygote diploide. La seconde s’unit aux deux noyaux
polaires formant une cellule triploide qui, en se divisant, donnera le tissu nourricier
de ’embryon, I’albumen. La fusion des gamétes est facilitée par une absence ou une
discontinuité de la paroi cellulaire dans la région comprenant les synergides, I’oocyte
et les noyaux polaires (Grossniklaus et Schneitz, 1998). De plus, les membranes
plasmiques sont en contact direct entre elles. Il s’ensuit donc la formation d’albumen

et d’un embryon protégés par la graine portée dans le fruit.



Embryon

Suspenseur

Stade Cordiforme Stade Torpille

Figure 2 : Formation de ’embryon et du suspenseur du stade unicellulaire au stade
mature



1.1.4. Développement embryonnaire, fructification et abscission

L’embryon dicotylédone mature (Figure 2) est formé de cing structures
majeures : le méristéme apical caulinaire, les deux cotylédons, I’hypocotyle, la
radicule et le méristéme racinaire. Ces structures sont formées par le zygote qui
entreprend une suite de divisions asymétriques aux destins cellulaires différents. Les
cellules apicales formeront 1’embryon, alors que les cellules basales donneront
naissance au suspenseur, organe nécessaire pour puiser 1’énergie emmagasinée dans
P’albumen. En se divisant, I’embryon passe par les stades globulaire, cordiforme —
lors duquel les cotylédons se forment—, torpille et enfin embryonnaire mature
(Harada, 1999). 11 s’ensuit une période de dormance, jusqu’a ce que les conditions

idéales a la germination et au développement de I’embryon soient réunies.

Une fois fécondé, ’ovule dépend de 1’auxine pour se développer en fruit.
D’ailleurs, on réussit & obtenir des fruits sans graines par simple application de cette

hormone, la pollinisation devenant inutile a la fructification chez certaines espéces

(O’Neil, 1997).

Une fois le développement du fruit terminé, ce dernier se disperse pour
implanter ailleurs la nouvelle génération végétative qu’il contient. Les fruits de types
climactériques se détachent de la plante mére par abscision causé en partie par
I’augmentation de la production d’une autre hormone : 1’éthyléne (Vrebalov et al.,
2002).

1.1.5. Types de reproductions asexuelles

Il existe des exceptions dans lesquelles il y a formation d’une graine et du fruit
sans qu’il y ait fécondation, cette reproduction asexuée se produit entre autre
lorsqu’une mégaspore non réduite, diploide donc, produit un embryon. Ce type de
reproduction asexué se nomme apomixie. Certains génes sont responsables de cette
reproduction non conventionnelle. Les mutants fertilization-independant endosperm

(fie), medea (mea), et fertilization-independent seed? (fis2) donnent des fruits sans



qu’il y ait fécondation, leur rdle serait donc de réprimer la prolifération de 1’albumen
avant la fécondation. Lors de la fécondation, ces génes sont alors régulés
négativement, peut-étre méme par le pollen (Koltunow et Grossniklaus, 2003). La
pollinisation, sans qu’il y ait fécondation peut en effet étre un événement

déclencheur de I’apomixie (O’Neil, 1997).

Il existe un autre phénomene, la parténocarpie, qui est dii a la défaillance de
génes contr6lant la formation des fruits. En effet, les fruits parténocarpiques se
forment sans qu’il y ait fécondation, et sans qu’il y ait formation de graines. Ce
phénomene est intéressant pour 1’industrie agroalimentaire, puisque de nombreux
consommateurs préférent les fruits sans graines, pépins ou noyaux. L’ovule se
développe en graine par l’action d’hormones. La production de fruits
parténocarpiques est liée a I’accumulation de gibbérellines et d’auxines dans les
ovaires. Une mutation des génes impliqués dans le contrdle de ces hormones doit
€tre responsable de cette aberration du développement. Les fruits formés sont sans

graines et généralement de plus petite taille, environ 2/3 de leur taille normale

(Mazzucato et al., 1998).

1.1.6. Roles de I’éthyléne

Si I’auxine est importante lors de la fructification, 1’éthyléne 1’est dans les
premiers moments suivant la pollinisation. Cette molécule trés simple (CH,=CH,) est
ultimement formée grice a I’enzyme ACC oxidase qui transforme I’ACC en
éthyléne, hormone végétale volatile. Dés que le pollen se pose sur le style d’une fleur
réceptrice, avant méme qu’il ne germe et ne pénétre dans le style, la chaine
d’événements reliés a la fécondation est initiée. Chez plusieurs esp&ces, on remarque
une augmentation du taux d’éthyléne dans le style immédiatement aprés son contact
avec le pollen. Ce phénomene est d’abord causé par la conversion des molécules
d’ACC venant du pollen en éthyléne, puis par la production d’éthyléne par la fleur
elle-méme. La production d’éthyléne du pollen induirait alors la production

d’éthylene indigene de la fleur (O’Neil, 1997). L’éthyléne pourrait donc servir de



messager lors de la pollinisation pour indiquer 2 la fleur qu’elle doit se préparer 2 la

fécondation.

L’éthyléne est aussi impliqué dans la réponse aux stress et aux agents
pathogenes, dans la croissance et le développement des plantes, dans la sénescence et
I’abcsission des fruits, fleurs et feuilles (Johnson et Ecker, 1998). La perception de
I’éthylene par les cellules se fait par un ou plusieurs récepteurs a deux composantes
qui activent une voie de MAPK. Par exemple, chez Arabidopsis thaliana, cing
récepteurs d’éthyleéne ont été identifi€s (Johnson et Ecker, 1998; Chang et Shockey,
1999; Bleeker, 1999; Bleeker et Kende, 2000 et Wang et al., 2002).

1.1.7. Interaction entre les protéines de signalisation et les récepteurs

Des récepteurs de type kinase (PRK) semblent impliqués dans les processus
de différenciation cellulaire tels que le fonctionnement du méristéme, 1’élongation
cellulaire, la résistance aux maladies et la réponse aux hormones. IIs participeraient
donc 2 plusieurs étapes du développement végétatif et reproductif (Ferrandiz et al.,
1999). Les récepteurs de type kinase sont possiblement des activateurs des voies de
signalisation intracellulaire de type MAPK chez les plantes. Ces voies seraient
impliquées dans les mémes mécanismes cellulaires que les PRK. Par exemple, il
semble que le récepteur TOO MANY MOUTHS (TMM), faisant partie de la famille
des récepteurs kinase riche en leucine (LRR-PRK), mais sans domaine kinase
cytoplasmique tout comme CLAVATA 2, pourrait interagir avec une MAP3K
(YODA). Ces deux protéines seraient impliquées dans une voie de transmission de
signaux menant 2 la différenciation cellulaires lors de la formation des stomates et de

I’embryon (Bergman et al., 2004; Lukowitz et al., 2004 et Nadeau et Sack., 2003).

1.1.8. Protéines G hétérotrimériques et récepteurs : végétaux versus animaux

En plus des récepteurs et des protéines de type kinase qui y sont associés, de

nombreuses voies de signalisation intracellulaire, dont plusieurs voies de MAPK,



sont activées par des récepteurs transmembrannaires heptoidaux couplés a des
protéines G hétérotrimériques (GPCR). Ces protéines G hétérotrimériques sont
formées de trois sous-unités (Ga, Gf ,et Gy) qui, une fois activées par la présence
d’une molécule de GTP, se dissocient en deux fractions, Ga et Gfy. La sous-unité
Gp interagit entre autres avec des protéines de type MAP4K du sous-groupe des
Ste20/PAK pour ensuite activer certaines cascades de MAPK. Il existe plus d’un
millier de GPCRs chez les animaux, 23 sous-unités Ga, six sous-unités Gf3, et 12
sous-unités Gy, permettant une multitude de combinaisons possibles entre ces
éléments. Le tableau est tout autre chez les végétaux. En effet, chez A. thaliana, on
ne recense qu’un ou deux complexes hétérotrimériques de protéines G et il n’y a
qu’une sous-unité Go, une sous-unit€é Gf et peut-€tre deux sous-unités Gy. Ces
complexes sont associés & plusieurs voies de signalisation, mais il existe trés peu de
récepteurs associés aux protéines G (Ullah et al., 2001). Il y aurait environ 27
récepteurs semblables aux GPCR, et un seul possede les sept boucles
transmembranaires : MLOI1, qui est impliqué dans la résistance au mildiou. Jusqu’a
présent, on ne connait qu’un exemple d’interaction entre un récepteur de type GPCR
interagissant avec une sous-unité de la protéine G hétérotrimérique chez A. thaliana.
Il s’agit du récepteur G Protein-Coupled Receptor 1 (GCR1) qui interagit avec la
sous-unité a (GPA1) et qui régule la signalisation de 1’acide abscissique (Pandey et
Assman, 2004). Il se peut donc que les protéines G hétérotrimériques interagissent
avec un autre type de récepteur, ou qu’il se produise une activation d’une voie de
signalisation indépendante d’un récepteur. Ce que possédent les végétaux et qui les
différencient des animaux et des levures, c’est la présence d’une grande quantité de
récepteurs de type kinase (PRK), ainsi que la présence de récepteurs histidine kinase
a deux composantes. Il semble donc que les protéines G hétérotrimériques puissent
s’associer a d’autres types de récepteurs. Quand on pense aux 600 PRK disponibles
chez les plantes, on peut imaginer un lien entre ces derniers et les voies de
transduction de signaux par MAPK (Jones, 2002; The Arabidopsis genome initiative,
2000; Meyerowitz, 2002).
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Bref, si les voies de MAPK sont conservées chez les eucaryotes, les voies
identifiées chez les végétaux semblent avoir évoluées différemment quant a leurs
structures, leurs méthodes de régulation, leurs protéines activatrices ainsi que leurs

variétés.

1.2. Cascades de MAPK

Si les cellules percoivent les signaux extracellulaires et réagissent
convenablement, c’est que ces derniers sont habituellement captés par des récepteurs
transmembranaires. Par la suite, le signal voyage dans la cellule et va jusqu’au noyau
ou les facteurs de transcription activent les geénes impliqués dans la réponse

cellulaire nécessaire.

L’ajout ou le retrait d’un groupement phosphate peut-étre la cause
d’importants changements de structure et (ou) de propriété de la protéine modifiée.
La phosphorylation transitoire de protéines est essentielle au fonctionnement
cellulaire au méme titre que le métabolisme, le cycle cellulaire, le transport d’ions, le
contrdle du développement et la réponse aux stress. Le nombre élevé de protéines
kinases et phosphatases identifi€ est une autre preuve de 1’importance de la

phosphorylation (Luan, 2003).

Les deux groupes de kinases les plus répandus sont caractérisés par le résidu
qu’elles phosphorylent. Les sérine/thréonine kinases ajoutent un groupement
phosphate a une sérine ou une thréonine, alors que les tyrosines kinases préférent les
résidus tyrosines. Le classement vaut également pour les phosphatases, qui retirent le
groupement phosphate (Hunter, T. 1997). Si les plantes ne semblent pas posséder des
tyrosines kinases, elles disposent néanmoins d’un troisi¢éme groupe phosphorylant :

les histidines kinase.

Les voies de transduction de signaux par les MAPK sont présentes chez tous

les eucaryotes. Elles impliquent généralement trois protéines, parfois quatre, qui se
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phosphorylent successivement et permettent la transduction d’un signal d’origine
extracellulaire, capté par un récepteur membranaire (Figure 3). Ensuite, ce dernier
active par phosphorylation une MAP3K qui phosphoryle une MAP2K qui, 2 son
tour, phosphoryle une MAPK qui phosphoryle son substrat. Ce substrat est souvent
un facteur de transcription qui active les génes nécessaires a la réponse cellulaire
spécifique requise. Cette organisation de transmission de message permet une
activation et une inhibition rapide par I’ajout ou le retrait de groupements
phosphates. Les cascades de MAPK sont déphosphorylées par des protéines
sérine/thréonine phosphatases, nommées PPP (Luan, 2003). Il semble que les PP2C
soient les protéines phosphatases les plus souvent impliquées dans la régulation de
I’activation des kinases agissant dans les voies de signalisation de MAPK
(Schweighofer et al., 2004). Chez les plantes, on a répertorié 76 PP2C et, bien que ce
groupe ne soit pas bien caractérisé, certaines de ces protéines sont impliquées dans la
régulation de la voie de réponse a 1’acide abscisique (ABA) (Meyerowitz, 2002;
Schweighofer et al., 2004). Certaines phosphatases comme MKP1 peuvent
également retirer les deux phosphates se trouvant sur la MAPK ERK : il s’agit alors
d’une phosphatase & double spécificité, puisque ERK est doublement phosphorylé
sur des résidus sérine et thréonine (Millward ef al., 1999). Le transfert de signaux par
des protéines rapidement activables et inactivables selon la présence de phosphates

permet un contrdle rapide et une réponse cellulaire efficace.
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Figure 3 : Représentation schématique d’une voie de transduction de signaux par
cascade de MAPK

1.2.1. Voies de MAPK chez les plantes

Les cascades de MAPK sont trés bien connues et caractérisées chez les
animaux et les levures. Des protéines homologues aux MAP4K, MAP3K, MAP2K et
MAPK sont présentes chez les plantes et on peut affirmer que des cascades de
MAPK sont impliquées dans les réactions de défense (Hirt et Scheel, 2000; Cardinale
et al., 2002), dans la régulation de la division cellulaire et le réarrangement du

cytosquelette (Bogre et al, 2000; Nishihama et Machida, 2001; Calderini et al., 2001,



13

Jouannic et al., 2001), dans la réponse aux hormones (Hirt, 1997, Tena et al, 2001),
dans la perception de I’éthyléne (Salvadi-Goldstein et Fluhr, 2000), bien que trés peu
de cascades de signalisation soient complétes, et qu’aucune n’ait été vérifiée in vivo
(Zhang et Klessig, 2001) malgré I’annonce récente de Jonak et al., en 2004 et
démenti par le groupe de Ecker et al., en 2005.

Les voies de MAPK sont les mieux connues et étudiées lorsqu’elles sont
impliquées dans la réponse aux stress, aux blessures mécaniques ou aux organismes
pathogeénes (Figure 4). La plupart des différents stimuli entrainent la méme réponse
cellulaire, soit la production d’especes réactives d’oxygene, ainsi que 1’activation de
genes de défense hitifs. Il y a donc convergence des stimuli lorsqu’ils atteignent les
voies de transduction de signaux par MAPK (Zhang et Klessig, 2001). Fait
intéressant, le controle négatif de I’activation des réactions de défense se fait aussi
par voie de MAPK : une autre cascade semble bloquer les voies d’activation des
génes de défense et la production d’especes réactives d’oxygene lorsque la plante
n’est pas attaquée (Hirt, 2000; Bent, 2001; Innes, 2001 et Cardinale et al, 2002). Il y
a donc un équilibre complexe entre 1’activation et 1’inhibition des réactions de
défense, contrélée par les voies de MAPK. Aussi, une expérience menée par Teige et
al et 2004 sur des plantes d’A. thaliana surexprimant la protéine MAP2K MKK?2
agissant en amont des deux MAPK MPK4 et MPK6 montre des changement dans le
taux d’expression de 152 génes impliqués dans la réponse aux stress. I1 semble donc
que les voies de MAPK sont d’une grande importance dans la réponse aux stress et

que leur activité touche de nombreux genes.
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Figure 4 : Exemple de la variété des stimuli induisant les voies de MAPK (Zhang et
Klessig, 2001)

Mizogushi et al. en 1998 ont construit la premiére cascade hypothétique
compléte de MAPK végétales. Ils y sont parvenus en démontrant des interactions
entre une MAP3K et une MAP2K et entre cette derniére et une MAPK par des tests
de double-hybride. Ils ont également réalisé des tests de complémentation de mutants
de levures pour déterminer si ces protéines étaient fonctionnelles. Puis, en 2002, Asai
et al. ont assemblé la cascade complete de défense en réponse aux flagellines en
identifiant le ligand (une flagelline), le récepteur de type PRK FLS2, les trois MAPK
de la cascade et enfin les deux facteurs de transcription WRK'Y?22/29, par des tests

d’expression transitoire dans des protoplastes. En utilisant le méme stratagéme que
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Asai et al., Ouaked et al. en 2003 ont réussi & assembler la voie de défense induite
par I’éthyleéne. Toutes ces voies sont encore & prouver in vivo et aucune MAP4K ne

semble impliquée.

1.2.2. Controle et organisation des cascades

Les cascades de MAPK étant composées de plusieurs éléments qui peuvent
participer a plus d’une voie, selon les signaux activateurs et les besoins cellulaires, il
est nécessaire d’avoir des domaines régulateurs sur les MAPK ainsi que des
protéines associé€es qui régulent et organisent les membres des voies de transduction
de signaux. Il existe des transferts de signaux croisés impliquant plusieurs voies de
MAPK en méme temps, certaines régulant les autres, négativement ou positivement.
Parfois, une méme MAP3K est impliquée dans trois voies de signalisation donnant
des réponses cellulaires completement différentes, comme c’est le cas de Stellp
chez la levure. La présence de contrdles & plusieurs endroits tout au long des
cascades est donc nécessaire pour gérer toutes ces possibilités de réponse et obtenir
celle qui est spécifique. Les cellules possédent des protéines d’ancrage et des
protéines d’échafaudage qui coordonnent les liaisons distinctes entre les différents
€léments des voies de MAPK. Ces protéines peuvent agir de fagon antagoniste en
séquestrant ou en séparant les protéines dans des régions cellulaires différentes afin
d’empécher les interactions non désirées; ou, au contraire, en groupant les éléments
requis et permetant une activité rapide entre eux (Bauman et Scott, 2002).
L’exemple le mieux connu de protéines d’échafaudage se trouve chez
Saccharomyces cerevisiae. En effet, la MAP4K Ste20p et la MAP3K Stellp sont
impliquées dans trois voies de signalisation distinctes. Des protéines d’échafaudage
sont présentes dans deux de ces voies : premiérement la protéine SteSp rassemble les
€léments de réponse aux phéromones, alors que la MAP2K Pbs2, qui sert aussi de
protéine d’échafaudage, rassemble les éléments de réponse a un taux osmotique
€levé. La troisiéme cascade est impliquée dans la réponse 4 une carence en azote,

mais aucune protéine d’échafaudage n’est impliquée dans cette voie. Ces systémes

permettent d’éviter I’activation de la mauvaise voie par Ste20p ou Stellp
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(Garrington et Johnson, 1999; Ptashne et Gann, 2003). Bien qu’on extrapole le
contrble des voies de MAPK végétales par des protéines d’échafaudage, aucune

protéine pouvant exercer une telle fonction n’est connue & ce jour.

1.2.3. MAPK

A) Présentation générale de la protéine

Les MAPK sont des protéines catalytiques de la famille des sérine/thréonine
kinases. Elles sont présentes chez tous les eucaryotes et ajoutent de fagon spécifique
a une protéine substrat des groupements phosphates sur des résidus sérine ou
thréonine immédiatement suivis d’une proline (Johnson et Lapadat, 2002; Widmann
et al., 1999). Ce contexte précis d’activation permet la spécificité de 1’interaction
entre la MAPK et son substrat. Les résidus entourant les résidus phosphorylés
ajoutent aussi 2 la spécificité (Chang et Karin, 2001). La majorité de leurs protéines
substrats sont des facteurs de transcription, mais les MAPK phosphorylent
également des protéines kinases, des phospholipases, des protéines associées au
cytosquelette, ou d’autres protéines cytosoliques (Widmann et al, 1999). Elles
peuvent aussi, dans certains cas, phosphoryler des MAP2K ou des MAP3K, ayant
ainsi un effet direct sur I’amplification ou la diminution de la transduction de signal
par la cascade de MAPK (Kiiltz, 1998). Elles sont elles-mémes phosphorylées par
une protéine MAP2K sur les résidus thréonine et tyrosine de leur site actif : TXY
(Wrzaczek et Hirt, 2001; Bertram et al., 1997). Les protéines de type MAPK sont
classées en quatre sous-groupes que sont les « extracellular signal-related kinases »
(ERK)-1/2, les «Jun amino-terminal kinases »(JNK)-1/2/3, les «p38
protein »(p38a/B/y/d) ainsi que les ERKS selon Chang et Karin (2001). Les MAPK
sont cytoplasmiques, mais une fois phosphorylées, elles pénétrent dans le noyau en

entier ou en partie oll elles peuvent alors phosphoryler des facteurs de transcription
(Robinson et Cobb, 1997).
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B) MAPK végétale

Les végétaux ne possédent que des MAPK de la famille des ERK qui sont
donc appelées Plant ERK (PERK). Les ancétres des MAPK chez les plantes se
seraient isolés des animaux et des levures avant 1’apparition des autres familles de
MAPK (Tena et al., 2001; Ichimura et al., 2002). Le génome d’A. thaliana comporte
20 protéines de type MAPK qui sont divisées en quatre groupe (A-D) selon leur

motif d’activation.

1.2.4. MAP2K

A) Présentation générale de la protéine

Il y a beaucoup moins de protéines de types MAP2K recensées chez les
eucaryotes que de MAPK, ou de MAP3K. Toutefois, elles sont extrémement
spécifiques a leur substrat (MAPK). En général, elle ne phosphorylent qu’une ou
deux MAPK différentes, ou un petit nombre de protéines substrats, alors que les
MAP3K peuvent phosphoryler plusieurs MAP2K différentes (Johnson et Lapadat,
2002; Raman et Cobb, 2003 et Robinson et Cobb, 1997). Les MAP2K sont des
protéines phosphorylées par des MAP3K qui reconnaissent et phosphorylent les deux
résidus tyrosine et thréonine de la boucle d’activation des MAP2K, elles sont ainsi
1992). Elles sont phosphorylées sur deux résidus sérine et/ou thréonine dans le motif
conservé S/TXXXS/T chez les mammiferes et levures, et dans le motif
SITXXXXXS/T chez les plantes (Canagarajah et al., 1997, Ichimura et al., 2002,
Jonak et al., 2002 et Yang et al., 2001).

B) MAP2K végétale

On recense jusqu’a présent 10 MAP2K chez A. thaliana dont le génome est
entierement séquencé. Elles phosphorylent probablement plusieurs MAPK chacune,
puisque leur nombre est moins élevé que celui des MAPK. Les MAP2K végétales
semblent différentes des autres protéines de méme type trouvées chez les autres

eucaryotes, car elles sont moins spécifiques & un petit nombre de protéines MAPK
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substrat (Jonak et al., 2002). I1 a été prouvé par exemple que les protéines SIMKK et
PRKK de la luzerne peuvent activer jusqu'a trois MAPK différentes, selon le

stimulus employé (Cardinale et al., 2002).

1.2.5. MAP3K

A) Présentation générale de la protéine

I existe beaucoup plus de protéines de type MAP3K que de types MAPK ou
MAP2K. Les MAP2K sont donc possiblement activées par plus d’'une MAP3K. Il se
peut également que les MAP3K activent alternativement d’autres substrats a
I’extérieur des voies classiques de MAP3K. La présence de nombreuses MAP3K
différentes permet a la cellule de réagir & de nombreux stimuli extracellulaires
différents, mais qui sollicitent parfois la méme réponse cellulaire. Les MAP3K font
converger le signal vers un module de MAP2K-MAPK précis, permettant une
réponse cellulaire spécifique (Johnson et Lapadat, 2002). Ces protéines sont les
premiéres de la cascade classique de transduction de signaux par voies de MAPK.
Elles peuvent étre activées par une protéine sérine/thréonine kinase de type Ste20p,
(parfois identifiée comme une MAP4K), par de petites protéines G ou par
interaction directe avec le domaine récepteur d’un récepteur histidine kinase 4 deux
éléments (Chang et Karin, 2001; et Jouannic et al., 1999). Elles possédent une plus
grande variété de structures et de compositions de domaines que les MAPK et les
MAP2K (Ichimura et al., 2002). Une analyse phylogénique permet de classer les
MAP3Ks en quatre sous-familles distinctes : les MEKK/Stel1, les Ccd7, les Raf et
les Mlk (Ichimura et al., 2000).

B) MAP3K végétale

On trouve deux sous-familles de MAP3K chez les végétaux, les MEKK, et
les Raf, nommées Plants MEKK (PMEKKkinases) et Plants Raf (PRAF). Le
génome d’A. thaliana posséde 12 PMEKK et 48 Praf (Tena et al., 2001; Jonak et al,
2002; Ichimura et al., 2002). Toutefois, il est a noter qu’on n’a prouvé 1’activation

d’une MAP2K végétale par une MAPKKK végétale au sens strict que dans trés peu
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de cas. Les MAP3K végétales n’activant pas de MAP2K ne seraient peut-étre pas de
véritables MAP3K, du moins dans la définition classique impliquant les voies de
MAPK (Jonak et al., 2002).

1.2.6. MAP4K

A) Présentation générale de la protéine

« Une MAP4K est une kinase qui active une voie de MAPK par son
interaction avec une MAP3K, sans qu’il y ait obligatoirement phosphorylation »
(Dan et al, 2001). La premiére protéine de ce type, Sterile 20 protein (Ste20p) isolée
de la levure S. cerevisiae est impliquée dans les voies de réponse aux phéromones,
de réponse a un taux osmotique élevé ainsi qu’a une carence en azote (Wu et al.,
1995). Environ une trentaine de protéines semblables sont répertoriées chez les
mammiferes, en plus des homologues identifiés chez Drosophilia, Caenorhabditis
elegans et autres organismes. Les protéines incluses dans cette famille possédent
cette séquence signature dans le sous-domaine catalytique VIII : xgtxaWMAPEv
(les acides aminés en minuscules étant moins bien conservés entre les protéines que
les acides aminés en majuscules qui le sont hautement, les x peuvent correspondre &
n’importe quel acide amin€é). Cette constance entre les membres de cette famille
pourrait indiquer une similarité pour la sélectivité de leur substrat. En effet, les
protéines semblables a Ste20p des mammiféres phosphoryleraient les MAP3K de la
méme fagon que les protéines semblables a Ste20p de la levure phosphorylent les
MAP3K, donnant un premier indice selon lequel les protéines semblables a Ste20p
auraient la fonction de MAP4K (Dan et al., 2001). S. cerevisiase posséde trois
protéines de ce type, Ste20p, Cla4 et Skm1, ayant chacun un rdle cellulaire différent.
Ste20p est impliqué dans la réponse aux phéromones, lors de la croissance intrusive
lors d’une carence en azote, et dans la voie de réponse & une concentration élevée en
sel, par la formation de glycérol (HOG). Cla4 est impliqué dans la régulation de la
croissance polarisée. Cla4 et Ste20p seraient liés pour une fonction cellulaire, car un
double mutant est 1étal. Skml n’a pas encore de fonction connue et un mutant

n’exprimant pas cette protéine n’a pas de phénotype. Fait intéressant : une simple
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substitution de I’acide aminé thréonine 818 de Ste20p sur la protéine Cla4 donne un
mutant Cla4D772T, ce qui lui confére la spécificité de substrat ainsi que la plupart
des fonctions cellulaires de la protéine Ste20p. Les protéines aux sites catalytiques

semblables pourraient avoir les mémes types de fonctions, alors que la détermination

.....

Sprague Jr, 2003).

B) Classement des MAP4K en deux sous-groupes

Les protéines semblables a Ste20p sont classées en deux sous-familles : les
p21-activated kinases (PAK) dont la protéine Ste20p fait partie (on nomme cette
sous-famille Ste20/PAK), et les germinal center kinase (GCK), dont la protéine
SPS1 fait partie (on nomme cette sous-famille GCK/SPS1).

La sous-famille des Ste20/PAK se distingue premiérement par la position C-
terminal de son domaine catalytique, en aval d’un domaine régulateur en position N-
terminal, mais également par la présence d’un domaine CRIB de liaison aux
protéines Cdc42/Racl et par une séquence de liaison & la sous-unité § de la protéine
hétérotrimérique Gafy. Leeuw et al. (1998) et Leberer et al. (2000) ont découvert
que les protéines de la sous-famille des Ste20/PAK possédent un domaine de liaison
a la sous-unit¢ Gf, nommé GBB (Gf binding site) dont la séquence consensus
suivante : SSLPLI/VX¢dB (x correspond a n’importe quel acide aminé,
correspond a un résidu basique et ¢ peut étre A, I, L, S ou T) est conservée entre les
animaux et les levures. La liaison entre Gf} et Ste20p est essentielle a la transduction
de signaux lors de la fusion chez la levure (Leeuw et al., 1998 et Leberer et al.,
2000).

Les membres de la sous-famille des GCK/SPS1 possédent un domaine
catalytique kinase en position N-terminale suivi d’un domaine de régulation en C-
terminale avec des structures variant beaucoup d’un membre a 1’autre. Ce domaine
possede aussi plusieurs résidus riches en prolines permettant son interaction avec des

domaines de liaisons protéiques SH3. Les domaines de liaisons & des sites SH3
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peuvent se réduire a la séquence PXXP (Cohen et al., 1995; Kami et al., 2002 ;Yu et
al., 1994).

C) Roles et actions des MAP4K
C.i Activation des voies de MAPK

Si les mécanismes d’interaction entre les trois éléments des cascades de
MAPK sont bien connus, la facon dont les cascades sont activées n’est pas encore
bien établie. Certaines MAP4K activent des cascades de MAPK, soit par
phosphorylation soit par simple liaison a une MAP3K (Polverino et al, 1995;
Kyriakis, 1999; Bagrodia et Cerione, 1999; Dan et al., 2001). Puisque la protéine
Ste20p active la MAP3K Stellp par phosphorylation directe et active par le fait
méme la cascade de MAPK (Drogen et al., 2000; Wu et al., 1995), on pourrait alors
I’intégrer dans la cascade de phosphorylation des MAPK. Il s’agirait d’un quatri¢me
élément de la cascade, une MAP4K en amont d’une MAP3K. Les homologues de
Ste20p pourraient avoir la méme fonction de MAP4K (Dan et al., 2001). En effet, la
protéine de type « p2l-activated protein kinase » PAK?2 est activée par les petites
GTPase Racl et Cdc42 et phosphoryle ensuite la MAP3K Raf-1 sur le résidu serine
338 dans des expériences in vivo et in vitro. De plus, la surexpression d’une forme

inactive de PAK2 inhibe I’activation de Raf-1 par Ras (King et al., 1998).

Par contre, certaines MAP4K activent des MAP3K par simple liaison, sans
qu’il y ait phosphorylation, comme c’est le cas pour les protéines de la sous-famille
des GCK/SPS-1, HPK1 et GCK qui sont impliquées dans la voie de SAPK
(Kyriakis, 1999). La surexpression d’HPK1 ou de GCK active constitutivement la
voie de SAPK, mais la surexpression d’une forme catalytiquement inactive de ces
deux protéines réussit également a activer la voie; alors que la présence d’une forme
inactive des MAP3K en aval, MEKK1 et MLK-3, ou de la MAP2K MKK4 inhibe la
voie d’activation de SAPK (Kyriakis et Avruch, 1996; Kyriakis, 1999; Pombo et al.,
1995). 11 semble que plusieurs MAP3K s’autophosphorylent lorsqu’elles sont
stables, et que cette autophosphorylation soit suffisante a leur activation. La

stabilisation des MAP3K et la formation de dimeéres sont parfois suffisantes pour
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qu’il y ait phosphorylation -auto-phosphorylation- dans ces cas, suggérant un role de
stabilisateur aux MAP4K lorsqu’elles se lient aux MAP3K (Dan et al., 2001). Le
domaine catalytique des MAP4K sert peut-étre davantage a leur auto-
phosphorylation qu’a la phosphorylation des MAP3K dans les voies de MAPK. Une
fois auto-phosphorylées, leur structure tridimensionnelle changerait de conformation
et laisserait leur structure non-catalytique accessible aux MAP3K qui viendraient s’y

lier (Dan et al., 2001; Yuasa, 1998).

La voie classique de signalisation intracellulaire de MAPK n’est pas la seule
fonction des protéines de type MAP4K. On les trouve également impliquées dans les
voies de I’apoptose (prévention et déclenchement), dans la morphogenése et lors de
réarrangements du cytosquelette, incluant la mobilité et le changement de forme
cellulaire. Certaines MAP4K auraient un role de protéine d’échafaudage, afin de
relier les éléments requis a 1’endroit prévu, comme les protéines Spa2p et Mstl

(Drogen et Peter, 2002 ; Caretha et al., 1996).

C.ii Autres roles
Certaines protéines font partie des éveénements entourant 1’apoptose par
I’activation de cascades de MAPK impliquées dans ce phénomene biologique, alors
que d’autres y participent autrement, en régulant les événements cellulaires induits
durant 1’apoptose. La Caspase 3 a pour cible plusieurs protéines du groupe des
PAK/Ste20p : Mstl, HPK1, SLK, PAK2 et YPAK (Gnesutta et al., 2001; Rudel et
al., 1997). Aussi, certaines MAP4K du sous-groupe des PAK-I sont impliquées dans

la régulation du cytosquelette d’actine (Manser et al., 1997).

D) MAP4K végétale

Environ 10 protéines semblables a Ste20p et possédant la séquence consensus
TFVGTPXWMAPEYV sont répertoriées dans le génome d’A. thaliana. Par contre, il
n’y a encore aucune preuve d’activation d’une cascade de MAPK végétale par une
protéine de type MAP4K et I’on ne leur connait encore aucune fonction biologique

(Jonak et al., 2002). Les protéines BnMAP4Kal, BnMAP4Ka2 isolées de
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I’organisme Brassica napus et MIK isolée de I’organisme Zea mays sont trois autres
protéines de type MAP4K identifiées chez les plantes et font toutes trois partie de la
sous-famille GCK/SPS1.

D.i BnhMAP4Ka1l et BnMAP4Ka2

Les protéines BnMAP4Kal et Bh MAP4K a2 ont été identifiées par criblage
d’une banque d’ADNc de microspore de B. napus a ’aide d’un clone d’EST d’A.
thaliana semblable aux MAP4K de I’homme et de la levure. L’analyse de leur
séquence en acides aminés montre un domaine catalytique kinase de la famille des
sérine/thréonine kinases possédant les 11 sous-domaines conservés en position N-
terminal et les classant dans la sous-famille des GCK/SPS1. Le domaine régulateur
C-terminal possede des régions riches en prolines —PXXP— supposant une
interaction protéique avec des domaines SH3. La petite section N-terminale non
catalytique renferme la séquence GARFSHQV qui correspond a la séquence
consensus GXXXS/TXXX pour la N-myristoylation, premiére condition a remplir
pour I’association de la protéine & la membrane. Cette association a la membrane
permet une proximité a un substrat ou a un récepteur membranaire, apportant le
signal cellulaire vers une des chaines d’événements possibles. Puisque dans la
levure, la protéine Ste20p interagit avec la sous-unité GP de la protéine
hétérotrimérique Gofy associée a la membrane, on peut imaginer que les protéines
de type MAP4K de B. napus sont aussi associées a une protéine membranaire, peut-

étre a un récepteur (Leprince et al., 1999).

L’expression de ces protéines est constitutive dans tous les tissus observés,
mais elle est plus forte dans les racines, les siliques et les bourgeons floraux, soit
dans les tissus en développement. L’utilisation de cellules en suspensions d’A.
thaliana montre que ces deux protéines seraient régulées par le cycle cellulaire, car
elles sont principalement accumulées lors des phases S et G1 du cycle cellulaire. Ces
indices permettent de supposer que ces protéines sont impliquées dans les
mécanismes de prolifération cellulaire, bien que leur fonction biologique soit encore

a déterminer (Leprince et al., 1999).
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D.ii MIK

La protéine MIK a été identifiée lors d’un criblage par double-hybride ol une
protéine récepteur kinase (PKR) atypique servait d’appit. Le récepteur est
caractérisé atypique car son domaine kinase n’est pas fonctionnel. Une fois la
protéine MIK liée au récepteur PKR, elle est activée et son activité kinase augmente,
laissant planer I’idée d’un nouveau mécanisme de signalement par un récepteur
kinase atypique. En se liant au récepteur kinase, le domaine régulateur auto-
inhibiteur de MIK doit changer de conformation, permettant son activité kinase.
C’est le premier exemple d’implication possible des MAP4K végétales dans les
voies de signalisation. Ces deux protéines sont exprimées dans les tissus en
développement, tout comme plusieurs membres des cascades de MAPK. La
recherche de protéines impliquées dans les voies de MAPK permettrait d’inclure une

MAPA4K végétale dans I’une de ces voies (Llompart et al., 2003).

1.4. Présentation du projet de recherche

Le projet de recherche réalisé lors de ma maitrise avait pour but la
caractérisation d’une protéine de type MAP4K impliquée dans la fécondation et la

fructification chez la pomme de terre sauvage S. chacoense Bitt.

Une premiére partie consiste a I’analyse de la séquence de la protéine
ScFRK3. Cela permet de connaitre la nature de la protéine et les roles qu’elle peut
accomplir dans les cellules. La protéine SCFRK3 posséde les caractéristiques d’une
protéine de type sérine/thréonine kinase de la famille des MAP4K, et plus
spécifiquement de la sous-famille des GCK/SPS1, quoique sa structure soit différente
de celle de cette sous-famille. L’analyse du patron d’expression d’ARN indique que
ScFRK3 est plus fortement exprimée dans les organes reproducteurs femelles que
sont le style et les ovaires.

Le second volet comprend I’analyse de phénotypes de plantes modifiées

génétiquement par technique d’interférence d’ARN. La construction insérée dans les
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tissus végétaux entraine I’induction d’une voie de défense contre certains virus qui
reconnait I’ARN double brin comme faisant partie d’un ennemi qu’il faut détruire,
ainsi que les ARN simple brin correspondant. Les plantes transgéniques obtenues ne
devraient donc plus exprimer (ou faiblement) la protéine ScFRK3, son messager
étant détruit avant traduction, ou encore ciblée pour la dégradation protéique. Les
phénotypes observés touchent particuliérement la croissance des fruits et le nombre
de graines que ceux-ce possédent. Quatre plantes sur 45 ont un phénotype de petits
fruits avec en moyenne 44% moins de graines que les fruits des plantes contrdles. Un
retard dans la floraison ainsi qu’une sénescence plus rapide sont aussi observés chez
deux de ces plantes. La protéine ScFRK3 serait impliquée dans la formation des

ovules des graines, et/ou des fruits.

Finalement, des expériences de double-hybride dans le syst¢éme Hybri-Zap
ont été réalisées pour identifier les protéines interagissant avec la protéine ScFRK3.
Nous avons utilisé les domaines régulateurs C-terminal et N-terminal comme appits
et deux banques d’ADN complémentaires ont été criblées. La premiére est formée
d’ADNCc d’ovaires non pollinisés et la seconde d’ADNc d’ovules dépéricarpées, deux
a six jours aprés pollinisation. Des protéines impliquées dans la fructification et
’abscision des fruits semblent interagir avec le domaine N-terminal de ScCFRK3. Le
criblage nous a aussi permis d’identifier 1’actine, qui est présente dans le

cytosquelette.

En résumé, les résultats accumulés sur la protéine ScCFRK3 indiquent qu’il
s’agit d’une protéine MAP4K importante dans le développement des ovaires et des
fruits et qui interagit dans la levure avec des protéines nécessaires a la fécondation, la

fructification et I’abscision des fruits.
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2. Matériel et méthodes

2.1. Matériel végétal

Les expériences sur les plantes ont été réalisées sur 1’organisme Solanum
chacoense Bitt. qui est une espéce de pomme de terre sauvage diploide (2n=2X=24)
et auto-incompatible originaire du Chili. Les lignées proviennent originalement du
Potato Introduction Center (Sturgeon Bay, Wis. USA). Des lignées transgéniques ont
été produites en transformant des disques foliaires de plantes de type G4 possédant
les alléles d’auto-incompatibilités S12 et S14. Dans tous les cas de pollinisation,
nous avons utilisé du pollen provenant de plantes de type V22 possédant les alleles
d’auto-incompatibilités S11 et S13, ce qui donne des croisements complétement

compatibles avec les lignées de G4 transformées génétiquement ou non.

Les plantes de S. chacoense sont maintenues stérilement en culture in vitro;
deux copies par plante transformée sont conservées. Lorsqu’elles ont atteint environ
10 cm, les plantes sont soit repiquées pour étre conservées comme telles, soit mises
en terre dans des pots de 8 cm de diamétre et introduites en serre dans un milieu
d’acclimatation & 100 % d’humidité, avec 16 heures d’ensoleillement par jour et a
une température d’environ 22 °C pour une durée de trois semaines. Apres quoi elles
sont placées en serre dans des pots de 22 cm de diamétre aux mémes conditions
qu’en milieu d’acclimatation, mais au taux d’humidité variable. La floraison a lieu

environ trois mois plus tard.
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2.2. Isolement d’ADN plasmidique par Miniprep

L’isolement du clone de SCFRK3 1 ainsi que son séquencage ont été effectués
pas Sébastien Caron. Martin O’Brien a réalisé un 5’RACE afin d’obtenir I’extrémité
5’ du géne qui n’était pas comprise dans le clone de la banque d’ADNc. Pour isoler
I’ADN plasmidique des clones d’intérét contenus dans les bactéries de souche XL1
d’Eschericha coli. 1a méthode par lyse alcaline telle que décrite par Sambrook et al
(1989) a été utilisée. Lorsqu’il fiit nécessaire d’utiliser de 1’ADN d’une grande
pureté, par exemple lors du séquengage, le Kit QIAGEN fit préféré (Mississauga,
ON) (QIAprep Spin Miniprep Kit). L’utilisation de ce kit ce fait selon les indications
du fabriquant.

2.3. Transformation de bactéries électrocompétentes avec les vecteurs
plasmidiques d’intérét

Pour réaliser les transformations de bactéries avec nos constructions
plasmidiques, nous utilisons la souche E. coli XL1. Chaque transformation est
effectuée avec 23 puL de bactéries et 2 pl. de la solution contenant le plasmide. Ce
mélange est inséré entre les deux électrodes d’une cuvette a électroporation stérile
qui est placée dans I’électroporateur. On administre ensuite un courant électrique de
2,2 kV/cm dans une cellule d’électroporation mesurant 1.5 mm. Le mélange est
récupéré et mis dans une éprouvette contenant 1 mL de solution de LB. L’éprouvette
est placée dans un incubateur-agitateur a une température de 37 °C pendant une
heure. Ensuite, une fraction du liquide est étalée avec des billes de verre stériles
(Fischer, Nepea, ON) sur un milieu LB-agar possédant les antibiotiques permettant
de sélectionner les bactéries électrocompétentes qui ont acquis le plasmide. Le pétri

est placé a 37 °C durant environ 15 heures.

2.4. Séquencage

Environ 200 ng d’ADN plasmidique sont nécessaires pour réaliser la réaction
de synthése d’ADN marquée au chromophore par PCR de séquencgage effectué avec
le «Big Dye Terminator kit» (Applied Biosystems, Mississauga, ON). Cette

réaction est effectuée selon les instructions du manufacturier; toutefois, nous y avons
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apporté certaines modifications. Nous utilisons 1/8 de la quantité suggérée de Big
Dye, solution contenant un mélange d’enzymes et de nucléotides modifiés. Nous
avons ajusté la quantité des autres composants de la réaction a ce volume. La
réaction contient 1,8 pmol de I’amorce et 3,5 uL. du tampon de séquengage 5X (400
mM Tris-HCL pH 9,0 : 10 mM MgCl,). La réaction d’amplification s’effectue selon
le programme suggéré par le fabriquant, dans un thermocycleur de modele PTV-200
de la compagnie Applied Biosystems. Selon les plasmides utilisés pour les
constructions, différentes amorces ont été utilisées lors de ces réactions. Lorsque
I’insert est inclus dans les plasmides TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA), pBK
(Stratagene, LaJolla, CA) et pBS (Stratagene, LaJolla, CA), les amorces T3 (5’-
ATTAACCCTCACTAAAGGGA-3’) ou T7 (5-
GTAATACGACTCACTATAGGGC-3’) sont utilisées, selon 1’orientation du
séquencgage désirée (en 5’ ou en 3’). Lorsque Vinsert est cloné dans les vecteurs pBD
ou pAD (utilisés pour les expériences de double-hybride dans le systeme Hybri-Zap),
les amorces utilisées sont pBD5’(5’-ATGGCATCATCATCG-3’), ou pAD5’(5’-
GATACCCCACCAAACCCAA-3’) ou pAD3’ (5’-CTGCAGTAATACGACTCAC-
3’) pour pAD, que nous avons fait synthétisées selon la séquence des vecteurs par la
compagnie Sigma-Aldrich (Oakville, ON). Le séquengage est réalisé dans un
appareil de type ABI PRISM 3100.

2.5. Analyses de séquences

Une fois le séquengage terminé, les séquences sont corrigées et analysées
avec le logiciel MacVector version 7.3 (Accelrys). Les séquences en acides
nucléiques sont traduites en acides aminés, selon le plus long cadre de lecture prédit,
puis importées et comparées aux bases de données du NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Le logiciel Mac Vector a aussi été utilisé pour faire

I’alignement de séquences de la figure 9.

2.6. Analyse phylogénique
Afin de réaliser deux arbres phylogéniques (figures 10 et 11), nous avons

utilisé les séquences de domaine catalytique kinase de plusieurs protéines ainsi que
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celle de SCFRK3. L’alignement a été effectué a I’aide du clustal W 1.8 inclus dans le
logiciel MacVector. Les analyses phylogéniques ont été effectuées sur les domaines

kinase des protéines selon la méthode d’alignement de Neighbour-J ou ClustalX.

2.7. Transfert d’ARN sur membrane et hybridation

2.7.1. Extraction d’ARN des tissus végétaux

Environ 100 mg de tissus sont récoltés et broyés avec un mortier de
porcelaine, refroidi avec de 1’azote liquide. La poudre récoltée est conservée a —80
°C ou utilisée immédiatement. Nous utilisons le kit d’extraction d’ARN végétal
« RNeasy Plant Minikit » de QIAGEN. Une fois ’ARN extrait, il est dosé par
spectrométrie. Cinq cent nano grammes sont testés sur gel d’agarose 1 % afin d’en

vérifier la qualité et de s’assurer de la concentration de I’ ARN.

2.7.2. Transfert d’ARN sur membrane

Nous utilisons au total 10 ug d’ARN pour chaque échantillon. Le volume
correspondant a cette concentration est placé dans un micro-tube de 1,5 mL, qui est
ensuite placé dans un lyophylisateur rotatif, jusqu’a ce que tout le liquide se soit
évaporé, ne laissant que I’ARN culotté et déshydraté au fond. Ce culot est ensuite
suspendu a nouveau dans 2,8 pl. de tampon A (MOPS/EDTA) et 7,2 uL. de tampon
FF (formaldéhyde 37% et formamide recrystallisée) et dénaturés 10 minutes a 70 °C.
Puis y on ajoute 4 pL de tampon de chargement d’ARN (tampon A, xyléne cyanol,
bleu de bromophénol, sucrose, formaldéhyde 37% et formamide). Les échantillons
sont chargés dans un gel d’agarose 1% contenant 6% de formamide comme agent
dénaturant. Le gel migre jusqu’a ce que la premiére bande de colorant du tampon de
chargement soit 2 1 cm de la fin du gel. Une fois la migration du gel terminée, celui-
ci est rincé trois fois dans de I’eau distillée. Le gel est ensuite traité dans deux bains
successifs de 15 minutes d’une solution de 10 mM NaCl et de 50 mM NaOH pour la

dénaturation des ARNm, puis dans deux autres bains de 15 minutes dans une
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solution de neutralisation composé de 0.1 M Tris HCI pH 7.5, et enfin un dernier
bain dans une solution de 20X SSC durant de 25 4 45 minutes. L’ ARN est transféré
par capillarité sur une membrane de nylon Hybond N+ (GE Healthcare). Le transfert
s’opére pendant environ 18 heures, aprés quoi la membrane est rincée dans une
solution de 6X SSC. Les ARN sont fixés & la membrane de nylon grice a une
incubation dans un four 2 U.V. réglé a une intensité de 120 000 J/cm? (Hoefer,

UVC500).

2.7.3. Hybridation, marquage de la sonde et lavage des membranes

Les membranes sont préhybridées trois heures dans 15 mL d’une solution de
préhybridation (50 % formamide, 200 pg d’ADN de sperme de saumon dénaturé/mL
de solution d’hybridation, 1 % SDS, 0,9 % NaCl, 0,1 % Ficoll, 0,1 %
polyvinylpyrrolidone, 0,1 % BSA, 6X SSC) dans un four rotatif a2 hybridation ajusté
a une température de 45 °C. Pendant ce temps, nous synthétisons la sonde
radioactive utilisée pour le marquage. La synthése de toutes les sondes a été faite
avec 100 ng d’un fragment de 1000 paires de bases du domaine N-terminal de FIK1.
L’ADN est marqué radioactivement par I’isotope o’**P-dATP (Perkin Elmer,
Mississauga, ON), en utilisant soit le kit Ambion « StripEZ DNA kit » (Ambion inc,
Austin, TX), soit le kit Roche « High Prime DNA labeling kit » (Roche, Laval, QC)
selon les protocoles fournis par ces deux compagnies. Lorsque la synthése de la
sonde est terminée, nous utilisons une colonne Sephadex G-50 (Roche, Laval, QC),
pour retirer de la solution les nucléotides radioactifs non incorporés. La colonne
contenant la solution est centrifugée dans une centrifugeuse Beckman GS-15R 4
minutes a 1200 g. La sonde est alors dosée au compteur a scintillation. L’activité
spécifique doit étre supérieure ou égale a 50 coups par minute/pg. La solution de
préhybridation est jetée, remplacée par 15 mL de la nouvelle solution d’hybridation
50 % formamide; la sonde marquée radioactivement est ajoutée et I’hybridation se
poursuit pendant environ 20 heures. Les membranes subissent ensuite plusieurs
lavages avec des solutions de SSC et de SDS. Un premier lavage de 30 minutes a 25

°C est réalisé avec une solution de 2X SSC et 0,1% SDS. Cette solution est utilisée
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également lors du second lavage qui dure 30 minutes a 35 °C. Le troisiéme lavage
s’effectue a 45 °C, durant 30 minutes, avec une solution de 1X SSC et 0,1% SDS. Le
quatrieme lavage nécessite la méme solution que le troisiéme, mais est exécuté a 55
°C durant 30 minutes. Enfin, un dernier lavage optionnel peut étre effectué avec une
solution de 0,1X SSC et 0,1% SDS 10 minutes a 55 °C. Le marquage des membranes
est ensuite évalué a 1’aide d’un compteur Geiger (Dosimeter Corporation VWR,
Ville Mont-Royal, QC). L’efficacité d’hybridation des membranes dicte le temps
d’exposition de celles-ci avec un film Kodak Biomax MR (Kodak, Rochester, NY)
dans une cassette d’exposition a un ou deux écrans d’intensification placée a —80 °C,

ou sur un systéme d’imagerie au phosphore (Typhoon 9 200 phosphoimager).

2.8. Création de plantes transgéniques par interférence d’ARN

2.8.1. Construction du plasmide

La stratégie d’interférence d’ARN pour créer des plantes transgéniques
n’exprimant plus ou faiblement la protéine ScFRK3, utilise le vecteur modifié
(O’Brien et al., 2002). Ce vecteur est une version modifiée du vecteur pBIN19S
(Bevan, 1984) auquel nous avons ajouté le promoteur 35S du virus de la mosaique du
tabac, suivi d’un second « enhancer » et du terminateur de transcription Nos du géne
de la nopaline synthase. Dans ce vecteur d’interférence, nous avons créé une
construction complémentaire a la région N-terminale de SCFRK3 en sens 5’—3’et en
antisens 3’—5’, séparées par un lien flexible, un intron d’un géne d’histone
désacétylase (Figure 5) (Legacé et al., 2003). Le clonage a été réalisé en deux étapes,
nous avons d’abord li€ le domaine N-terminal par clonage directionnel en orientation
sens, digérée puis liée par clonage directionnel en anti-sens. La construction a été

vérifiée par digestion et mise sur gel.
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Bam HI Kpnl Ascl Sac 1
HD2
pBIN 35 S double enhancer interference Intron
B:lm HI Kln I ‘ K:In I Bam]H¥
Ascl Sacl
N-terminal sens N-terminal anti-sens

Figure 5: Schéma de la construction clonée dans le vecteur pBIN 35 S modifié
d’interférence, formée du domaine N-terminal de ScFRK3 sens et antisens relié par
un lien flexible

Pour réaliser ce type de construction, une réaction de polymérase en chaine
(PCR) est faite afin d’amplifier la partie codante pour le domaine N-terminal de
ScFRK3  qui  utilise deux amorces  spécifiques, FRK3-5 ARNi
(5’GAGAGAGCTCGGATCCTGGAATTTCGTCCGTCGTC-3), et FRK3-6 ARNi
(5’ GAGAGGGCGCCGGTACCGCTCGTGGAGCAATTCATAC-3’), contenant

deux sites de restriction chacune (I’amorce FIK1-5 ARNi posséde les sites de

restriction Sac I et Bam HI et FRK3-6 ARNi possede les sites de restriction Kpn I et
Asc I) qui amplifient environ 1 000 paires de bases. La réaction de PCR se fait avec
une unité d’enzyme de polymérisation Pwo (Roche, Laval, QC), 1X de tampon de
réaction (contenant du MgSOs+ 2mM) fourni avec ’enzyme Pwo, 250 uM de dNTP,
et 1uM de chacune de ces deux amorces spécifiques : FRK3-5 ARNi, FRK3-6 ARNi
(Figure 8).

Ensuite, le produit de PCR ainsi que 100 ng de vecteur pBIN 35 S modifié
sont digérés avec les enzymes de restrictions correspondant aux sites de restriction
les plus internes ajoutés lors du PCR, soit Bam HI et Kpn I. Les deux digestions se
font selon les recommandations du manufacturier (New England Biolab). Une fois
complétées, celles-ci sont inactivées par un traitement au phénol-chloroforme-
isoamyle, précipitées a 1’éthanol 95% et resuspendues dans du tampon TE 1X. Suit
une ligation (proportion vecteur : insert de 1 :4) en molarité avec une enzyme DNA

ligase T4 (Gibco BRL, Burlington, ON), ainsi que son tampon de ligation fourni, a
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14 °C durant 18 heures. La solution de ligation est ensuite précipitée a 1’éthanol 95 %
et digérée avec les enzymes de restriction correspondant aux sites de restriction
externes, soit Asc I et Sac I. Puis, nous inactivons la réaction de digestion et
effectuons une ligation de la méme fagon qu’expliquée ci-dessus. La fraction du géne

de ScFrk3 insérée en anti-sens & ce moment comprend aussi les sites de restriction

Bam HI et Kpn I (Figure 5).

2.8.2. Transformation et sélection de bactéries E. coli XLI

La solution de ligation est ensuite précipitée a I’éthanol 95 % et resuspendue
dans 4 pL d’eau distillée. Deux microlitres de cette solution sont utilisés pour
transformer des bactéries E coli XLI électrocompétentes, tel que décrit a la section
2.3. Les bactéries transformées sont étalées sur milieux LB-agar possédant les
antibiotiques tétracycline (résistance présente chez la bactérie) et kanamycine
(résistance portée par le plasmide) pour sélectionner les bactéries ayant incorporé le

plasmide.

2.8.3. Sélection des bactéries E. coli possédant la construction plasmidique

Les bactéries ayant poussé sur ce milieu de sélection sont ensemencées dans 4
mL de milieu LB ayant également ces deux mémes antibiotiques. Le mélange est
placé dans un incubateur avec agitation (200 rpm) a 37 °C pendant environ 18
heures. L’ADN plasmidique est ensuite isolé selon le protocole de Sambrook et al
(1989). Les deux fractions du géne de ScCFRK3 insérées a ce moment comprennent le
site de restriction Bam HI, ce dernier se trouvant alors des deux cOtés des insertions.
On peut donc simplement digérer la construction avec I’enzyme de restriction Bam
HI pour vérifier sur gel si I’on trouve un fragment de taille deux fois supérieure a
celle obtenue lors du PCR et incluant la région de 250 pb correspondant a 1’espaceur

de I’intron du gene HD2 (Figure 5).
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2.8.4. Transformation de bactéries Agrobacterium tumefaciens

électrocompétentes

L’ADN plasmidique est ensuite utilisé pour transformer des bactéries A.
tumefaciens électrocompétentes. La transformation se fait tel qu’expliqué a la section
2.3. Toutefois, la solution composée d’A. tumefaciens transformée avec le plasmide
est laissée trois heures a 30 °C avant d’étre mis sur milieu LB-agar contenant
I’antibiotique streptomycine auquel la souche bactérienne est résistante et
I’antibiotique kanamycine dont la résistance provient du plasmide pBIN 35S modifié.
Le milieu est laissé au repos trois jours a 30 °C. Une colonie isolée d’A. tumefaciens
est ensuite sélectionnée et mise en culture trois jours a 30 °C dans un erlenmeyer.
Celui-ci contient 50 mL de milien LB auquel ont été ajoutés les antibiotiques
streptomycine (2 une concentration finale de 25 pg/mL) et kanamycine (a une

concentration finale de 50 pg/mL).

2.8.5. Préparation des tissus végétaux

Pour produire les plantes transgéniques, nous utilisons des tissus de feuilles
de plantules de S. chacoense du génotype G4 cultivées stérilement in vitro. Les
feuilles sont coupées en carrés d’environ un cm’. Trois cents disques foliaires sont
placés sur milieux d’induction A solide (3 % sucrose, 1 mg/L acide
naphtaleneacétique, 9 mg/L 6-benzylaminopurine, vitamines MS, sels MS, 100 uM
acétosyringone, agar) et laissés dans 1’obscurité a température ambiante pendant 24

heures.

2.8.6. Infection des disques foliaires avec la solution d’A. tumefaciens

Lorsque la culture bactérienne est préte, elle est centrifugée et les bactéries
culottées sont dissoutes dans du milieu A liquide (3% sucrose, 1 mg/L acide
naphtaleneacétique, 9 mg/L. 6-benzylaminopurine, vitamines MS, sels MS). Apres
avoir passé 24 heures sur milieux d’induction a ’obscurité, les disques foliaires sont

mis en contact pour &tre infectés avec la solution bactérienne pendant une heure avec
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agitation légere. Ils sont ensuite replacés sur le milieu d’induction solide A. Par
ailleurs, une centaine de disques foliaires qui n’entrent pas en contact avec la

solution bactérienne est conservée, afin d’étre utilisée comme contréles positifs et

négatifs.

2.8.7. Génération de plantules transformées par la construction plasmidique

Les disques sont laissés deux jours sur le milieu d’induction A, et sont ensuite
transférés sur un milieu d’induction solide B (3% sucrose, 1 mg/L acide
naphtaleneacétique, 9 mg/L 6-benzylaminopurine, vitamines MS, sels MS, 500 mg/L
céfotaxime, 50 mg/L. kanamycine, agar). Cinquante disques foliaires non infectés
servant de témoin positif sont placés sur un milieu d’induction solide B sans
kanamycine. Cinquante disques foliaires non infectés servant de témoin négatif sont
placés sur un milieu d’induction B avec kanamycine. Les disques foliaires sont
transférés toutes les semaines sur un milieu d’induction solide B jusqu’a ce que des
cals se forment. Puis ils sont transférés sur un milieu de régénération solide (3 %
sucrose, 3 mg/L 6-benzylaminopurine, vitamines MS, sels MS, 200 mg/L
céfotaxime, 50 mg/L kanamycine, 5 mg/L gibbérelline, agar) qui est renouvelé toutes

les deux semaines jusqu’a I’apparition de plantules.

Les plantules sont transférées sur milieux 1/2 MS (sels MS, vitamines MS,
sucrose, agar) contenant de la kanamycine, dans des tubes de croissance placés en
culture in vitro. Elles y restent pendant un mois, apreés quoi elles sont repiquées sur
milieux 1/2 MS charbon (sels MS, vitamines MS, sucrose, agar et charbon) ne
contenant pas d’antibiotique. On les laissent croitre un mois durant et ensuite, on les
met en serre selon les conditions de croissances énoncées dans la section « matériel

végétal ».
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2.8.8. Recherche de phénotypes

Une fois en serre, la croissance et le développement des plantes transgéniques
sont observés. Une plus grande attention est portée au développement floral et a la
formation des fruits. La formation des fruits est étudiée en pollinisant plusieurs fleurs
sur chaque plante transgénique ainsi que sur des plantes contrdle de type G4 sauvage.
Les pollinisations, effectuées avec du pollen de plantes de génotype V22, sont alors
complétement compatibles. La croissance des fruits est ensuite observée pendant 30
jours en mesurant leur diamétre a tous les deux ou trois jours a 1’aide d’un vernier
(Dial Max, Bel Art products, Pequannock, NJ). Lorsque 30 jours se sont écoulés, les
fruits sont récoltés, photographiés et disséqués sous un binoculaire. Le nombre de
graines total est compté, ainsi que la proportion de graines ayant formé un embryon
mature par rapport a celles qui ne se sont pas développées ou qui n’ont pas formées
d’embryon. Ces données sont compilées et analysées, afin de souligner les

différences entre les plantes transgéniques et les plantes contrdles.

2.9. Criblage double-hybride dans le systeme Hybri-Zap

2.9.1. Construction des plasmides utilisés

Cinq constructions ont été réalisées pour les différents criblages de double
hybride effectués dans le systtme Hybri-Zap (Stratagen Cloning Systems, LaJolla,
CA). Trois d’entre elles ont été clonées dans le plasmide pBD, alors que les deux
autres 1’ont été€ dans le plasmide pAD. Les clonages ont été réalisés selon les mémes
principes que ceux utilisés lors de la création de plantes transgéniques. Les
constructions réalisées dans le vecteur pBD sont produites avec le domaine N-
terminal de ScFRK3 (249 acides aminés), le domaine C-terminal de ScFRK3 (353
acides aminés) ainsi qu’une portion de 580 acides nucléiques du domaine C-terminal.
Des réactions de PCR ont amplifié chacune de ces sections de ScFRK3, grice a

I’utilisation d’amorces spécifiques :
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1) Construction réalisée avec le domaine N-terminal de ScFRK3
Amorce en 5’ FRK3-1pBD : 5’-GAGACCCGGGTGGAATTTCGTCCGTCGTT-3’
Amorce en 3’FRK3-2pBD : 5’-GAGATCTAGAGCTCGTGGAGCAATTCATAC3’

2) Construction réalisée avec le domaine C-terminal de ScFRK3
Amorce en 5’ FRK3-C5 : 5’-GAGACCCGGGCCTCCGAGATGCTAAAG-3’
Amorce en 3° FRK3-C1 : 5’-GAGAGTCGACAGATTCAACTATGAAGAATG-3’

3) Construction réalisée avec une partie du domaine C-terminal de ScFRK3
Amorce en 5’ FRK3-C5 : 5’-GAGACCCGGGCCTCCGAGATGCTAAAG-3’
Amorce en 3’ FRK3-C4 : 5’-GAGAGTCGACTGACAGTTTCACTTGGCA-3’

Une fois les réactions de PCR terminées, les solutions sont digérées (selon les
recommandations du fabricant) avec les enzymes de restriction correspondant aux
sites de restriction ajoutés par les amorces. Cent nanogrammes de vecteur pour
chaque construction sont aussi digérés avec les mémes enzymes que celles des
réactions de PCR. Les réactions de digestion sont ensuite inactivées par un traitement
au phénol-cholorophorme-isoamyle, puis précipitées a I’éthanol 95% et enfin
dissoutes dans 10 pL d’eau distillée. S’ensuit une réaction de ligation composé d’un
ratio molaire de quatre inserts pour un vecteur, de I’enzyme DNA ligase T4 (Gibco
BRL, Burlington, ON) ainsi que de son tampon de ligation. La solution est placée a
14 °C durant 18 heures. On transforme ensuite des bactéries E. coli XLI
électrocompétentes avec 2 pL de la solution de ligation. Les bactéries transformées
ayant poussé sur milieu de sélection sont mises en culture liquide et ’on extrait
1I’ADN plasmidique avec le Kit QTAGEN (QIAprep Spin Miniprep Kit). La présence
de Pinsert dans le vecteur est vérifiée par analyse du patron de restriction. La

construction est vérifiée par séquengage, en utilisant les amorces pBD 5’ ou pBD 3°.
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2.9.2. Transformation des levures

On transforme les levures PJ694a avec les inserts clonés dans les vecteurs
pAD et pBD selon le protocole TRAFO (Quick and easy TRAFO Protocol :
www.umanitoba.ca/faculties/medecine/biochem/gietz/Trafo.htlm). Les levures ainsi
transformées sont mises sur milieu solide SC medium sans tryptophane (-Trp) pour
les levures contenant le vecteur pBD, et milieu solide SC medium sans leucine (-
Leu) pour les levures contenant le vecteur pAD. Elles sont ensuite placées a 30 °C

durant trois jours.

2.9.3. Transformation des levures pour le criblage de banques

La transformation des levures pour le criblage de banques ainsi que la
sélection des clones interactants positifs s’effectuent selon le protocole de criblage

double-hybride Hybri-Zap. Les principes généraux sont détaillés ci-dessous.

Les colonies de levures contenant 1’appdt sont ensuite utilisées pour
ensemencer 25 mL de milieu SC liquide —Trp, puis placées dans un agitateur a 30°C
pendant 15 heures. La densité de la culture est ensuite quantifiée et 2,5x10° cellules
sont utilisées pour ensemencer 50 mL de milieu YPAD (extrait de levure, peptone,
glucose, adénine hémisulfate). La solution est incubée & 30 °C jusqu’a ce que la
densité bactérienne atteigne 2x107 cellules/mL. Les cellules sont ensuite culottées,
rincées a 1’eau distillée stérile, reculottées, dissoutes dans 3 mL d’acétate de lithium
(LiAc) 100 mM et placé a 30 °C 20 minutes. Elles sont reculottées, puis suspendues
a nouveau dans 2,4 mL de 50 % PEG 3350, 360 uL de 1.0 M LiAc, 500 pL d’ADN
de sperme de saumon dénaturé, 20 uL de la banque d’ ADNCc clonée dans les vecteurs
pAD, et de ’eau pour un volume final de 3,6 ml sont ajoutés. Cette solution est
incubée a 30 °C 30 minutes, aprés quoi, les levures en solution subissent un choc
thermique a 42 °C durant 30 minutes. Les levures sont ensuite culottées et
resuspensues a nouveau dans 10 mL d’eau stérile, puis étalées sur milieux solides SC
sans tryptophane, leucine ni histidine (-Trp-Leu-His). Pour calculer I’efficacité de la

transformation deux pL sont étalés sur un milieu SC sans tryptophane, ni leucine (-
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Trp —Leu). L’efficacité de la transformation s’évalue en comptant le nombre de
colonies présentes sur le milieu et en le multipliant par le volume total de la solution
de levures. Les milieux sont laissés deux semaines 2 30 °C. Les colonies ayant
poussé sur ce milieu de sélection sont répliquées a 1’aide de velours sur de nouveaux
milieux de sélection SC solide sans tryptophane, ni leucine, ni adénine (-Trp-Leu-
Ade) et sont laissés deux semaines a 30°C. Les colonies ayant passé cette sélection
sont ensuite soumises au test X-gal; les colonies devenues bleues sont conservées
pour passer un dernier test. Le test de ségrégation permet de déterminer si
I’interaction entre les clones inclus dans pBD et pAD interagissent vraiment, ou si la
proie seule permet la croissance sur milieu sans histidine, phénoméne nommé auto-
activation. Les colonies candidates sont cultivées 24 heures a 30°C dans du milieu
YPAD liquide. Ce milieu non sélectif permet la perte de plasmides par les levures.
S’ensuit la sélection des levures ayant perdu le plasmide pBD, mais qui ont conservé
le plasmide pAD. Pour ce faire, elles sont étalées sur un milieu agar SC sans leucine
(-Leu) qui est laissé trois jours a 30 °C. Les colonies sont ensuite répliquées avec un
velours sur quatre milieux solides de sélection : -Leu, -Trp, -Trp et Leu, et —His. Ces
milieux sont laissés sept jours a 30°C. La sélection des clones positifs se fait en
analysant le patron de croissances des colonies de levures. Un vrai clone positif croit
sur milieu —Leu uniquement. La croissance sur milieux —Trp et —Trp/-Leu indique
que les levures n’ont pas perdu le plasmide pBD, et la croissance sur milieu —His

indique qu’il y a auto-activation par la proie.

Il faut procéder ensuite a 1’isolement de ’ADN plamidique des levures
contenant les clones positifs selon le protocole d’isolement d’ADN de levures fourni
dans le protocole de double-hybride. Les clones isolés des levures servent a
transformer des bactéries E. coli selon la technique expliquée dans la section 2.3.
L’ADN plasmidique est ensuite isolé avec le Kit QIAGEN (QIAprep Spin Miniprep
Kit), puis séquencé avec le « Big Dye Terminator kit» (Perkin-Elmer Applied
Biosystems, Mississauga, ON). Les séquences des clones positifs sont ensuite

analysées selon la technique expliquée a la section 2.6 Analyses de séquences.
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2.10. Transfert de protéines sur membrane et immunodétection

2.10.1. Extraction de protéines

Des tissus végétaux sont récoltés et broyés a froid dans des mortiers. Un
tampon d’extraction de protéines (100mM Tris-HCL pH 8, 0,1% LDS, 1% DTT et
1X de cocktail inhibitor complete mini de Roche) est ajouté aux tissus réduits en
poudre, mélangé et centrifugé. Le surnageant est récupéré; il s’agit des protéines
isolées en suspension. La concentration des protéines est déterminée par
sprectrophotométrie & 1’aide de la méthode de coloration de Bradford selon les

directives du fabriquant Bio-Rad.

2.10.2. Migration des protéines et transfert sur membrane

Nous utilisons un gel de protéines dénaturant au LDS contenant 10%
d’acrylamide pour effectuer la migration de 5 pug de protéines dans une cuve ayant un
tampon de migration contenant la méme proportion de LDS. La migration s’effectue
dans une cuvette a électrophorése « Mini-protein II 2-D Cell » de BIO RAD, pendant
une heure a 150. Les protéines sont ensuite transférées sur membrane de cellulose 1
heure & 100V. L’utilisation du LSD 2 la place du SDS a été rendue nécessaire pour

réduire la formation d’aggrégats et d’artéfact de migration causé par la protéine
ScFRK3.

2.10.3. Immunodétection

Premiérement, n’ayant pas le clone complet de scfrk3, nous avons fait
synthétiser un peptide de synthése correspondant a une région hydrophobe et exposée
de la protéine ScFRK3 pour obtenir un anticorps spécifique a cette protéine. La
séquence ARYMSYWDRDEKSPVR située a la position 121 a 136 de la séquence
en acides aminés a été utilisée. Un anticops a ensuite été généré contre ce peptide

synthése par injection de lapin par la compagnie Cocalico.
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Ensuite, la membrane contenant les protéines est placée une heure dans une
solution de blocage de TBS 1X (Tris, Glycine, LDS) contenant de la BSA et du lait.
La membrane est ensuite placée dans une nouvelle solution de blocage durant une
heure, a laquelle I’anticorps de lapin primaire, ciblant une région hydrophobe de la
protéine ScFRK3, est ajouté dans un ratio de 1 pL d’anticorps dans 500 pL de
solution. S’ensuivent trois lavages de 15 minutes avec une solution TBS 1X, puis une
incubation d’une heure dans une solution de TBS 1X contenant de la BSA et du lait
en plus de I’anticorps secondaire monoclonal anti-rabbit IgG y chain specific (Sigma)
dirigé contre I’anticorps primaire. Puis, le tout est soumis & trois lavages de 15
minutes avec une solution TBS 1X. Une fois les étapes de marquage terminées, les
étapes de détection sont effectuées. Le kit « ECL plus Western Boltting Detection
System » de Amersham Biosciences est utilisé selon les indications du fabriquant.

Un film est placé sur la membrane et ensuite développé.
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3. Résultats
3.1 Analyse de la séquence de ScFRK3

3.1.1 Séquence générale

La Figure 6 présente la séquence de ScFRK3 prédite en acides aminés. Le
geéne codant pour cette protéine a été isolé par une soustraction virtuelle ayant pour
but d’identifier des geénes faiblement exprimés chez S. chacoense Bitt. Cette méthode
s’est avérée fort efficace pour 1’isolement de génes régulateurs (Lagacé et al., 2004).
Les protéines en question pourraient étre impliquées dans la signalisation cellulaire,
sujet de recherche du laboratoire du docteur Matton. Ainsi, les clones isolés par
soustraction virtuelle ont été séquencés et les séquences prédites en acides aminés
ont été comparées aux séquences des banques de données de protéines du site
Internet de Genbank afin de déterminer leur identité. L’une de ces protéines a attiré
notre attention, car son site catalytique est fortement similaire & celui des protéines
de type MAP4K. Par ailleurs, aucune MAP4K n’a encore été caractérisée
fonctionnellement chez les végétaux. La séquence complete de cette protéine a €té
obtenue en juxtaposant la séquence en C-terminal du clone incomplet isolé lors de la
soustraction virtuelle réalisée par Corine Zotti et Marie Lagacé avec la séquence
obtenue par un —5’ RACE— (5’ « Rapid Amplification of cDNA ends ») réalisé par
Martin O’Brien. I semble que la séquence de la protéine soit compléte, car la
méthionine identifiée comme étant celle de départ est précédée d’un codon stop, et la
fin de la séquence de la protéine est aussi déterminée par la présence d’un codon stop
(une étoile sur la Figure 6). De plus, la taille obtenue lors des analyses de Northern
correspond 2 la taille cumulée des ADNCc isolés (3,5 kb). Cette protéine de 813 acides
aminés nommée ScFRK3, pour « Fertilization Related Kinase 1 », est formée d’un
domaine catalytique de 257 acides aminés, typique des kinases de type MAP4K
(Figure 6, surligné en bleu), flanqué de deux domaines présumés de régulation : le
domaine N-terminal (Figure 6, surligné en orange) contenant 246 acides aminés et le

domaine C-terminal (Figure 6, surligné en rose) contenant 310 acides aminés.
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3.1.2 Analyse des particularités de la séquence
Le domaine kinase posseéde la séquence consensus G-T/S-X-X-Y/F-X-A-P-E
dans le sous-domaine VIII, soit la séquence GTPHWMAPE (Figure 6, les acides
aminés correspondants étant de couleur bleu) qui indique une spécificité au résidu
sérine/thréonine, a I’exception de I’acide aminé Y, qui est remplacé par un W (Hanks
et al., 1988). Une autre séquence signature est présente dans le sous-domaine VIB.
La séquence conservée indiquant la spécificité du substrat de SCFRK3 dans le sous-
domaine VIB n’est pas identique a celle identifiée pour les sérine/thréonine kinases
par Hanks et al. en 1988, bien qu’elle en contient I’acide aspartique, 1’asparagine et
la lysine. Par contre, elle est identique a la séquence-consensus des protéines
sérine/thréonine kinases du sous-groupe STE identifi€ par Hanks en 2003 :
HrDi/vKg/aXN (les acides aminés en minuscules étant moins bien conservés, les X
pouvant étre n’importe quel acide aminé). Ces deux indices permettent de classer
ScFRK3 dans la famille des sérine/thréonine kinases du sous-groupe des STE (Hanks
et al., 1988; Hanks, 2003).
Séquences dans le sous-domaine VIB
Sérine/Thréonine : DLKPEN
STE : HrDi/vKg/aXN
ScFRK3 : HRDIKGGNILL

Séquences dans le sous-domaine VIII
Sérine/Thréonine: GT/SXXY/FXAPE
ScFRK3 :GTPHWMAPE

De plus, les protéines incluses dans la famille des MAP4K possédent une
séquence-signature dans le sous-domaine catalytique VIII: xgtxaWMAPEv (les
acides aminés en minuscules étant moins bien conservés entre les protéines que les
acides aminés en majuscules, qui sont hautement conservés; les x pouvant
correspondre a n’importe quel acide aminé). Cette séquence, que nous identifions
chez ScFRK3, est soulignée en vert sur les Figures 10 et 11, les acides aminés étant

également colorés en vert.
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Selon le site internet ScanProsite, le domaine N-terminal posséde plusieurs
sites de myristoylation suivant la méthionine de départ, ce qui peut laisser croire a la
possibilité d’un ancrage de la protéine SCFRK3 a la membrane cellulaire (Leprince et
al., 1999). Toujours selon le méme site de prédiction, nous avons identifié dans ce
domaine plusieurs acides aminés acides, notamment 1’acide aspartique. Une région
riche en cet acide aminé est soulignée d’un trait jaune a la Figure 6, créant une région
acide qui pourrait étre utilisée comme site d’ancrage a un substrat, un activateur, ou
une protéine phosphatase (Tanoue et al., 2000). Cette région pourrait étre importante
pour les interactions protéine-protéine. C’est d’ailleurs avec cette section de SCFRK3
que nous avons obtenu des interactants protéiques intéressants lors d’expériences de
double-hybride relatées plus loin. Le site ScanProsite nous a également permis
d’identifier le domaine de liaison a I’ATP, qui est surligné en vert sur la Figure 6,

nous donnant un autre indice de I’activité kinase de ScFRK3.

Le domaine N-terminal contient deux domaines PXXP (Figure 6, en rouge)
qui pourraient &tre des sites de liaison & des domaines SH3 de protéines interagissant
avec SCFRK3 (Manser et al., 1998). Le domaine C-terminal posséde aussi deux
domaines PXXP. Les protéines de type MAP4K de la sous-famille GCK/SPS1 sont
entre autres caractérisées par la présence de sites de liaison & des domaines SH3 en
position C-terminal (Cohen et al., 1995; Yu et al., 1994 et Kami et al., 2002). Les
domaines SH3 lient généralement les peptides ayant une région riche en prolines
formant une hélice polyproline de type 11, dont la séquence minimum consensus est
PXXP. Les hélices formées ont la capacité de se lier a la poche hydrophobique du
domaine SH3. Deux classes de séquences riches en prolines ont été caratérisées, la
premiére possédant le motif consensus RXLPPRPXX, ou X est n’importe quel acide
aminé outre la cystéine. La seconde classe posséde la séquence PXXPXR, et lie les

domaines SH3 dans I’orientation inverse de ceux de la classe I (Yu et al., 1994).

Le domaine C-terminal semble également contenir une séquence-consensus

de liaison 2 la sous-unité Gf de la protéine hétérotrimérique Gafy : le domaine GBD

(GBp binding domain) des MAP4K de type Ste20p/PAK. La séquence
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STSLEPVGEGD située dans le domaine C-terminal (Figure 6, soulignée en gris) de
ScFRK3 est similaire a environ 50% avec la séquence-consensus conservée chez les
mammiféres et les levures SSLOPLI/VXddB (X peut étre n’importe quel acide
aminé, § un résidu basique et ¢ : A, I, L, S ou T) (Leeuw et al., 1998 et Leberer et
al., 2000).
ScFRK3 : STSLEPVGEGD
Consensus : SSLOPLI/VX¢dP
Toutefois, un test d’interaction protéine contre protéine par double-hybride entre
le domaine C-terminal de ScFRK3 ainsi qu’avec une section du domaine C-terminal
de ScFRK3 et la protéine G n’a pas permis de démontrer une interaction directe

(résultat non présenté).

A 1la Figure 7, nous pouvons observer un schéma de la structure de la protéine
ScFRK3 ainsi que les structures typiques des deux sous-familles de type MAP4K. La
configuration de la protéine ScFRK3 difféere des deux types d’arrangements
protéiques spécifiques des deux sous-familles de MAP4K. La sous-famille
Ste20/PAK posséde une domaine régulateur N-terminal et un domaine catalytique, le
domaine C-terminal étant extrémement réduit. Au contraire, la sous-famille
GCK/SPS1 posséde un domaine régulateur C-terminal en aval du domaine
catalytique et un domaine N-terminal réduit. La Figure 7 montre également la
séquence-consensus GBD et le domaine de liaison CRIB (ISXPXXXXHXXHVG)
qui permettent aux protéines de type Ste20p/PAK de se lier a de petites GTPases
(Leeuw et al., 1998 et Leberer et al., 2000). On peut aussi y observer les domaines de
liaison (PXXP) au site SH3 des protéines de type GCK/SPS1 (Cohen et al., 1995; Yu
et al., 1994 et Kami et al., 2002).
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Figure 6 : Séquence prédite en acides aminés de ScFRK3. Le domaine N-terminal est
surligné en orange, le domaine kinase en bleu et le domaine C-terminal en rose. Le site de
liaison a I’ATP est souligné en vert. Une région riche en acides aspartiques est soulignée
en jaune. La séquence présumée de liaison 2 Gp est soulignée en gris. Les acides aminés
de couleur bleue donnent la spécificité au substrat des protéines de la famille des
sérine/thréonine kinases. Les acides aminés de couleur rouge sont les sites PXXP,
possiblement des sites de liaison 4 des domaines SH3.
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STE20/PAK

Région N-terminal Catalytique » [

[ Domaine CRIB

E Domaine de liaison a GB

GCK/SPS1

Catalytique Régulation Cftegminal

E Domaine de liaison a SH3

ScFRK3

Régulation N-terminal Catalytique B%gulation (-tprminal

D Domaine de liaison 2 SH3

El Domaine de liaison a Gf3

Figure 7 : Représentations schématiques de la protéine ScFRK3 ainsi que des
protéines des deux familles de MAP4K : Ste20/PAK et GCK/SPS1

Légende :

Rectangle orange : domaine N-teminal

Rectangle bleu : domaine catalytique kinase

Rectangle rose : domaine C-terminal



Séquence en acides nucléiques et en acides aminés correspondants de la protéine

ScFRK3
FRK3-1pBD
Sma
\1\ FRK3-5ARN;i
Sac I Bam U > 20 30 40 50 60

ATGGAATTTCGTCCGTCGTCGTGGCGATCCCGGAAGCCGCCGCCGCCGGCGAAGCAATCC
M E F R P S S WR S R KUPUP PP AI K Q S
70 80 90 100 110 120
GATATTTACTCCACCTTCGTCATCCACGACAACGACCGGAAAACCGATGAGARAGACAAT
D I Y 8 T F VI HDNDIZ RIKTDTEEKD N
130 140 150 160 170 180
TCAGACCTCTATGCTACTATGGTTTGCAAAGACGATGACGATGACGACGTTGTAGATGAC
S b L YA TMUVCI KUDUDUDUDT DT DV V DD
190 200 210 220 230 240
TTAAACGACGACGAATCACTTCCTCCTTTACTCAAACGTCTACCTAAGGACTTCGGCGGA
L N D DE S L PP UL L K RUL P K DV F G G
250 260 270 280 290 300
GGAGGTGGAGCTATGGATTCAGTTTCTGACGATGATATGGCATCAATCTCCGGCACGATG
G GGG A MD SV S DDDMASZSTI S G TTM
310 320 330 340 350 360
ATTGTGAAAACCGATCGAAGTTCGARATTCACCACTCCTARACAACCACAGCAGCAGACT
I VvV X T DR S S8 K F T TP K QP Q Q QT
370 380 390 400 410 420
GCTCGTTATATGTCGTATTGGGATCGGGATGAGAARAAGCCCTGTGAGAAGGAGATATGAG
A R Y M S Y WDURDEI K S P V RURU R Y E
430 440 450 460 470 480
GAAGATGAGGATGAGGATGAGGATGAGGAAGGTAGGTTTTCGACGTTTGTAGTGAAGGAT
E D EDEUDET DTETETG RV FS TV F V V K D
490 500 510 520 530 540
AATGAGTTTGATTCGGGGACGATGGTGACGAGAACTGTTAGAAGTGGAAGTARTGAAGGT
N EF DS G TMV T RTV R S G S NE G
550 560 570 580 590 600
GTTGGATCAACTATGAGCAGAGCAGTGGCTAGTATGCAGGCAGCCGGGGAGATTGGAATT
VGG S T M S R A V A S M QA A GETIG I
610 620 630 640 650 660
GGGAGGCAGCGGAATCGTAGCAGTAGAGCGCCCTCTGATGAGGAAGGTGGTGGTGGTACA
G R QR NI RS S RAZP S DETEGTG GGG T
670 680 690 700 710 720
TTGAGGCCACAGGGCAGTAAGGTGTCGTCGAGTTCAATACCAGACAGTGTGACTAGGGAA
L R P Q G S KV S s s s I P D SV T R E>

FRK3-pBD2 Sal
FRK3-FRK3-6 ARNi  Kpn I-As
730 755 750 760 770 780

GATCCTTGTACTAAGTATGAATTGCTCCACGAGCTAGGGAAGGGTTCATATGGGGCTGTT
b P C T K Y EL L HETULGI K G S Y G A V>
790 800 810 820 830 840
TATARAGCTCGAGACTTGAGGACTTCAGAAATGGTTGCCATCAAAGTTATATCATTATCT
Y K A R DULURTS E MV A I KV I S L S
850 860 870 880 890 900
GAAGGGGAGGAAGGCTATGAAGAAATTCGAGGTGAAATTGAGATGTTGCAGCAGTGCAGT
E GE E G Y E E I R GETIE EMMTLOQUGQTC s>
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910 920 930 940 950 960
CATCCARATGTTGTTCGCTATCTTGGGAGCTACCAARGGAGAAGAGTACCTTTGGATAGTA
H P NV VR YL G S Y Q GEEUVYULWTI V
970 980 990 1000 1010 1020
ATGGAGTATTGTGGGGGTGGAAGTGTTGCTGACTTAATGAATGTCACAGATGAGGCTTTA
M E Y C GG G S VA DILMNU®NUGYVTDE A I>
1030 1040 1050 1060 1070 1080
GAGGAGTATCAAATAGCATTTATTTGTCGAGAGGCATTGAAGGGCCTCTCCTATCTGCAC
E EY QI A F I CURUEA AULIZ KGTUL S Y L B
1090 1100 1110 1120 1130 1140
TCTATTTTTAAAGTACACAGAGATATTAAAGGTGGCAATATCTTACTGACTGATCAAGGA
S I F K V HRD I K G G N I L L T D Q G
1150 1160 1170 1180 1130 1200
GAGGTTAAGTTAGGTGATTTTGGTGTTGCTGCGCAGCTGACTAGAACCATGTCCAAACGT
E VX L GD F GV A A QUL T RTITM S K R
1210 1220 1230 1240 1250 1260
AARCACGTTTATCGGCACTCCCCATTGGATGGCACCAGAAGTTATTCAAGAAAGTCGTTAT
N T F I G T P HW MM AU®PE VI Q E S R Y
1270 1280 1290 1300 1310 1320
GATGGGAAGGTAGATGTATGGGCTCTCGGAGTGTCTGCTATTGARATGGCGGAGGGTCTT
D G K VDV WAILGV S AIE EMA ATEG L>
1330 1340 1350 1360 1370 1380
CCTCCTAGGGCAACAGTGCATCCAATGAGGGTGCTATTTATGATATCCATTGAACCAGCT
P P R ATV HPMIBRV L FMI S IE P A
1390 1400 1410 1420 1430 1440
CCAATGCTTGAGGATAAAGAGAAATGGTCTCTTGTATTCCATGATTTTGTTGCCAAGTGC
P M L E D K E K W S L V F H D F V A K C>

mal FRK3-C5

1450 1460 1470 1480 1490 1500
CTTACARAAGACACCCGACTTCGTCCAACTGCCTCCGAGATGCTARAGCACARATTCATC
L T K p T R L R P T A S EMTIL K H K F I>
1510 1520 1530 1540 1550 1560
GAAAAATTCAAAGCAGGAGCTTCTGTAATGATGCCGAAGATTGAGAAGGCCAAACAAATT
E K F X. A G A S VM MUP XK I E XK AI K Q I
1570 1580 1590 1600 1610 1620
AGGGCATCAATGGCCTTGGAAGCGCAAAATATTGTTTCCGAGACTCCCGAGGTAATTGGA
R A S M AL EAQNTI VS ETU®PZEUVTI G
1630 1640 1650 1660 1670 1680
GGTCCAAAAGTGAATGATGAATTTGGCGATACTGTTCCCTCTAAGCTGAAAAATGATGAT
G P K V N D EF G DTV P S KL K N D D>
1690 1700 1710 1720 1730 1740
GCCCCTTCTACAAGCTTGGAGCCTGTGGGAGAAGGTGATTTTGGGACTATGATAGTCCGA
A P S T S5 L E P V GE G D F G T M I V R
1750 1760 1770 1780 1790 1800
GATGGACCTGATATTGATAAAACAGCAAATGCGGAAGCGTCATCTACTCTCCGGCGTACT
b GP DIDI KT ANA ATEW AS S TTUL R R ™
1810 1820 1830 1840 1850 1860
GGAATTCCTTCCATCCCCACCGTTGCTGGCAAATCAAATGATCCCTGGTTGCTTAATGAT
G I P 5§ I P TV A G K S N D P WL L N D>
1870 1880 1890 1900 1910 1920
ATTGATGTCAGTTCACCCGTTGGTATGTCCCAGAGACAGAGCATGCAAGTATCTTCTCCT
I D Vv s s PV G M S Q R Q S M Q V s s p>
1930 1940 1950 1960 1970 1980
GGAACCTTACCTTCTCCTGATCTGGCCCTTAAGGGGAGTACTACATCTCAAGCAACTGTT
G T L P S P DL AULI KG S T T S Q A T V>
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FRK3-C4 Sall

<

1990 2000 2010 2020 2030 2040
AGTAGTGGTGGCGGCGGCTATAATACTGGAACCTTGCCAAGTGAAACTGTCAGTCGGAGA
$ 8 GG 66 666G Y NTGTT L P S ETV S R R
2050 2060 2070 2080 2090 2100
GCATTGGACAAGCTTTGGTCCATATACTCGGCTGGTAACACAGTGCCAATTCCATTTCTA
A 'L b K L WS I Y S A GUNTV P I P F L>
2110 2120 2130 2140 2150 2160
AGAGCAACTGACATATCACCGATTGCACTCTTGTCTGAGGATGTACTCGGGGACTGGCAA
R A TD I S P I AL L S E DV L 66 D W O
2170 2180 2190 2200 2210 2220
AGGGACAATAGTGGAAAGACTGCTGTAGAAGCAATGCAGGAACTCTTCTCCGGTGATTCT
R D N S G K TA UV EW AMGQETLTF S G D s
2230 2240 2250 2260 2270 2280
CAATCAARGAAAGGCCGCAGCAGACARAATGAGGTTCCCCTTCCTCCAAGTGTATACCAA
Q 5 K K G R §S R QUNZEV P L P P S V Y O
2290 2300 2310 2320 2330 2340
AGACTAAACTCGAGTCCTACACTAATGAATCTTGCTCAAGCCTTAGCATATCATAAGATG
R L N S s P T L M NUILA AU QA AULMU A Y H K M
2350 2360 2370 2380 2390 2400
TGCTACGAAGAGATGCCTCTTCAGGAAATGCAAGCATCTCAGGAACAACAAACGATTCAA
C Y EEMPL Q E M Q A S QE Q Q T I @

2410 2420 2430 2440
AACCTCTGTGATACTCTCAGAACTATTTTACGACTGTAA FRK3-CI Sall

N L ¢ D TZLU RTTITULTU RTIL *
AGATTCAACTATGAAGAATG

Figure 8 : Séquence codante de la protéine ScFRK3 en acides nucléiques ainsi qu’en acides
aminés correspondant. Les fléches correspondent aux amorces utilisées lors des différents
clonages (Section 2.0 matériels et méthode).
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3.2 Analyse phylogénique

3.2.1 Classement de SCFRK3 comme une sérine/thréonine kinase de type
MAP4K

La protéine ScFRK3 posseéde un domaine catalytique typique des kinases
observable a la Figure 9. Celle-ci montre un alignement de séquences réalisé avec les
domaines catalytiques de deux protéines ayant une forte similarité avec ScFRK3
selon le blast du site NCBI: SIK1 —Salicylic Induced Kinase 1— (numéro
d’accession : U99613, communication personnelle de Per Winge) d’Arabidopsis
thaliana et une protéine de la famille des sérine/thréonine kinases du blé (Triticum
monococcum). L’alignement contient aussi d’autres protéines de type MAP4K
connues : BhMAP4Kal de Brassica napus et MIK 1 du Zea mays, toutes deux des
protéines végétales, et les protéines Ste20p de la levure Saccharomyces cerevisiae et
gck-1 de Caenorhabditis elegans. BhMAP4Kal, MIKet gck-1 sont incluses dans la
sous-famille GCK/SPS1, tandis que Ste20p appartient a la sous-famille Ste20/PAK.

Cet alignement montre le haut taux de conservation de ce domaine chez les
eucaryotes. Les 11 sous-domaines caractéristiques des kinases sont surlignés et
identifiés par des chiffres romains et les 11 acides aminés essentiels a 1’activité
kinase apparaissent colorés en rouge. Plus spécifiquement, les MAP4K possedent
une séquence conservée dans le sous-domaine VIII, séquence identifiée en vert. La
protéine ScFRK3 possede toutes ces caractéristiques. Les domaines N-terminal et C-

terminal sont beaucoup moins conservés entre ces protéines, déterminant leur

appartenance a leur sous-famille (Tableau 1).

Les pourcentages de similarité entre les domaines de type kinase et les
protéines entiéres avec la séquence en acides aminés de SCFRK3 sont présentés dans
le Tableau 1. Ce dernier met en évidence la faible conservation des domaines
régulateurs N-terminal ou C-terminal entre les différentes protéines et SCFRK3, alors
que les domaines catalytiques sont fortement conservés, avec 62 % et plus de

similarité. La taille des différents domaines varie aussi chez les protéines, permettant
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leur classement dans 1’une des deux sous-familles de MAP4K. Par contre, SCFRK3
et SIK1 posseédent une organisation structurale différente ne permettant pas leur
classement par 1’observation de la taille de leur domaine régulateur. La protéine
ayant le plus haut taux de similarité avec SCFRK3 est la protéine SIK1 d’A. thaliana,
qui possede 72 % de similarité de séquence pour la protéine complete et 97 % de
similarité avec le domaine catalytique. La protéine sérine/thréonine kinase isolée du
blé (T. monococcum) est aussi trés similaire & SCFRK3 dans la section catalytique
(97 % de similarité), mais le pourcentage diminue lorsque nous comparons les deux

protéines entiéres (67 % de similarité).

Tableau 1. Pourcentage de similarité des protéines homologues choisies par rapport
a FRK3. Les comparaisons sont faites en prenant les protéines complétes, ainsi que
les domaines catalytiques (entre parenthéses). La taille de chaque domaine des
protéines est aussi comparée.

Nom des |ScFRK3| SIK1 |S/T kinase 7. | BhnMAP4Kal | MIK | Ste20p | gck-1
protéines monococcum

% de 72 67 36 36 28 38
similarité (97) (97) (69) (67) | (62) | (70)

Taille en 246 249 250 15 15 620 34
a.a.

de la région

N-terminal

Taille en 313 334 322 418 422 69 369
a.a.

de la région

C-terminal

Taille en 256 256 256 254 245 266 253
a.a.

du domaine

catalytique

Taille en 813 837 825 685 689 940 654
a.a.
dela
protéine
totale
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Figure 9: Alignement de domaines kinases de protéines de type MAP4K. Les
acides aminés identiques sont en gris foncé, alors que les acides aminés

similaires sont en gris péle. Les 11 sous-domaines conservés chez les kinases
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3.2.3 : Classement phylogénique de SCFRK3 chez les protéines des familles de
MAPK

AF000977 |

100
!
78 AF067792 ]

100 b ABO015314 | MAP2K

1
ABO15315

____22___+::::: !
Y07694 1

AB000796 |

I
100 ABO00798 .

82
AB000799 |

1 MAP3K
86 100 [ Ato0s2 )
L bsosss 1

1
AJ010090

AJ224982 ®

ScFRK3
97 I
94 BNASG08 ; MAP4K

sle20 1

Us6613

D14713 1
| MAPK
D21842 4

Figure 10 : Arbre phylogénique de protéines isolées chez A. thaliana représentant les
différentes familles de MAPK, soit les MAPK, les MAP2K, les MAP3K, ainsi que
les MAP4K selon Hirt et al., 2000. La séquence de la MAP4K Ste20p de S.
cerevisiae est également incluse. Arbre réalisé avec le logiciel Clustal X. Les chiffres
sont en pourcentage et donnent une évaluation de la confiance du regroupement. Le
nombre 100 signifie que dans tous les arbres possibles produits par ces alignements,
100 % ont regroupé ces protéines ensemble.

Lorsque l'on inclut le domaine catalytique de ScFRK3 dans un arbre
phylogénique composé de protéines des différentes familles de MAPK isolées chez
A. thaliana (Figure 10), ScCFRK3 se positionne dans le sous-groupe des MAP4K avec

la protéine Ste20p de la levure S. cerevisiae.

Plus particulierement, la Figure 11 montre un arbre formé de domaines

catalytiques de MAP4K connues chez I’homme, la souris, la levure S. cerevisiae, A.
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thaliana, B. napus, Z. mays et C. elegans. La séquence du site catalytique de type
MAP3K de la protéine Stellp de S. cerevisiae est ajoutée comme extra-groupe. Cet
arbre se divise bien selon les sous-groupes des deux sous-familles de MAP4K
caractérisées, les GCK/SPS-I, 11, III, IV, V et VI, ainsi que les deux sous-groupes
PAK-I et PAK-II de la sous-famille des Ste20/PAK. La protéine ScFRK3 se
positionne dans la sous-famille des GCK/SPS et semble prés du sous-groupe GCK-
IV, mais a Dintérieur d’un sous-clade formé d’autres protéines végétales a
organisation protéique différente des MAP4Ks, puisqu’elles ont toutes deux

domaines régulateurs enclavant le domaine catalytique kinase. La plupart des

protéines isolée d’A. thaliana se classent dans le sous-groupe des GCK-VI.
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Figure 11 : Arbre phylogénique de type Neibourg-J des domaines catalytiques
de protéines de type MAP4K isolées de divers organismes. Le domaine
catalytique de la protéine de type MAP3K Stellp de S. cerevisiae est ajouté en
tant qu’extra-groupe. Les chiffres sont en pourcentage et donnent une évaluation
de la confiance du regroupement. Le nombre 100 signifie que dans tous les
arbres possibles produits par ces alignements, 100 % ont regroupé ces protéines
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3.3. Expression de FRK3

3.3.1. Déduction du nombre de copies du géne

Hin dIII Eco RI
Eco RV Bam HI

2 kb

1,6 kb—

Figure 12 : Southern-blot composé d’ADN génomique de feuilles de S. chacoense
digérée avec les enzymes de restriction Hin dIII, Eco RV, Eco RI, et Bam HI
hybridé avec une sonde correspondant au domaine N-terminal de SCFRK3 marquée

au [a-P]dATP

La Figure 12 a été réalisée par Martin O’Brien. Le Southern hybridé avec la
portion dodante pour le domaine N-terminal de ScFRK3 d’environ 800 paires de
bases montre que ce géne est a copie unique. Le domaine N-terminal est utilisé pour
augmenter la spécificité de ’hybridation, le domaine kinase étant fortement conservé

entre les différentes protéines kinases. Nous observons deux bandes de 1,9 kb et 5,5
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kb dans le puits contenant I’ ADNg digéré par I’enzyme Hind III, une bande de poids
supérieur a 20 kb dans le puits EcoR V, une bande a 3,6 kb dans le puits Eco RI et,
enfin, une bande de poids supérieur a 20 kb dans le puit BamH I. La séquence
codante de ScFRK3 utilisée pour I’hybridation ne contient aucun des sites de
restriction. La présence de deux bandes dans le puits Hind III peut s’expliquer par la
présence d’un site de restriction dans un intron. La présence d’introns est fortement
possible; en effet, la protéine ayant le plus de similarit¢é avec ScFRK3 chez A.
thaliana posséde 11 introns. Le northern montre une expression de SCFRK3 dans

tous les tissus a 1’exception du tube pollinique.

3.3.2. Patron d’expression de SCFRK3

auroey
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"Iz sa1reAQ
"Ig sameAQ
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o o DG

Figure 13: Northern-blot composé d’ARN de différents tissus de S. chacoense
hybridé avec une sonde correspondant au domaine N-terminal de SCFRK3 marquée au
[a-P]dATP. Chaque puits contient 10 pug d’ARN de tissus. Les ovaires ont été
récoltés sur des fleurs de 2 a 6 jours, et d’autres ovaires et styles ont été recueillis sur
des fleurs de O a 3 jours. Ces dernicres ont été€ récoltées avant pollinisation, et 48 et 96
heures apres pollinisation. Les pollinisations ont été exécutées avec du pollen de fleurs
V22. L’ ARN messager a une taille de 3,2 kb.

Le northern réalisé avec plusieurs tissus de S. chacoense hybridé avec le

domaine N-terminal de ScFRK3 montre que I’ARN de ScFRK3 est exprimé dans
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tous les tissus, a I'exception du tube pollinique (Figure 13). L’expression est 4 son

plus haut niveau dans les styles et ovaires non pollinisés.

3.4. Lignées transgéniques par interférence d’ARN

3.4.1. Analyse de phénotypes
3.4.1.1. Petits fruits

Une partie de ce projet de maitrise traite de la caractérisation des roles de la
protéine SCFRK3 in vivo chez S. chacoense, ce qui nous a fait produire des plantes
transgéniques en utilisant la machinerie d’interférence d’ARN présente chez les

végétaux (la technique utilisée est expliquée  la section Matériels et méthodes).

L’une des constructions réussies a été utilisée pour créer des plantes
transgéniques. En effet, nous avons criblé 45 plantes résistantes a la kanamycine, qui

ont donc €été transformées avec le plasmide pBIN 35S et qui contiennent le transgéne
de ScFRK3.

Aussi, nous avons observé I’allure générale des plantes. Deux d’entre elles
présentent des signes de vieillissement accéléré (plantes 40 et 50). La plante 40 est
plus petite que les plantes témoins G4. Le phénotype le plus marqué s’observe dans
les fruits, qui ont parfois une croissance réduite. Les plantes 26, 30, 40 et 50 forment
de petits fruits (Figure 14) avec un nombre de graines viables plus faible que celui
des fruits des plantes controles (Tableau 2). La taille moyenne des fruits ainsi que le
nombre de graines viables par rapport au nombre total de graines des plantes
présentant des différences phénotypiques sont présentés dans le Tableau 2. Plusieurs
pollinisations réalisées avec du pollen de plantes compatibles V22 ont été réalisées
afin d’observer le développement des fruits des plantes transgéniques et leur taux de
croissance. Le diamétre des fruits a été mesuré aux deux 2 trois jours pendant un
mois. La figure 14 montre les fruits des plantes ayant un phénotype de petits fruits

par rapport aux fruits de plantes témoins G4. La courbe de croissance de ces fruits est
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présentée sur le graphique 1, oll nous observons une croissance réduite pour les fruits
des plantes 26, 30, 40 et 50, cette derniere présentant un phénotype plus fort que les
autres qui sont semblables entre eux. Vingt-neuf jours aprés pollinisation, les fruits
des plantes témoins ont un diametre de 23 mm en moyenne, alors que les plantes

montrant le phénotype de petits fruits, ont des fruits au diamétre moyen allant de 13

mm a 17 mm.

3.4.1.2. Nombre de graines

Nous nous sommes intéressés au nombre de graines présentes dans ces fruits
ainsi qu’au ratio entre les graines matures et les graines avortées. Le Graphique 2
montre le diametre moyen des fruits 30 jours aprés pollinisation de plantes ayant un
phénotype de petits fruits (plantes 26, 30, 40 et 50), de plantes G4 contrdles, ainsi
que de deux plantes transformées ne présentant pas ce phénotype (plantes 2 et 20).
Ce dernier graphique sert d’élément comparatif au Graphique 3 qui présente le
nombre moyen de graines matures (bandes bleues) et le nombre de graines avortées
(bandes vertes) pour les mémes plantes que le Graphique 2. Les plantes ayant le
phénotype de petits fruits montrent un nombre de graines réduit : de 16 a 127 graines
maximum en moyenne, alors que les fruits des plantes contrdles ont entre 180 et 220
graines. Le pourcentage de graines matures est semblable a celui des fruits des
plantes controles, environ 48 % (Tableau 2). Les trois plantes étudiées transformées
sans phénotypes (plantes 2, 6 et 20) sont semblables 2 la plante témoin, c’est-a-dire
qu’elles ont des fruits portant de 180 & 220 graines au total, dont 58 % de graines
matures, les autres étant sans embryon viable. Le Tableau 2 permet la visualisation

du plus faible nombre total de graines des fruits ayant un diamétre réduit.
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Figure 14 : Photos comparatives de la taille des fruits de plantes transgéniques modifiées
par interférence d’ARN présentant un phénotype de petits fruits (A : Deux fruits de la
plante G4 en position supérieure et six fruits de la plante 30 en position inférieure, B :
Deux fruits de la plante G4 en position supérieure et 20 fruits de la plante 40 en position
inférieure, C : Deux fruits de la plante G4 en position supérieure et 17 fruits de la plante
50 en position inférieure, D : Deux fruits de la plante G4 en position supérieure et six
fruits de la plante 26 en position inférieure. Les fruits ont été cueillis 30 jours apres
pollinisation avec du pollen de plantes V22 entierement compatible. Chaque carré mesure
un cm.
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Graphique 1 : Présentation des courbes de croissances des diameétres des fruits. Les
courbes correspondant aux différentes lignées mutantes ainsi qu’au contrdle G4 sont
identifiées a droite du graphique.

™~
wn

€ = 1
E 4
: 20 :: 5 3
FRE [
3 I
£ 10
£
o]
a5

0 _— (| Bl =

G4 P2 P6 P20 P26 P30 P40 P50

Plantes

Graphique 2: Diametre moyen des fruits. Les plantes sont identifiées par un
numéro sur 1’axe de I’abscisse, alors que I’ordonnée est séparée en millimetres. Les
bandes montrent le diametre moyen en mm des fruits des plantes correspondantes.
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Graphique 3 : Les plantes sont identifiées par un numéro sur 1’axe de I’abscisse. La

plante G4 est le témoin.

Tableau 2 : Nombre et pourcentage de graines matures et avortées des fruits (30
jours apres pollinisation avec du pollen de plantes V22 compatibles) des plantes
témoins G4, des plantes transformées sans phénotypes, et des plantes transformées
présentant le phénotype de petits fruits.

Pourcentage
Nb total de graines
Plantes moyen matures
G4 187 58 %
P2 179 57 %
P6 224 52 %
P20 180 57 %
P26 64 58 %
P30 121 55%
P40 127 63 %
P50 16 56 %
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3.4.1.3. Types de graines

En plus des graines matures et des graines avortées, certains fruits des plantes
transgéniques avaient une ou deux graines de couleur brune de la taille des graines
matures et de texture dure (Figure 15). Les graines matures (Figure 15 A) sont
blanches et bombées, ont un embryon mature et de 1’albumen. Les graines avortées
sont plates et plus foncées (Figure 15 B). On y remarque aussi de petites ovules qui
n’ont pas €té fécondées et qui ne se sont pas développées. Le phénotype le plus
intéressant s’observe par la présence de graines de taille normale, mais brunes et
dures, sans embryon détectable (Figure 15, D). La plupart des fruits des plantes 26,
30 et 50 portent d’une a trois graines de ce type. Nous n’avons pas identifié de telles

graines chez les plantes 2, 6 20 et 40.
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Figure 15 : Phénotype de graines des fruits des plantes transgéniques, 30 jours aprés avoir
fait des pollinisations totalement compatibles. La Figure 15 A présente des graines
matures semblables a celles obtenues avec les fruits de plantes témoins. La Figure 15 B
présente des graines avortées ainsi que des graines qui ne se sont pas développées. Enfin,
les Figures 15 C et 15 D présentent des graines brunes uniquement trouvées dans les fruits
des plantes transgéniques 26, 30 et 50.
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3.4.3. Vérification du niveau d’expression de ScFRK3 chez les lignées

transgéniques

Afin de vérifier la présence du transgéne chez les plantes montrant un
phénotype, nous avons réalisé une amplification de transgene inséré dans le vecteur
d’interférence d’ARN contenant un domaine kanamycine en aval du fragment inséré.
La présence d’une bande de la taille du fragment inséré aprés avoir exécuté un PCR
sur I'’ADN génomique des plantes transformées avec des amorces complémentaires
au domaine de résistance a la kanamycine, et ’absence de bande chez les plantes
contrdles indique que les plantes ont bien intégré le transgéne. Les résultats des PCR
sont présentés dans le Tableau 3. Il y a eu amplification de I’ADN génomique chez
toutes les plantes transformées étudiées ayant un phénotype ou non, a I’exception du
la plante 50. Cette absence d’amplification peut s’expliquer par un remaniement du

génome lors de I’insertion du transgéne par la plante.

Tableau 3 : Amplification ou non du fragment codant pour le géne de résistance 2 la
kanamycine

Plantes Amplification du
fragment kanamycine

G4 NON

6 oul

12 018)
20 oul
26 010)
30 oul
40 oul
50 NON
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Pour s’assurer de la présence du transgéne chez la plante 50, ainsi que pour
vérifier I'indépendance des lignées transgéniques réalisées, nous avons analysé le
patron obtenu une fois I'’ADN génomique des différentes plantes transformées coupé
avec l’enzyme de restriction Eco RI et hybridé avec une sonde radioactive
correspondant au domaine N-terminal de ScFRK3 (Figure 16). La présence d’une
bande de 3,6 kb chez toutes les plantes concorde avec les données obtenues 2 la
Figure 12. En effet, le Southern effectué sur I' ADNg de la plante contrdle G4 montre
une bande de 3,6 kb lorsqu’il y a digestion avec I’enzyme Eco R1, il est donc normal
d’observer une telle bande chez toutes les plantes, transformées ou non. Aussi, la
présence de patrons différents de bandes chez les plantes transformées, alors que la
plante contrble ne présente qu’une bande claire, prouve la présence du transgéne

ainsi que I’indépendance de leur lignée.
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Figure 16 : Patron d’hybridation de 10 pg ADNg coupé avec ’enzyme Eco RI de la
plante contrdle G4 et des plantes transformées 6, 12, 20, 26, 30, 40, et 50 transféré
sur membrane et hybridée avec une sonde marquée au [a-*P] dATP correspondant
au domaine N-terminal de la protéine SCFRK3, d’environ 1 000 paires de bases

Une fois la présence du transgéne démontrée, nous désirions nous assurez que
ces phénotypes sont reliés au phénomene d’interférence. Nous avons donc réalisé des
analyses de taux d’expression d’ARNm d’ovaires non pollinisés de ces plantes
(Figure 17). Nous espérions un taux d’expression d’ARNm plus faible chez les
plantes transformées par interférence d’ARNm qui présentent le phénotype de petits
fruits et de graines brunes. Par contre, lorsque nous observons le patrons

d’expression d’ARN, nous ne pouvons pas conclure a un tel résultat. Le taux

d’expression est sensiblement le méme que celui des témoins, voire méme plus fort
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dans le cas de la plante 50, alors que c’est cette derni€re qui présente le plus fort
phénotype de petits fruits. Par contre nous observons des bandes de taille inférieure
chez les plantes 26, 30, 40 et 50. De telles bandes ne sont pas observées chez les
ARN de la plante contr6le G4 ou de la plante 6 qui ne présente pas le phénotype du

nombre de graines réduit.

G4 6 12 26 30 40 50

Fragments de
taille attendue

Fragments
surnuméraires
trouvées chez
les plantes
transgéniques
ayant le

< phénotype de
petits fruits et
peu de
graines

Figure 17 : Test du taux d’expression d’ARNm de ScFRK3 réalisé avec 10 ug d’
ARN d’ovaires et de styles de plantes G4 contrdles et des plantes transformées par
interférence qui présentent le phénotype de petits fruits (plantes 6, 12, 26, 30, 40 et
50). Les ARN ont été hybridés avec une sonde marquée au [a-P] dATP
correspondant au domaine N-terminal de la protéine SCFRK3, d’environ 1 000 paires
de bases.
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avons utilisé le systtme de double-hybride Hybri-Zap. Le Tableau 4 présente les
constructions utilisées, les banques criblées, le nombre de clones testés, les
interactants obtenus ainsi que leurs fonctions respectives. Le domaine N-terminal de
la protéine ScFRK3 semble interagir avec plusieurs protéines relies 2 la
fructification, dont I’ACC oxidase, la sous-unité B de la polygalacturonase
isoenzyme 1 et la « tomato ripening associated membrane protein ». L’actine, qui
sert de matériel de charpente aux structures cellulaires, a également été identifiée lors
d’un des trois criblages. De plus, les MAP4K sont impliquées dans I’arrangement du
cytosquelette, dont I’actine —protéine phosphorylée— est un élément important.
Nous avons également obtenu une histone comme interactant, 1’histone H2A. Toutes
ces protéines proviennent de la banque d’ADNc d’ovaires non pollinisés. Le seul
interactant connu trouvé avec cette construction provenant de la banque d’ovaires
récoltés deux a six jours apres pollinisation est une ascorbate peroxidase cytosolique,
les autres étant ou bien des protéines non caractérisées, ou bien une protéine
ribosomale 60S qui est un faux positif trouvé dans de nombreux criblages. La
protéine transmembranaire qui interagit avec SCFRK3 n’a pas de fonction connue,
mais sa nature transmembranaire pourrait s’avérer une donnée importante. En effet,
P'identification de plusieurs sites de myristoylation nous laisse croire que ScFRK3
pourrait étre associée a la membrane, d’ot elle se lierait & cette protéine, ou bien que
son ancrage dépend de son interaction avec cette protéine. Le domaine C-terminal
n’a pas interagi avec des protéines pertinentes, aussi nous considérons ces protéines
comme des faux positifs pour la raison mentionnée plus haut. D’autres protéines ont
également été identifiées comme pouvant interagir avec SCFRK3 (Tableau 6), mais
leur cadre de lecture comporte un codon stop en aval de la région codante pour la
protéine. Nous ne nous sommes donc pas penchés davantage sur ces protéines, bien
que certaines d’entre elles soient reliées & la transduction de signaux, comme la
protéine 14-3-3 qui sert parfois de protéine d’échafaudage. L’histone H2B a
€galement attiré notre attention puisqu’il semble que certaines protéines de type
MAP4K de la sous-famille des Ste 20-like puissent phosphoryler 1’histone H2B (Ahn
et al., 2005). Par contre, il est prouvé que dans certains cas, lorsque 1’on clone des

protéines identifiées par double-hybride dont la séquence étaient précédées d’un
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codon stop dans un autre cadre de lecture sans codon stop et que 1’on teste
I’interaction entre la protéine appat et la protéine interactante en phase cette fois, on
observe toujours une interaction entre les protéines. Il serait donc intéressant de

cloner ces protéines en phase et de tester 2 nouveau leur interaction avec le domaine

N-terminal de ScFRK3.

3.5.1. Protéine hybride riche en proline

Les protéines riches en proline se trouvent en grande quantité dans la paroi
cellulaire; elles seraient liées aux propriétés changeantes de la paroi lors du
développement ou de la réponse aux stress. En 2003, Akiyama et Pillai ont identifié
une protéine du riz riche en proline ayant quatre sites possibles de phosphorylation,
et dont I’expression est inhibée par un traitement & 1’acide abscisique. En 1992 Josg-
Estanyol et al. ont également isolé une protéine hybride riche en proline, chez le
mais cette fois-ci. Cette derniere est formée de deux sections distinctes, 1’une riche
en proline et I'autre hydrophobe. Ils ont aussi découvert que cette protéine est
exprimée dans les ovaires et les embryons immatures. L’expression n’est plus
détectable au moment correspondant a 1’augmentation du taux d’acide abscissique.
Cette protéine de la paroi cellulaire serait donc importante pour la protection de la
cellule lors du développement de 1’embryon. Bref, il semble que ce type de protéine
soit négativement relié & la voie de I’acide abscisique, qu’il soit possiblement

phosphorylé et qu’il joue un réle important lors du développement de 1’embryon.

3.5.2. Sous-unité § de la protéine polygalacturonase isoenzyme 1

La sous-unité B de la protéine polygalacturonase isoenzyme 1 est aussi une
protéine de la paroi cellulaire qui catalyse la dégradation et la solubilisation de la
pectine lors de la maturation et de I’abcsission des fruits. Cette sous-unité de la
polygalacturonase n’est pas catalytique et s’associe a la protéine catalytique
polygalacturonase isoenzyme 2 (PG2). La sous-unité [ aurait un réle de protéine
d’ancrage pour lier PG2 a la paroi cellulaire et contrdler son activité, mais ces

hypothéses restent a étre prouvées. La sous-unité B s’accumule dans les fruits en
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développement avant I’apparition de la protéine catalytique PG2 et disparait au

moment de I’abcsission (Zheng et al., 1992).

3.5.3. « Tomato ripening associated membrane protein »

Un autre interactant découvert par double-hybride, la « tomato ripening
associated membrane protein » est située dans la paroi cellulaire et a été caractérisé
comme €tant plus fortement exprimée lors de la maturation des fruits, mais aucune
autre information n’est disponible. Elle semble par contre étre reliée aux deux autres

protéines dans la formation des fruits et de leur I’abcsission  (Fray et al., 1994).

3.5.4. Ascorbate peroxidase

L’ascorbate peroxidase est une protéine impliquée dans la détoxication des
cellules en agissant sur les molécules de peroxyde d’oxygene (H,0,). Les molécules
de H,0, sont fortement toxiques pour les cellules, mais elles sont utilisées lors des
réactions de défense et spécifiquement lors des réponses d’hypersensibilité entrainant
la mort cellulaire (Smirnoff, 2000). L’ascorbate peroxidase protége les cellules
lorsque les réactions de défense ne sont pas induites (Gadea et al., 1999). En 1995,
Schantz et al. ont découvert que 1’activité de ’ascorbate peroxidase est modifiée lors
de I’abscission des fruits. En effet, il semble que I’activité d’un isoforme de cette

protéine augmente de trois a quatre fois au moment de I’abscission

3.5.5. 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase

La protéine 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase est importante lors de la
biosynthése de plusieurs composants de signalisation comme les gibbérellines,
I’acide abcsissique, 1’éthyléne ainsi que d’autres composés secondaires,
principalement des alkaloides et des flavonoides. En 1999, Lantin et al. ont émis
I’hypothése selon laquelle la présence de la protéine 2-oxoglutarate-dependent
dioxygenase dans les ovaires de S. chacoense pourrait jouer plusieurs roles

puisqu’elle forme plusieurs composés différents. En effet, les alkaloides possédent
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des propriétés anti-microbiennes, alors que les flavonoides sont impliqués dans les
réactions de défense des plantes, comme phytoalexines et protecteurs contre les
rayons ultra violets. Ces derniers sont aussi impliqués dans la reproduction. Leur
présence dans les ovaires protégerait les organes reproducteurs femelles. Les
métabolites secondaires pourraient aussi &tre utilisés comme molécules de
signalisation lors de la fécondation. De plus, ce groupe de chercheurs ont mis en
évidence la forte localisation de cette protéine dans la région du micropyle. Il se peut
donc que la production de métabolites secondaires a cet endroit serve de guide ou
d’attractif de tube pollinique. Cette protéine pourrait donc jouer un réle, ou méme

plusieurs, lors de la fécondation ou de la préparation a celle-ci.

Il se pourrait alors que le nombre réduit de graines dans les fruits des plantes
transgéniques soit di a I’incapacité des tubes polliniques & trouver le micropyle pour
percer le tube pollinique. La protéine ScFRK3 jouerait ici davantage un réle de
protéine d’ancrage ou d’échafaudage dans la cellule que de protéine kinase. Elle

pourrait également réguler la désoxygénase par phosphorylation.

3.5.6. Signal Sequence Receptor o

L’interactant Signal Sequence Receptor o (SSR-a) trouvé deux fois lors des
criblages par double-hybride est une protéine membranaire phosphorylée du
réticulum endoplasmique (RE). Sa phosphorylation se fait grice A une protéine
kinase de type Caseine, mais le r6le de 1’ajout de phosphate n’est pas encore connu

(Wada et al.,1991 et Ou et al., 1992).

3.5.7. ACC oxidase

L’ACC oxidase est la derniére enzyme dans la voie de biosynthése de
I’éthyléne. 11 est connu que cette hormone végétale est reliée a 1’abscission des fruits
et des feuilles, a la sénescence de la plante et a la réponse aux blessures mécaniques.

En 1999, De Martinis et Mariani ont prouvé I'implication de I'éthyléne dans la
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reproduction sexuelle. Ils ont crée des mutants ayant une co-suppression de I’ACC
oxidase chez le tabac. Les fleurs de ces mutants sont plus petites que les fleurs des
plantes sauvages. De plus, les fruits des plantes transformées n’ont pas de graines.
L’ACC oxidase serait alors importante dans le développement des ovules. En effet,
les ovules des plantes transgéniques ne complétent pas la mégasporogénése et ne
forment pas de sac embryonnaire, mais I’ajout d’éthylene permet de rétablir le
phénotype sauvage. Ils terminent leur article en soumettant 1’hypothése que
I’éthyléne joue un rdle majeur dans le développement floral probablement par des
cascades de phosphorylation et de déphosphorylation menant & la régulation de
I’expression des génes de développement. Aussi, Xiong et al (2005) ont transformé
des plants de tomate en utilisant deux constructions devant causer un phénoméne
d’interférence d’ARN contre ’ACC oxidase. Ils ont ainsi obtenu des plants de
tomate formant des fruits ayant une durée de vie suppérieure de 120 jours dans les
cas les plus dramatiques. La diminution de la présence de I’ACC oxidase causerait
une diminution de la formation de I’éthyléne et donc une maturation tardive. La
protéine ScFRK3 pourrait jouer alors un rdle dans I’activation des protéines
impliquées dans la formation de I’éthyleéne. Le phénotype de petits fruits observé
chez les plantes transgéniques résulterait alors étre causé par un probléme lors de la

formation de 1’éthyléne.

3.5.8. Histone H2A

Selon Koning et al., (1991), I'ARNm codant pour I’histone H2A végétale est
principalement dans les apex et les jeunes fruits en développement. SCFRK3 pourrait
phosphoryler les histones H2A lors du développement des fruits et lors de la
formation des jeunes organes végétatifs ou reproductifs. Devitt et Stafstrom (1995)
ont observé que I’accumulation d’ARNm codant pour certaines MAPK et pour
I’histone H2A coincidait lorsque les cellules étaient en division. D’ailleurs, il a été
démontrer récemment qu’une histone H2B impliquée dans I’apoptose est

phosphorylée par la protéine Mstl faisant partie de la sous-famille des Ste20-like
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MAP4K (Ahn et al, 2005). La protéine ScFRK3 pourrait donc phosphoryler
certaines histones. Comme mentionné plus tot, nous avons également identifié les
histones I et H2B comme étant des protéines qui interagissent avec ScFRK3. Par
contre les séquences de ces deux protéines présentaient un codon stop en aval de la
séquence codante. Nous avons d’abord considéré ces intéractants comme de faux
positifs, mais il est démontré que parfois clonant des interactants hors phase en
phase, on peut prouver a nouveau l’interaction avec la protéine appat. Cette

expérience serait donc 2 tenter dans I’avenir.

Tous les interactants ont été testés une deuxiéme fois par systtme de double-
hybride selon le protocole « Quick yeast transformation » de Trafo qui permet de
tester directement la construction de ScFRK3 dans pBD avec la construction de la
protéine interactant dans pAD. Les tests réalisés dans ce systtme d’interaction
protéine contre protéine se sont tous montrés positifs. Les levures transformées avec
les deux constructions contenant les protéines peuvent croitre sur un milieu de
sélection ne contenant pas de leucine, de tryptophane, ni d’histidine, alors que les
levures ne contenant qu’une des deux constructions en sont incapables (Figure 19).
Les résultats ont été les méme lorsque nous avons utilisé un autre milieu de sélection

sans leucine, tryptophane et adénine (résultat non présenté).
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Tableau 4: Fiche technique des interactants de double-hybride. Tableau des
constructions de SCFRK3 utilisées, des banques criblées, du nombre de clones testés,
des interactants trouvés ainsi que de leurs fonctions respectives.

. s Nombre de .
Construction Banque d"ADNc clones Interactants Fonctions
utilisée criblée -
criblés
hybrid proline-rich Protéine de la
Banque d’ADNc protein/Aquaporine paroi
Domaine N- d’ovaires contrdles cellulaire
terminal de clonée dans le 1454000 |ACC oxidase Formation de
ScFRK3 cloné vecteur pAD I’éthyléne
dans leB\gcteur Actine Cytosquelette
P 2-oxoglutarate-dependent Production de
dioxygenase métabolites
secondaires
60S ribosomal protein Protéine
ribosomale
Tomato ripening associated Abscision des
membrane protein fruits
Polygalacturonase isoenzyme 1 Maturation
béta subunit des fruits
Putative signal sequence receptor | Inconnue
Banque d’ADNCc alpha subunit (2 fois)
Domz}lne N- d"ovaires 2 a 6".0 urs Cytosolic ascorbate peroxidase Détoxifie le
terminal de post-pollinisation H.O
ScFRK3 cloné clonée dans le - - I it
dans le vecteur vecteur pAD 1820000 |FPutative transmembrane protein nconnue
pBD Putative protein Inconnue
Histone H2A Réplication
Domaine C- Banque d’ADNc
terminal de d’ovaires 2 a 6 jours 40S ribosomal protein S5 Protéine
ScFRK3 cloné post-pollinisation 1512000 ribosomale
dans le vecteur clonée dans le
pBD vecteur pAD
Demi d Protéine du
d emt lé: Banque d’ADNc Peroxisomal targueting signal peroxisome
omz'unei d i d’ovaires 2 4 6 jours receptor (trois fois)
S“gg‘g‘ | € | post-pollinisation | 1312500
dc ] clone clonée dans le
ans peB\gectcur vecteur pAD
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Transformations Double transformation
simples Toutes avec SCFRK3N-
terminal /pBD

ScFRK31 N-terminal/pBD

mRNA for hybrid proline-
rich protein/pAD

ACC oxidase/pAD

Actine/pAD

60S ribosomal protein/pAD

2-oxoglutarate-dependent
dioxygenase/pAD

Tomato ripening associated .
membrane/pAD

Polygalacturonase
isoenzymel B/pAD

Putative signal _ ;
sequence receptor/pAD / = -

Cytosolic ascorbate
peroxidase/pAD

Putative transmembrane
protein/pAD

Putative protein/pAD

Histone H2A/pAD

Figure 19 : Tests de vérification des interactants de double-hybride inclus dans le vecteur pAD
interagissant avec le domaine C-terminal de ScFRK3 inséré dans le vecteur pBD. La premiére colonne
correspond 2 la transformation des levures avec une seule construction, soit avec ScFRK3 C-
terminal/pBD 2 la premigre ligne, soit avec les différents candidats dans pAD aux lignes suivantes,
démontrant qu’aucune par elle-méme n’auto-active la croissaance sur le milieu sélectif. Trois réplicats
de chaque transformation sont posés sur le milieu de sélection -Tryp-Leu-His : on remarque qu’il n’y
a aucune croissance. La deuxiéme colonne correspond aux trois réplicats de chaque double
transformation des levures. Chaque transformation comprend la construction de ScCFRK3 C-terminal
dans pBD ainsi qu’un des interactants dans pAD. Dans chaque cas, il y a croissance des levures sur
milieu de sélection -Tryp-Leu-His.
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Tableau 5 : Fiche technique des interactants de double-hybride hors phase. Tableau
des constructions de ScCFRK3 utilisées, des banques criblées, du nombre de clones
testés, ainsi que des interactants trouvés

Construction Banque d’ADNc | Nombre de clones | Interactants
utilisée criblée criblé
Sous-unité du
protéasome
Domaine N- | Banque d’ADNc 1 454 000 Protéine 14-3-3
terminal de | d’ovaires témoins Alcool
ScFRK3 cloné | clonée dans le déshydrogénase
dans le vecteur | vecteur pAD Protéine Dnal
pBD Protéine TSI-1
Calmoduline
Banque d’ADNc Histone H2B
d’ovaires 2 a 6 Histone H1
jours post- 1 820 000 Histidine-
pollinisation clonée containing
dans le vecteur phosphotransfer
pAD protein

Protéine ribosomal
L32

Protéine ribosomale
L19

Cofacteur de
chaperonine
Protéine avec un
motif F-box

Sous-unité béta de
la protéine pyruvate
déhydrogénase

Protéine 14-3-3
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4. Discussion

4.1. ScFRK3, une MAP4K inhabituelle

4.1.1. Séquence

Bien que la protéine SCFRK3 possede les caractéristiques des protéines de la
famille des sérine/thréonine kinases de type MAP4K, et bien que I’arbre
phylogénique de la Figure 10 la positionne avec les protéines appartenant a ce
groupe, la présence de deux domaines régulateurs encadrant le domaine catalytique
kinase la distingue des deux sous-familles connues, a savoir GCK/SPS1 et
Ste20/PAK (Dan et al, 2001). Les protéines de type MAP4K caractérisées ne
possédent qu’un seul domaine régulateur et la position de ce domaine par rapport au
domaine catalytique est une caractéristique des familles (Figure 7). Si certaines
MAP4K végétales possédent une structure typique des GCK/SPS1, comme MIK
(Llompart et al., 2003), BnMAP4Kal et BnMAP4Ka2 (Leprince et al., 1999),
ScFRK3 et d’autres protéines végétales possédent en revanche deux domaines
régulateurs qui enclavent le domaine catalytique (Figure 7). Une troisiéme sous-
famille ou sous-groupe d’une de ces sous-familles d¢ MAP4K pourrait &tre apparue

apres la séparation des régnes végétal et animal.

Certaines caractéristiques de la séquence de ScFRK3 permettent de
positionner cette protéine dans la sous-famille des GCK/SPS1. En effet, la présence
de deux domaines PXXP en position C-terminal de ScFRK3 ainsi que 1’impossibilité
de prouver l’interaction entre le domaine C-terminal et la sous-unité Gf de la
protéine G hétérotrimérique nous suggerent que ScFRK3 ferait partie de la sous-
famille des GCK/SPS1 (Cohen et al., 1995; Kami et al., 2002 et Yu et al., 1994).
Aussi, lorsque nous incluons la séquence du domaine catalytique de SCFRK3 et des
autres protéines végétales ayant la méme organisation protéique (Figure 11), ceux-ci
se positionnent prés des protéines de la sous-famille des GCK\SPS1, plus

spécifiquement avec les protéines du sous-groupe des GCK-IV. En effet, la sous-
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famille des GCK/SPS1 se divise en huit sous-groupes, pouvant étre classés en deux
grands groupes. Par contre, les protéines appartenant a ce groupe ont habituellement
un domaine régulateur en C-terminal du domaine kinase, alors que les protéines
végétales qui se classent avec SCFRK3 possédent, en plus, un domaine régulateur en
N-terminal atypique (Figure 7). Aussi, elles se positionnent dans un clade 2 part des
autres membres de ce sous-groupe. Ceci permet d’amener I’hypothése selon laquelle
ScFRK3 et les autres protéines lui ressemblant pourraient former un autre sous-

groupe des GCK/SPS1, celui-ci spécifique aux végétaux.

4.1.2. Le domaine N-termial de ScCFRK3, un domaine qui crée des liens

Une fois la nature de la protéine établie, nous désirions déterminer les

fonctions possibles de cette protéine.

Premiérement, les différents domaines de N-myristoylation identifiés dans la
séquence de SCFRK3 laissent supposer qu’il s’agit d’une protéine cytoplasmique liée
a la membrane (Figure 6). Par contre, la protéine SCFRK3 ne posséde pas la
séquence-consensus M'G’N’X*X°X°X’R®R® (M': méthionine, G* glycine, N°:
asparagine, glycine ou sérine, X* et X>: n’importe quel acide aminé, X®: sérine ou
thréonine, X’ : n’importe quel acide aminé et R® et R®: une résidu basique) en
position N-terminal qui serait nécessaire a 1’ancrage &4 la membrane (Thompson et
Okuyama, 2000). Cette position est stratégique pour l’activation des voies de
signalisation, puisqu’elle permet une proximité aux récepteurs Kkinases
transmembranaires, nombreux chez les végétaux. La protéine Ste20p de la levure S.
cerevisiae est située prés de la membrane oi elle peut interagir avec la protéine G
hétérotrimérique. Quoique ne possédant pas une séquence concensus de
myristoylation en N-terminal, une localisation membranaire de ScFRK3 reste
possible par exemple par interaction avec un RLK, tel que démontré pour le couple
de protéine MIK-MARK (Llompart et al., 2003). Cet ancrage & la membrane situe

€galement la protéine prés de la paroi cellulaire.
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Le domaine N-terminal de ScFRK3 comprend aussi une région acide qui
pourrait servir de site d’ancrage a un substrat (« docking domain ») (Tanoue et al.,
2000) (Figure 6). Ces domaines permettent la reconnaissance spécifique des
substrats, ainsi qu’un bon positionnement des protéines lorsqu’elles interagissent
(Elsen et Davis, 2001; Sharrocks et al., 2000). C’est d’ailleurs avec ce domaine que
nous avons obtenu des interactants protéiques intéressants lors des criblages par

double-hybride (Tableau 4), dont les résultats seront discutés plus loin. Cette région

.....

a

Pinteraction, puis pour sa capacité & guider le substrat dans une position idéale
permettant son interaction avec SCFRK3. Le substrat peut alors &tre phosphorylé par
ScFRK3, ou simplement stabilisé grice a cette liaison, et alors s’autophosphoryler ou
étre phosphorylé par une autre protéine kinase. Alors, SCFRK3 jouerait plutdt le role
d’une protéine d’échafaudage (scaffold). Ces deux scénarios d’action ont été vérifiés
chez les MAP4K (Dan et al., 2001). Il est possible que le site catalytique kinase de
ScFRK3 serve aussi & son autophosphorylation. Une fois phosphorylée, la
configuration spatiale de cette protéine changerait et permettrait des interactions
protéiques inhibées lorsque ScFRK3 est sous sa forme inactive. Certaines MAP4K
s’autoinhibent, lorsque leur domaine régulateur interagit avec leur domaine
catalytique (Dan et al., 2001; Yuasa et al., 1998). Sébastien Caron a d’ailleurs tenté,
lors de sa maitrise, de trouver des interactions possibles entre le domaine kinase de
ScFRK3 et d’autres protéines, mais aucune protéine n’a été identifiée lors de ce

criblage par double-hybride.

4.1.3. Un domaine C-terminal aussi attachant?

En premier lieu, nous savons que les régions riches en prolines PXXP sont
utilisées pour interagir avec les protéines possédant des domaines SH3 (Bokoch,
2003; Cohen et al., 1995; Yu et al., 1994 et Kami et al., 2002). Les domaines SH3
forment des poches hydrophobes dans lesquelles des domaines riches en proline

peuvent s’ancrer.
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Sur la protéine ScFRK3, deux de ces régions sont situées en position N-
terminal et deux autres en position C-terminal (Figure 6). Ces domaines pourraient
servir de site d’interaction entre protéines, mais aucun interactant trouvé dans les
criblages de double-hybride ne posséde de domaine SH3. Nous ne pouvons pas
affirmer que ces sites hypothétiques sont fonctionnels. D’ailleurs, la séquence PXXP
est la signature minimale des sites de liaisons aux domaines SH3, et d’autres acides
aminés importants ne sont pas présents dans les séquences trouvées chez ScFRK3

(Cohen et al., 1995; Kami et al., 2002, Yu et al., 1994 et Lewitzky et al., 2004).

Ensuite, une autre séquence intéressante en C-terminal nous a permis de poser
I’hypothése selon laquelle ScFRK3 pourrait interagir avec la sous-unité Gf de la
protéine hétérotrimerique Gafy (Figures 6 et 7). En effet, une séquence-consensus
conservée chez les animaux et les levures et située dans le domaine N-terminal des
protéines MAP4K de la sous-famille des Ste20/PAK permet cette liaison spécifique
(Leeuw et al., 1998; Leberer et al., 2000). Pour sa part, SCFRK3 posséde une
séquence semblable a 50% dans son domaine C-terminal. Puisque ScFRK3 est une
protéine végétale, nous avons supposé que la séquence-consensus pouvait avoir varié
entre les trois régnes. Nous avons donc tenté une expérience d’interaction directe par
double-hybride dans la levure entre le domaine C-terminal de ScFRK3 ainsi qu’une
section de ce domaine comprenant la séquence hypothétique GBD et I’homologue de
la protéine G} de S. chacoense. Aucune interaction n’a pu étre démontrée (résultats
non présentés). I1 se peut que la protéine entiére de ScCFRK3, ou sa phosphorylation,
soient nécessaires a son interaction avec Gf. Un test de complémentarité de levures
de S. cerevisiae mutante pour la protéine MAP4K Ste20p pourrait aussi nous
indiquer de maniére indirecte si SCFRK3 peut interagir avec GP. Des résultats
positifs aux tests de réponse aux phéromones ou de croissance intrusive sur milieu a
forte osmolarité permettraient d’affirmer que ScFRK3 est une protéine homologue 2
Ste20p, qu’elle interagit avec GP et qu’elle fait partie de la sous-famille des
Ste20/PAK. Toutefois, nous devons d’abord obtenir le clone complet de SCFRK3, la
séquence compléte €tant une juxtaposition de la séquence du clone isolé par

soustraction virtuelle avec la séquence obtenue en effectuant un 5’ RACE. En fait, ce
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résultat couplé au positionnement de ScFRK3 dans la sous-famille des GCK/SPS1
dans I’arbre phylogénique de la Figure 11 ainsi qu’a la présence de séquence PXXP
en C-teminal appuieni notre hypothése selon laquelle ScFRK3 serait une une

protéine de type MAP4K de la sous-famille des GCK/SDPS1.

4.2. Déduction des roles et fonctions de ScFRK3

4.2.1. Selon le patron d’expression d’ARNm

Aucune fonction n’a encore été attribuée aux protéines MAP4K végétales.
Seuls quelques indices, comme le taux d’ARNm et ses sites d’expression permettent
de poser des hypothéses quant a leurs fonctions cellulaires. De plus, peu de protéines
interagissant avec les MAP4K végétales sont connues jusqu’a présent. Actuellement,
la seule interaction prouvée, tant par double-hybride que par immunoprécipitation,
s’exerce entre la protéine MIK du mais et un récepteur kinase non fonctionnel

(Llompart et al., 2003).

Selon le patron d’expression, I’ARNm de ScFRK3 est partout, a 1’exception
du tube pollinique, et il est faiblement exprimé dans les racines et les tiges (Figure
13). Son expression est & son plus haut niveau dans les organes reproducteurs
femelles, soit dans les styles et les ovaires. Les ovules et les styles des fleurs non
pollinisées ont un taux d’expression supérieur. Par contre, bien que le niveau
d’expression diminue apres pollinisation, ce dernier reste trés élevé méme aprés 96
heures. Ceci laisse penser que SCFRK3 joue un role important lors de la formation du
gynécée et lors du développement de I’embryon, de la graine ou du fruit. La protéine
ScFRK3 est donc présente avant, pendant et aprés fécondation, puisque chez S.
chacoense la fécondation a lieu environ 36 heures aprés pollinisation (Lantin et al.,
1999). L’expression de I"’ARNm de ScFRK3 est forte dans les ovaires des fleurs tout
au long de leur floraison. Une expérience d’hybridation in situ donnerait plus
d’indices sur les tissus spécifiques dans lesquels s’exprime I’ARN messager de la

protéine ScFRK3.
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4.2.2. Selon les phénotypes des transgéniques

Nous avons vu que le patron d’expression de I’ARNm de ScFRK3 semble
indiquer que ScFRK3 joue un rdle dans la reproduction et la fructification, ce qui
s’avere fondé lorsqu’on fait 1’analyse des organes reproducteurs femelles et celle du
développement des fruits et des graines de plantes modifiées génétiquement afin
d’éliminer ou de réduire la présence de la protéine ScFRK3. Plusieurs plantes
transgéniques ont été produites de fagon & pouvoir observer des événements
d’intégration indépendants du transgéne. En effet, ’expression du transgéne dépend
de son contexte d’insertion et des réarrangements possibles d’ADN. Ces derniers
peuvent €tre des délétions et des duplications de segments d’ADN. L’analyse
phénotypique nous indique que quatre plantes présentent un phénotype similaire de
petits fruits avec peu de graines, suggérant fortement que le phénotype observé soit
causé par la présence du transgéne. Certaines plantes ne présentant pas de phénotype,
alors que d’autres en présentent, nous pouvons affirmer que les phénotypes observés
sont causés par une diminution de la protéine ScFRK3 et non par un effet non
spécifique résultant des manipulations lors des étapes de transformation. Pour
vérifier la présence du transgéne dans les plantes transformées, nous avons effectué
une amplification de la portion du transgéne inséré codant pour le géne de résistance
a la kanamycine, en utilisant de ’ADN génomique des plantes transgéniques
présentant les phénotypes de petits fruits ayant peu de graines et de certaines sans
phénotypes. La plante contrdle G4 ne présente aucune amplification alors que les
plantes transformées a 1’exception de la plante S0 présentent une amplification
(Tableau 3). L’absence d’amplification chez la plante 50 peut s’expliquer par un
remaniement du génome lors de l'insertion du transgéne. Puisque cette plante
possede des bandes surnuméraires sur le Northern (Figure 17), une diminution du
taux d’expression protéique (Figure 16) et un phénotype assez fort (Figure 14 et
Graphiques 1-4), nous considérons tout de méme cette plante comme un mutant
sous-exprimant la protéine ScCFRK3 par interférence d’ARN. Nous avons ensuite
analysé le patron d’ADN génomique des plantes transformées digéré avec 1’enzyme
de restriction EcoRI (Figure 16). Une fois hybridé avec une séquence correspondant

au domaine N-terminal de ScFRK3, nous observons plusieurs fragments chez les
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plantes transformées et un seul chez la plante contrdle. Ce patron nous permet
d’affirmer que les lignées étudiées sont bien indépendantes ainsi que la présence du

transgeéne dans toutes les plantes étudiées, dont la plante 50.

La présence du transgéne étant prouvée, nous pouvons nous attarder aux
phénotypes. En effet, quatre des 45 plantes transgéniques créées montrent des
anomalies lors de la croissance des fruits et du développement des ovules et des
graines (Figures 14 et 15). Les plantes 26, 30, 40 et 50 forment de petits fruits avec
un nombre de graines viables plus faible que celui des fruits de plantes contrdles. Le
diamétre des fruits de ces plantes est réduit par rapport aux fruits des plantes témoins
(Graphique 1 et Graphique 2, Figure 14). Le diamétre réduit de ces fruits est
probablement causé par le plus petit nombre de graines qu’ils contiennent, en plus de

la grande quantité de graines avortées ou qui ne se sont pas développées.

Le fait d’avoir quatre plantes présentant un phénotype semblable combiné au
fait qu’aucune autre expérience de transformation réalisée dans notre laboratoire ne
montre ce phénotype, nous conduisent a conclure que les petits fruits avec peu de
graines, dont plusieurs avortées, sont des phénotypes causés par la diminution de la
quantité de la protéine ScFRK3. Le fait qu’aucune plante ne présente une absence
totale de la protéine pourrait suggérer que cette absence soit létale. Les plantes

n’exprimant pas la protéine ScCFRK3 serait donc possiblement non-viables.

La protéine ScFRK3 semble donc impliquée dans le développement des
ovules ou des graines, puisqu’on remarque un probléme lors de la fécondation. Par
contre, le probléme peut aussi se produire & plusieurs étapes du développement. En
effet, il peut d’abord y avoir une anomalie lors de la formation du sac embryonnaire,
lors du guidage du tube pollinique jusqu’au micropyle, ou lors du développement des
embryons et de I’albumen.

Premiérement, une dysfonction pourrait survenir lors de la formation des
ovules : si peu d’ovules fonctionnels sont formés, peu de graines résultent de la

fécondation. Un autre événement & vérifier : la guidance du tube pollinique jusqu’aux
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ovules, ainsi que sa capacité & percer le sac embryonnaire pour qu’il y ait
fécondation. Un tel probléme pourrait former des fruits ayant peu de graines matures
et de nombreux ovules non fécondés qui restent trés petits puisqu’ils ne forment pas
d’embryon. Une expérience de coloration des tubes polliniques et I’observation au
microscope pourrait régler cette question. Enfin, le probléme peut se situer lors du
développement de ’embryon et de la formation de la graine. Des coupes de tissus
d’ovaires en formation et des observations au microscope nous permettraient de
vérifier si le peu de graines matures trouvées dans les fruits des plantes ayant un
phénotype résulte plutét d’un probléme lors de la formation des ovules que d’une
défaillance lors du développement des embryons. Le pourcentage d’environ 58% de
graines matures est pourtant conservé entre les fruits des plantes transgéniques avec
phénotype, sans phénotype et chez la plante contrdle. Il se peut alors que le probléme
ne survienne pas lors du développement des embryons, mais lors de la formation des
ovules, puisqu’un certain ratio entre le nombre de graines viables et celui de graines
avortées est conservé. La protéine SCFRK3 serait alors probablement impliquée dans
la formation des ovules. De plus, le patron d’expression d’ARN de ScFRK3 laisse
supposer que cette protéine est également présente aprés fécondation et qu’elle
pourrait aussi étre impliquée dans les premitres étapes du développement de
I’embryon ou de la graine. Il reste 2 vérifier si le tube pollinique pénétre bien le sac
embryonnaire, car les ovules non fécondés ne se développent pas et restent trés

petits. Il se peut donc que nous n’ayons pas comptabilisé ce type de d’ovule lors de

I’analyse des fruits.

La présence de graines brunes chez trois des plantes transgéniques au
phénotype de petits fruits est un fait assez intéressant (Figure 15). Certains mutants
caractérisés dans la littérature montrent un phénotype semblable. Déja en 1998,
Kuvtun et al. ont créé des plantes mutantes pour une MAP3K impliquée dans la
transduction du signal de I’auxine. Il en résulta des plantes sans probléeme de
développement végétatif, mais aux fruits portant des graines avec peu d’albumen et

pas d’embryon. Un autre mutant, medea, porte des graines brunes sans embryon
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développement végétatif, mais aux fruits portant des graines avec peu d’albumen et
pas d’embryon. Un autre mutant, medea, porte des graines brunes sans embryon
(Collinge et al., 2004). La protéine SCFRK3 pourrait donc agir dans les mémes voies

que ces deux protéines, en particulier en amont de la protéine MAP3K.

Nous espérions prouver, par analyse du taux d’expression d’ARNm des
ovaires des plantes transformées présentant des aberrations lors de la fructification,
que ces anomalies sont le résultat de 1’absence de la protéine SCFRK3. Par contre, le
northern présenté & la Figure 17 ne montre pas de différence notable des taux
d’expression d’ARNm entre les plantes transformées et la plante contrdle G4, i
I’exception de la plante 40 qui a un fort phénotype et un faible taux d’ARNm.
Toutefois, nous observons des bandes surnuméraires chez quatre des plantes, qui sont
d’ailleurs celles ayant les phénotypes les plus marqués. Méme si I’ ARNm endogéne
semble correcte, al présence d’ARNm de taille plus petites pourraient contribuer au
silencing par la production de SiRNA ou interférer avec la traduction. L’insertion du
transgéne serait a l’origine d’un «silencing » de la protéine par la production
d’ARNm aberrant. Alternativement, elle pourrait donner naissance 4 des protéines
tronquées qui, par interaction avec les protéines indigénes, empoisonneraient le
complexe. Ces protéines tronquées pourraient étre non fonctionnelles, et
bousilleraient les voies nécessitant la protéine ScCFRK3 compléte. Par contre, cette
seconde hypothése n’est pas appuyée, puisque 1’image obtenue par immunodétection
effectuée sur les protéines de feuilles des plantes transgéniques ne présente pas de

bandes surnuméraires de tailles inférieures 4 celle attendue (Figure 18).

Puisque nous n’avons pas pu prouver la relation entre les phénotypes des
plantes transgéniques et le taux d’ARN correspondant 2 ScCFRK3 dans les ovaires,
nous avons réalis€ une analyse d’immunodétection effectuée sur les protéines
d’ovaires de ces plantes transgéniques. En utilisant un anticorps généré a partir d’un
peptide de synthése correspondant a une région spécifique de SCFRK3 hydrophile et
exposée (correspondant a cette séquence : ARYMSYWDRDEKSPVR) nous avons

démontré une plus faible expression de cette protéine chez les plantes transformées
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présentant des phénotypes, alors que les plantes n’ayant pas de phénotypes
présentent un taux d’expression de la protéine égale ou supérieure 2 celui de la plante
témoin G4 (Figure 18). Ceci pourrait expliquer le niveau d’expression d’ARN qui
n’est pas réduit chez les plantes transgéniques. En effet, parfois les lignées de
transgéniques qui devraient présenter le phénoméne d’interférence ne possédent pas
un taux d’ARN réduit. L’ ARNi interagit sur la dégradation du messager, ainsi que
sur la traduction de ce dernier. Il se peut que ce ne soit pas au niveau de I’expression

de ’ARN que la protéine ScFRK3 soit contrdlée, mais plutdt sous sa forme

protéique.

4.2.3. Selon ScFRK3 et ses partenaires de double-hybride

Enfin, I’analyse des roles des interactants protéiques trouvés par double-
hybride permet de rapprocher leurs fonctions a celles de la protéine ScFRK3. Il
semble que la protéine SCFRK3 interagisse chez la levure avec des protéines de la
paroi cellulaire (la protéine hybride riche en proline, la sous-unité  de la protéine
polygalacturonase isoenzyme 1 et la «tomato ripening associated membrane
protein ») qui sont reliées respectivement a la réponse aux stress et au développement
de I’embryon (Jose¢-Estanyol et al., 1992) a la maturation des fruits et a leur
abscission (Zheng et al., 1994). Elle interagit également chez la levure avec d’autres
protéines impliquées dans la réponse aux stress et a la maturation des fruits, comme
I’ascorbate peroxidase (Smirnoff, 2000, Gadea et al., 1999, Schantz et al. 1995), la
protéine 2-oxoglutarate-dependent dioxygenase (Lantin et al., 1999) et I’ACC
oxidase (Martinis et Mariani, 1999 ; Xiong et al., 2005). Si nous relions les diverses
fonctions de ces protéines, il en ressort deux principales. Premiérement, SCFRK3
pourrait étre importante lors de plusieurs étapes de la reproduction, puisqu’elle
interagit chez la levure avec des protéines agissant sur la protection des organes
reproducteurs femelles et lors de la croissance du tube pollinique (protéine 2-
oxoglutarate-dependent dioxygenase), mais aussi avec des protéines impliquées dans
la formation des fruits (ACC oxidase) ainsi que lors de leur abscission (« tomato

ripening associated membrane protein» et la sous-unité B de la protéine
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phénotypes des plantes transgéniques. La protéine SCFRK3 pourrait également avoir
un role dans la réponse aux stress, puisqu’elle interagit avec les protéines 2-
oxoglutarate-dependent dioxygenase, ascorbate peroxidase et avec une protéine
hybride riche en proline. Toutes ces protéines sont impliquées dans les réponses aux
stress. Ceci explique la présence de SCFRK3 dans tous les tissus de la plante et non
seulement dans les ovaires. Aussi, il semble que la protéine homologue & ScFRK3
chez A. thaliana, SIK, soit induite par les stress (communication personnelle de Per
Winge). Il est donc fort probable que ScFRK3 réponde aussi a ces stimuli. Des
expériences de réponses aux stress seraient souhaitables pour vérifier cette

hypothese.

Bref, ce mémoire présente la caractérisation d’une protéine de type MAP4K,
alors que ces protéines sont encore trés peu connues chez les plantes. Les
expériences de double-hybrides ainsi que la caractérisation de mutant de S.
chacoense nous indique que ScFRK3 a probablement un rdle lors de la
reproductionet de la fructification. D’autres expériences complémentaires telles que
la vérification de la guidance du tube pollinique jusqu’aux ovules, la vérification des
interactions entre protéines par co-immunoprécipitation ainsi que I’observation de
coupes fines au microscope du sac embryonnaire permettaient d’ajouter des indices

quant aux fonctions de la protéines ScFRk3.
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