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RESUME

Parmi les différents facteurs abiotiques, la température et I’eau sont les éléments qui
ont régi la distribution géographique des plantes. Dans cette étude, nous nous sommes
intéressés a I’impact du froid sur le blé d’hiver. Ainsi, les plantes survivent aux
basses températures & 1’aide d’un phénoméne connu sous le nom d’acclimatation au
froid. Bien qu’il fiit caractérisé chez de nombreuses especes de plantes, il reste encore
beaucoup de choses & découvrir et a exploiter. Des études ont révélé qu’a la suite
d’une exposition au froid, les plantes subissent un stress qui agit au niveau cellulaire
avec comme conséquence majeure, une modification de 1’expression des geénes qui
aboutira a des plantes tolérantes ou sensibles. Cette modification de I’expression des
génes se fait au niveau, transcriptionnel, post-transcriptionnel et post-traductionnel.
Pour notre étude, nous nous sommes intéressés d’une part sur une modification post-
transcriptionnelle, 1’épissage alternatif car il est impliqué dans 1’adaptation des
plantes aux stress environnementaux. Pour cela, nous avons examiné I’expression et
I’épissage alternatif de plusieurs génes (COR=régulés par le froid et SR=facteurs
d’épissage) contenant au moins un intron durant 1’acclimatation au froid chez le blé
(Triticum aestivum) durant ’acclimatation au froid. Nous avons appris que le froid
n’agit pas sur tous les génes de la méme fagon. Sur les 18 génes COR analysés, un
seul a présenté des signes d’épissage alternatif (EA) induit par le froid, et cinq ont
présenté une variation d’expression significative (au moins 20 fois) induite par le
froid. Chez les génes SR, les candidats présentant I’EA furent plus nombreux car au
moins 5 ont été détecté. Nous avons décidé de prédire ’impact de I'EA sur les génes
SR, ceci par I’analyse bio-informatique d’un geéne SR (SRp30). C’est ainsi que nous
avons observé des modifications de la séquence nucléique chez différents isoformes
de SRp30 par I'EA, tel que ’apparition d’un codon d’arrét précoce. Ce dernier
causerait une modification de la protéine sérine/arginine (SR), soit par la perte d’une
grande partie de la séquence protéique, soit par la perte d’une partie de la région riche
en sérine et arginine. Lors de cette analyse, nous avons appris que de ces cing génes
COR analysés, certains n’avaient pas été caractérisés. Raison pour laquelle comme
second objectif, nous avons commencé la caractérisation de I’'un d’entre eux (NC2
qui coderait pour une protéine de 156 acides aminés) afin d’étudier sa contribution
dans I’acclimatation au froid. Les analyses bioinformatiques indiquent que NC2
coderait pour une protéine possédant un domaine transmembranaire, une région
hydrophobe en hélices o et un domaine ayant la propriété de former une superhélice.
A Dissue de cette étude, nous avons appris que certains génes SR et COR présentent
un EA induit par le froid et ceci peut influencer les variantes protéiques présentes
durant I’acclimatation au froid. De plus, notre étude bio-informatique sur NC2 montre



qu’il est possible d’identifier/suggérer que des propriétés spécifiques joueraient des
rbles fonctionnels qui contribueraient & I’acclimatation au froid.

Mots clés: Triticum aestivum, acclimatation au froid, modifications de I’expression,
épissage alternatif, géne Sérine/Arginine, géne COR



CHAPITRE I

REVUE DE LITTERATURE

1.1 Introduction

Le blé est une plante monocotylédone de la famille des graminées du genre Triticum
avec de nombreuses espéces parmi lesquelles aestivum, durum. Sur le plan
économique, il existe deux principales variétés de blé, le blé dur dit Triticum durum
et le blé tendre dit Triticum aestivum. Le blé dur se différencie du blé tendre
principalement par sa teneur en gluten qui y est plus élevé et il est aussi plus sensible
au froid ce qui fait qu’il est plus cultivé dans les régions arides, ce blé est
principalement utilisé pour la production de pétes alimentaires et de couscous.
Concernant le blé tendre, sur le plan de la répartition géographique, il est la variété la
plus cultivée dans le monde car il tolére beaucoup plus le froid, les hautes altitudes, et
également la sécheresse. La consommation mondiale de blé et sa culture sont en
constante augmentation, ce qui fait qu’il est méme cultivé dans les régions du monde

avec un climat trés difficile tel que le Canada et la Russie.

Le blé a de nombreux produits dérivés utilisés en agroalimentaire, dans 1’élevage,
dans I'industrie brassicole et des spiritueux. Selon le CONSEIL INTERNATIONAL
DES CEREALES, 1a production mondiale a été estimée a 740 millions de tonnes pour
2017, et c’est la deuxiéme céréale la plus produite au monde (Conseil International
Des Céréales (IGC), 2018). Le Canada qui est I’'un des 10 principaux producteurs de

blé avec une production d’environ 20 millions de tonnes entre 2016 et 2017 (Conseil



International Des Céréales (1GC), 2018) a favorisé€ la culture du blé de printemps par
rapport au blé d’hiver, a cause des niveaux de tolérance au gel insuffisante chez les
cultivars hiver commerciaux. Bien que 1’on ne puisse agir sur le climat une bonne
connaissance de l'impact des parameétres climatiques tels que la température,
I’humidité et la luminosité sur les mécanismes d’acclimatation au froid permettront
d’apporter des ajustements nécessaire 4 la culture du bl€ de printemps en période de
froid et méme d’améliorer les génotypes d’hiver afin de permettre leur culture au

Canada.
1.2 Impact du froid

Les plantes subissent constamment I’action des facteurs environnementaux qui
agissent sur le développement et leur distribution géographique comme des sources
de stress. Les plantes ont développé des mécanismes pour s’adapter a ces facteurs
grice a différents ajustements. Les stress environnementaux sont de deux ordres, soit
biotique ¢’est-a-dire lié & un organisme vivant, soit abiotique li¢ aux facteurs physico-

chimique. Le froid appartient & cette derniére classe de stress.

Le stress par le froid a deux paliers, les températures dites de refroidissement
cbmprises entre 0°C et 15°C, et les températures de congélation qui sont inférieures a
0°C. L’action du froid sur les plantes de maniére générale se fait & différents niveaux
de développement et de croissance ceci a travers différentes modifications
physiologiques. 11 agit sur la germination, sur les systémes racinaires et foliaires, sur
I’hydratation et 1’osmolarité, et sur la photosynthése (Ameziane El Hassani et
Persoons, 1994). Tout ceci aboutissant soit & la mort de la plante qui sera alors
qualifiée de sensible au froid, soit a la survie de la plante qui dans ce cas sera
qualifiée de tolérante au froid. La tolérance au froid se fait via l’acclimatétion au froid

qui est un phénomeéne induit et réversible (Thomashow, 1999). Il commence avec la



perception des signaux de stress au niveau de la membrane cellulaire et par la suite
s’enchaine un ensemble de réactions en cascade appelé signal de transduction qui
causera des altérations du niveau d’expression des génes (preés de 10% a 25% des
génes), et ¢’est de Pefficacité de cette variation d’expression génique que dépendra

I’établissement de 1’acclimatation au froid ( Ouellet et Charron, 2001).
1.2.1 Stress par le froid

II est clair que le froid est nocif pour les plantes sensibles et leur cause des
dommages, il est qualifié de stress. Pour survivre, les plantes doivent procéder a des
ajustements métaboliques (des sucres, des acides aminés et des acides gras), ainsi que
des régulations physiologiques afin de répondre a ce stress (Ouellet et Charron,
2001). Concernant les dommages causés par le froid, ils sont liés aux types de
températures présents. Les températures de congélation chez certaines plantes causent
la formation de glace dans les tissus en plus d’autres événements liés aux basses
températures, tandis que les températures de refroidissement peuvent endommager la
plante sans formation de glace dans les tissus. De maniére générale, les basses
températures causent une chlorose et un ralentissement du développement des
plantes, ces limitations contribuent a la distribution géographique de la culture des
plantes dans le monde (Sanghera et al., 2011), I’on peut citer par exemple les céréales
(riz, soja, etc.), les fruits tropicaux (mangues, bananes, etc.) et subtropicaux (raisins,
oranges, etc.). Cependant I’étude des plantes des régions tempérées, nous a appris
qu’elles présentaient différents degrés de tolérance au froid, et que ces niveaux de
tolérance sont liés aux variétés, a la durée d’exposition et aux températures
(Thomashow, 1999). Cette acclimatation au froid provient des ajustements aussi bien

génétiques que physiologiques.



1.2.2 Perception du stress par les plantes

1.2.2.1 Effet du stress par le froid

Il est intéressant de voir comment le froid agit sur les plantes. Il est ressorti que les
principales conséquences chez les plantes sensibles au froid sont I’inhibition de
l'absorption d'eau causée par un stress oxydatif ce qui modifiera la structure des
membranes qui deviendront plus rigides, associée au réarrangement du cytosquelette
a I’entrée massif de calcium (Ouellet et Charron, 2001), et a la fuite des électrolytes
associée a une désactivation des protéines membranaires (Seo et al., 2010). En cas de
gel, on aura une déshydratation cellulaire provoquée par la formation de cristaux de
glace (nucléation) dans l'espace extracellulaire qui causera une déshydratation
cytoplasmique par mouvement de ’eau vers les cristaux (Ouellet et Charron, 2001).
Cette nucléation aboutira & des lésions au niveau des membranes dues au
grossissement des cristaux de glace (Thomashow, 1999). Ainsi, chez les plantes

sensibles tous ces dommages ont généralement des conséquences irréversibles.

1.2.2.2 Mécanisme de 1’acclimatation au froid

La membrane fut confirmée comme étant le site de perception du froid et le premier
site de dommages causés par ce demier, ceci par la rigidification membranaire causée
par le froid. Dans le cas des températures inférieures a 0°C, il y a une augmentation
de la désaturation des lipides membranaires chez les plantes tolérantes afin de
maintenir la fluidité membranaire (Ouellet et Charron, 2001), et ainsi prévenir des
dommages structuraux causés par la nucléation tel que la lyse de la membrane par
expansion de cristaux qui est facilitée chez des membranes rigides. Par la suite, de
nombreux mécanismes biochimiques sont mis en ceuvre afin de maintenir la fluidité

membranaire.



Les plantes vont changer leur composition en lipides membranaires, en induisant la
synthése et de I’activation des enzymes nécessaires pour la désaturation et I’hydrolyse
des acides gras (Ouellet et Charron, 2001). C’est ainsi que ’on observe une
augmentation de la synthese des phospholipides qui passeront de 46.8% a 57.1%, et
des di-insaturés et des phosphatidyléthanolamine qui passeront respectivement de
36,9 242,8% et de 28,6 4 34,9% de la quantité des lipides totaux. Une diminution des
acides gras mono-insaturés et des phosphatidylcholines membranaires qui passeront
respectivement de 60,8 & 54,8% et de 67,6 & 61,4% de la quantité des lipides totaux
(Come et Corbineau, 1992; Uemura et al., 1995). Il faut noter que ce phénoméne
d’ajustement du degré de saturation des lipides membranaires survient chez toutes les
membranes cellulaires. C’est le cas des acides gras triénoiques au niveau de la

membrane des thylakoides chez les chloroplastes (Roughan, 1985).

1.2.2.3 Mécanisme de perception et de signalisation lors du stress par le froid

Changements de la membrane cellulaire et Ca2+ dans I’acclimatation au froid

Il a ét¢ indiqué que les signaux de stress au froid sont pergus au niveau membranaire
par des modifications structurales. Toutefois, bien que ’existence d’éventuels
récepteurs primaires situés dans la membrane cellulaire ainsi que leur lien dans la
voie de signalisation du froid ait été reconnu, leur nature exacte n’a pas encore été
établie. Ces hypothéses s’appuient sur des études menées chez les bactéries, les
histidines kinases transmembranaires telles que le HIK33 (cyanobactérie) et le DesK
(Bacillus subtilis) ont ét¢ suggérées comme thermosenseurs (Aguilar et al., 2001;
Suzuki et al., 2000). Ces travaux ont permis de confirmer que c’est la membrane
plasmique qui est le principal capteur du froid et que ¢’est elle qui active les systémes
relais des réponses secondaires aux signaux du froid. Cependant, certains chercheurs

suggerent que les kinases seraient des capteurs de signaux. L’on peut citer I’histidine



kinase ATHK1 connue comme étant un osmo-capteur chez Arabidopsis thaliana; des
travaux chez les levures ont révélé que son expression confére une forte tolérance au
stress osmotique (Urao et al., 1999), ce qui est assez intéressant sachant le lien entre
le stress osmotique et le stress au froid (Gilmour et al., 2000). Ou encore la protéine
réceptrice membranaire NtC7 dont I’expression chez du tabac transgénique contribue
activement dans la tolérance au stress osmotique (Tamura et al., 2003). Ainsi, bien
quaucun de ces récepteurs membranaires du froid ne furent caractérisés, ces
chercheurs ont suggéré que c’était le changement conformationnel induit par la
température dans le domaine extracellulaire de ces protéines réceptrices qui induirait
l'activité kinase sur le c6té cytoplasmique. Malgré toutes ces informations, la question
de savoir comment ces kinases sont impliquées dans la signalisation lors du stress au

froid reste en suspens.

Par la suite, des études ont montré que les signaux de Ca®" interviennent dans
différents stress abiotiques parmi lesquels le froid. Ces signaux agissent comme des
transducteurs et régulateurs dans de nombreux processus d'adaptation et de
développement des plantes, ceci en induisant un afflux soudain de Ca®" provenant
d'espaces intracellulaires dans le cytoplasme (Ouellet et Charron, 2001). Par la suite,
ces signaux Ca’" furent identifiés comme étant le signal secondaire pendant la
signalisation lors d’un stress abiotique (Knight, 1999). Chez Arabidopsis, le capteur
de Ca2+, CAS, a ¢été localisé dans la membrane plasmique et son réle dans la
signalisation du Ca?*, ’ouverture et la fermeture stomatique a été confirmé (Han et
al, 2003). De ce fait, la signalisation au froid dans les plantes peut étre la
conséquence de l'afflux de Ca®" ce qui causera la rigidification de la membrane par la
réorganisation des microfilaments d'actine. De plus, les principales voies de
transduction de la signalisation du Ca® ont été étudides, et il a été révélé que ces
voies impliquent des kinases régulées par le Ca®* (Monroy and Dhindsa 1995). Les

plantes possédent différents types de capteurs de Ca*". Nous avons les CDPK et les



calmodulines (CaM) qui fonctionnent respectivement comme régulateurs positifs et
négatifs de l'expression des génes et de la tolérance au froid (Saijo et al., 2000;
Townley et Knight, 2002). Il y a aussi les CAMTA qui régulent les facteurs CBF, tel
que CAMTA3 qui fut identifi¢ comme un activateur de CBF2 / DREB1C (Doherty et
al., 2009). De plus, il a été démontré que les événements en aval de la signalisation
associés a la détection de ROS impliquent le Ca™ tels que la calmoduline, et
l'activation de la signalisation des phospholipides conduisant a I'accumulation d'acide
phosphatidique (Mittler et al., 2004).

Signalisation chimique

Les hormones végétales jouent un role central dans la capacité des plantes a s'adapter
aux changements de I’environnement. Dans I’établissement d’une réponse au stress
par le froid on observe I'intervention de différentes phytohormones, entre autre on
peut citer 1'acide abscissique (ABA), l'auxine, l'acide gibbérellique (AG), cytokinines
(CK) et I'éthyléne (Lee et al., 2005).

L'ABA est bien connu comme un signal pour plusieurs contraintes abiotiques, en
particulier le déficit hydrique. Durant ’acclimatation au froid, il sert de signal
secondaire et intervient dans la transduction des signaux via les messagers
secondaires tel que les peroxydes et le calcium (Ouellet et Charron, 2001). Suite a
une exposition au froid, les variations de la quantit¢ d'ABA dans la cellule conduit &
des modifications physiologiques et a ["activation de certains genes. C’est le cas des
génes COR (par exemple, CBF1, CBF2, CBF3 (Knight et al., 2004) ¢t CBF4
(Chinnusamy et al., 2004).

L'auxine ou acide indole 3-acétique est une phytohormone bien connue pour ses roles

essentiels dans différents aspects de la croissance, du développement et des



modifications adaptatives des plantes dans un environnement précis, ceci au travers
son implication dans les processus tels le modelage des embryons, 'organogenése, le
modelage du méristéme et les tropismes (Vieten, 2007). Des études ont montré que
chez les plantes, le froid agit sur la concentration et la distribution de l'auxine, et une
corégulation de certains génes par I'auxine et le froid (Shibasaki et al., 2009),

pouvant causer par exemple une inhibition du développement de la racine.

Tout comme l'auxine, I’AG agit sur l'architecture de certaines plantes et subit les
effets de la température. Il est connu pour jouer un rble majeur chez la plante au
travers sa voie de signalisation via I’intermédiaire des protéines DELLA. 1l intervient
dans la germination des graines, l'expansion des feuilles, l'allongement de la tige et de
la racine, le temps de floraison et le développement des fruits (Willige et al., 2007).
Ainsi les protéines DELLA restreignent la croissance des plantes, tandis que 'AG
favorise la croissance en ciblant les protéines DELLA pour les détruire, aboutissant a
une modulation de la croissance et de la réponse de la plante face & une variation

environnementale.

Concernant 1'éthyléne, I’on sait qu’il régule les multiples aspects de la croissance et
du développement des plantes, et des réponses au stress environnemental comme sa
contribution dans la synthése des protéines antigel (Yu et al., 2001). La surexpression
du géne ETOI! intervenant dans la synthése de 1’éthyléne, ou de ses précurseurs tel
que PAACPC augmente la sensibilité au froid, cependant 'addition d'inhibiteur de la
synthése de 1'éthyléne tel que I’aminoéthoxyvinyl-glycine corrige cette sensibilité
induite (Shi et al., 2012). Ceci sous-entend que 1’éthyléne est un régulateur négatif de

la tolérance au froid.

Les CK ont été identifiés comme des régulateurs de nombreux processus biologiques,

-ils protégent contre le stress osmotique en favorisant une augmentation de la



résistance a la déshydratation cellulaire (Argueso et al., 2009). Bien qu’il n’y ait pas
de preuve directe de I’implication des CK dans le stress au froid, il y a I’existence
d’interactions entre la voie de signalisation CK et celle d’ABA dans la régulation de
la croissance et du développement des plantes. Ceci suggére un lien indirect avec la
tolérance au froid. Par exemple, chez des plantes présentant une déficience en CK, on
observe une sensibilisation accrue a 'ABA durant un stress oxydatif et I’activation
des CK induit I’inhibition de la signalisation de I’ABA (Nishiyama et al., 2011). lly a

encore beaucoup a faire afin d’éclaircir 1’action de CK lors de ce stress.

La compréhension actuelle de l'action hormonale repose sur I'hypothése que les
systémes de signalisation hormonaux constituent un réseau interconnecté avec
plusieurs entrées et sorties, ce qui permet d’envisager des liens directs ou indirects

entre I’acclimatation au froid et les différentes phytohormones.

Variation hydraulique, du pH et autres molécules de la signalisation lors du stress par
le froid

Des études ont démontré que I’établissement de 1’acclimatation au froid présente des
caractéristiques liées aux stress hydriques tel que la similarité entre la déshydratation
cellulaire induite par la congélation et celle induite par la sécheresse (Pearce, 2001).
Aussi la conversion des signaux hydrauliques en la signalisation de I’ABA cause des
changements de tension d'eau ou du potentiel osmotique. Sur cette base, il est normal
de suggérer une implication d’événements hydrauliques dans 1’établissement de

I’acclimatation au froid.

L’on sait que le pH intervient comme signal dominant dans le processus de
signalisation sous différents stress, comme c’est le cas du stress hydrique ou du stress

salin (Kader et Lindberg, 2010). Ainsi sur la base d’études menées sur les variations
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du pH cellulaire liées aux stress abiotiques, ’on peut citer le fait que des changements
du pH apoplastique peuvent affecter la fagon dont I’ABA réglemente le
comportement . et la croissance stomatique (Davies et al., 2005). Par exemple, la
diminution du pH cytosolique des cellules de graines d’Arabidopsis thaliana due a
I’inhibition des pompes H' par ’ajout d’ABA, cause un arrét ou un ralentissement de
la germination (Planes et al., 2014). Il existe un lien entre le pH et la signalisation
calcique (Kader et Lindberg, 2010). Compte tenu des différentes interconnexions
entre le stress au froid et le signal osmotique, hydraulique et calcique, I"on peut
suggérer que les variations du pH peuvent affecter ’ensemble des événements causés

par le froid.
1.2.3 Les génes régulés par le froid (COR)

La dénomination de COR (aussi appelé LTI, KIN, RAD ou ERD) sont ces génes dont
I’expression est régulée par le froid, et ceci juste quelques heures apres exposition. s
ont été classés en deux différents groupes. Dans le premier groupe, on retrouve les
génes codant pour des agents de protection de la plante contre un stress
environnemental (LEA, AFP), et dans le deuxiéme, les geénes agissant dans la
régulation de l'expression des génes et la transduction du signal du stress. Ainsi des
études leur ont reconnu de nombreuses fonctions et impacts dans la plantes. Par
exemple, le géne cas30 est induit par la rigidification de la membrane plasmique, et
I’accumulation de la protéine cas30 favoriserait la fluidité membranaire (Orvar et al.,
2000). De plus, il a été prouvé que les facteurs de transcription appelé CBFs sont
impliqués dans la régulation de I'expression des génes COR et de ’acclimatation au
froid (Gilmour et al., 2000).
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1.2.3.1  Antifreeze proteins (AFP)

Les protéines AFP ont été identifiées dans plusieurs organismes vivants pendant
I'hiver comme les poissons tolérants, les plantes vasculaires et non vasculaires et les
bactéries. Des chercheurs ont révélé que dans le cas des plantes, elles
s’accumuleraient durant I'acclimatation au froid dans l'apoplasme des feuilles et du
collet (Griffith et Yaish, 2004). Elles sont dites protéines d'hystérésis thermiques de
par leur capacité a se lier & la surface des cristaux de glace et ainsi elles inhibent la
liaison de molécules d'eau supplémentaires aux cristaux ceci en diminuant la
température de congélation sans affecter le point de fusion de la solution. Ceci
entraine la formation de facettes sur la surface cristalline et dans certains cas une
inhibition de la recristallisation de la glace (Knight et Duman, 1986). Ceci permet de
contribuer aussi bien a la protection des tissus contre les dégéts causés par le gel qu’a
la stabilisation des membranes cellulaires. Ainsi leur action crée une différence entre
le point de fusion et le point de congélation de I'eau, chez les végétaux, elle varie
entre 0,2 et 1,6°C. De plus, les AFP de par la variabilit¢ de leur structure et
composition ont des sous-classes. Par exemple, on trouve six types d’AFP dans
I’apoplasme des feuilles du seigle d’hiver. Leurs masses varient de 16 a 35 kDa et ces
AFP codent pour des -1,3-endoglucanases, des endochitinases, des protéines de type

thaumatine et d'autres polypeptides (Griffith et Yaish, 2004).

1.2.3.2 Protéines LEA

Les protéines LEA sont des protéines abondantes 4 la fin de I'embryogenése et jouent
un rble dans la tolérance a la dessiccation. Elles ont d'abord €té trouvées chez le coton
et le blé et sont produites en abondance au cours du développement des graines,
composant prés de 4% des protéines cellulaires (Hong-Bo et al., 2005). On les

retrouve aussi dans les graines et organes végétatifs de nombreuses plantes, en
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particulier en conditions de stress telles que le froid, la sécheresse ou la salinité
élevée, mais leur fonction exacte n’est pas encore connue. Les génes LEA ont été
clonés dans plusieurs espéces de plantes, et basé sur la correspondance des motifs de
leurs protéines, elles ont été classifiées en au moins six différents groupes, dont les

groupes 1, 2 et 3 sont majoritaires.

Les protéines LEA ont pour caractéristique commune une composition d'acides
aminés biaisée marquée par la faible représentation, voire [’absence, ;des résidus
cystéine et tryptophane qui conduit a une hydrophilicité élevée (Hong-Bo et al., 2005)
et 4 une stabilité¢ thermique en solution. Les protéines du groupe 1 sont impliquées
dans la fixation ou le remplacement de l'eau et ne sont présentes que chez les plantes.
Chez le blé, la protéine Em est la séquence type. Ces protéines sont non structurées en
solution (Swire-Clark et Marcotte, 1999), mais contiennent un motif d'acides aminés
conservé de 20 résidus, le plus souvent en une copie (Battaglia et al., 2008). Les
protéines du groupe 2 (aussi appelé déhydrines) et du groupe 4 peuvent contribuer au
maintien de la structure protéique et membranaire (Battaglia et al., 2008), et se
trouvent principalement dans les plantes, y compris les algues. Les protéines des
groupes 3 et 5 ont été proposées pour la séquestration ionique (Battaglia et al., 2008).
Concernant les protéines du groupe 6, elles sont structuralement déficitaire de
cystéine et de tryptophane (Battaglia et al., 2008). On leur a associé différentes
fonctions, de molécules chaperonnes, de protéine nucléaire associée 4 la chromatine
ou de facteur de transcription (Wise et Tunnacliffe, 2004). Structurellement, les
prédictions suggérent que les protéines LEA de la classe 3 forment de nombreuses
hélices o alors que les protéines de la classe 1 et 2 seraient moins structurées (Wise et
Tunnacliffe, 2004). De plus, elles peuvent changer de structure tridimensionnelle
dans certaines conditions de stress, comme c’est le cas chez le soja de la protéine
rGmD-19 qui passe d’un état non structurée 4 10°C a un état structuré en hélices a a

80°C (Soulages et al., 2002). Concernant les protéines LEA des groupes 4, 5 et 6, ces
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derniéres ont une grande hydrophobicité due a leur faible quantité de résidus polaires
et elles sont en général plutdt structurées, méme en solution. De nombreuses études
ont montré que les protéines LEA s’accumuleraient dans la plupart des
compartiments cellulaires (cytosol, noyau, mitochondrie, plaste, réticulum
endoplasmique, vacuole, membrane plasmique, etc.) et majoritairement dans le

cytosol.
1.2.3.3  Autres génes COR

Il est conmu que l'acclimatation au froid chez les plantes est associde aussi a
'expression de nouveaux génes, c’est le cas de CORI5a et de Msacid (Steponkus et
al., 1998; Laberge et al., 1993), dont chacun code pour une protéine de fonction
inconnue avec peu ou pas d’homologie de séquence avec les protéines induites déja
catégorisées. Cependant bien qu’étant de fonction inconnue, il fut clair que ces génes
avaient un role dans 1’établissement de la tolérance au froid et au gel des plantes
étudiées. Ils seraient également régulés par la chaleur (Artus et al., 1996; Laberge et
al., 1993). Ainsi, afin d’évaluer la contribution de COR15am dans 1’établissement de
la tolérance au froid, une! analyse comparative de son expression entre des plantes
transgéniques et sauvages, chez des protoplastes, révele qu’ils expriment
constitutivement la protéine mature COR15am de 9,4 kDa dans le chloroplaste. Les
protoplastes présentant une expression constitutive de COR15am se sont révélés plus
tolérants & des températures de congélation comprises entre -4°C et -8°C que ceux
isolés a partir de plantes NA de type sauvage (Steponkus et al., 1998). De plus, il a
été suggéré que COR15a agirait avec d’autres génes COR dans 1’établissement de la
tolérance au froid (Thomashow, 2001). Dans le cas de MsaciA, des études ont
confirmé sa contribution & la tolérance au froid, c’est pour cela que bien que sa
fonction dans ce phénoméne ne soit pas claire, on lui privilégierait une action

structurale (Nelke et al., 1999). II lui est attribué une diversité protéique. Nous avons
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appris que chez les plantes tolérantes au froid, il coderait pour différentes protéines
dont la structure serait spécifique au tissu. Ils ont ainsi identifié chez la luzerne
cultivée trois types dans les feuilles, et une dans le collet (Ferullo et al., 1997).
NDong et al (2002) ont identifié des génes COR qui codent pour des protéines
contenant dans leur région C-terminal un motif qui est prédit a former une superhélice
(NDong et al., 2002). Ils suggérent que ces protéines pourraient interagir avec
d’autres protéines afin d’accomplir leurs fonction dans le développement de la

tolérance au froid.

Ainsi, 1'acclimatation favoriserait I’expression de certains génes qui auraient comme
roles la stabilisation des membranes cellulaire durant un stress au gel. Cependant
compte tenu du manque d'information concernant le lien entre les changements
survenus chez les protéines membranaires pendant I'acclimatation au froid, ’action
de certains genes COR, et a l'acquisition de tolérance au froid, il est important de

caractériser de nouveaux genes apparus durant I’acclimatation.
1.2.4 Les superhélices

1.2.4.1 Définition

Une superhélice est un motif structurel présent dans de nombreuses protéines
naturelles. Elle est constituée généralement de faisceaux de deux a cing hélices o qui
sont enroulées ensemble les unes autour des autres formant ainsi différents états
d’oligomérisation s’assemblant sous forme de cordes (Lupas, 1996), dont les plus
fréquents sont les dimeres et les trimeres (Figure 1.1). Le plus souvent, elle consiste
en deux, trois ou quatre hélices orientées dans les mémes directions (paralléles) ou
opposées (antiparalléles), mais des structures avec cinq hélices et plus ont été

déterminées et méme des faisceaux de faisceaux. C’est le cas du COMP
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(Malashkevich et al., 1996) et de la cobalamine adénosyltransférase (St Maurice et
al., 2007) qui sont respectivement des pentaméres et hexaméres. Ce sont en général
des oligomeéres de méme chaine (homo) ou de chaines différentes (hétéro), mais
parfois des hélices consécutives de la méme chaine polypeptidique. Dans ces
structures, la composition d’une hélice a est caractérisée par la répétition réguliére
d’acides aminés hydrophobes et polaires, qui s'é¢tendent habituellement sur 20 résidus
ou plus voir s'étendre sur plusieurs centaines d'acides aminés. Ainsi, le modéle en
heptade qui est le plus vulgarisé et représenté par [abcdefg],, dans laquelle n indique
le nombre de répétition de la séquence, les positions a et d sont occupées
princii)alement par acides aminés hydrophobes créant une face amphipathique avec
un ratio de résidus proche de 3,6 par tour (Rackham et al., 2010). Tout ceci
aboutissant 3 des regroupements sous un angle d’environ 20° d’hélices o de structures
amphipathiques avec des faces hydrophobes et polaires distinctes, et présentant des
interactions a & a’ et d a d' le long du noyau de la structure, ce qui aboutirait a la
répétition de ces interactions tous les 7 résidus au deux tours de I'hélice (Lupas,
1996). Les résidus aux positions e et g sont occupées par des résidus chargés sur les
hélices adjacentes, ils sont souvent impliqués dans des liaisons de type ponts salins

inter-hélices.

Des chercheurs ont remarqué que I'empilement des hélices o voisines favorisent des
déformations qui s’éloigne de la configuration normal de départ pour une superhélice
7/2 (7 résidus sur 2 t(;urs) avec un nombre rationnel de résidus par tour, tels que 11/3,
15/4 et 18/5 ( Lupas, 1996; Gruber et Lupas, 2003).
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Figure 1.1 : Représentation d’une super hélice o. (A) Molscript (Kraulis, 1991) représentation
du ruban pour la structure de GCN4-p1 (O'Shea et al., 1991). (B) Roue hélicoidale montrant
les positions relatives des sept résidus de la répétition de I'heptade dans une bobine enroulée en
paralléle a deux brins. Le diagramme représente «l'espace de super-enroulement» dans lequel
un heptade couvre exactement deux tours d'une hélice a super-enroulée.

1.2.4.2  Aspects fonctionnels

Les domaines en superhélice présentent une grande diversité de longueur et jouent
divers roles structurels et dynamiques dans de nombreuses protéines. Ils assurent
principalement la médiation des interactions protéine-protéine par I'enroulement
d'hélices a appartenant a des chaines polypeptidiques identiques ou différentes et a
leurs propriétés structurelles (Parry et al., 2008). Leurs roles comprennent celui de
médiateur d'oligomérisation qui permet de faciliter la manipulation d'autres protéines

et polynucléotides dans des systémes tels que les facteurs de transcription, les
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moteurs moléculaires, les récepteurs et les molécules de signalisation. Contrairement
aux animaux et aux levures, seul un petit ﬁombre de longues protéines spiralées ont
¢été étudiées chez les plantes. Par exemple, les protéines de type kinésine ont été
caractérisées et la plupart semble jouer un r6le dans la cytocinése (Lu et al., 2005).
Chez Arabidopsis, des homologues des protéines impliquées dans la maintenance du
chromosome de mammiferes ont été identifiés, et on a confirmé leur implication dans
la réparation de I'ADN et le développement des graines (Hirano, 2002; Lam et al.,
2005). Cette fonction des superhélices pouvant étre associée a la rigidité et leurs
grandes surfaces hydrophiles exposées, leur permettant de jouer le role de bras de
protéines impliquées dans la manipulation de polynucléotides (Seryl-ARNt
synthétase, ADN polymérase I). Nous avons aussi appris que les superhélices étaient
sujettes & une régulation influencée par I’environnement. Ainsi, les protéines LEA du
groupe 3 contiennent des hélices o amphipathiques qui ont des propriétés de former
des superhélices li€ a la teneur en eau (Goyal et al., 2003; Hand et al., 2007). En plus,
il fut démontré que la structure en superhélice de certaines protéines membranaires
contribue a leur fonction et a leur localisation spatio-temporelle (Raiborg et al., 2001;
Rose et Meier, 2004).

1.2.5 Régulation de I’expression des génes

L’une des premiéres hypotheéses émises sur I’acclimatation au froid des plantes est
qu’elle serait le résultat d’une modification d’expression de génes induite par le froid.
Parmi ces génes, on trouve ceux codant pour des facteurs de transcriptions et des
protéines COR impliquées dans le processus métabolique ou physiologique (Ouellet |
et Charron, 2001). L expression des génes COR est régulée par les CBF qui sont des
facteurs de transcription intervenant principalement dans [’établissement de
I’acclimatation au froid (Ouellet et Charron, 2001). Par exemple chez le blé, le géne

CORI4 est activé par les CBF (Valiellahi et Niazi, 2009). Les CBF (aussi appelé



18

DREB) ont une expression précoce et transitoire induite par le froid, dépendamment
de chaque espece au sein desquelles ils contribuent a 1’établissement de la tolérance
au froid par I'intermédiaire de I’activation de leurs génes cibles (Ouellet et Charron,
2001). Ainsi I’étude des CBF chez le blé a permis de les classifier en fonction de leur
structure en 10 groupes dont 6 sont spécifiques aux graminées. Ces six groupes sont
CBF3c¢, CBF3d, CBF4a, CBF4b, CBF4c et CBF4d (Badawi, 2007). Malgré ces
informations sur les génes régulés par le froid, on constate qu’il y a encore beaucoup

a faire concernant leur identification et leur caractérisation.

1.2.5.1 Régulation transcriptionnelle

I est connu que les facteurs de transcription contribuent & la modification génique
induite par la perception des signaux de stress au froid (Wang et al, 2003). Chez
Arabidopsis, 4% a 20% des geénes sont régulés par le froid (Matsui et al., 2008).
Parmi ceux-ci, approximativement 1000 subissent une régulation transcriptionnelle
(655 sont surexprimés et 284 sont réprimés) via des facteurs de transcription,
d’éléments régulateurs agissant en cis, de la chromatine et des histones

nucléosomales induits par le froid (Kim et al., 2010; Matsui et al., 2008).

Le stress au froid induit donc l'expression de facteurs de transcription tels que les
CBF. Des analyses dans les plantes transgéniques notamment chez Arabidopsis ont
montré que l'expression ectopique des CBF est suffisante pour activer l'expression
des génes COR et le développement de 1’acclimatation au froid (Ouellet et Charron,
2001). Par exemple, chez Arabidopsis durant le stress au froid, on a appris que le
retard de croissance semble étre réglementé par les CBF a travers des protéines
DELLA localisées dans le noyau et ces derniéres répriment la croissance
(Chinnusamy et al., 2010). Cet impact majeur des CBF dans I’acclimatation est donc

liée a leur induction par le froid, et c’est ainsi qu’a été identifié les génes ICE qui sont
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également des facteurs de transcription dont le rdle est de réguler I’expression des
CBF. Chez Arabidopsis, ICE1 fut identifié comme étant un facteur de transcription
localisé dans le noyau et régulant l'expression de CBF3/DREBIA en se liant & un
élément cis MYC dans son promoteur. De plus, des plantes transgéniques présentant
la mutation icel dominante ont une sensibilité accrue au froid et au gel avec une
altération de prés de 40% des génes régulés par le froid, dont 46% étaient des facteurs
de transcription régulés par le froid (Chinnusamy et al., 2007). Chez le blé
I’expression d’homologues de I'ICEl (TalCEI141 et TalCE187) a confirmé I’action
d’ICE1 en tant qu’activateur de la tolérance au froid par son action inductrice sur les
CBF et les génes COR (Badawi et al.,, 2008; Chinnusamy et al., 2007). Par contre,
I’expression des CBF est réprimée par d’autres facteurs de transcription, les MYB.
C’est le cas de MYBI15 qui se lie aux éléments cis de reconnaissance MYB dans la
région promotrice de CBFI et empéche la fixation d’ICE1 (Agarwal et al., 2006).
Une mutation mybl5 chez des plantes transgéniques d’Arabidopsis présente une
amélioration de 1’expression des CBF et par conséquent une amélioration de la
tolérance au froid et au gel, par contre la surexpression de MYBI5 présente [’effet
contraire (Agarwal et al., 2006). D’autres facteurs induits par le froid modulent les
CBF, c’est le cas des facteurs de transcription ZAT10, et CAMTA (Zhao et al., 2015).
Concernant ZAT10, la surexpression de son inhibiteur LOS2 entraine chez des
plantes transgéniques d’A4rabidopsis une amélioration de la tolérance au froid, tandis
la répression de LOS2 par mutation favorise la sensibilité (Chinnusamy et al., 2007).
Les travaux sur la régulation transcriptionnelle sont toujours d’actualité et continuent
de fournir des informations supplémentaires sur la compréhension et I’identification

des différents acteurs intervenant a ce niveau.
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1.2.5.2 Régulation post-transcriptionnelle

Cette régulation comprend différentes étapes. On peut citer le traitement du pré-
mRNA, la stabilisation et l'exportation de I'ARNm hors du noyau. Ainsi, de par son

action sur le transcriptome, elle affecte aussi le protéome.

Le pré-ARNm (brin d’ARNm immature obtenu lors de la transcription de I’ADN)
subit différents processus nucléaires tels que l'addition d'une coiffe méthylé & son
extrémité 5', d’une polyadénylation & son extrémité 3’ et 1’épissage des introns.
L'épissage du pré-ARNm est un processus nucléaire crucial car il permet la synthése
d'ARNm fonctionnels & partir d’un géne, et ce processus est couplé a I'exportation
nucléaire d'ARNm. Les transcrits primaires constitués d’introns et d’exons peuvent
subir deux types d’épissage, ['un dit constitutif lorsque la méme séquence exonique
est systématiquement retrouvée chez le transcrit mature, et "autre dit alternatif qui
aboutit a la production de multiples isoformes d'ARNm matures a partir d'un seul pré-
ARNm. L’on sait de I’épissage alternatif (EA) qu’il régule I'expression des génes au
niveau post-transcriptionnel, qu’il est présent chez environ 60% des génes dans le
régne végétal et qu’il favorise la diversité protéomique causée par sa capacité d’avoir
différentes formes liées au types cellulaires et au développement (Filichkin et al.,
2015). C’est ainsi que la variabilité de 'EA a été associée a 1’établissement de la
tolérance a un stress abiotique (Reddy, 2007). De nombreux exemples peuvent étre
cités. Par exemple chez le blé, deux génes COR codant pour une ribokinase (7H8) et
une protéine C3H2C3 de type RING-finger ont présenté un EA induit par le froid
(Mastrangelo et al., 2005). Parmi les facteurs d’épissage, il s’est avéré que les
protéines riches en Sérine/Arginine (SR) seraient impliquées dans la régulation de
I'épissage aussi bien constitutif qu’alternatif des pré-ARNm de différents génes et de
leurs propres pré-ARNm sous l'induction des facteurs de développement et

environnementaux (Reddy, 2007). Il a été observé qu’aprés un EA, certains isoformes
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d’ARNm contiennent un codon d’arrét précoce les engageant dans une voie de
désintégration et d’autres produiraient des variantes protéiques a cause des différentes

combinaisons entre les exons et les introns susceptibles d’affecter leurs fonctions.

D’autres acteurs intervenant dans la régulation post-transcriptionnelle ont été
identifiés, il s’agit des petits ARN non codants, & savoir les miARN et les piARN. Ils
agissent comme des répresseurs omniprésents de l'expression des génes chez les
animaux et les plantes de par leur association avec les complexes RISC (RNA-
induced silencing complex) et RITS (RNA-induced transcriptional silencing) (Sunkar
et al., 2007). Chez les végétaux, ils ont un grand réle dans les réponses aux stress
abiotiques, déja de par leur induction par ces stress afin que ces derniers répriment
I"expression de génes favorisant la sensibilité au stress, et favorisent I’expression de
génes qui contribuent & la tolérance au stress (Sunkar et al., 2007). Par exemple, lors
d’une étude chez Arabidopsis, la surexpression de miR393 lors d’un stress au froid
fut accompagnée d’une réduction de ses genes cibles tel que I'ubiquitine ligase E3, de
ce fait miR393 péurrait cibler ’ARNm de 'ubiquitine ligase E3 et ainsi diminuer son

action sur ses protéines cibles.
1.2.5.3 Régulation post-traductionnelle

La régulation post-traductionnelle permet de réguler le protéome, sachant I’impact
physiologique des protéines en réponse aux besoins de croissance et de
développement, il est indispensable pour la cellule d’effectuer des changements
rapides au niveau protéique afin de répondre a d’éventuels changements
environnementaux. Différentes modifications déterminent certaines caractéristiques
protéiques, c’est le cas de la localisation sous-cellulaire, 'activité catalytique ou
l'interaction avec d'autres protéines. Ainsi, chez Arabidopsis, trois événements post-

traductionnels s'observaient chez prés de 10% du génome transcrit, il s’agit de
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I'ubiquitination, de la phosphorylation et de la glycosylation (Mazzucotelli et al.,
2006; Ouellet et Charron, 2001).

Une autre modification protéique post-traductionnelle répertoriée est la sumoylation.
Durant ce processus, les protéines SUMO sont conjuguées aux substrats protéiques
via des ligases, tandis que la désumoylation est I'élimination des protéines SUMO de
leurs protéines cibles par des protéases. L’action de la sumoylation serait antagoniste
a l'ubiquitination, car cette derni¢re est bloquée par la sumoylation (Ulrich, 2005). Le
processus de sumoylation a été identifié comme élément majeur dans les réponses des
plantes aux stress abiotiques par 1’intermédiaire de différentes voies de signalisation

(ABA et I’acide salicylique) (Miura et al., 2007).
1.3 L’épissage alternatif
1.3.1 Définition

Chez les eucaryotes, il est connu que le protéome est crucial pour la croissance et le
développement des cellules et ceci a différents stades de leur vie. De ce fait, la
synthése des protéines est étroitement réglementée et elle se fait a différents niveaux
(transcriptionnel, post-transcriptionnel et post-traductionnel). La plupart des génes
nucléaires eucaryotes sont constitués de régions codantes (exons) associées a une
fonction (protéine), ces exons sont dans certains cas interrompus par des parties non
codantes (introns) (Wahl et al., 2009). De plus, il est connu que le génome hexaploide
du blé a une séquence d’environ 17 giga paires de bases. Environ 977 000 loci ont été

identifiés avec preés de 1,27 millions de variants d'épissage distincts (Marcussen et al.,
2014). ’
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La régulation de l'expression des génes au niveau transcriptionnel est vue comme
étant sa pierre angulaire (Reddy et al., 2013). C’est a ce niveau que nous avons la
transcription de I’ADN en ARN, plus précisément en pré-ARNm. Durant I’étape
suivante, le pré-ARNm composé d’introns et d’exons, subi entre autre dans le noyau
une élimination de ses introns et une jonction de ses exons contribuant a la formation
d’ARNm fonctionnels qui seront qualifiés de matures. Ce processus est appelé
épissage. L’épissage est effectué par le spliééosome (Figure 1.2), ce dernier est un
supra-complexe ribonucléoprotéique composée généralement de cinq particules
ribonucléoprotéiques (U1, U2, U4/U6 et US) appelées snRNP ainsi que des protéines
facteurs d’épissage (Padgett, 2()12)./ Il existe deux types de splicéosomes : le
splicéosome majeur ou U2-dépendant qui épisse les introns de type U2 (99% des
introns €pissés chez 'homme), et le splicéosome mineur ou U12-dépendant qui épisse
les introns rares de type U12 (1% des introns épissés chez I'homme) (Burge, Padgett,
et Sharp, 1998; Padgett, 2012). Donc en résumé, ’on sait qu'un ARNm fonctionnel
sera transporté vers le cytoplasme afin d’étre traduit. Cependant, ce transport
nécessite qu’en plus d’étre épissé, I’ARN soit coiffé au niveau de son extrémité 5° et

modifié au niveau de son extrémité 3’ par un clivage et I’ajout d’une queue Poly(A).

11 existe deux types d’épissage. Dans le cas ol nous avons la génération d'un seul type
d'ARNm a partir d’'un géne contenant au moins un intron en utilisant le méme
ensemble de sites d'épissage 5' et 3', il est dit constitutif. Dans le cas ol I’épissage
s’effectue par l'utilisation (ou la non utilisation) de divers sites d'épissage 5' et/ou 3'
par le splicdosome, il est dit alternatif. Ceci permet d’obtenir deux ou plusieurs
isoformes d’ARNm a partir d’un méme gene (Figure 1.3) (Reddy, 2007). Ce dernier
processus est un élément clé de la diversité du protéome et du différentiel entre le
génome et le protéome par sa fonction régulatrice de I’expression des génes (Chen et
Manley, 2009).
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Figure 1.2: Schéma général des différentes étapes de I’épissage du pré-ARNm par le
splicéosome majeur. Les interactions des snRNP (cercles colorés) et des facteurs d’épissage
(autres formes colorées) intervenant dans I'élimination d'un intron d'un pré-ARNm contenant
deux exons (boites bleues) sont représentées. Neuf enzymes interviennent aux différentes
étapes de I'épissage pour catalyser les réarrangements ARN-ARN et les événements de
remodelage RNP. Ces enzymes comprennent Sub2 (UAP56 chez I'homme), PrpS, Prp28,
Brr2, Prp2, Prpl6, Prp22 et Prp43, et la Snul14. SE (site d’épissage en 5’ ou 3°), PB (point de
branchement). D’apres (Wahl, et al., 2009)
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Intron 1 Intron 2
ADN ___.-_-_-____.

Transcription

NMD €-====

\l/ Epissage alternatif l

PROTEINE ~

Isoforme 1 Isoforme 2

Traduction

Figure 1.3: Modéle résumé d’épissage alternatif d’un transcrit contenant un exon
alternatif. Séquence génomique avec des exons (boites bleues et rouges) et des introns
(traits bleus), la boite rouge représente I’exon €pissé alternativement. Les deux isoformes
protéiques indiquent les deux éventuelles protéines obtenues apres épissage alternatifs, avec
la région en rouge indiquant les possibles modifications survenues au niveau de la structure
des protéines. D’apres (Ghanem, 2009)

1.3.2 Roles

Suite a la découverte d'exons et d'introns dans des genes d'adénovirus (Berget et al.,
1977; Chow et al., 1977), il a été proposé que différentes combinaisons d'exons
puissent €tre regroupées pour produire plusieurs ARNm & partir d'un seul géne
(Breathnach et Chambon, 1981). C’est ainsi qu’au fil du temps des chercheurs
révélerent I’implication de ’EA dans différents processus cellulaires aussi bien dans
le regne végétal qu’animal (Lopez, 1998). Bien que I'EA ait été étudié avec certains
génes comme des événements isolés, l'ampleur de I'EA dans les eucaryotes

multicellulaires n'a été connue que récemment. De nombreuses études récentes
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suggerent que 'EA joue un rble important dans la régulation de l'expression des génes
au niveau post-transcriptionnel (Reddy, 2007). On lui identifie de nombreuses
contributions a différents événements cellulaires :

. L’apoptose : L'apoptose ou mort cellulaire programmeée est un phénomeéne
commun & de nombreux organismes multicellulaires. Elle permet la destruction et
I'élimination réglementées des cellules endommagées ou indésirables. Un grand
nombre de facteurs apoptotiques sont régulés par un EA, tels que Fas, Bcl-2, Bax et
Ced-4 qui interagissent avec les caspases (Jiang et Wu, 1999)

. Le cycle cellulaire: Certaines études montrent une corrélation entre la
progression du cycle cellulaire et le changement de I’EA, bien qu’un lien direct reste
ici toujours & démontrer (Shin et Manley, 2004). D’autres études ont présenté le role
de régulateur hégatif de I’EA sur le cycle cellulaire & travers I’expression d’un nouvel
isoforme de p27kip1 (HIRANO et al., 2001).

. La photosynthése: 11 est intéressant de noter que des analyses fonctionnelles
qui ont été menées indiquent des réles de ’EA dans la photosynthése. C’est le cas de
la rubisco activase qui est I'un des premiers génes & montrer deux isoformes liées a
I’EA chez les dicotylédones et les monocotylédones, ayant tous deux une activité sur
Rubisco, cependant seule la grande isoforme est redox dépendante (Reddy, 2007).

. Les réponses aux stress : Les études indiquent que des génes R provenant de
diverses espéces végétales conferent une résistance spécifique a différents pathogénes
et herbivores (Hammond-Kosack et Jones, 1997). Par exemple, le géne N du tabac,
un homologue du récepteur Toll-1L-1 (TIR) confére une résistance au pathogéne
VMT. Le géne N peut produire deux transcrits par EA, un transcrit court NS et un
long NL qui respectivement, manque ou contienne, un exon alternatif. Le transcrit NS
est la forme la plus répandue avant I’infection et entre Oh et 3h post-infection par le
VMT tandis qu’apres 4h a 8h, c’est le transcrit NL qui devient plus répandu. Comme
’exon alternatif apporte un codon d’arrét prématuré, le transcrit NL code pour une

protéine N tronquée permettant une résistance compléte au MVT. Ces observations



27

ont été confirmées par I’expression des deux variantes chez des plantes transgéniques
et soutient 'importance de I'EA du géne N dans la résistance aux maladies (Dinesh-
Kumar et Baker, 2000). De nombreux autres cas impliquant ’EA dans les stress ont
été étudiés tels que, les facteurs d’épissage (SF) liant PARN et certains autres
composants du splicéosome qui subissent eux-mémes 'EA en réponse aux signaux
* environnementaux (Thomas et al., 2012).

. La floraison : Les effets différentiels de I’EA sur le temps de floraison et le
développement floral ont ét¢ démontrés et confirmés avec les différentes interactions
protéine-protéine. Les protéines de liaison a 'ARN, tel que FCA favorise la floraison
en empéchant l'accumulation d'ARNm codant pour le répresseur floral FLC. L’étude
de l'expression FCA a révélé qu’elle est régulée par EA de son pré-ARNm donnant
quatre transcrits (o, B, y et 8). Elle code pour une protéine contenant potentiellement
deux domaines de liaison a I'ARN et un domaine d'interaction protéine-protéine WW
(Macknight et al., 1997). Alors que le transcrit y code pour la protéine FCA avec tous
ses domaines, 1'épissage qui produit le transcrit § entraine un décalage du cadre de
lecture qui conduit a l'introduction d'un codon d’arrét précoce aboutissant a la perte
du domaine WW en entier. Les transcrit o (causé par la rétention de ’intron 3) et B
(causé par la polyadénylation de 'intron 3 et un clivage) conduisent tous 2 la perte
des domaines de liaison & I’ARN. Par conséquent, I’EA du pré-ARNm de FCA donne
différents transcrits, avec un seul transcrit FCA-y fonctionnel pour le contrdle du
temps de floraison. Ainsi, I'EA limite la quantité de protéines FCA, qui & son tour
controle la floraison. Ceci suggére une autorégulation empéchant une floraison

précoce.
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1.3.3 Mécanismes de 1’épissage alternatif

L’EA est le mécanisme qui favorise la diversité protéique. Le processus d'épissage est
effectué par le splicéosome qui se lie autour des sites d'épissages de chaque intron.
Chaque site d'épissage se compose d'une séquence consensus reconnue par les
composants du splicéosome. On distingue les sites «forts» qui sont plus efficacement
reconnus et les sites d'épissages «faibles». C'est la concurrence des sites d'épissages
forts et faibles le long d'un pré-ARNm naissant qui conduit a un EA (Graveley,
2001).

1.3.3.1 Le processus de [’épissage alternatif (EA)

De maniére générale, I’'EA peut se résumer en deux étapes caractérisées par deux
réactions d’estérification. La premiére étape aboutissant a la formation d’une
structure intronique intermédiaire en lasso et d’un exon libre tandis que la deuxi¢me
étape se termine avec la formation d’un ARNm et la structure intronique en lasso
(Figure 1.2). Quatre éléments sont nécessaires a ces réactions : il y a les sites dits
donneur et accepteur d’épissage situés respectivement en 5° et 3’ d’un intron, le
groupement hydroxyle de 1’adénosine du site de branchement qui est localisé¢ a prés
de 40 nucléotides en amont du site accepteur, et le dernier point est la séquence
polypyrimidine située entre le point de branchement et le site accepteur (Chen et
Manley, 2009). Ainsi, les événements associés & ’EA causent les modifications sur
les éléments suivants: I’extrémité 5' de 'ARN qui cause une modification du site
d'initiation de la traduction et 'extrémité 3' par une modification sur les sites de
clivage et de polyadénylation. Pris ensemble, ces modifications altérent la
reconnaissance d’un ou des exons, ce qui engendre différents combinaison

d’assemblage des régions codantes (Chen et Manley, 2009).
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1.3.3.2 Les différents types d’EA

L'EA implique l'utilisation différentielle des sites d'épissage pour créer une diversité
de protéines. Ce dernier s’appuie sur l'utilisation de sites 5° donmeurs et 3’
accepteurs. De ce fait I’utilisation de ces sites donne lieu a plusieurs types d’EA:

. Exon cassette: C’est le cas oll un exon est bordé par des sites 5° et 3’
alternatifs qui peuvent étre inclus ou exclus de I’ ARN messager (Figure 1.4-A).

. EA sur le site 5° d’épissage: Il s’agit de l'utilisation de différents sites
d’épissage en 5° (Figure 1.4-B).

. EA sur le site 3’ d’épissage: Il s’agit de I'utilisation de différents sites
d’épissage en 3’ (Figure 1.4-C).

J Rétention d’introns: C’est lorsqu’un intron peut étre retenu dans I’ARNm
mature apres épissage (Figure 1.4-D).

. Exons mutuellement exclusifs: ’C°est lorsque pour deux exons adjacents ou

plus, ils ne sont €pissés ensemble de sorte qu'un seul exon du groupe est inclus 4 la
fois. (Figure 1.4-E).
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Figure 1.4 : Les différents types d’épissage alternatif. Différents ARNm peuvent
étre produits par différents événements, les exons sont les boites colorées avec
ceux en rouges ou jaunes représentants les alternativement épissés, tandis que les
introns sont en traits pleins noirs. (A) dans le cas d’exon cassette les deux sites
d’épissage de I’exon sont alternatifs. L’épissage alternatif peut faire appel a deux
sites 57 (B) ou 3’ (C) alternatifs pour un méme exon. (D) Il est aussi possible que
la région intronique soit insérée dans le transcrit mature. (E) il existe des cas ou
un exon ne peut étre inclus avec un autre.
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1.3.3.3 Régulation par les facteurs trans-régulateurs

Les protéines riches en Sérine/Arginine : Les protéines riches en Sérine/Arginine
(SR) constituent une famille de protéines de liaison & I'ARN a prédominance
nucléaire que 1’on retrouve aussi bien dans le régne animal que végétal. C’est dans le
régne animal, plus particuliérement chez I’humain, que leur rdle en tant que facteur
d’épissage a été démontré pour la premiere fois (Krainer et al., 1991). Des études
phylogénétiques de protéines SR ont févélé un grand nombre de protéines SR dont la
diversité varie en fonction des espéces. Par exemple, chez Arabidopsis thaliana on a
18 génes SR et chez Oryza sativa on trouve 20 protéines SR (Isshiki et al., 2006). Les
principaux membres de cette famille sont SRp20, SRp30c, 9G8, SRp40, SRp55,
SRp75, ASF/SF2 et SCL33, SR45, RS (Long et Caceres, 2009). De plus, on leur
reconnait un rbéle dans I’étape d'élo