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RÉSUMÉ 

Parmi les différents facteurs abiotiques, la température et l'eau sont les éléments qui 
ont régi la distribution géographique des plantes. Dans cette étude, nous nous sommes 
intéressés à l'impact du froid sur le blé d'hiver. Ainsi, les plantes survivent aux 
basses températures à l'aide d'un phénomène connu sous le nom d'acclimatation au 
froid. Bien qu'il fût caractérisé chez de nombreuses espèces de plantes, il reste encore 
beaucoup de choses à découvrir et à exploiter. Des études ont révélé qu'à la suite 
d'une exposition au froid, les plantes subissent un stress qui agit au niveau cellulaire 
avec comme conséquence majeure, une modification de l'expression des gènes qui 
aboutira à des plantes tolérantes ou sensibles. Cette modification de l'expression des 
gènes 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, l'épissage alternatif car il est impliqué dans l'adaptation des 
plantes aux stress environnementaux. Pour cela, nous avons examiné l'expression et 
l'épissage alternatif de plusieurs gènes (COR=régulés par le froid et SR=facteurs 
d'épissage) contenant au moins un intron durant l'acclimatation au froid chez le blé 
(Triticum aestivum) durant l'acclimatation au froid. Nous avons appris que le froid 
n'agit pas sur tous les gènes de la même façon. Sur les 18 gènes 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 gènes SR, les candidats présentant l'EA furent plus nombreux car au 
moins 5 ont été détecté. Nous avons décidé de prédire l'impact de l'EA sur les gènes 
SR, ceci par l'analyse bio-informatique d'un gène SR (SRp30). C'est ainsi que nous 
avons observé des modifications de la séquence nucléique chez différents isoformes 
de SRp30 par l'EA, tel que l'apparition d'un codon d'arrêt 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 cinq gènes 
COR analysés, certains n'avaient pas été caractérisés. Raison pour laquelle comme 
second objectif, nous avons commencé la caractérisation de l'un d'entre eux (NC2 
qui coderait pour une protéine de 156 acides aminés) afin d'étudier sa contribution 
dans l'acclimatation au froid. Les analyses bioinformatiques indiquent que NC2 
coderait pour une protéine possédant un domaine transmembranaire, une région 
hydrophobe en hélices þÿ�±et un domaine ayant la propriété de former une superhélice. 
À l'issue de cette étude, nous avons appris que certains gènes SR et COR présentent 
un EA induit par le froid et ceci peut influencer les variantes protéiques présentes 
durant l'acclimatation au froid. De plus, notre étude bio-informatique sur NC2 montre 



vu 

qu'il est possible d'identifier/suggérer que des propriétés spécifiques joueraient des 
rôles fonctionnels qui contribueraient à l'acclimatation au froid. 

Mots clés: Triticum aestivum, acclimatation au froid, modifications de l'expression, 
épissage alternatif, gène Sérine/ Arginine, gène COR 



CHAPITRE! 

REVUE DE LITTERATURE 

1.1 Introduction 

Le blé est une plante monocotylédone de la famille des graminées du genre Triticum 

avec de nombreuses espèces 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 pâtes 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 tolère 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 même cultivé dans les régions du monde 

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

Le blé a de nombreux produits dérivés utilisés en agroalimentaire, dans l'élevage, 

dans l'industrie brassicole et des spiritueux. Selon le CONSEIL INTERNATIONAL 

DES CÉRÉALES, la production mondiale a été estimée à 740 millions de tonnes pour 

2017, et c'est la deuxième céréale la plus produite au monde (Conseil International 

Des Céréales (IGC), 2018). Le Canada qui est l'un des 10 principaux producteurs de 

blé avec une production d'environ 20 millions de tonnes entre 2016 et 2017 (Conseil 
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International Des Céréales (IGC), 2018) a favorisé la culture du blé de printemps par 

rapport au blé d'hiver, à cause des niveaux de tolérance au gel insuffisante chez les 

cultivars hiver commerciaux. Bien que l'on ne puisse agir sur le climat une bonne 

connaissance de l'impact des paramètres climatiques tels que la température, 

l'humidité et la luminosité sur les mécanismes d'acclimatation au froid permettront 

d'apporter des ajustements nécessaire à la culture du blé de printemps en période de 

froid et même d'améliorer les génotypes d'hiver afin de permettre leur culture au 

Canada. 

1.2 Impact du froid 

Les plantes subissent constamment l'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 à ces facteurs 

grâce à différents ajustements. Les stress environnementaux sont de deux ordres, soit 

biotique c'est-à-dire lié à un organisme vivant, soit abiotique lié aux facteurs physico-

chimique. Le froid appartient à cette dernière classe de stress. 

Le stress par le froid a deux paliers, les températures dites de refroidissement 

comprises entre 0°C et l 5°C, et les températures de congélation qui sont inférieures à 

0°C. L'action du froid sur les plantes de manière générale se fait à différents niveaux 

de développement et de croissance ceci à travers différentes modifications 

physiologiques. Il agit sur la germination, sur les systèmes racinaires et foliaires, sur 

l'hydratation et l'osmolarité, et sur la photosynthèse (Ameziane El Hassani et 

Persoons, 1994). Tout ceci aboutissant soit à la mort de la plante qui sera alors 

qualifiée de sensible au froid, soit à la survie de la plante qui dans ce cas sera 

qualifiée de tolérante au froid. La tolérance au froid se fait via l'acclimatation au froid 

qui est un phénomène induit et réversible (Thomashow, 1999). Il commence avec la 
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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 gènes (près de 10% à 25% des 

gènes), et c'est de l'efficacité de cette variation d'expression génique que dépendra 

l'établissement de l'acclimatation au froid ( Ouellet et Charron, 2001). 

1.2.1 Stress par le froid 

Il 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 à des 

ajustements métaboliques (des sucres, des acides aminés et des acides gras), ainsi que 

des régulations physiologiques afin de répondre à 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 évènements liés aux basses 

températures, tandis que les températures de refroidissement peuvent endommager la 

plante sans formation de glace dans les tissus. De manière générale, les basses 

températures causent une chlorose et un ralentissement du développement des 

plantes, ces limitations contribuent à la distribution géographique de la culture des 

plantes dans le monde (Sanghera et al., 2011), l'on peut citer par exemple les céréales 

(riz, soja, etc.), les fruits tropicaux (mangues, bananes, etc.) et subtropicaux (raisins, 

oranges, etc.). Cependant l'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, à la durée d'exposition et aux températures 

(Thomashow, 1999). Cette acclimatation au froid provient des ajustements aussi bien 

génétiques que physiologiques. 
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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 l'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 

à l'entrée massif de calcium (Ouellet et Charron, 2001), et à la fuite des électrolytes 

associée à 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 l'eau vers les cristaux (Ouellet et Charron, 2001). 

Cette nucléation aboutira à 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 l'acclimatation au froid 

La membrane fut confirmée comme étant le site de perception du froid et le premier 

site de dommages causés par ce dernier, ceci par la rigidification membranaire causée 

par le froid. Dans le cas des températures inférieures à 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 œuvre afin de maintenir la fluidité 

membranaire. 
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Les plantes vont changer leur composition en lipides membranaires, en induisant la 

synthèse et de l'activation des enzymes nécessaires pour la désaturation et l'hydrolyse 

des acides gras (Ouellet et Charron, 2001). C'est ainsi que l'on observe une 

augmentation de la synthèse des phospholipides qui passeront de 46.8% à 57.1 %, et 

des di-insaturés et des phosphatidyléthanolamine qui passeront respectivement de 

36,9 à 42,8% et de 28,6 à 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 à 54,8% et de 67,6 à 61,4% de la quantité des lipides totaux 

(Côme et Corbineau, 1992; Uemura et al., 1995). Il faut noter que ce phénomène 

d'ajustement du degré de saturation des lipides membranaires survient chez toutes les 

membranes cellulaires. C'est le cas des acides gras triénoïques au niveau de la 

membrane des thylakoïdes 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 l'acclimatation au froid 

Il a été indiqué que les signaux de stress au froid sont perçus au niveau membranaire 

par des modifications structurales. Toutefois, bien que l'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 hypothèses s'appuient sur des études menées chez les bactéries, les 

histidines kinases transmembranaires telles que le HIK.33 (cyanobactérie) et le DesK 

(Bacillus subtilis) ont été 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 c'est elle qui active les systèmes 

relais des réponses secondaires aux signaux du froid. Cependant, certains chercheurs 

suggèrent que les kinases seraient des capteurs de signaux. L'on peut citer l'histidine 
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kinase ATHKl connue comme étant un osmo-capteur chez Arabidopsis thaliana; des 

travaux chez les levures ont révélé que son expression confère 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 l'expression chez du tabac transgénique contribue 

activement dans la tolérance au stress osmotique (Tamura et al., 2003). Ainsi, bien 

qu'aucun 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 côté 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 Ca2
+ 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 Ca2+ provenant 

d'espaces intracellulaires dans le cytoplasme (Ouellet et Charron, 2001). Par la suite, 

ces signaux Ca2
+ 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 rôle dans la 

signalisation du ca2+, l'ouverture et la fermeture stomatique a été confirmé (Han et 

al., 2003). De ce fait, la signalisation au froid dans les plantes peut être la 

conséquence de l'afflux de Ca2+ 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 Ca2+ ont été étudiées, et il a été révélé que ces 

voies impliquent des kinases régulées par le Ca2+ (Monroy and Dhindsa 1995). Les 

plantes possèdent différents types de capteurs de Ca2+. Nous avons les CDPK et les 
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calmodulines (CaM) qui fonctionnent respectivement comme régulateurs positifs et 

négatifs de l'expression des gènes 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 identifié 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 à la détection de ROS impliquent le Ca2
+ tels que la calmoduline, et 

l'activation de la signalisation des phospholipides conduisant à l'accumulation d'acide 

phosphatidique (Mittler et al., 2004). 

Signalisation chimique 

Les hormones végétales jouent un rôle central dans la capacité des plantes à s'adapter 

aux changements de l'environnement. Dans l'établissement d'une réponse au stress 

par le froid on observe l'intervention de différentes phytohormones, entre autre on 

peut citer l'acide abscissique (ABA), l'auxine, l'acide gibbérellique (AG), cytokinines 

(CK) et l'éthylène (Lee et al., 2005). 

L'ABA est bien connu comme un signal pour plusieurs contraintes abiotiques, en 

particulier le déficit hydrique. Durant l'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 à 

une exposition au froid, les variations de la quantité d'ABA dans la cellule conduit à 

des modifications physiologiques et à l'activation de certains gènes. C'est le cas des 

gènes COR (par exemple, CBFI, CBF2, CBF3 (Knight et al., 2004) et CBF4 

(Chinnusamy et al., 2004). 

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

essentiels dans différents aspects de la croissance, du développement et des 
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modifications adaptatives des plantes dans un environnement précis, ceci au travers 

son implication dans les processus tels le modelage des embryons, l'organogenèse, le 

modelage du méristème 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 gènes par l'auxine et le froid (Shibasaki et al., 2009), 

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

Tout comme l'auxine, l' AG agit sur l'architecture de certaines plantes et subit les 

effets de la température. Il est connu pour jouer un rôle majeur chez la plante au 

travers sa voie de signalisation via l'intermédiaire des prqtéines DELLA. Il 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 l'AG 

favorise la croissance en ciblant les protéines DELLA pour les détruire, aboutissant à 

une modulation de la croissance et de la réponse de la plante face à une variation 

environnementale. 

Concernant l'éthylène, l'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 synthèse des protéines antigel (Yu et al., 2001). La surexpression 

du gène ETOl intervenant dans la synthèse de l'éthylène, ou de ses précurseurs tel 

que l' AACPC augmente la sensibilité au froid, cependant l'addition d'inhibiteur de la 

synthèse de l'éthylène tel que l'aminoéthoxyvinyl-glycine corrige cette sensibilité 

induite (Shi et al., 2012). Ceci sous-entend que l'éthylène est un régulateur négatif de 

la tolérance au froid. 

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

. ils protègent contre le stress osmotique en favorisant une augmentation de la 
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résistance à la déshydratation cellulaire (Argueso et al., 2009). Bien qu'il n'y ait pas 

de preuve directe de l'implication des CK dans le stress au froid, il y a l'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 suggère un lien indirect avec la 

tolérance au froid. Par exemple, chez des plantes présentant une déficience en CK, on 

observe une sensibilisation accrue à l'ABA durant un stress oxydatif et l'activation 

des CK induit l'inhibition de la signalisation del' ABA (Nishiyama et al., 2011). Il y a 

encore beaucoup à faire afin d'éclaircir l'action de CK lors de ce stress. 

La compréhension actuelle de l'action hormonale repose sur l'hypothèse que les 

systèmes de signalisation hormonaux constituent un réseau interconnecté avec 

plusieurs entrées et sorties, ce qui permet d'envisager des liens directs ou indirects 

entre l'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 l'établissement de l'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 l' ABA cause des 

changements de tension d'eau ou du potentiel osmotique. Sur cette base, il est normal 

de suggérer une implication d'évènements hydrauliques dans l'établissement de 

l'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, l'on peut citer le fait que des changements 

du pH apoplastique peuvent affecter la façon dont l' ABA réglemente le . 

comportement. et la croissance stomatique (Da vies et al., 2005). Par exemple, la 

diminution du pH cytosolique des cellules de graines d'Arabidopsis thaliana due à 

l'inhibition des pompes Ir par l'ajout d' ABA, cause un arrêt 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, l'on peut 

suggérer que les variations du pH peuvent affecter l'ensemble des évènements causés 

par le froid. 

L2.3 Les gènes régulés par le froid (COR) 

La dénomination de COR (aussi appelé LTI, KIN, RAD ou ERD) sont ces gènes dont 

l'expression est régulée par le froid, et ceci juste quelques heures après exposition. Ils 

ont été classés en deux différents groupes. Dans le premier groupe, on retrouve les 

gènes codant pour des agents de protection de la plante contre un stress 

environnemental (LEA, AFP), et dans le deuxième, les gènes agissant dans la 

régulation de l'expression des gènes et la transduction du signal du stress. Ainsi des 

études leur ont reconnu de nombreuses fonctions et impacts dans la plantes. Par 

exemple, le gène cas30 est induit par la rigidification de la membrane plasmique, et 

l'accumulation de la protéine cas30 favoriserait la fluidité membranaire (Ôrvar et al., 

2000). De plus, il a été prouvé que les facteurs de transcription appelé CBFs sont 

impliqués dans la régulation de l'expression des gènes COR et de l'acclimatation au 

froid (Gilmour et al., 2000). 
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1.2.3.l Antifreeze proteins (AFP) 

Les protéines AFP ont été identifiées dans plusieurs organismes vivants pendant 

l'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 l'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 à se lier à 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 

entraîne la formation de facettes sur la surf ace cristalline et dans certains cas une 

inhibition de la recristallisation de la glace (Knight et Duman, 1986). Ceci permet de 

contribuer aussi bien à la protection des tissus contre les dégâts causés par le gel qu'à 

la stabilisation des membranes cellulaires. Ainsi leur action crée une différence entre 

le point de fusion et le point de congélation de l'eau, chez les végétaux, elle varie 

entre 0,2 et 1,6°C. De plus, les AFP de par la variabilité de leur structure et 

composition ont des sous-classes. Par exemple, on trouve six types d' AFP dans 

l'apoplasme des feuilles du seigle d'hiver. Leurs masses varient de 16 à 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 à la fin de l'embryogenèse et jouent 

un rôle dans la tolérance à la dessiccation. Elles ont d'abord été trouvées chez le coton 

et le blé et sont produites en abondance au cours du développement des graines, 

composant près 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 gènes LEA ont été 

clonés dans plusieurs espèces 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 l'absence, des résidus 

cystéine et tryptophane qui conduit à une hydrophilicité élevée (Hong-Bo et al., 2005) 

et à 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 à la chromatine 

ou de facteur de transcription (Wise et Tunnacliffe, 2004). Structurellement, les 

prédictions suggèrent que les protéines LEA de la classe 3 forment de nombreuses 

hélices a 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 à 10°C à un état structuré en hélices a à 

80°C (Soulages et al., 2002). Concernant les protéines LEA des groupes 4, 5 et 6, ces 
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dernières ont une grande hydrophobicité due à leur faible quantité de résidus.polaires 

et elles sont en général plutôt structurées, même 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 gènes COR 

Il est connu que l'acclimatation au froid chez les plantes est associée aussi à 

l'expression de nouveaux gènes, c'est le cas de CORJSa et de MsaciA (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 déjà 

catégorisées. Cependant bien qu'étant de fonction inconnue, il fut clair que ces gènes 

avaient un rôle dans l'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 l'établissement de 
' la tolérance au froid, une analyse comparative de son expression entre des plantes 

transgéniques et sauvages, chez des protoplastes, révèle 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 à des températures de congélation comprises entre -4 °C et -8°C que ceux 

isolés à partir de plantes NA de type sauvage (Steponkus et al., 1998). De plus, il a 

été suggéré que COR15a agirait avec d'autres gènes COR dans l'établissement de la 

tolérance au froid (Thomashow, 2001). Dans le cas de MsaciA, des études ont 

confirmé sa contribution à la tolérance au froid, c'est pour cela que bien que sa 

fonction dans ce phénomène ne soit pas claire, on lui privilégierait une action 

structurale (Nelke et al., 1999). Il 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 gènes COR qui codent pour des protéines 

contenant dans leur région C-terminal un motif qui est prédit à former une superhélice 

(NDong et al., 2002). Ils suggèrent que ces protéines pourraient interagir avec 

d'autres protéines afin d'accomplir leurs fonction dans le développement de la 

tolérance au froid. 

Ainsi, l'acclimatation favoriserait l'expression de certains gènes qui auraient comme 

rôles 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 l'acclimatation au froid, l'action 

de certains gènes COR, et à l'acquisition de tolérance au froid, il est important de 

caractériser de nouveaux gènes apparus durant l'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 à cinq hélices a 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 dimères et les trimères (Figure 1.1 ). Le plus souvent, elle consiste 

en deux, trois ou quatre hélices orientées dans les mêmes directions (parallèles) ou 

opposées (antiparallèles), mais des structures avec cinq hélices et plus ont été 

déterminées et même 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 pentamères et hexamères. Ce sont en général 

des oligomères de même chaîne (homo) ou de chaînes différentes (hétéro ), mais 

parfois des hélices consécutives de la même chaîne polypeptidique. Dans ces 

structures, la composition d'une hélice a est caractérisée par la répétition régulière 

d'acides aminés hydrophobes et polaires, qui s1étendent habituellement sur 20 résidus 

ou plus voir s'étendre sur plusieurs centaines d'acides aminés. Ainsi, le modèle en 

heptade qui est le plus vulgarisé et représenté par [ abcdefg]n, dans laquelle n indique 

le nombre de répétition de la séquence, les positions a et d sont occupées 

principalement 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 à des regroupements sous un angle d'environ 20° d'hélices a de structures 

amphipathiques avec des faces hydrophobes et polaires distinctes, et présentant des 

interactions a à a' et d à d' le long du noyau de la structure, ce qui aboutirait à la 

répétition de ces interactions tous les 7 résidus au deux tours de l'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 l'empilement des hélices a voisines favorisent des 

déformations qui s'éloigne de la configuration normal de départ pour une superhélice 

7/2 (7 résidus sur 2 tours) avec un nombre rationnel de résidus par tour, .tels que 11/3, 

15/4 et 18/5 ( Lupas, 1996; Gruber et Lupas, 2003). 



Figure 1.1 : Représentation d'une super hélice a. (A) Molscript (Kraulis, 1991) représentation 
du ruban pour la structure de GCN4-pl (O'Shea et al., 1991). (B) Roue hélicordale montrant 
les positions relatives des sept résidus de la répétition de l'heptade dans une bobine enroulée en 
parallèle à 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 

16 

Les domaines en superhélice présentent une grande diversité de longueur et jouent 

divers rôles structurels et dynamiques dans de nombreuses protéines. Ils assurent 

principalement la médiation des interactions protéine-protéine par l'enroulement 

d'hélices a appartenant à des chaînes polypeptidiques identiques ou différentes et à 

leurs propriétés structurelles (Parry et al., 2008). Leurs rôles comprennent celui de 

médiateur d'oligomérisation qui permet de faciliter la manipulation d'autres protéines 

et polynucléotides dans des systèmes 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 nombre 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 rôle dans la cytocinèse (Lu et al., 2005). 

Chez Arabidopsis, des homologues des protéines impliquées dans la maintenance du 

chromosome de mammifères ont été identifiés, et on a confirmé leur implication dans 

la réparation de l'ADN et le développement des graines (Hirano, 2002; Lam et al., 

2005). Cette fonction des superhélices pouvant être associée à la rigidité et leurs 

grandes surfaces hydrophiles exposées, leur permettant de jouer le rôle de bras de 

protéines impliquées dans la manipulation de polynucléotides (Seryl-ARNt 

synthétase, ADN polymérase 1). Nous avons aussi appris que les superhélices étaient 

sujettes à une régulation influencée par l'environnement. Ainsi, les protéines LEA du 

groupe 3 contiennent des hélices a amphipathiques qui ont des propriétés de former 

des superhélices lié à 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 à leur fonction et à leur localisation spatio-temporelle (Raiborg et al., 2001; 

Rose et Meier, 2004). 

1.2.5 Régulation de l'expression des gènes 

L'une des premières hypothèses émises sur l'acclimatation au froid des plantes est 

qu'elle serait le résultat d'une modification d'expression de gènes induite par le froid. 

Parmi ces gènes, 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 gènes COR est régulée par les CBF qui sont des 

facteurs de transcription intervenant principalement dans l'établissement de 

l'acclimatation au froid (Ouellet et Charron, 2001). Par exemple chez le blé, le gène 

COR14 est activé par les CBF (Valiellahi et Niazi, 2009). Les CBF (aussi appelé 
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DREB) ont une expression précoce et transitoire induite par le froid, dépendamment 

de chaque espèce au sein desquelles ils contribuent à l'établissement de la tolérance 

au froid par l'intermédiaire de l'activation de leurs gènes cibles (Ouellet et Charron, 

2001). Ainsi l'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 gènes régulés par le froid, on constate qu'il y a encore beaucoup 

à faire concernant leur identification et leur caractérisation. 

1.2.5 .1 Régulation transcriptionnelle 

Il est connu que les facteurs de transcription contribuent à la modification génique 

induite par la perception des signaux de stress au froid (Wang et al, 2003). Chez 

Arabidopsis, 4% à 20% des gènes 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 gènes COR et le développement de l'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 être réglementé par les CBF à travers des protéines 

DELLA localisées dans le noyau et ces dernières répriment la croissance 

(Chinnusamy et al., 2010). Cet impact majeur des CBF dans l'acclimatation est donc 

liée à leur induction par le froid, et c'est ainsi qu'a été identifié les gènes !CE qui sont 
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également des facteurs de transcription dont le rôle est de réguler l'expression des 

CBF. Chez Arabidopsis, ICEI fut identifié comme étant un facteur de transcription 

localisé dans le noyau et régulant l'expression de CBF3/DREBJA en se liant à 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 près de 40% des gènes régulés par le froid, dont 46% étaient des facteurs 

de transcription régulés par le froid (Chinnusamy et al., 2007). Chez le blé 

l'expression d'homologues de l'ICEI (Ta1CE141 et Ta!CE187) a confirmé l'action 

d'ICEI en tant qu'activateur de la tolérance au froid par son action inductrice sur les 

CBF et les gènes COR (Badawi et al., 2008; Chinnusamy et al., 2007). Par contre, 

l'expression des CBF est réprimée par d'autres facteurs de transcription, les MYB. 

C'est le cas de MYB15 qui se lie aux éléments cis de reconnaissance MYB dans la 

région promotrice de CBFJ et empêche la fixation d'ICEI (Agarwal et al., 2006). 

Une mutation myb15 chez des plantes transgéniques d'Arabidopsis présente une 

amélioration de l'expression des CBF et par conséquent une amélioration de la 

tolérance au froid et au gel, par contre la surexpressiori de MYB15 présente l'effet 

contraire (Agarwal et al., 2006). D'autres facteurs induits par le froid modulent les 

CBF, c'est le cas des facteurs de transcription ZATIO, et CAMTA (Zhao et al., 2015). 

Concernant ZATl 0, la surexpression de son inhibiteur LOS2 entraine chez des 

plantes transgéniques d' Arabidopsis 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 l'identification 

des différents acteurs intervenant à 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 l'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 l' ADN) 

subit différents processus nucléaires tels que l'addition d'une coiffe méthylé à son 

extrémité 5', d'une polyadénylation à son extrémité 3' et l'épissage des introns. 

L'épissage du pré-ARNm est un processus nucléaire crucial car il permet la synthèse 

d'ARNm fonctionnels à partir d'un gène, et ce processus est couplé à l'exportation 

nucléaire d'ARNm. Les transcrits primaires constitués d'introns et d'exons peuvent 

subir deux types d'épissage, l'un dit constitutiflorsque la même séquence exonique 

est systématiquement retrouvée chez le transcrit mature, et l'autre dit alternatif qui 

aboutit à la production de multiples isoformes d'ARNm matures à partir d'un seul pré-

ARNm. L'on sait de l'épissage alternatif (EA) qu'il régule l'expression des gènes au 

niveau post-transcriptionnel, qu'il est présent chez environ 60% des gènes dans le 

règne 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 l'EA a été associée à l'établissement de la 

tolérance à un stress abiotique (Reddy, 2007). De nombreux exemples peuvent être 

cités. Par exemple chez le blé, deux gènes 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 

l'épissage aussi bien constitutif qu'alternatif des pré-ARNm de différents gènes et de 

leurs propres pré-ARNm sous l'induction des facteurs de développement et 

environnementaux (Reddy, 2007). Il a été observé qu'après un EA, certains isoformes 
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d'ARNm contiennent un codon d'arrêt précoce les engageant dans une voie de 

désintégration et d'autres produiraient des variantes protéiques à 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, à savoir les miARN et les piARN. Ils 

agissent comme des répresseurs omniprésents de l'expression des gènes 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 rôle dans les réponses aux stress 

abiotiques, déjà de par leur induction par ces stress afin que ces derniers répriment 

l'expression de gènes favorisant la sensibilité au stress, et favorisent l'expression de 

gènes qui contribuent à 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 gènes cibles tel que l'ubiquitine ligase E3, de 

ce fait miR393 pourrait cibler l' ARNm de l'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 l'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 à d'éventuels changements 

environnementaux. Différentes modifications déterminent certaines caractéristiques 

protéiques, c'est le cas de la localisation sous-cellulaire, l'activité catalytique ou 

l'interaction avec d'autres protéines. Ainsi, chez Arabidopsis, trois évènements post-

traductionnels s'observaient chez près de 10% du génome transcrit, il s'agit de 
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l'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 l'élimination des protéines SUMO de 

leurs protéines cibles par des protéases. L'action de la sumoylation serait antagoniste 

à l'ubiquitination, car cette dernière 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 l'intermédiaire de différentes voies de signalisation 

(ABA et l'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 à différents stades de leur vie. De ce fait, la 

synthèse des protéines est étroitement réglementée et elle se fait à différents niveaux 

(transcriptionnel, post-transcriptionnel et post-traductionnel). La plupart des gènes 

nucléaires eucaryotes sont constitués de régions codantes (exons) associées à 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 hexaploïde 

du blé a une séquence d'environ 17 giga paires de bases. Environ 977 000 loci ont été 

identifiés avec près de 1,27 millions de variants d'épissage distincts (Marcussen et al., 

2014). 
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La régulation de l'expression des gènes au niveau transcriptionnel est vue comme 

étant sa pierre angulaire (Reddy et al., 2013). C'est à ce niveau que nous avons la 

transcription de l' ADN en ARN, plus précisément en pré-ARNm. Durant l'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 à la formation 

d' ARNm fonctionnels qui seront qualifiés de matures. Ce processus est appelé 

épissage. L'épissage est effectué par le splicéosome (Figure 1.2), ce dernier est un 

supra-complexe ribonucléoprotéique composée généralement de cinq particules 

ribonucléoprotéiques (Ul, U2, U4/U6 et U5) appelées snRNP ainsi que des protéines 

facteurs d'épissage (Padgett, 2012). Il existe deux types de splicéosomes : le 

splicéosome majeur ou U2-dépendant qui épisse les introns de type U2 (99% des 

introns épissés chez l'homme), et le splicéosome mineur ou U12-dépendant qui épisse 

les introns rares de type U12 (1 % des introns épissés chez l'homme) (Burge, Padgett, 

et Sharp, 1998; Padgett, 2012). Donc en résumé, l'on sait qu'un ARNm fonctionnel 

sera transporté vers le cytoplasme afin d'être traduit. Cependant, ce transport 

nécessite qu'en plus d'être épissé, l'ARN soit coiffé au niveau de son extrémité 5' et 

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

Il existe deux types d'épissage. Dans le cas où nous avons la génération d'un seul type 

d'ARNm à partir d'un gène contenant au moins un intron en utilisant le même 

ensemble de sites d'épissage 5' et 3', il est dit constitutif. Dans le cas où l'épissage 

s'effectue par l'utilisation (ou la non utilisation) de divers sites d'épissage 5' et/ou 3' 

par le splicéosome, il est dit alternatif. Ceci permet d'obtenir deux ou plusieurs 

isoformes d' ARNm à partir d'un même gène (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 l'expression des gènes ( Chen et 

Manley, 2009). 
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Figure 1.2: Schéma général des différentes étapes de l'épissage du pré-ARNm par le 
splicéosome majeur. Les interactions des snRNP (cercles colorés) et des facteurs d'épissage 
(autres formes colorées) intervenant dans l'élimination d'un intron d'un pré-ARNm contenant 
deux exons (boites bleues) sont représentées. Neuf enzymes interviennent aux différentes 
étapes de l'épissage pour catalyser les réarrangements ARN-ARN et les événements de 
remodelage RNP. Ces enzymes comprennent Sub2 (UAP56 chez l'homme), Prp5, Prp28, 
Brr2, Prp2, Prp16, Prp22 et Prp43, et la Snul 14. SE (site d'épissage en 5' ou 3'), PB (point de 
branchement). D'après (Wahl, et al., 2009) 
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(traits bleus), la boîte rouge représente l'exon épissé alternativement. Les deux isoformes 
protéiques indiquent les deux éventuelles protéines obtenues après épissage alternatifs, avec 
la région en rouge indiquant les possibles modifications survenues au niveau de la structure 
des protéines. D' après (Ghanem, 2009) 

1.3 .2 Rôles 
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Suite à la découverte d'exons et d'introns dans des gènes d'adénovirus (Berget et al. , 

1977; Chow et al. , 1977), il a été proposé que différentes combinaisons d'exons 

puissent être regroupées pour produire plusieurs ARNm à partir d'un seul gène 

(Breathnach et Chambon, 1981). C'est ainsi qu'au fil du temps des chercheurs 

révélèrent l'implication de l 'EA dans différents processus cellulaires aussi bien dans 

le règne végétal qu' animai (Lopez, 1998). Bien que l'EA ait été étudié avec certains 

gènes comme des événements isolés, l'ampleur de l'EA dans les eucaryotes 

multicellulaires n'a été connue que récemment. De nombreuses études récentes 
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suggèrent que l'EAjoue un rôle important dans la régulation de l'expression des gènes 

au niveau post-transcriptionnel (Reddy, 2007). On lui identifie de nombreuses 

contributions à différents évènements cellulaires : 

• L'apoptose : L'apoptose ou mort cellulaire programmée est un phénomène 

commun à de nombreux organismes multicellulaires. Elle permet la destruction et 

l'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 l'EA, bien qu'un lien direct reste 

ici toujours à démontrer (Shin et Manley, 2004). D'autres études ont présenté le rôle 

de régulateur négatif de l'EA sur le cycle cellulaire à travers l'expression d'un nouvel 

isoforme de p27kipl (HIRANO et al., 2001). 

• La photosynthèse: Il est intéressant de noter que des analyses fonctionnelles 

qui ont été menées indiquent des rôles de l'EA dans la photosynthèse. C'est le cas de 

la rubisco activase qui est l'un des premiers gènes à montrer deux isoformes liées à 

l '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 gènes R provenant de 

diverses espèces végétales confèrent une résistance spécifique à différents pathogènes 

et herbivores (Hammond-Kosack et Jones, 1997). Par exemple, le gène N du tabac, 

un homologue du récepteur Toll-IL-1 (TIR) confère une résistance au pathogène 

VMT. Le gène 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 l'infection et entre Oh et 3h post-infection par le 

VMT tandis qu'après 4h à 8h, c'est le transcrit NL qui devient plus répandu. Comme 

l'exon alternatif apporte un codon d'arrêt prématuré, le transcrit NL code pour une 

protéine N tronquée permettant une résistance complète au MVT. Ces observations 
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ont été confirmées par l'expression des deux variantes chez des plantes transgéniques 

et soutient l'importance de l'EA du gène N dans la résistance aux maladies (Dinesh-

Kumar et Baker, 2000). De nombreux autres cas impliquant l'EA dans les stress ont 

été étudiés tels que, les facteurs d'épissage (SF) liant l' ARN et certains autres 

composants du splicéosome qui subissent eux-mêmes l'EA en réponse aux signaux 

environnementaux (Thomas et al., 2012). 

• La floraison: Les effets différentiels de l'EA sur le temps de floraison et le 

développement floral ont été démontrés et confirmés avec les différentes interactions 

protéine-protéine. Les protéines de liaison à l'ARN, tel que FCA favorise la floraison 

en empêchant 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 ( a, ~, y et ô). Elle code pour une protéine contenant potentiellement 

deux domaines de liaison à l'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, l'épissage qui produit le transcrit ô entraîne un décalage du cadre de 

lecture qui conduit à l'introduction d'un codon d'arrêt précoce aboutissant à la perte 

du domaine WW en entier. Les transcrit a (causé par la rétention de l'intron 3) et~ 

(causé par la polyadénylation de l'intron 3 et un clivage) conduisent tous à la perte 

des domaines de liaison à l' ARN. Par conséquent, l'EA du pré-ARNm de FCA donne 

différents transcrits, avec un seul transcrit FCA-y fonctionnel pour le contrôle du 

temps de floraison. Ainsi, l'EA limite la quantité de protéines FCA, qui à son tour 

contrôle la floraison. Ceci suggère une autorégulation empêchant une floraison 

précoce. 
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1.3 .3 Mécanismes de l' épis sage 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 à un EA (Graveley, 

2001). 

1.3.3.1 Le processus de l'épissage alternatif (EA) 

De manière générale, l 'EA peut se résumer en deux étapes caractérisées par deux 

réactions d'estérification. La première étape aboutissant à la formation d'une 

structure intronique intermédiaire en lasso et d'un exon libre tandis que la deuxième 

étape se termine avec la formation d'un ARNm et la structure intronique en lasso 

(Figure 1.2). Quatre éléments sont nécessaires à 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 l'adénosine du site de branchement qui est localisé à près 

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 évènements associés à l'EA causent les modifications sur 

les éléments suivants: l'extrémité 5' de l'ARN qui cause une modification du site 

d'initiation de la traduction et l'extrémité 3' par une modification sur les sites de 

clivage et de polyadénylation. Pris ensemble, ces modifications altèrent la 

reconnaissance d'un ou des exons, ce qui engendre différents combinaison 

d'assemblage des régions codantes (Chenet 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' donneurs et 3' 

accepteurs. De ce fait l'utilisation de ces sites donne lieu à plusieurs types d'EA: 

• Exon cassette: C'est le cas où un exon est bordé par des sites 5' et 3' 

alternatifs qui peuvent être inclus ou exclus del' 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 l'utilisation de différents sites 

d'épissage en 3' (Figure 1.4-C). 

• Rétention d'introns: C'est lorsqu'un intron peut être retenu dans l' ARNm 

mature après épissage (Figure 1.4-D). 

• Exons mutuellement exclusifs: C'est lorsque pour deux exons adjacents ou 

plus, ils ne sont épissés ensemble de sorte qu'un seul exon du groupe est inclus à la 

fois. (Figure 1.4-E). 
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Figure 1.4: Les différents types d'épissage alternatif. Différents ARNm peuvent 
être 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 l' exon sont alternatifs. L 'épissage alternatif peut faire appel à deux 
sites 5' (B) ou 3 ' (C) alternatifs pour un même exon. (D) Il est aussi possible que 
la région intronique soit insérée dans le transcrit mature. (E) il existe des cas où 
un exon ne peut être 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 à l'ARN à prédominance 

nucléaire que l'on retrouve aussi bien dans le règne animal que végétal. C'est dans le 

règne animal, plus particulièrement chez l'humain, que leur rôle en tant que facteur 

d'épissage a été démontré pour la première fois (Krainer et al., 1991). Des études 

phylogénétiques de protéines SR ont révélé un grand nombre de protéines SR dont la 

diversité varie en fonction des espèces. Par exemple, chez Arabidopsis thaliana on a 

18 gènes 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 rôle dans l'étape d'élongation durant la transcription (Fededa et 

Komblihtt, 2008; Komblihtt et al., 2004), dans la traduction (Long et Caceres, 2009; 

Zhou et Fu, 2013), dans la stabilité du génome et la progression du cycle cellulaire et 

le transport et la dégradation des ARN (Long et Caceres, 2009). 

Les protéines SR sont classées en sous famille suivant leurs caractéristiques 

structurales principales (Figure 1.5). Elles possèdent un ou deux domaines qui sont 

des motifs de reconnaissance de l' ARN (RRM : RNA recognition motif) (RRMl, 

RRM2) de type RBD qui permettent la liaison de la protéine avec le pré-ARNm par 

l'intermédiaire de séquences agissant en cis dans le pré-ARNm tel que les 

amplificateurs d'épissage exoniques (Chen et Manley, 2009; Reddy, 2007). Ils sont 

suivis par une région riche en sérine et arginine dans l'extrémité C terminale 

fonctionnant comme un modulateur d'interaction protéine-protéine pour recruter les 

protéines du splicéosome et lier ce dernier au point de branchement du pré-ARNm 

(Manley et Krainer, 2010). 
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Ces deux principaux domaines sont responsable de la fonction d'activateur d'épissage 

des protéines SR (Matlin et al. , 2005; Reddy, 2007) de différentes manières (Figure 

1.6). Il y a des interactions avec les protéines du splicéosome au niveau des sites 

donneurs/accepteurs d'épissage (Figure 1.6A), leurs actions contre des répresseurs 

d' épissage (les protéines hnRNP) (Figure 1.6B), ou encore leurs actions entre les sites 

d'épissage grâce à des interactions protéine/protéine sans liaison directe à l' ARN 

(Figure 1.6C). Il faut savoir que les protéines hnRNP constituent une famille de 

protéines structurellement diversifiées. Elles possèdent des domaines de liaison à 

l' ARN de type RRM, ainsi que des domaines auxiliaires riches en certains acides 

aminés particuliers (qui jouent un rôle dans la modulation de l' affinité pour l' ARN 

ainsi que dans des interactions protéine/protéine) (Martinez-Contreras et al., 2007). 

Ces protéines sont des antagonistes des protéines SR (Figure 1.6). 

Sous famille SR Sous famille SC Sous famille SCL - -
Sous famille RS2Z Sous famille RSZ Sous famille RS - Znk SR SP --[.._____..· 

Figure 1 .5 : Organisation structurale des sous-familles de protéines SR. Chaque figure colorée 
représente une région spécifique ou domaine de la séquence aminée des protéines SR. Les protéines de 
la sous-famille SR (orthologues de mammifère SRSF1/SF2/ASF) possèdent un motif SWQDLKD 
conservé par évolution dans leur domaine yRRM suivi d'un domaine SR avec des dipeptides SR 
caractéristiques. La sous-famille RSZ (orthologues de mammifère SRSF7/9G8) se compose de 
protéines SR avec un nœud Zn. La sous-famille SC (orthologues de SRSF2/SC35) contient des 
protéines avec un seul RRM suivi d'un domaine RS. La sous-famille SCL spécifique à une installation 
(type SC35) est similaire à SRSF2 ( domaine RRM) mais possède une extension chargée N-terminal 
boite bleue foncée. Les protéines de la sous-famille RS2Z spécifique à la plante possèdent deux nœuds 
Zn et ont une région additionnelle SP-riche suivant le domaine RS. Les protéines de sous-famille RS 
spécifiques à la plante contiennent deux RRM (sans motif SWQDLKD) suivies par le domaine RS 
riche en di peptides RS. (Barta et al.. 2010) 
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Figure 1.6 : Rôles des protéines SR dans la sélection du site d'épissage. (A) Les protéines SR liées 
aux éléments activateurs de l' épissage exonique (ESE: Exonic splicing enhancer) recrutent les 
facteurs d'épissage U2AF35 et Ul-70K respectivement en amont du site d'épissage en 3 'et en aval 
site d 'épissage en 5'. (B) Les répresseurs de l' épissage exonique (ESS : Exonic splicing silencer) 
recrutent des protéines hnRNP qui bloquent la fixation de l'U2AF35 au site d'épissage en 3 '. Les 
protéines SR liées aux ESE peuvent s'opposer à l'action de ces répresseurs d'épissage, favorisant 
ainsi la sélection du site d'épissage. (C) Les protéines SR peuvent faciliter les interactions entre le 
domaine SR, à U1-70K et U2AF35, ce qui permet de juxtaposer les sites d 'épissage en 5 'et 3. 
D'après (Long & Caceres, 2009). 

1.4 Problématique 

Beaucoup de plantes tolérantes peuvent augmenter leur résistance au froid au travers 

d'un processus connu sous le nom d'acclimatation au froid. La tolérance au froid est 

une propriété importante pour la survie des plantes dans les régions nordiques. Cette 

tolérance est variable chez plusieurs plantes d'importance agronomique. Par exemple, 

le riz et la tomate sont sensibles au froid et peuvent être sérieusement endommagés à 

des températures en dessous de 15 °C, tandis que le blé et l'orge sont plus résistants. 
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C'est ainsi que les plantes tolérantes au froid telles que l'épinard et la patate peuvent 

survivre à des températures avoisinant O °C, tandis que des céréales tempérées 

comprenant l'orge, le blé et le seigle peuvent survivre à des températures de -3 °C à -

30 °C (Sharma et al., 2005) . 

Pendant l'acclimatation au froid, les plantes subissent de nombreux processus 

biochimiques induits par l'expression de plusieurs gènes qui codent pour diverses 

protéines dont les fonctions connues et inconnues varient et ensemble contribuent à 

l'établissement de la tolérance. Les études effectuées à l'aide de biopuces d'ADN 

suggèrent que l'expression d'une bonne proportion du génome est modifiée durant la 

réponse au froid. Ces gènes peuvent être classés en deux catégories. La première 

catégorie de gènes sont appelé gènes COR dont l'induction par le froid est de l'ordre 

de quelques heures après la perception du signal de stress, codent pour des protéines 

qui vont protéger la plante contre les dommages du froid tel que les protéines LEA. 

La deuxième catégorie rassemble les gènes qui codent pour les facteurs de 

transcription qui régulent l'expression des gènes, l'on peut citer comme exemple les 

protéines CBF (Thomashow, 1999). De plus, il a été démontré que cette régulation 

induite par le froid se fait à trois niveaux. Il y a une régulation transcriptionnelle avec 

des facteurs de transcription comme ICEl-CBF, une régulation post-

transcriptionnelle qui se fait à différentes étapes durant le traitement du pré-ARNm, 

durant la stabilisation de l'ARNm, ou durant l'exportation hors du noyau del' ARNm, 

et finalement il y a une régulation post-traductionnelle qui se fait au travers des gènes 

tels que HOS1 (Chinnusamy et al., 2010). 

Bien que la fonction de certains gènes COR soit connue chez les plantes, il est 

reconnu cependant que pour un bon nombre d'entre eux contribuant à la tolérance des 

plantes au froid, leur action spécifique n'a pas été identifié pour le moment 

(Mastrangelo et al., 2005). Ainsi, il est clair que leur caractérisation est importante 
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afin de révéler leurs différentes fonctions dans l'acclimatation au froid. De plus 

concernant les mécanismes de régulation génique, les régulations transcriptionnelles 

et post-traductionnelles ont été longuement étudiées. Ce n'est que plus récemment 

que les mécanismes régulateurs post-transcriptionnels, tels que l'épissage de pré-

ARNm, l'exportation d'ARNm et la dégradation d'ARNm dirigée par de petits ARN, 

se sont révélés être importants pour l'installation de la tolérance au gel (Chinnusamy 

et al., 2007). Du fait que l'EA soit un mécanisme clé permettant d'une part de 

diversifier le protéome et par conséquent les différentes fonctions associées au 

protéome, et puis de réguler l'expression génique par l'action des facteurs d'épissage 

tels que les protéines SR et les hnRNP. Il est clair maintenant que l 'EA est associé à 

de nombreux processus biologiques y compris la tolérance aux stress abiotiques. 

C'est ainsi que nous avons décidé de voir si chez·le blé, les facteurs d'épissage 

auraient un rôle dans l'établissement de l'acclimatation au froid de par leur action sur 

des ajustements du protéome. 



CHAPITRE II 

MATÉRIELS ET MÉTHODES 

2.1 Matériel végétal et conditions de croissance 

Des plants de blé d'hiver Norstar (Triticum aestivum, 2n x 6 = 42) de 14 jours ont été 

soumis dans des chambres de croissance à des conditions simulant la croissance en 

automne. La température et la photopériode (à 250 µmo1.m·2.s-1
) furent 

successivement abaissées au long de l'expérience passant des jours : Oj (21 °C-15h), 

3j (19°C-14h45), 35j (4°C-13h45), 49j (3°C-12h45), 63j (3°C-l lh45) à 70j (3°C-

l Oh45). A chaque jour de culture indiqué, les collets ont été récoltés et congelés à -

80°C. 

Pour l'expérience mesurant l'expression des gènes dans les différents tissus du blé 

pendant une courte exposition au froid, les graines ont germé pendant 7 jours à 20°C 

suivant les conditions de jours longs (16 h à 250 µmo1.m·2.s·1 
). Pour le traitement par 

le froid, les plantes ont été transférées à 4°C (16 h à 250 µmo1.m·2.s-1
) pendant 1 et 8 

jours. Les plantes non acclimatées ont été obtenues en poursuivant la croissance à 

20°C (16 h à 250 µmo1.m·2.s-1) pour 1 et 3 jours. Des explants d'environ 1 cm ont été 

prélevés. Sept types d'explants ont été utilisés : racine (R), collet (C), partie 

proximale (Tl) et distale (T2) de la tige, et les tiers proximaux, moyens et distaux 

(FI, F2 et F3) de la première feuille. Les zones de jonction ont été évitées entre les 
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différents explants. Les tissus ont été aussitôt congelés à -80°C pour l'extraction 

d'ARN. 

2.2 Analyse des profils d'expression des gènes 

2.2.1 Isolement d'ARN 

L'ARN des explants de tissus (R, C, Tl, T2, Fl, F2 et F3) ou des collets provenant de 

l'expérience simulant la croissance en automne a été isolé selon les directives des 

protocoles du kit mirVana™ miRNA Isolation Kit (Ambion) et de la solution Plant 

RNA Isolation Aid (Ambion). Brièvement, les tissus pré-broyés avec de la glace sèche 

ont été mélangé avec 10 volumes de tampon d'extraction du kit et 1 volume de la 

solution « Plant Aid ». Une fois l'extrait décongelé et revenu à la température de la 

pièce, il est centrifugé 15 000 x g dans une micro centrifugeuse pendant 5 min à 

température ambiante. Le surnageant est soit congelé à -80°C pour utilisation 

ultérieure ou extrait directement selon la procédure décrite dans le kit pour obtenir 

l' ARN total. Pour la suite de notre expérience, l' ARN de seulement un des trois 

réplicas biologiques a été utilisé. La concentration et la pureté (ratio 260/230 et 

260/280) des ARN totaux furent mesuré par Nanodrop. 

2.2.2 Analyse par RT-PCR 

La transcription inverse des ARN totaux (0,9 µg) en vue de leur analyse par PCR a 

été réalisée selon les directives de la trousse pour RT Omniscript (QIAGEN) en 

utilisant l'oligo dT comme amorce pour le premier brin. L' ADNc a été amplifié avec 

des amorces spécifiques à chaque gène (Tableau 2.1), en utilisant la trousse HotStar 

Taq DNA Polymerase (QIAGEN) selon leur recommandation. Les fragments obtenus 

après PCR ont été analysés sur gel d'agarose puis clonés en utilisant la trousse TOPO 
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TA Cloning Kit (Invitrogen), et les plasmides séquencés au Centre d'innovation 

Génome Québec et Université McGill. 

Tableau 2.1 : Liste des gènes cibles et des amorces utilisées 

Gène cible Amorces utilisées pour la RT-PCR 

LT65 SENS: GACGTTCGTGCGACGATG 
ANTISENS: AGCCAGGCGACTTATTCCA 

NC2 SENS:CCGTCCCGATCATTTCTCT 
ANTISENS: GGAAAATTTTGGCGCTTG 

PCP SENS:ACTGCCACGAAGAACCAATC 
ANTISENS: CGCCAATCACCACACAATC 

PRR37 SENS:TCCTGCACAGGAAGACCA 
ANTISENS: CCAGTCTCTTCCGGCTCT 

WHYI SENS:AACCACGCCACAGGATAAAC 
ANTISENS:GTATCATTCTTCCTGCCATCTC 

NTFY SENS:CCATGCTTCTCCCCTCTTCT 
ANTISENS: ACGCCAGAAATAAAGCCAAG 

PRL3 SENS:GCTAGGTAGATCGAGCAATGG 
ANTISENS: CCATCGATCTATGTGGTGTGTATC 

DMTI SENS: CAACCCAAGACTGACTTCCA 
ANTISENS: ACACCCCACAT AACACAACAGA 

BHLH18 SENS:ACCGTGCAGGAACACGTC 
ANTISENS: CTTTGCGTCTTCATGTTTA TTG 

HMG SENS: GCAAGCCCCAAGCAGAC 
ANTISENS: GGGGCTAAACTAACAGCGAAC 

AMT SENS:CTGGCTGATGATGGTGTTGT 
ANTISENS: TGACAGCTGAGTGCT AAGTTCC 

REMORINE SENS: GA TCAGATGGCGGAGGAAG 
ANTISENS: TTGAAGATGAAGCGAAGAGGA 

pT SENS:TCACCGTGTGTGTGTGAAAG 
ANTISENS: GTCAGA TGCAGCTCGTTGG 

MBP2 SENS:GCTTTAGCTCCTCACACATCC 
ANTISENS: TCGACCAGAGCCATGAAGA 

ricinB SENS:ACCACCGACAGGCTAGTCAA 
ANTISENS: CGCCGTCCTTTTT A TTCCA 

NC3 SENS:GCTAGCAATGGCCACAACC 
ANTISENS: GCATAGACAAGGGGGACACA 

NC4 SENS:CCCTGGCCATTGTGTATTG 
ANTISENS: CCTTTGGAAGGGAAAGACAAC 

NCl SENS:TCGTAGCACTGTTCGAGTAGC 
ANTISENS: ACGGCCATT ATCCACGTCT 

RSZ22 SENS:GAGCTCCCGGCTCTCGTC 
ANTISENS: ACGGGCTTCAGGTCTAACTC 

RSZ38 SENS:GTCCGACCTAGGGTTCTGC 
ANTISENS: TGGAGACACGCTTCTTCCTC 
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SRp30 SENS:CTTCTCCTGTTCCCCTTCGT 
ANTISENS: AGTACTATAACAGCGGATGCAGA 

SCL33 SENS: GACTCCACGCGAACCTTG 
ANTISENS: CCACGAGCAAGTCCACT ACA 

SR34B SENS: AA TCTCTCGGCAGCTTTTCC 
ANTISENS: GCAT A TGCAACCACCTACGA 

SR34A SENS:CCTGCGGAGTCCTGAAGC 
ANTISENS: ACATATGCGACCACCTACGA 

RS41 SENS:GCCCGTGGAAACCTACCT 
ANTISENS: CGCAACCATCCA TGGTACA 

RS31 SENS:GGGACTGACATCAATCATCAC 
ANTISENS: CGCCTCGCTACCATAAACC 

2.2.3 Analyse par qRT-PCR 

Un aliquote de 0.9 µg d' ARN total a été traité pour enlever l' ADN génomique avec le 

tampon « gDNA wipeout » contenu dans la trousse QuantiTect Rev. Transcription 

Kit (QIAGEN) et ensuite l' ADNc a été synthétisé à l'aide de la même trousse. Deux 

µL d' ADNc (équivalent à 90 ng d' ARN total) a été utilisé pour la qPCR avec 0.2 µM 

d'amorce spécifique et le mélange provenant de la trousse LightCycler 480 SYBR 

Green I Master (Roche). La RT-PCR a été réalisée sur le système FX96 Real-time 

Detection System (Bio-Rad, USA). Les conditions PCR étaient: 95°C pour 15 min; 

40 cycles de 95°C pour 15 s, 55°C pour 30 s; et 72°C pour 30 s. L'ARN 18S du blé 

(n ° d'accession 101896) a été utilisé comme contrôle interne avec les amorces Fl : 5'-

GACTACGTCCCTGCCCTTTG-3' et Rl: 5'-AACACTTCACCGGACCATTC-3'. 

Les niveaux d'expression relatifs ont été déterminés et analysés suivant cette source 

(Yuan et al., 2006). 
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2.3 Purification et analyse des protéines 

2.3.1 Expression des protéines de fusion de NC2-His (4A) et des mutants 5A et 6A 

avec His-tag 

Le gène complet de NC2 a été amplifié en utilisant les amorces suivantes: 5'-

CCGTCCCGATCATTTCTCT-3' (sens); 5'- CATAAAGTGGAGGGATGCAG -3' 

(antisens) et de l' ADNc de Norstar suivant les directives dans la trousse HotStarTaq 

DNA Polymerase (QIAGEN). Le fragment PCR a été cloné en utilisant la trousse TOPO 

TA Cloning Kit (Invitrogen), et les plasmides séquencés au Centre d'innovation 

Génome Québec et Université McGill. Le sous clonage du gène complet ( 4A), du 

mutant ne possédant pas le domaine transmembranaire (5A) et du mutant ne 

possédant pas les domaines transmembranaire et première hélice amphiphilique (6A) 

ont été réalisés par PCR en utilisant les amorces ci-dessous et en incorporant dans le 

vecteur pENTR 4 : 

4A dans pENTR04 sens (Ncol) : 

5'-GAAACCATGGGAATGTGCGGAAAGGGCCGGAACAAC-3' 

5A dans pENTR04 sens (Ncol) : 

5' -GAAACCATGGGAATGTCGCCGCCGGCGC-3' 

6A dans pENTR04 sens (Ncol): 

5' -GAAACCATGGGAATGCGCCCGCTCGAGCCAAG-3' 

4A, 5A, 6A dans pENTR04 antisens incluant le codon stop (EcoRI) : 

5' -GTTTGAA TTCTTTCACAGGTCTCCATCGGCGAGT-3' 

Les clones appropriés ( 4A, 5A ou 6A) clonés dans pENTR4 ont été utilisés pour faire 

la réaction LR Gateway (Invitrogen) afin de transférer les régions codantes de NC2 

en aval du promoteur T7 et de l'étiquette 6xHis dans le vecteur pDESTl 7. Les 

plasmides issus de cette recombinaison ont été transformés dans la souche E.coli 
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DH10B et sélectionnés sur milieu ampicilline. Pour l'expression protéique, les 

plasmides isolés ont été de nouveau transformé dans la souche BL21 AI qm est 

dépendante de l'arabinose pour l'induction de la T7 ARN polymérase. 

2.3.2 Production des protéines recombinantes 

Une préculture des plasmides transformés dans BL21AI est initiée dans le milieu LB 

contenant l'ampicilline et 0.1 % glucose et agitée à 37°C pendant la nuit. Ensuite, 

1/100 de cette préculture est ensemencé dans le milieu de culture, puis incuber à 37°C 

jusqu'à une densité bactérienne de D060o égale à 0,6. À ce stade, les bactéries sont 

séparées en 3 tubes, on ajoute séparément du L-Arabinose à 0,2%, 0,02% et 0% et on 

laissera agiter pour des temps de O à 2 heures. Suite à l'induction, les bactéries ont été 

centrifugées, puis suspendues dans un tampon de lyse contenant 0,05 M Tris-HCl pH 

7,5, 0,5 M NaCl, 0,5% Triton X-100, 2 mM EDTA pH 8 1 mg/ml de lysozyme et 3 

unité/ml de benzonase permettant de fragiliser la paroi. Après 3 cycles de gel/dégel 

(15 min à -80°C/5 min à 42°C), on centrifuge puis le culot et le surnageant ont été 

analysés séparément en les mélangeant avec du tampon Laemmli IX et 2X 

respectivement. Les culots des échantillons (protéines totales) ont été mélangé à un 

tampon de charge IX. Ces échantillons ont été chauffés à 95°C puis séparés sur gel 

SDS-PAGE 13% (p/v) par une migration à 100 V pendant 100 min. Les protéines 

d'intérêt ont ensuite été visualisées par Bleu de Coomassie. 

2.3.3 Purification protéique des protéines de fusion sur colonne (Ni-NTA) 

La méthode de purification a été élaborée en condition native à partir de lysats d' E. 

coli sur colonne Ni-NTA, selon le protocole de purification de QIAGEN (Ni-NTA 

Spin Kit Handbook). Suite à l'induction, 10 ml de la solution bactérienne a été 

centrifugé, puis resuspendu dans 1,8 ml du tampon de lyse à pH 8.0 contenant 50 mM 
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NaH2P04, 300 mM NaCl, 10 mM imidazole, lmg/ml lysozyme et benzonase (3 

unités/ml). Comme dans la section précédente, l'extrait a subi 3 cycles de gel/dégel et 

le lysat a été centrifugé pendant 15 minutes à 12000xg. Les sumageants contenant les 

différentes protéines de fusions ont été chargées séparément sur la colonne de résine 

Ni-NTA puis centrifugés à 270xg pendant 5 minutes. La colonne a ensuite été lavée 

et éluée tel qu'indiqué dans la légende. Toutes les fractions ont été analysées par 

SDS-PAGE sur gel de polyacrylamide 13% (p/v) et colorées avec du bleu de 

Coomassie. 

2.4 Analyse bio-informatiques 

2.4.1 Analyse des gènes sujets à EA 

Les gènes sélectionnés pour l'étude proviennent de différentes études traitant de l'EA 

ou de l'impact de stress abiotiques sur l'expression de certains gènes dans différentes 

plantes (Laudencia-Chingcuanco et al., 2011; Palusa et al., 2007; Simpson et al., 

2008; Thomas et al., 2012). Nous avons utilisé la base de données du centre national 

d'information sur la biotechnologie (NCBI). Pour trouver un homologue chez le blé 

(Triticum, nous avons utilisé Standard Nucleotide BLAST <Database: Nucleotide 

collection> afin d'obtenir des séquences ADNc. Pour déterminer le nombre d'introns 

de la séquence génomique, nous avons utilisé Standard Nucleotide BLAST 

<Database : Whole-genome shotgun contigs> (McGinnis et Madden, 2004). Afin de 

prédire la séquence protéine de nos èlones séquencés, nous avons utilisé Translated 

BLAST <Database: Non-redundant protein séquences> (McGinnis et Madden, 2004) 

et comparé par alignement ces différents séquences pour voir si elles présentaient des 

similitudes à l'aide de l'algorithme COBALT (Papadopoulos et Agarwala, 2007) et 

CLUSTALW (Thompson et al., 1994). Une fois les éventuelles séquences protéiques 

obtenues, nous avons recherché les domaines caractéristiques des familles protéiques 

avec NCBI-Conserved Domain search (Marchler-Bauer et al., 2011). 
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2.4.2 Analyse de NC2 

À partir de la séquence nucléotidique de NC2, nous avons obtenu sa sonde 

Affymetrix via NetAffx (http://www.affymetrix.com/analysis) (Liu et al., 2003). 

Nous avons utilisé cette sonde dans le programme GENEVESTIGATOR 

(Zimmermann et al. 2005) afin d'obtenir des informations sur d'éventuelles études 

menées sur l'expression de NC2. Pour trouver un homologue de NC2 chez d'autres 

espèces de plantes, nous avons utilisé NCBI (Standard Nucleotide BLAST) et 

UNIPROT (Bairoch et al. 2005) afin d'obtenir des séquences nucléotidiques et 

protéiques. Les séquences nucléotidiques d'intérêt furent prédites en séquence 

protéine par Translated BLAST (McGinnis et Madden, 2004). Par la suite, la 

prédiction des propriétés liées aux différentes séquences obtenues fut faite avec les 

programmes suivants: PREDOTAR, PLANT-MPLOC, PEPTIDEMASS, 

HELIQUEST, LOGICOIL, MUSITE, O-GlcNAcPRED-11, GPP, MARCOILS, 

PSIPRED, SPOCTOPUS. Une fois toutes les informations obtenues des différentes 

séquences protéiques, ces dernières furent alignées à l'aide de 1' algorithme du 

programme CLUSTALW (Thompson et al., 1994) pour voir si elles présentaient des 

similitudes. 



CHAPITRE III 

RÉSULTATS 

Comme nous l'avons indiqué, une partie de notre étude vise à identifier chez le blé 

d'hiver les gènes potentiellement sujets à l'EA induit par le froid. C'est la raison pour 

laquelle il nous fallait un ensemble de gènes qui nous servirait de base de départ pour 

notre étude. Donc partant de résultats d'un ensemble d'études identifiés au travers de 

notre revue de littérature, nous avons trouvé des études qui avaient étudié l'épissage 

induit par des stress osmotiques par la technique de RNAseq, ils ont trouvé de 

nombreux gènes qui présentaient potentiellement l'EA. Cependant aux questions de 

savoir comment cette induction affectait les pré-ARNm et comment le froid 

contribuait à ce phénomène chez le blé d'hiver, rien n'avait été fait. Ainsi sur cette 

base, nous savions qu'il y avait beaucoup de gènes qui seraient des candidats 

potentiels, cependant compte tenu du temps qui nous était imparti nous ne pouvions 

pas tous les traiter. 

3.1 Identification des gènes candidats 

En commençant le projet, j'ai travaillé avec des stagiaires sur l'expression spécifique 

de gènes au niveau de différents cultivars ( ceux étudiés furent Norstar et Manitou), de 

différents tissus (racines, collets, tiges et feuilles) et de différents temps d'exposition 

au froid. Pour ces travaux, le choix de candidats s'est basé sur des données de 

RNAseq ou micropuces obtenues par des études antérieures des gènes présentant une 
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induction à un stress, abiotique chez le blé (Holappa et al., 1995; Chinnusamy et al., 

2010). Parmi cette liste de gènes, nous avons sélectionné 17 gènes qui avaient au 

moins un intron, sachant qu'un intron représente l'élément clé de l'EA. De plus, nous 

avons ciblé les gènes SR car ils avaient été déjà établi qu'ils pouvaient être sujet à 

l'EA (Duque, 2011; Filichkin et al., 2015) suite à la présence des facteurs hormonaux 

ou environnementaux. À ce niveau, il était question pour nous de voir comment le 

froid agirait d'une part sur l'expression des gènes SR et si le froid pourrait comme 

facteur environnemental induire un EA de ces derniers. Compte tenu du fait que les 

séquences SR que nous avions provenaient du riz, nous avons cherché des 

homologues de nos gènes chez le blé par analyse bio-informatique à l'aide de 

l'algorithme BLASTN. Nous avons donc sélectionné 9 gènes SR du blé pour une 

analyse plus approfondie. 

Dans le Tableau 3.1, nous présentons la liste des gènes COR et SR analysés lors de 

notre étude. Nous avons évalué le nombre d'intron par l'analyse comparative entre 

des séquences annotées ARNm, ADNc ou transcrits versus la séquence génomique du 

blé dans la base de données du NCBI. Les résultats montrent qu'un bon nombre de 

gènes COR présentaient plus de deux introns comme c'est le cas du gène DMTJ avec 

19 introns ou des gènes AMT et PRR37 avec 7 introns chacun. Les gènes COR 

sélectionnés codent pour des protéines avec des fonctions variées telles que des 

agents de méthylation des histones et de l' ADN, des facteurs de transcription, des 

enzymes liées au stress oxydatif, des protéines de fonctions inconnues et bien 

d'autres. Sur cette base, notre étude représente une possibilité de déterminer si l'EA 

ajoute un autre niveau de régulation durant l'acclimatation au froid du blé. 

Concernant les gènes SR, nous avons appris deux choses. D'abord à quel classe 

chacun de nos gènes SR appartient et que certains d'entre eux étaient spécifiques au 

règne végétal tandis que d'autres étaient commun au règne végétal et animal. Ainsi 

SRp30, SR34A et SR34B appartiennent à la classe ASF/SF2 et sont commun au règne 

animal et végétal, tout comme le gène RSZ22 appartenant à la classe RSZ (Graveley, 
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2000). Par contre, le reste des gènes SR sont spécifiques aux plantes et appartiennent 

à différentes classes, nous avons RS31 et RS41 qui sont de la classe RS, RSZ38 qui est 

de la classe RS2Z (Lopato et al., 2006) et SCL33 qui est de la classe SCL (Graveley, 

2000). 

À partir de notre liste de candidats obtenus, nous avons construit des amorces 

spécifiques à chaque gène. Nous avons ensuite déterminé si ces gènes sont régulés au 

niveau transcriptionnel lors d'une courte exposition au froid dans divers tissus du blé 

Norstar et une longue exposition au froid dans le collet. 

Tableau 3.1 : Identification des gènes par bio-informatique. Ce tableau présente les gènes sélectionnés 
chez le blé ainsi que leur nombre d'introns après analyses comparatives entre des séquences annotées 
ARNm, ADNc, transcrits versus la séquence génomique du blé dans la base de données du NCBI. 

LISTE DES GENES COR ANALYSES 
Numéro d'accession NCBI Longueur en pb Nombre d'introns Annellation 

GAKMO 1057312. l 1809 4 LT65 
GAKL01033068.l 465 pb 2 NC2 
JW026786.l 660pb 5 PCP 
AB646973.l 2007 pb 7 PRR37 
GAKL01010776.l 807 ob 5 WHYJ 
GAJL01254528. l 765 pb 4 NTFY 
GAKL01046910.l 303 pb 2 PRL3 
JV864297.l 2693 ph 19 DMI'l 
GAKMOI041797.l 978 pb 3 BHLHJB 
GAKMOI 125668.l 375 pb 6 HMG 
XM 020300343.1 1032 pb 7 AMI' 
AK454483.l 534ph 4 REMORINE 
XM 020307045.1 408 pb 2 pT 
XM 020305102.1 1128 pb 3 MBP2 
AK456044.1 1008 oh 3 ricinB 
AK334093.l 1400 pb 4 NC3 
KF307326.l 660ph 3 NC4 
AK357253.l 219 ph 1 NCJ 

LISTE DES GÈNES SR 
DQ019626.l 585 pb 5 RSZ22 
DQOI9628.l 1002 pb 6 RSZ38 
DQOI9630.l 765 oh 8 SRp30 
XM 020314970.l 807ph 7 SCL33 
AK333522.l 878 ph 5 SR34B 
JP883187.l 903ob 5 SR34A 
HP629250.l 945 ph 5 RS41 
JV872194.1 910 ob 4 RS31 
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3.2 Analyse de l'expression des gènes cibles 

Nous avons analysé les profils d'expression génique des gènes sélectionnés suivant 

deux axes, d'une part suivant les différents tissus après un court traitement au froid et 

puis dans un même tissu à différents moments après une exposition plus longue au 

froid. Les résultats obtenus ont montré que le niveau de transcription de 13 des 18 

gènes COR était modifié suite à une exposition au froid (résultats non présentés). 

Nous avons présenté que les gènes qui possédaient en condition acclimatée une 

variation minimale de vingt fois et plus par rapport à l'échantillon de normalisation 

qui est en condition non acclimatée. Il s'agit de 5 gènes sur les 13 gènes d'intérêt. La 

Figure 3.lA montre la variation d'expression induite par le froid dans divers tissus. 

Pour cela nous avons normalisé nos valeurs de qRT-PCR avec celle de l'échantillon 

du collet NA J-1. Les gènes LT65, NC2 et NC4 présentent une induction par le froid 

dans tous les tissus. Par contre, l'expression de LT65 et NC4 semblent être plus 

intense au début de l'exposition et diminuer progressivement tandis que, le niveau de 

NC2 semble être stable. REMORINE et NC3 montrent une préférence marquée pour 

les feuilles avec la plus faible expression chez le collet pour REMORINE et la racine 

pour NC3. De plus, REMORINE démontre une induction par le froid tandis que NC3 

est réprimé par le froid. L'analyse de l'expérience des collets de blé exposés à 

différentes durées d'exposition au froid (Figure 3.IB) montre que les gènes LT65, 

NC2, NC3 et NC4 sont exprimés à des niveaux plus élevés au froid (EF J-35 à EF J-

70) tandis que REMORJNE présente une induction transitoire à EF J-35. 

Concernant les gènes SR, nous savions que leur expression est souvent régulée durant 

le développement, ce qui fait que nous avons supposé que le froid ne serait pas un 

facteur inductif indispensable. Toutefois nous avons mesuré l'expression de 4 gènes 

SR par qRT-PCR à ce jour. Dans la figure 3.2A, nous observons les quatre gènes SR 

et aucun de ces gènes ne nous a donné de résultat significatif d'induction par le froid 

spécifique à un tissu. Plutôt, le gène SRp30 montre une légère diminution dans tous 
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les tissus au froid. D'autre part, quand on regarde la figure 3.2A; on observe de façon 

générale que le niveau de ces gènes décroit plus on s'éloigne de la racine. Par contre 

quand on regarde l'impact de la durée d'exposition au froid sur les gènes dans le 

collet (Figure 3.2B), les résultats sont très variables. Le gène RSZ38 présente une 

augmentation de son niveau d'expression en condition NA, par contre ce niveau chute 

après 35 jours pour finalement être nul au-delà de 35 jours d'exposition au froid. Le 

gène RSZ22 présente un profil assez similaire, la principale différence se voit en 

condition NA où on observe une diminution totale du niveau du gène après 3 jours 

d'exposition. Le gène SCL33b quant à lui présente un niveau élevé après 35 jours 

d'exposition au froid pour baisser après à un niveau sensiblement similaire à celui 

observé en condition NA Le gène SRp30 présente en condition NA une diminution 

importante et ensuite reste plus ou moins stable le reste du traitement. 

Ainsi, nous avons pu identifier les gènes dont l'induction seraient liée au froid et 

spécifique à un tissu. Nous allons maintenant chercher à voir si parmi les gènes, il y 

en a qui présenteraient un EA induit par le froid. 
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Figure 3.1 : L'induction des gènes COR par le froid de manière spécifique au tissu (A) ou liée à 
l'expérience de simulation de croissance à l'automne avec des explants de collets (B). La 
spécificité tissulaire a été déterminé avec des explants de racine (R), collet (C), partie proximale 
(Tl) et distale (T2) de la tige, et les tiers proximal, moyen et distale (FI, F2 et F3) de la première 
feuille . Cette analyse a été mesurée par qRT-PCR en duplicata avec l' ARN l 8S de blé comme 
contrôle interne. Des plants de blé d'hiver ont été soumis à des conditions d'exposition au froid 
(EF) et de non acclimatation au froid (NA). (A) une exposition soit à 20°C pendant I et 3 jours ou à 
4 °C pendant I et 8 jours. (B) une exposition soit entre 21 °C et l 9°C (NA) ou entre 4 °C et 3 °C 
(EF). Les détails supplémentaires sont dans la méthodologie. Dans (A) les conditions d'exposition 
sont: la couleur verte foncée (NA jour 1 ), verte claire (NA jour 3), bleue claire (EF jour 1) et bleue 
foncée (EF jour 8). Le niveau d'expression relatif (RQ = 2/\-Mct), les barres d' erreurs se calculent à 
partir des déviations standards (SD) avec -SD = RQ - (2/\(MCt + llCqSD) et +SD = = -RQ + (2/\<MCq + 

e.cqSDJ), où Cq est le numéro du cycle à laquelle la courbe PCR de l'échantillon croise le seuil. 
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Figure 3.2 : L' induction des gènes SR par le froid de manière spécifique au tissu (A) ou liée à 
l' expérience de simulation de croissance à l' automne avec des explants de collets (8). La spécificité 
tissulaire a été déterminé avec des explants de racine (R), collet (C), partie proximale (T l) et distale 
(T2) de la tige, et les tiers proximal, moyen et distale (F 1, F2 et F3) de la première feuille . Cette 
analyse a été mesurée par qRT-PCR en duplicata avec I' ARN 18S de blé comme contrôle interne. 
Des plants de blé d ' hiver ont été soumis à des conditions d ' exposition au froid (EF) et de non 
acclimatation au froid (NA). (A) une exposition soit à 20°C pendant 1 et 3 jours ou à 4°C pendant 1 
et 8 jours. (8) une exposition soit entre 21 °C et 19°C (NA) ou entre 4°C et 3°C (EF). Les détails 
supplémentaires sont dans la méthodologie. Dans (A) les conditions d' exposition sont : la couleur 
verte foncée (NA jour 1), verte claire (NA j our 3), bleue claire (EF jour 1) et bleue foncée (EF jour 
8). Le niveau d'expression relatif (RQ = 2/\-Mct), les barres d ' erreurs se calculent à partir des 
déviations standards (SD) avec -SD = RQ - (2/\(MCt + tiCqSD) et +SD = = -RQ + (2/\(MCq + tiCqSD)), où 
Cq est le numéro du cycle à laquelle la courbe PCR de l' échantillon croise le seuil. 

3 .3 Identification de gènes présentant un épis sage alternatif induit par le froid 

Les expressions des ARNm de différents gènes ont été estimées par RT-PCR de 

manière qualitative réalisée sur deux expériences. La première consistait à mesurer 

l'EA induit par un traitement court au froid dans plusieurs tissus (racine, collet, tige et 

feuilles) chez la variété de blé Norstar (variété d'hiver plus tolérante au froid). La 

deuxième consistait à mesurer l'EA durant une longue période d' acclimatation dans 

les variétés de blé Norstar et Manitou (variété de printemps moins tolérante au froid) 

au niveau du collet. Afin de détecter des nouveaux variants ( ou des proportions de 

variants différents) des gènes analysés entre deux conditions de croissance (normale 



53 

et exposé au froid), des amorces spécifiques ont été conçues pour chaque gène. Après 

électrophorèse, une analyse comparative du profil de migration dè chaque gène fut 

effectuée entre les extraits de plantes se développant en condition de stress et ceux 

des plantes en condition nonnale. En outre, les gènes en condition nonnale ou dite 

non acclimatée servent de contrôle afin de vérifier qualitativement l'induction de 

l'expression du gène par le froid ou l'apparition de l'EA induit par le froid. Tout 

d'abord, le premier fait que nous avons constaté dans la Figure 3.3 est que les gènes 

potentiellement induits par le froid présentent des résultats variables. Nous avons des 

gènes qui n'ont rien présenté après la PCR, il s'agit de DMTJ, NC2 et LT65. Ce type 

de résultat soulève la possibilité que les paramètres de la PCR ne pennettent pas de 

détecter le transcrit complet de 2kb (pour DMTJ et LT65). Ensuite, nous avons les 

gènes comme BHLH, NTFY, REMORJNE, MBP2, HMG et NC4 qui en général 

présentent une meilleure amplification dans les conditions acclimatées reflétant leur 

induction par le froid présenté à la Figure 3.1. Par contre, cette absence 

d'amplification ne pennet pas de bien caractériser l'apparition de variants issus de 

l'EA. Maintenant à la question de savoir si ces gènes COR présentaient l'EA induit 

par le froid, la réponse est non pour la majorité des gènes analysés car là où nous 

avions une amplification, on n'observait pas de profil de migration différent entre les 

conditions NA et EF au sein de chaque tissu ou variété de blé analysé. Ceci est 

marqué par la présence au sein d'un échantillon tissulaire d'une ou plusieurs bandes 

identiques caractérisant les transcrits. Cependant le gène HMG est assez intéressant, 

et il est la raison pour laquelle nous pouvons affinner qu'il y aurait des gènes COR 

qui présenteront l'EA. On observe que dans la condition EF, HMG présente une 

bande de plus (astérisque rouge dans la Figure 3.3) que dans la condition NA au 

niveau des racines, collet et tiges. Ses bandes sont de faible intensité et se trouvent à 

plus de 400 ph. Malheureusement, comme l'amplification pour les tissus NA est 

moindre, ceci ne pennet pas de conclure sans équivoque que ceci représente l'EA. 

Toutefois, les résultats de la comparaison des cultivars soumis à une longue période 

d'acclimatation sont beaucoup plus convaincants. On observe le même phénomène 
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dans les deux variétés entre les conditions NA et CA, l'apparition d'une bande de 

plus de 400b dans les pistes CA et l'absence de cette bande dans les pistes NA même 

si le signal après amplification est beaucoup plus fort. Ceci implique l'apparition d'un 

nouveau transcrit, d'où la possibilité d'un EA induit par le froid. Ce résultat obtenu 

avec HMG nous fait comprendre qu'il y a certains gènes COR qui présenteraient un 

EA induit par le froid. 

L'analyse des résultats (Figure 3.4) montre qu'aucune amplification n'a été obtenue 

pour RSZ38 tandis que pourles gènes RSZ22 et RS41, aucune différence qualitative 

n'a été détectée entre les conditions NA et CA au niveau des tissus ou des cultivars. 

Concernant les six autres gènes des protéines SR, ils ont tous présenté un phénomène 

d'EA induit par l'acclimatation au froid (Figure 3.4). Si l'on prend le cas des gènes 

SRp30 et SC35 comme exemple, on constate qu'il y a épissage alternatif induit par 

CA, ceci se voit dans les quatre tissus et les deux cultivars. On constate l'expression 

majoritaire d'un transcrit de taille supérieure en condition EF au détriment d'un autre 

qui était majoritairement exprimé en condition NA. Pour les gènes RS31 et SCL33, 

l'EA est plus observable dans le cas des racines et du collet entre les deux conditions 

NA et EF. On constate que le profil d'expression est le même pour ces tissus entre les 

deux conditions, le transcrit majoritairement exprimé n'est pas le même. Dans 

l'expérience avec les deux variétés de blé, seul SCL33 présente cette même différence 

quantitative dans l'expression des deux transcrits majeurs entre la condition NA et la 

condition EF. Concernant les gènes SR34A et SR34B, ils présentent un EA. Déjà chez 

la variété Norstar, les échantillons de racine ayant obtenu une meilleure amplification 

présentent un profil différent entre les conditions NA et EF, où dans le cas de SR34A 

en condition NA présente un variant, dans la condition EF présente trois variants. Ce 

résultat est retrouvé chez SR34B. À cela, on constate également un même profil de 

variation lié au froid entre les variétés Norstar et Manitou, avec l'apparition de 

nouveaux variants en condition EF. De ce fait la différence de profil des transcrits 

pour ces différents gènes dans la condition EF suggère.l'idée de l'induction de l'EA 
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induit par le froid. Ceci afin d'obtenir soit le bon transcrit parmi les différents 

isoformes du gène épissé qui contribuera à l'établissement de l'acclimatation, soit la 

sous-expression d'un gène (favorisant la sensibilité au froid) par la formation 

d'isoformes du gène épissé non viables. Raison pour laquelle les produits RT-PCR du 

gène SRp30 ont été séquencés pour confirmer l'identité des fragments amplifiés, afin 

de pouvoir identifier les évènements survenus lors de l'EA. 
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Figure 3.3 : Analyse par RT-PCR des gènes COR sélectionnés chez deux variétés de blé afin 
d'évaluer l ' induction de l' EA par le froid. En utilisant des amorces spécifiques à chaque gène 
COR, des analyses par RT-PCR ont été effectuées en utilisant des ARN totaux provenant de 
l' expérience analysant différents tissus traités au froid et de l' expérience analysant l' effet de deux 
génotypes sur l 'EA au niveau du collet. Les amplicons obtenus sont visualisés par Molecular 
Imager FX (Bio-Rad) après une électrophorèse sur gel d 'agarose 1 % avec bromure d' éthidium et 
un marqueur de poids moléculaire (M). L' analyse comparative entre Norstar (Nor) et Manitou 
(Man) s' est fait avec un mélange d' ARN provenant de collet non acclimaté (NA) et acclimaté 14 à 
49 jours (CA). Le traitement au froid s ' est fait par exposition des plants de blé Norstar pendant 8 
jours à 4°C. Les ARN totaux proviennent de différents tissus des plantes, la racine (R), le collet 
(C), la tige (T) et la première feuille (F). Les indications suivantes sont non rétrotranscrit (NR), 
exposé au froid (EF), blanc (B) ou milieu réactionnel de la PCR sans ARN, RÉMORINE (RÉM), 
astérisque en rouge indique la présence de nouvelles bandes. Chaque gène a été analysé deux fois. 
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Figure 3.4: Analyse par RT-PCR des gènes SR sélectionnés chez deux variétés de blé afin 
d'évaluer l'induction de l'EA par le froid. En utilisant des amorces spécifiques à chaque gène SR, 
des analyses par R T-PCR ont été effectuées en utilisant des ARN totaux provenant de l'expérience 
analysant différents tissus traités au froid et de l'expérience analysant l'effet de deux génotypes sur 
l'EA au niveau du collet. Les amplicons obtenus sont visualisés par Molecular Imager FX (Bio-
Rad) après une électrophorèse sur gel d'agarose 1 % avec bromure d'éthidium et un marqueur de 
poids moléculaire (M). L'analyse comparative entre Norstar (Nor) et Manitou (Man) s'est fait avec 
un mélange d' ARN provenant de collet non acclimaté (NA) et acclimaté 14 à 49 jours (CA). Le 
traitement au froid s'est fait par exposition des plants de blé Norstar pendant 8 jours à 4°C. Les 
ARN totaux proviennent de différents tissus des plantes, la racine (R), le collet (C), la tige (T) et la 
première feuille (F). Les indications suivantes sont non rétrotranscrit (NR), exposé au froid (EF), 
blanc (B) ou milieu réactionnel de la PCR sans ARN. Chaque gène a été analysé deux fois. 
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3.4 Caractérisation des isoformes de SRp30 par bio-informatique 

Parmi les gènes précédemment identifiés présentant le phénomène d'EA induit par le 

froid, nous avons choisi SRp30 afin de poursuivre son analyse. Ce dernier présentait 

une bonne différence de profil entre les conditions NA et EF dans les différents tissus 

et dans les cultivars. 

Ainsi, nous avons prédit les structures protéiques de SRp30 afin de comparer la forme 

induite par l'acclimatation et celle en condition NA Bien que pour cette analyse nous 

avons effectué une approche bio-informatique afin de prédire toutes les éventuelles 

modifications structurelles associées à l'EA, elle s'est faite après différentes étapes. 

Nous avons cloné dans E. coli les produits amplifiés à partir d' ADNc de collet 

provenant des conditions NA et EF, ceci afin d'isoler et d'identifier les variants de 

notre gène d'intérêt. 

C'est ainsi que nous avons sélectionné des plasmides à séquencer, sur la base de la 

taille de nos inserts. Nous avons séquencé neuf échantillons NA (provenant des 

échantillons à la condition NA), ayant tous la même taille des fragments après 

digestion et dix-neuf échantillons CA (pour acclimaté au froid provenant des 

échantillons à la condition EF) possédant des variations au niveau des fragments 

après digestion. Ainsi à l'aide des programmes de NCBI d'identification de domaine 

et d'alignement, l'on a pu d'une part regrouper les séquences en fonction des 

évènements séquentiels survenu sur les échantillons acclimatés (Figure 3.5.). C'est 

ainsi que nous avons regroupé nos séquences variantes de SRp30 en quatre groupes 

dont la nomination fut liée à des isoformes. Ainsi, !'isoforme CAlO est la variante la 

plus abondante dans Norstar acclimatée (12/19). Visoforme CA16 est la deuxième 

variante la plus abondante dans Norstar acclimatée (5/19). Les isoformes CA02 et 

CA12 ont été retrouvés 1 fois sur 19. Chez les échantillons NA, nous avons constaté 

que !'isoforme CAIO est la seule variante détectée (9/9). 
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Par la suite, nous avons prédit les impacts que ces modifications auraient sur les 

éventuelles protéines synthétisées. Par analyse des séquences nucléiques suivant le 

cadre de lecture, nous avons pu évaluer les impacts que l'EA aurait sur chaque 

isoforme de SRp30 (Figure 3.5-A). L'isoforme CAlO serait le transcrit qui coderait 

pour la protéine normale. L'isoforme CA16, quant à elle présenterait un nouvel exon 

retenu (boîte rouge) et ceci introduit un codon d'arrêt (flèche rouge) qui termine la 

traduction du domaine riche SR prématurément. L'isoforme CA02 montre le saut 

d'un exon qui code pour la dernière partie du domaine RRM2. Finalement, l'isoforme 

CA12 montre une rétention d'intron qui modifie le cadre de lecture et par conséquent, 

termine la traduction prématurément (flèche rouge). Par prédiction de séquences 

protéiques, nous avons pu comparer les différences de motifs et domaines sur les 

structures protéiques (Figure 3.5-B). Il est envisageable que chez !'isoforme CAIO 

qui est pressenti pour être la forme normale du gène, il n'y aurait pas de modification 

sur l'ensemble de la protéine SRp30. Concernant !'isoforme CA16, l'on observe que 

l'introduction de ce codon d'arrêt précoce aurait comme conséquence la réduction du 

domaine riche en sérine/arginine et de ce fait, une réduction de la taille par rapport à 

la protéine normale. De même pour l'îsoforme CA02, le saut d'exon survenu 

causerait la perte d'une partie du deuxième domaine RRM qui peut être due à la perte 

de 19 acides aminés présents dans la protéine normale. Finalement pour !'isoforme 

CA12, l'apparition de ce codon d'arrêt précoce si tôt dans la séquence de l' ARN 

prédit causerait une perte de la majeure partie de la séquence protéique qui se 

limiterait juste à une partie du domaine RRMl et serait la plus petite protéine 

éventuellement synthétisée à partir du gène SRp30. 
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Figure 3.5 : Diagrammes schématiques des transcrits du gène SRp30 alternativement épissés lors de 
l'acclimatation au froid du blé d'hiver Norstar. (A) : Le modèle de gène (SRp30) et les isoformes 
identifiées (CA JO - CA 16) sont affichés à gauche avec la taille des transcrits correspondants. Les 
différents évènements survenus sur les différents transcrits clonés sont analysés par bioinformatique. 
Dans SRp30, les boîtes bleues représentent des exons conservés dans toutes les isoformes, les lignes 
noires et rouges représentent des introns. Les flèches bleues dans le premier et dernier exon 
représentent les positions des amorces de PCR, et les pointes de flèche vertes et rouges représentent 
des codons de départ et d'arrêt. (B) : Les isoformes protéiques ont été prédits et analysés par 
bioinformatique. L'impact des évènements liés à l'EA a été prédit par alignement des séquences 
nucléotidiques et protéiques provenant des différents transcrits. Pour chaque alignement Je transcrit 
maioritaire après le clonage a servi de référence. 

3.5 Caractérisation d'un gène régulé par le froid et codant pour une protéine de 

fonction inconnue 

Pour la deuxième partie de notre étude, nous avons analysé plus en détails le gène 

NC2. Pour explorer si des annotations étaient disponibles pour ce gène, des 

recherches ont été effectuées en utilisant des algorithmes tels que BLASTxnr, Gene 

Ontology (GO), UniProtKB, KEGG et COG, etc. Toutefois, aucune information n'a 

été trouvée permettant de comprendre la fonction de ce gène. 
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3.6 Données sur NC2 

Comme présenté dans la première partie de la section résultat, le gène NC2 est 

hautement régulé par le froid et s'exprime fortement dans tous les tissus analysés 

(Figure 3.1). Maintenant bien que ce gène fut identifié comme gène COR, nous nous 

sommes interrogés sur le lien entre le froid et NC2, à savoir si ce lien était exclusif. 

Pour cette analyse fonctionnelle, nous sommes allés à la collecte d'information sur 

NC2 au travers de différentes études via la base de données Genevestigator (Grennan, 

2006). Nous avons d'abord recherché le niveau d'expression de NC2 lié à l'anatomie 

du blé au travers de différente études en condition normale de croissance (Figure 3.6-

A), ce qui nous a permis de faire une observation comparative dans les tissus entre les 

données obtenues en condition dite normale ( en absence de stimuli) et celles obtenues 

après exposition à différents stimuli (stress osmotique, au froid, à la chaleur) (Figure 

3.6-B), ceci afin de voir si l'expression de NC2 serait spécifique à un tissu et si de 

manière générale la spécificité tissulaire était influencé par les stress. Cette analyse 

s'est faite sur la base de différentes études. L'on constate d'une part que Pexpression 

relative de NC2 dans des tissus bien spécifiques liés aux semis ne présente pas de 

variations significatives entre la condition normale dans la Figure 3.6-A et la 

condition dite stressée dans la Figure 3.6-B, tandis que dans l'inflorescence en 

général on observe une faible répression de l'expression à la suite d'une exposition 

aux différents stimuli, cependant l'embryon indique une augmentation d'expression 

de NC2 de 12 dans la condition normale à 14 dans la condition stressée. Par contre 

dans les tissus liés aux jeunes pousses (shoot), on observe une augmentation 

significative du niveau d'expression de NC2 d'approximativement 8,5 dans la 

condition normale à 11 dans la condition _stressée. Pour les rhizomes, l'augmentation 

de l'expression passe d' approximativement 8,5 dans la condition normale à 10,5 dans 

la condition stressée. La Figure 3 .6 nous a permis de voir que le gène NC2 serait 

régulé par différents facteurs environnementaux, et que son expression ne serait pas 
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spécifique à un tissu que ce soit en condition normale ou de stress. Par contre, il 

semblerait que son induction dans les tissus liés au rhizome à la suite d'un stress y 

soit plus élevée. Nous avons voulu savoir sur la base de ce qui a déjà été fait, 

comment l'exposition au froid agit sur l'expression de NC2 chez différentes variétés 

de blé. Les variétés étudiées furent celles d'hiver (Harnesk, Norstar et Solstice), et 

celle de printemps (Paragon). Les informations obtenues par les deux études furent 

compilées dans la figure 3.7. La première étude analyse la variation de l'expression 

NC2 induite par le froid et la lumière après 12 semaines d'exposition au cours 

desquelles la température fut progressivement abaissée. Ainsi les trois premières 

semaines de 16°C jour/14°C nuit représente la condition de non stimuli par le froid et 

la lumière pour tous les cultivars (Figure 3.7). Chez la variété Solstice, un échantillon 

a été exposé à la lumière uniquement pendant 5 et 9 semaines. Il représente 

l'induction spécifique par la lumière. Ceci dans les mêmes tissus, à savoir les feuilles 

ou le collet. Ainsi après 5 semaines et 9 semaines, on observe chez les échantillons de 

feuilles de Solstice que l'expression de NC2 induite par la lumière est similaire à celle 

des contrôles. Lors de l'exposition au froid, on voit que globalement les échantillons 

de feuilles des variétés Harnesk et Solstice présentent une augmentation du niveau 

d'expression de NC2 comparativement à celle des différents contrôles. Cette 

augmentation indique une surexpression de NC2 après 9 semaines d'exposition au 

froid. Dans le cas des variétés d'hiver, cette variation du niveau d'expression 

normalisée passe de près de 10 après 2 semaines d'exposition au froid à près de 15 

après 6 semaines d'exposition au froid. Ceci montre une induction par le froid car 

pour la même durée d'exposition, les échantillons exposés uniquement à la lumière ne 

présentent pas de variations d'expression significative comparativement aux 

contrôles, leurs niveaux d'expression se situe dans la région médiane. Par contre, 

chez la variété Paragon, les données présentées ne permettent pas de conclure à une 

régulation par le froid. Maintenant dans le collet, le niveau d'expression de NC2 

semble ne pas changer pour les variétés d'hivers après deux semaines d'exposition au 

froid. Par contre chez "la variété Paragon, on observe une répression de l'expression 
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par le froid. Ce qui est assez étrange quand on constate qu'après 6 semaines 

d'exposition au froid, les échantillons provenant de Paragon présentent une forte 

augmentation d'expression comparativement à leur contrôle. Cette augmentation est 

aussi observée chez les variétés d'hiver. Toutefois, comme le contrôle de 9 semaines 

(sans exposition au froid) aussi démontre cette induction, il est possible que dans le 

collet l'augmentation observée serait en partie associée à d'autres facteurs comme 

ceux liés au développement. La deuxième étude fut menée chez la variété Norstar 

(blé d'hiver) et examine l'impact du C02 et du froid sur les gènes COR. 

L'échantillonnage s'est fait sur la troisième feuille après 20-25 jours pour la condition 

NA (20°C jour/16°C nuit) et entre 70-80 jours pour la condition EF (5°C jour/5°C 

nuit). Afin de déterminer l'induction de l'expression de NC2 par le froid, ils ont 

effectué une analyse comparative des échantillons avec des teneurs variables en C02 

aussi bien condition normale qu'exposée au froid. Il en ressort très clairement que 

dans les feuilles, il y a une forte induction par le froid dans des conditions de C02 

normale et élevée. Ce résultat va dans le sens de l'étude précédente et nous permet de 

renforcer nos hypothèses chez les variétés d'hiver. Cependant comme il avait été 

révélé dans la Figure 3.6, l'expression de NC2 serait régulée par différents facteurs 

abiotiques. 

Nous avons sélectionné les études disponibles pour chaque facteur abiotique et les 

résultats obtenus furent compilés dans la Figure 3.8. C'est la raison pour laquelle 

nous avons décidé de présenter différentes études liées à chaleur et à la déshydrations, 

afin de confirmer l'absence de régulation marquée par ces facteurs. De manière 

simpliste, on peut déjà constater qu'à l'exception du froid, seules la salinité et la 

phytohormone ABA (par conséquent le stress osmotique) présentent une régulation à 

la hausse marquée de l'expression de NC2 (voir les valeurs fold change pour ces 

traitements). Ce résultat suggère une intervention de NC2 chez le blé d'hiver en 

réponse à un stress osmotique. 
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Figure 3.6 : Profil d'expression tissulaire chez le blé (Triticum aestivum) du gène NC2. Analyse 
effectuée avec les données de puces à ADN issues de Genevestigator (sonde Affymetrix 
Ta.19303.1.S l _at) à différentes conditions, (A) sans stimuli et (8) en présence de stimuli 
abiotiques (A8A, H20 2, chaleur, froid, déshydratation). Les ni veaux d'expression de NC2 sont 
affichés par rapport aux nombres échantil lons (à droite) sélect ionnés via les données des sondes 
Affymetrix publiées (représentant 19 et 12 pré lèvements d'organes et de t issus en A et en 8 ). Ces 
niveaux dans Genevestigator (entre 7 et 16) sont les niveaux d 'expression suivant une échelle 
logarithmique de base 2 des micropuces correspondantes (MC) par rapports à celles ne 
correspondant pas (NC) à NC2 dans le réseau Affymetrix du génome du blé (log2(MC/NC)). Ces 
valeurs sont par la suite normalisées sous la forme de quantile ceci donnant la force de 
l' expression. Ces niveaux sont basées sur le calcul des centi les après normalisation en quant iles des 
intensités du signal de la sonde au sein de chaque expérience sélectionnée dans la base de donnée, 
ainsi "LOW" correspond au premier quartile, "MEDIUM" à la gamme interquartile et "HIG H" au 
quatrième quartile. Les organes à gauche sont regroupés en catégorie organique contenant toutes 
les puces hybridées avec de l'ADN des différents tissus. Les barres d'erreur représentent l'erreur 
standard. Le " i" sur fond bleu est pour les tissus sortant dans plusieurs catégories. 
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Figure 3.7 : Profil d'expression du gène NC2 induit par des stimuli abiotiques chez Triticum 
aestivum. Analyse effectuée avec les données de puces à ADN issues de Genevestigator (sonde 
Affymetrix Ta. 19303. l.S 1 _at). Les niveaux d'expression de NC2 sont obtenus via les données des 
résultats provenant des travaux de (Winfield et a l., 2009) sur les changement du transcriptome induit 
par le froid et la lumière, et de (Kane et al., 201 3) sur l' impact du C02 sur la photosynthèse et 
l' acclimatation au froid. Les niveaux d'expression de NC2 sont affichés par rapport aux nombres 
échantillons (à droite) sélectionnés via les données des puces à ADN Affymetrix publ iées. Ces 
niveaux dans Genevestigator (entre 8 et 15) sont les niveaux d 'expression suivant une échelle 
logarithmique de base 2 des micropuces correspondantes (MC) par rapports à celles ne 
correspondant pas (NC) à NC2 dans le réseau Atfymetrix du génome du blé (log2(MC/NC)). Ces 
valeurs sont par la suite normalisées sous la forme de quanti le ceci donnant la force de l'expression 
soit "HIGH" ou "LOW». Ces niveaux sont basées sur le calcul des centiles après normalisation en 
quantiles des intensités du signal de la sonde au sein de chaque expérience sélectionnée dans la base 
de donnée, ainsi "LOW" correspond au premier quarti le, "MEDIUM" à la gamme interquartile et 
"HIGH" au quatrième quartile. Les é léments ana lysés sont regroupés en catégorie organ iques 
contenant toutes les puces hybridées avec de l'ADN des différents tissus du système. Dans la 
première étude, ils ont un échanti llon de Solstice qui n'est pas stimulé par le froid soumis aux 
mêmes durées d 'exposition que les autres échantillons de plantes stimulées simultanément par la 
lumière et le froid. ce oui oermet de voir l'imoact du froid . 
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Figure 3.8 : Profil de l' expression du gène NC2 induit par différents stress abiotiques autre que le 
froid chez Triticum. Analyse effectuée avec les données de puces à ADN issues de Genevestigator 
(sonde Affymetrix Ta.19303.1.Sl _at). Les niveaux d'expression de NC2 sont obtenus via les 
données des résultats provenant des travaux de (Yu et al., 2016) sur le stress oxydatif, de (Aprile, 
2009; Ergen, 2009; Habash, 2014; Qin, 2008; Shih, 2008) sur la déshydratation liée à la sécheresse 
et la chaleur, et de (Mort et Wang, 2007) sur le stress salin, suivant différentes durées d 'exposition. 
Ces variations représentent l' expression relative (qui représente les rapports entre les valeurs en 
condition stimulé et les valeurs témoins) exprimé sur la base log2 calculé après normalisation 
linéaire des intensités du signal de la sonde au sein de chaque expérience sélectionnée dans la base 
de données, ainsi la base log2 permet d'éviter les valeurs d'expression négatives et une sensibilité 
excessive aux petits changements dans les valeurs d'expression faibles. La section Genotype faisant 
référence aux différentes variétés utilisées, nous les avons énumérés dans la section Résultats. 
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3.7 Séquences et données structurelles 

Les informations recueillies sur le gène NC2 contribuent à sa caractérisation. 

Cependant, ils ne nous permettent pas encore d'envisager une fonction pour ce gène 

dans la plante. Comme la séquence de NC2 ne présente pas d'homologie avec une 

protéine de fonction connue, nous avons cherché des homologues de séquences dans 

d'autres espèces et pour ce faire nous nous sommes concentrés sur les 

monocotylédones. À l'aide de base de données telle que Ensembl Plants (Kersey et 

al., 2015), NCBI BLAST (Altschul et al., 1990; Johnson et al., 2008) et, UNIPROT 

(Bairoch et al., 2005), nous avons trouvé des homologues du gène NC2 chez d'autres 

monocotylédones. Le Tableau 3.2 présente les homologues de NC2 que nous avons 

trouvé ainsi que certaines propriétés liées à la séquence aminée, le point isoélectrique 

(pl) et l'unité de masse atomique en dalton (Da). Ces séquences protéiques furent 

alignées via CLUSTALW (Thompson et al., 1994) afin d'évaluer leur différence 

d'homologie par rapport à la séquence protéique de NC2. Cette première analyse, 

nous indique que notre gène est présent chez les trois copies génomiques de la variété 

de blé hexaploïde (Triticum aestivum) Chinese Spring. De plus, à l'exception de son 

homologue chez Brachypodium distachyon, on observe que les différents homologues 

protéiques de NC2 ont un plbasique qui varie entre 8,08 et 10,10. Un fait intéressant 

est que la différence entre homologues n'a pas un fort impact sur la différence que ce 

soit des pl, ou sur la masse atomique qui de manière générale varie faiblement 14 

kDa et 18 kDa, tout comme le nombre d'acides aminés qui est relativement proche. 

Par la suite, nous avons cherché à savoir si les protéines homologues à NC2 sont 

sécrétées hors de la cellule ou pas, pour cela nous avons cherché la présence de 

peptide signal avec le programme SPOCTOPUS (Viklund. et al., 2008). Ce 

programme combine efficacement la prédiction du signal peptide et du domaine 

transmembranaire, ceci dans le but d'éviter la confusion de prédiction entre signal 

peptide et domaine transmembranaire. 
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Tableau 3.2: Liste et caractéristiques des différents homologues de NC2. NCBI BLAST a donné 
des homologues nucléotidiques de NC2, leurs numéros d'accessions sont suivis de (NCBI). 
Certaines ont été traduites en protéines par <NCBI Translated BLAST> et les séquences obtenues 
furent soumises à <UNIPROT> qui a donné des homologues protéiques de NC2. Le point 
isoélectrique (pl), le nombre d'acides aminés (Nbre AA) et la masse est donnée par ExPASY-
PROTPARAM. Le pourcentage de similitude est donné par CLUST AL W. Parmi les homologues 
nucléotidiques obtenus, le codon A TG choisi pour le respect du cadre de lecture était celui qui 
possédait un codon stop en amont dans le même cadre de lecture. Parmi nos 16 candidats, deux 
(Hordeum vu/gare et Dichanthelium oligosanthes) possèdent deux codons ATG après ce codon 
stop repère. Lors de la traduction bioformatique des séquences protéines pour ces deux, nous 
avons choisis les séquences à partir du premier A TG après ce codon stop repère. 

Espèces ou identifiant Similitude en % 

Triticum aestivum (2AS) 
Triticum aestivum '2BS 

54 
55 

Hordeum vu/gare 78 
Musa acuminate 166 78 
Brachypodium 142 48 
distachyon 
Dichanthelium A0AIE5UL28 9,72/14437 158 58 
oligosanthes 
Ananas comosus 8,08/17536 158 35 
Phoenix dactylifera 8,92/18294 168 33 

3.8 Prédiction de la structure primaire des protéines 

La Figure 3.9 résume sous forme d'alignement des différents homologues et présente 

les différents critères analysés autre que le signal peptide, tel que la prédiction des 

régions hydrophobes, amphîpathiques et en superhélice. 

De nombreuses études ont travaillé sur la conception des protéines afin d'examiner les 

éventuelles relations séquènce-structure de la protéine et ainsi identifier de nouvelles 

structures et fonctions protéiques (Beasley et Hecht, 1997; Hill et DeGrado, 2000). 

Pour réussir, cependant, le processus de conception de protéines nécessite la 
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vérification de règles fiables qui lient la séquence protéique à la structure et à 

d'éventuelles fonctions. C'est ainsi que pour ces études, il y a deux concepts 

importants dans la caractérisation de nouvelles protéines. Il y a la conception 

structurale basée soit sur la structure secondaire (hélice a et feuillets ~), soit sur les 

régions amphipathiques (superhélice). Ceci peut aider à établir un lien entre les 

caractéristiques structurelles et fonctionnelles, compte tenu du fait que les séquences 

protéiques ne présentent aucune homologie significative avec des protéines de 

fonctions connues. Sur cette base, nous avons analysé les homologues protéiques en 

commençant par la recherche de région hydrophobe à l'aide de l'algorithme 

PSIPRED (McGuffin et al., 2000) et par la recherche de région superhélice à l'aide 

des algorithmes tels que MARCOILS. Ainsi, l'alignement de ces séquences protéiques 

et la recherche de motifs et de caractéristiques séquentielles spécifiques nous ont 

permis d'obtenir certaines informations sur la protéine codée par le gène NC2 (Figure 

3.9). 

La Figure 3.9 nous apprend que certaines régions chez les différents homologues 

semblent assez conservées. Nous avons quatre régions hydrophobes et constantes 

chez les candidats. Le premier constat est qu'à l'exception de Musa acuminate et de 

Ananas comosus, la première région hydrophobe serait un domaine 

transmembranaire, de plus le programme utilisé nous indique que l'extrémité N-

terminale qui est la région avant ce domaine serait extracellulaire et l'extrémité C-

terminale serait intracellulaire, avec 10 candidats sur 14 présentant cette orientation. 

Dans l'alignement, deux autres régions sont hydrophobes en hélices a, à savoir 

VELAIGV et WLDALRA W AKLACLK car nous constatons que leur propriété liée à 

leur polarité est bien conservée dans les autres candidats. Finalement, concernant la 

dernière région hydrophobe, le programme Marcoil nous apprend qui s'agit d'un 

domaine en superhélice SMKKAAKQSLAMGKEA VEQTA VSAARAAEETIGRT 

TEKVRR. Tout ceci est très intéressant connaissant le rôle des superhélices dans les 

interactions protéines-protéines, d'autant plus que cette partie de la protéine serait 
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intracellulaire. Enfin, un autre fait intéressant est à la fin des séquences des candidats 

qui présentent un motif bien conservé DXYL, où X est majoritairement un G/A dans 

l'alignement. Avec la présence d'une superhélice, nous avons décidé d'ouvrir une 

nouvelle porte de collecte d'informations sur le sujet lié à NC2. En parallèle, nous 

nous sommes intéressés aux modifications post-traductionnelles, en particulier la 

glycosylation favorisant la localisation cellulaire (membrane plasmique, appareil de 

Golgi et réticulum endoplasmique) et son dérivé l'acétylglucosaminylation de par son 

implication dans la localisation cellulaire ( cytoplasme et noyau) et dans les réponses 

des plantes aux variations hormonales et environnementales (Olszewski et al., 2010). 

Nous avons répertorié les différents sites de glycosylation. Nous avons utilisé le 

programme GPP (Hamby et Hirst, 2008) pour la prédiction de sites de N- et 0-

glycosylation, car ce programme semble être de manière générale le mieux adapté 

pour cette analyse. Sur la base de l'analyse via GPP des différents homologues 

protéiques de NC2, nous avons établi des sites consensus sur la protéine de NC2. 

Ainsi, nous avons les sérines en position (12, 41, 139, 141, 143, 145) et on observe 

que certains sites sont bien conservés entre les 14 protéines analysées. On observe 

que la sérine en position 139 est présente chez les 14 protéines, celle en position 41 

est présente chez 11 protéines et celles en position 141 et 143 sont présentent chez 9 

protéines. La même logique fut suivie pour les sites d'acétylglucosaminylation entre 

les espèces et les programmes utilisées, MUS/TE (Gao, et al., 2010) et 0-

GlcNAcPRED-II (Jia, et al., 2018), ainsi nous obtenu des sérines en position (17, 93, 

118, 139, 141, 143, 145) et des thréonines en position (16, 19, 21, 115, 131, 144). De 

même, certaines positions de thréonines sont assez bien conservées entre les 14 

protéines, la position 131 (9/14) et la position 115 (7 /14). Concernant les sites sérines, 

les trois programmes indiquent les positions 139, 141, 143 et 145. La forte présence 

de ces sites suggère une localisation membranaire de notre protéine mais ne nous 

indique pas si notre protéine est située sur l'appareil de Golgi ou sur le réticulum 

endoplasmique. 



Triticum (AS) 
Aegilops 
Secale 
Hordcum 
Sorghum bicolor 
Zea mays 
Serita 
Di chantheli um 
Oryza japonica 
Leersia 
Brachypodium 
Musa 
Phoenix 
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Ananas DEHGQRDRDVER----REH 

Triticum (AS) 
Ae gilops 
Secale 
Hordeum 

--------PPEPVELAIGVAGHEG- --WLD- -ALRAWAKLACLKLR--PLEP---RCDL-RSS-GSMKKAA 
-- ----- -PPEPVELAIGVAGHEG-- - WLD - -ALRAWAKLACLKLR- - PLEP---RCDL-RSS-GSMKKAA 
--------PPEPVELAIGVVGHEG- --WLD--ALRAWAKLACLKLR--PLEP-- -RCDL-RSP-GSVKKAA 
-- ----KPPPEPVELAIGVAGHEG---WLD--ALRAWAKLACLRLR--PLEP---RCDL-RSP-GSMKKAA 

Sorghurn bicolor -----NGPPREPVELAIGLAGHER- --WLD--ALRAWAKLACFNIR--HAEP---RYHLVRSP- ASVAKAA 
Zea mays -----NGPPREPVELAIGLAGHER- - - WLD- - ALRAWAKLACFNLRRPPAEP---RYHLPRSPAASVTKAA 
Seri t a --GEGKGAPREPVELAIGIAGHER--- WLD--ALRAWAKLACFKLR--PAEP-- - RYDVLRSP- ASVKMAA 
Di chanthelium ----GEGPPREPVELAIGIAGHER- - - WLD--ALRAWAKLACFRLR--PAEP---RYDVL~SP-ASVKMAA 
Oryza j aponica --HGDGGPRREPVELAI GLAGHES---WLD- -AVRAWAKLACLKLR--PPEP---RYDL- RSPAA-VKAAA 
Leersia --GGEVSPR-EPVEHAIGLAGYES---WLD--AVRAWAKLAFLKLR--PPEP- --RYHLRRPASVKVKAAA 
Brachypodium -------APPEPVELAMAGAGHEGGHGWLDLGALRAWAKLAFLRLR--PLEP- - -RGELRSPGESVVTKAA 
Musa EQQQQQQQGPQPVERAIGL RSAS ---RWD- - TIRTWAKLACMNLR--PPDSTERYGRGESSAWEVVKEAA 
Phoenix DKELGEKQEPDPAERAIGM AL ' S --RWD--AIRTWAKLAWMNFR--PPES--WYRRRDSSAGEVVKEAA 
Ananas MEVVEAKQQPDPAERA!GITGFMN- --RWD--AVI<AWAKLASMNFR--PPES-WRYRRG-T SGEVVKDAA 

Triticum (AS) KQSLAMGKEAVEQTAVSAARAAEET IGRTTEKVRRKVSPSPSTS SAPLA-DGDL 
Aegilops RQSLAMGKEAVEHTAVSAARAAEETIGRTTEKVRRKVSASPSPS-APRA-DGDL 
Secale KQSLAMGKEAVEHTAVSAARAAEETIGRTTEKVRRKVS- SPSPS----- - DGDL 
Hordeum RQSLAMGKEAVEHTAESAARAADETIGRTTEKVRRKVS- SPSPS------DGDL 
Sorghum bicolor KKTLEMGKETVEHTAESAARATEEALERTTEKVKRKVSGSRSPAARRPDGDGDL 
Zea mays KSTLEMGKEMVEKLAESAARATEEALERTTEKVRRKVS-- --PSARRP--DGDL 
Seri ta KESLEMGKETVRHSAESAARATEEALERTTEKVKRKVSLSPSPSARRR--DGDL 
Dichanthelium KESLEMGKETVKQSAESAARATEEALERTAEKVKRKVSFSRSPSSRRR- -DGDL 
Oryza japonica KEALEMGKVAVEHAAESAATAAEEAVGKTTVKLKRKLSPPTSPAGGRL--DEDL 
Leersia KETLEMGKETVEHAAESAA----ETLGKTTVKLI<RKLSPSSSPPAGRL- - DGDL 
Brachypodi um KKSLEMGKETVEHTAESAA- ----- -----DALRRTVSSS-- - ----- --HGDL 
Musa 
Phoenix 
Ananas 

SRSFETSKGAVEHAAESAAKVAEKAAHKTKEKAKRTVSKPSG- -----KP DAEL 
TRSFEKSKETVAHŒAESAAKVAGEAMHKTKEKVKRTVSRPEG------DPDAEL 
ARSFESGKETVEQAAASAAHAAGETMHKTKEKVKRTVSASAGQ- ----ELDAEL 

Figure 3.9: Alignement des séquences protéines homologues à la protéine codée par NC2. Les 
séquences représentées de protéines prédites pour les homologues de NC2 dans différentes espèces 
de plantes de la classe Liliopsida appartenant aux sous-classes Zingiberidae, Commelinidae et 
Arecidae. Ces séquences furent obtenues à partir des numéros d'accession du Tableau 3.2. Seule la 
copie la séquence de la copie AS de Triticum aestivum est utilisée ici , ceci dû à sa similitude avec 
NC2. À partir de l'alignement obtenu en utilisant CLUSTALW, différentes régions homologues 
sont identifiées. La surbrillance verte : région transmembranaire, rouge: signal peptide. Les 
régions soulignées représentent les régions en superhél ice obtenues avec Marcoil, les régions en 
gras représentent les régions hydrophobes en hélice a. Les régions en vert représentent les feuillets 
~- Le bleu et la surbrillance jaune indiquent les sites de 0-N-acétylglucosaminylation en sérine 
thréonine avec respectivement pour le programme MUSITE une sensibilité variant de 36 à 62% 
pour une spécificité à 95% et une sensibilité variant de 20 à 62% pour une spécificité à 99%. Pour 
le programme 0-GlcNAcPRED-ll une sensibilité de 81 ,05% pour une spécificité de 95,91 % et 
une précision de 91,43%. Le rouge indique via GPP (glycosylation prediction program) les sites 
de N- et 0-glycosylation en sérine avec une précision de 90,8%, une sensibilité de 96, ) % et une 
spécificité de 88,9%; en thréonine avec une précision de 92,0%, une sensibilité de 93,6% et une 
spécificité de 92,4%, en asparagine avec une précision de 92,8%, une sensibilité de 96,6% et une 
spécificité de 91 ,8%. 



72 

Pour en savoir plus sur ce domaine en superhélice, nous l'avons analysé avec 

différents programmes, HELIQUEST (Gautier et al., 2008) dans le but de définir sa 

périodicité, et LOGICOIL (Vincent et al., 2012) dans le but de définir son degré 

d'oligomérisation et son orientation. Ainsi, le Tableau 3.3 nous permet de supposer 

que la région en superhélice de notre protéine chez le blé serait de périodicité 11/3 

(3.67 acides aminés par tour) car le dénombrement des périodicités nous montre que 

chez les quatorze protéines, toutes se voient prédire une périodicité 11/3 dans cette 

région. Il est clair qu'avec ses trois représentants parmi lesquels ne figurent pas le blé, 

la périodicité 7/2 ne semble pas être liée à notre protéine. Son état d'oligomérisation 

serait tétramérique (avec 11 candidats sur 14 présentant cette configuration parmi 

lesquels le blé) ou dimérique antiparallèle ( avec majoritairement 6 candidats sur 14 

présentant cette configuration). Nous avons aussi constaté que chez le blé la 

superhélice présente une face hydrophobe MGA VLA qui semble assez bien 

conservée chez les autres candidats car des variations de certains acides aminés 

possèdent les mêmes propriétés. Par exemple, chez Zea mays nous avons VGAVLA 

ou chez Ananas comosus avec VGA VF A ou encore chez Phoenix dactylifera avec 

A VF A. Tous ces résultats nous suggèrent que nous avons bien une région qui serait 

principalement une superhélice avec une périodicité de 11/3. Dans la figure 3.10, on 

voit clairement ressortir la face hydrophobe de la superhélice. 
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Tableau 3.3 : Analyse des régions en superhélice de la protéine de NC2. Les régions prédites pour 
être en superhélice sont caractérisées par le programme HELIQUEST. Ce dernier base son analyse 
dans six classes de domaines ou régions (les segments transmembranaires, les feuillets ~' les 
hélices : ceux liant les lipides, ceux liant possiblement aux lipides, les spirales) (Gautier et al., 
2008). La prédiction du degré d'oligomérisation est effectuée avec le programme LOGICOIL, ce 
programme est basé sur les superhélices connues, et il est associé à la périodicité 7 /2 tout en tenant 
compte des anomalies tels que les «skips», les «stutters» et les «starnmers» (Vincent et al., 2012). 

Etat 

Candidats Périodicité 7 /2 Périodicité 11/3 Périodicité 10/3 d'oligomérisation 
Premier choix 

Deuxième choix 
'" 

Triticum Non Oui ·_n Tétramère 
aestivum (2AS) -· 
Aegilops Non Oui . Non Tétramère 
tauschii Dimère parallèle 
Secale cereale Tétramère 

Non Oui Non Dimère 
antiparallèle 

Oryza japonica Dimère 
Oui Oui ! Non antiparallèle 

Tétramère 
Leersia Perrieri Dimère 

Non Oui Non antiparallèle 
Tétramère 

Sorghum Tétramère 
bicolor Non Oui Non Dimère 

antiparallèle 
Zeamays Tétramère 

Oui Oui Non Dimère 
antiparallèle 

Serita italica Tétramère 
Non Oui Non Dimère 

antiparallèle 
Hordeum Non Oui Non Tétramère 
vulgare Dimère parallèle 
Musa acuminate Non Oui Non Dimère parallèle 

Tétramère 
Brachypodium Tétramère 
dis tachyon Oui Oui Non Dimère 

antiparallèle 
Dichanthelium Non Oui Non Tétramère 
oligosanthes Dimère parallèle 
Ananas comosus Tétramère 

Non Oui Non Dimère 
antiparallèle 

Phoenix Non Oui Non Tétramère 
dactylifera Dimère parallèle 



Région en superhélice : 
SMKKAAKQSLAMGKEA VEQT A VSAARAAEETI 
GRTTEKVRR Face Hydrophobe : MGAVLA 

Figure 3.10: Vue circulaire de la région en superhélice de NC2. La visualisation de la 
superhélice est faite avec le programme HELIQUEST suivant la périodicité 11/3. La 
coloration indique le type d' acides aminés, en bleu les acides aminés chargés 
positivement, en rouge les acides aminés chargés négativement, en gris et en jaune 
sont les acides aminés hydrophobes respectivement aliphatiques ou minuscules, en 
violet les acides aminés polaire non chargés et en rose la glutamine. 

3. 9 Analyse de caractéristiques in vitro 
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La protéine NC2 a un domaine transmembranaire, une hélice a amphiphile et une 

hélice a amphiphile ayant les propriétés d'une superhélice (Figure 3.9). Nous avons 

commencé par l'analyse de l' expression de la protéine normale prédite par NC2 du 

blé. Nous avons aussi créé différents mutants de cette dernière à savoir SA et 6A qui 

sont respectivement le gène NC2 avec délétion du domaine transmembranaire, et le 

gène NC2 avec délétion du domaine transmembranaire + la première hélice a 

amphiphile. Nous avons constaté que la protéine normale n'apparaissait pas sur le gel 

ce qui laisse penser que son induction n'a pas fonctionné. Cependant, on observe bien 

la présence de protéines correspondant aux deux mutants et ce après 2 heures 

d'induction. Les résultats confirment d'une part le bon fonctionnement de l' induction 

et de plus nous permettent d'approfondir la caractérisation de la protéine (Figure 

3.11-A) 
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Ainsi après avoir pu induire la synthèse des protéines mutantes, nous avons vérifié 

dans quelle fraction (soluble ou insoluble) elles se trouvent (Figure 3.11-B). Il en 

ressort que le mutant 5A apparait très clairement après 2h d'induction à 0,2% et il se 

retrouve aussi bien dans la fraction insoluble (culot) que soluble (surnageant). Lors de 

la purification par affinité sur résine Ni-NTA, la protéine de fusion NC2 dans la 

fraction soluble est retenue sur la résine, la bande n'apparait pas lors des fractions R 

et des trois premières fractions LA V (20 à 60 mM imidazole) et commence à éluer 

avec les deux prochains LA V (100 et 200 mM imidazole) et élue complètement dans 

les fractions EL (500 mM imidazole). Concernant le mutant 6A, il est présent dans la 

fraction soluble, par contre il est absent de la fraction insoluble (culot). La 

purification donne des résultats similaires au mutant 5A et permet d'obtenir une 

fraction purifié du mutant 6A. Bien qu'à ce niveau nous n'avons pas pu exprimer la 

protéine native, l'expression des mutants 5A et 6A nous indique que les protéines 

mutantes mesurent respectivement entre 16 et 11 kDa. 
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Figure 3.11 : Analyse de l'expression protéique. A: Visualisation de l' induction de NC2 et de ses 
mutants (5A et 6A). B : Purification de 5A. C : Purification de 6A. L'analyse sur gel d' acrylamide 
13% d'extraits protéiques totaux en (A), après une expérience d'induction avec arabinose 0%, 
0,02% et 0,2%, ceci en présence de 0, 1 % glucose et avec deux points d'échantillonnage (temps O et 
après 2h d ' induction) . Le Clone 4A code pour la protéine NC2 entière dans DESTI 7 en fusion avec 
un His-tag en N-terminal. Le clone 5A code pour une protéine fusion de NC2 avec d' une part une 
délétion d'un domaine hydrophobe et un His-tag en N-terminal. Le clone 6A code pour une protéine 
de fusion de NC2 avec d'une part une délétion d'un domaine hydrophobe + une première hélice 
amphiphile et un His-tag en N-terminal. Les fractions analysées soluble dans le surnageant (Sn), 
insoluble dans Je culot (Cu). Les fractions de l'élution, celles non retenues par la colonne (R), celles 
retenues par la colonne et éluées avec 200 µL de tampon d'é lution (EL), celles obtenues après 
élution par lavage (LA V) avec du tampon suivant différentes concentrations d' imidazole (entre 20 et 
250mM). Les différentes fractions de EL et de LA V sont numérotées de 1 à 5. (M) est le standard 
protéique de poids moléculaire en kilodalton de BIO-RAD (Prestained Protein Standards). 



CHAPITRE IV 

DISCUSSION 

4.1 Analyse sur l'EA induit par le froid 

4.1.1 Gènes induits lors de l'acclimatation au froid 

Nous savions que la tolérance au froid dépend de facteurs géographiques tels que le 

climat (Xin et Browse, 2000), et que les facteurs environnementaux et hormonaux 

induisaient l' épissage de nombreux gènes y compris celui des facteurs d' épissage 

(Reddy, 2007). Pour cette étude, nous avons analysé 19 gènes COR et 8 gènes SR 

contenant des introns. L'expression de ces gènes a été caractérisée dans plusieurs 

tissus pendant un traitement court au froid et chez le collet durant une longue période 

d'acclimatation. Ces expériences ont aussi été utilisées pour déterminer si ces gènes 

présentaient un épissage alternatif dépendant du froid. À l'exception de SRp30 qui a 

présenté une répression par le froid dans les différents tissus analysés, les 4 gènes SR 

testés par qPCR n'ont pas présenté de signe d'induction par le froid. Ceci peut 

s'expliquer par le fait qu'ils peuvent être régulés par d'autres facteur tels que les 

hormones ou être sous contrôle développemental (Reddy, 2007). Entre autres, l' ABA 

est reconnu comme signal secondaire et il contribue à l'établissement de 

l'acclimatation au froid (Peleg et Blumwald, 2011), il induit et régule des gènes 

comme ce fut le cas de certains gènes SR (exemple SR11SR34 et SR45) (Carvalho et 
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al., 2010; Palusa et al., 2007), nous avons émis l'hypothèse que ABA régulerait 

également SRp30. 

Sur les 19 gènes COR analysés, seulement 4 (NC2, NC4, LT65 et REMORINE) ont 

présenté une induction marquée par le froid et un NC3 présentait une répression, ce 

qui suggère une implication de ces gènes dans l'établissement de l'acclimatation au 

froid. Nous avons constaté que leur expression démontrait une préférence pour 

certains tissus. Les gènes NC3 et REMORINE sont majoritairement retrouvés dans les 

feuilles tandis que les gènes SR était majoritairement associé aux racines et au collet. 

Le fait que les SR soient majoritairement régulés dans les racines et le collet peut ne 

pas être anodin, sachant que ces tissus sont les plus affectés par le stress hydrique, ce 

qui laisse penser que les gènes SR auraient une action spéciale dans ces tissus afin de 

leur permettre de répondre efficacement aux problèmes hydriques causés par le froid. 

Le même raisonnement peut expliquer la régulation référentielle des gènes NC3 et 

REMORINE dans les feuilles. Concernant les Remorines, l'on sait qu'elles sont 

associées aux réponses aux stress en général. L'exposition au froid cause des 

problèmes photosynthétiques et nous pouvons supposer que la régulation de ces deux 

gènes à ce niveau permettrait à la plante de surmonter des anomalies de la 

photosynthèse. Certaines Remorines seraient impliquées dans la photoassimilation, 

comme le gène GSDI chez le riz (Gui et al., 2014), ou dans la régulation du 

développement de la plante exposée à un stress abiotique ( exemple le gène MiREM) 

(Checker et Khurana, 2013). Concernant NC3, nous n'avions aucune information sur 

son implication dans la plante. Sa forte répression induite par le froid dans les feuilles 

est très intéressante mais avant toute chose il serait intéressant de le caractériser chez 

la plante normale. Par contre NC2, NC4 et LT65 ne semblent pas présenter de 

spécificité tissulaire d'induction. Excepté l'induction par le froid de LT65, nous ne 

savons rien des fonctions de ces trois gènes chez les plantes. 
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4.1.2 Épissage alternatif induit par le froid 

Parmi les gènes analysés, nous avons appris que cinq SR et le gène HMG présentaient 

un EA. Les protéines SR représentent une famille de protéines contribuant au 

mécanisme de tolérance au stress abiotique chez les plantes. Ainsi une étude chez 

Arabidopsis révèle que l'expression des gènes SR est dépendante des stress abiotiques 

et des facteurs hormonaux et que ces gènes agissent sur la variabilité du transcriptome 

de la plante (Palusa et al., 2007). Cet étude nous apprends que RS3 J a 8 variants dont 

3 sont induits par le froid. De plus, les gènes SR sont exprimés dans tous les organes 

à des niveaux différents cependant leur profil d'épissage est dépendant du tissu et du 

stade du développement. Ce résultat fut confirmé dans notre étude en ce qui concerne 

RS31, SCL33, SRp30, SC35, SR34A et SR34B qui ont présenté différents variants 

entre les conditions EF et NA (Figure 3.4). Par contre dans notre étude (chez le blé), 

RS3 J présente 5 variants identiques entre les conditions EF et NA que ce soit entre 

les différents tissus d'une variété (Norstar) ou que ce soit entre deux variétés (Norstar 

et Manitou). Nous avons aussi constaté qu'au sein d'un même tissu le profil des 

transcrits des gènes SR n'était pas pareil, exemple le gène SR34A qui présente dans la 

racine en condition EF deux bandes qui sont absente en condition NA, ce qui suppose 

l'induction de ces isoformes par le froid. Ceci peut être justifié par l'hypothèse que 

l'expression des gènes SR est temporellement et spatialement régulé (Palusa et al., 

2007). 

Pour plusieurs transcrits exprimés dans différents tissus des plantes de blé étudiées, 

les isoformes constants entre les conditions (dans le cas des gènes des protéines SR) 

sont ceux présents en condition NA, bien qu'ils soient réduits dans la condition 

d'acclimatation au froid. Cette observation fut confirmée lors de l'analyse de 

l'expression du gène de SRp30 entre la condition EF et NA, où !'isoforme constant 

est majoritaire dans la condition EF. Ceci a soulevé des interrogations quant au 

mécanisme de régulation de l'EA des gènes induits par le froid. Nous savions déjà 
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que bien qu'étant des facteurs d'épissage, les gènes SR telle que SRp30 subissent 

l'EA pendant un stress abiotique (Figure 3.5). Concernant le gène RSZ38 que nous 

avons pu détecter par qRT-PCR, l'expérience de l'EA n'a donné aucun résultat. Ce 

résultat suppose que soit les paramètres utilisés pour cette expérience ne permettaient 

pas son analyse. 

Ainsi après avoir identifié les gènes qui présentaient un épissage alternatif, nous 

avons décidé de les caractériser. Nous avons commencé par une analyse bio-

informatique de SRp30 comme modèle. Nous avons essayé de comprendre les 

mécanismes mis en jeu pour obtenir ces isoformes ainsi que l'impact de ces derniers. 

De nombreuses études furent menées sur l'EA (Ghanem, 2009; Reddy et al., 2013). 

Sur la base des informations obtenues lors de l'analyse bio-informatique, nous avons 

pu classer les événements de l'EA par rapport à leur effet prédit sur la traduction de 

l' ARNm. Ainsi l'isoforme CAIO fut identifié comme le transcrit codant pour la 

protéine SRp30 normale, car ce dernier isoforme est unique durant la condition NA et 

majoritaire durant la condition EF. Par prédiction traductionnelle, on obtient une 

séquence protéique contenant les deux domaines RRM et une région riche en sérine et 

arginine, ce qui confirme l'appartenance de SRp30 à la sous-famille SR. Ainsi l'étude 

des évènements d'épissage fut effectuée sur les trois autres isoformes. L'isoforme 

CAl 6 est la plus abondante des isoformes induite par le froid. Cet isoforme est lié à 

l'inclusion d'un nouvel exon. Ceci est assez surprenant car ce résultat soulève la 

possibilité que la vitesse de la transcription au froid aurait un impact sur le choix du 

site d'épissage. À ce sujet, des études nous ont permis d'émettre deux hypothèses. La 

première hypothèse à vérifier expérimentalement serait de voir, s'il y a un lien entre 

la vitesse d'élongation durant la transcription et l'inclusion de l'exon faible 

(généralement épissé) sans affecter l'ordre d'élimination de l'intron, ce qui suggère 

que l'élongation lente favorise l'inclusion d'exon pendant l'assemblage du 

splicéosome (Luco et al., 2011 ), et cet effet se résume par le fait que la vitesse de 

synthèse de l'ARN affecte sa structure secondaire, qui à son tour affecte l'épissage. 
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Expérimentalement, dans le cas de la tropomyosine, il a été démontré qu'une 

séquence MAZ (Myc-associated zinc finger protein) insérée dans le gène de la 

tropomyosine conduit à une pause de l'ARN Pol II et favorise une inclusion plus 

élevée de l'exon 3 de la tropomyosine qui est normalement épissé (Roberts et al., 

1998). Il y a également l'impact de la nature du promoteur qui affecte l'EA par son 

action sur l'élongation (Cramer et al., 1997). L'autre hypothèse est basée sur un 

mécanisme similaire par action d'éléments régulateurs d'épissage. Ces derniers 

agiraient sur le choix entre l'établissement d'un saut exonique ou d'une inclusion 

d'exon, car il a été établi que ce phénomène pouvait survenir sur un exon qui était 

normalement constitutivement épissé (Lev-Maor et al., 2007). Tout ceci pris 

ensemble nous permet d'envisager expérimenter l'impact de différents éléments liés à 

la transcription sur l'EA des gènes SR et si cela serait en lien avec l'induction par le 

froid. 

Les deux autres isoformes sont équiprobables (1/19). Concernant l'isoforme CA02, il 

présente le phénomène de saut d'exon ou cassette exonique. Nous avions appris que 

ce type d'EA est rare chez les plantes et majoritaire dans le règne animal (Reddy, 

2007). Cependant, certains cas ont été identifiés, exemple chez la patate où il s'est 

avéré que le stress au froid induirait un saut exonique de deux gènes codants pour des 

invertases (Bournay et al., 1996). Cette hypothèse permet de supposer que même chez 

le blé, le saut exonique est induit par le froid. Il serait important d'étudier l'impact de 

la protéine nouvellement formée dans la tolérance au froid puisque cette isoforme 

perdra son deuxième domaine RRM. Par rapport à l'isoforme CA12, on a observé 

deux évènements sur la même séquence. Tout d'abord, nous avons vu une inclusion 

d'exon à la même position que !'isoforme CA16, pouvant être justifié par les mêmes 

hypothèses que pour l'isoforme CA16, et on a observé une rétention d'intron. Dans 

ce cas, l'issue est simple, il y a un fort risque de changement du cadre de lecture 

durant la traduction affectant la nature et la fonction de la nouvelle protéine. 
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Notre analyse bio-informatique a permis d'envisager l'impact sur la synthèse 

protéique. En se basant sur le fait que l 'EA contribue non seulement à la diversité du 

protéome mais également à travers les événements lié à l'épissage peut introduire des 

codons de terminaison prématurée qui provoquent une NMD (Reddy, 2007). Ceci à 

son tour est connu pour jouer un rôle dans l'expression des gènes en régulant les taux 

de transcrits en dégradant les transcrits non-conformes. Par rapport à l'isoforme 

CAIO, rien ne porte à croire que ce transcrit poserait problème. Cependant, 

concernant les isoformes 02 et 16 pour lesquels la prédiction a donné respectivement 

une perte dans RRM2 et une réduction du domaine riche en sérine/arginine, ces 

résultats laissent planer un doute sur l'aspect fonctionnel de ces protéines tronquées 

comparativement à la protéine normale. Concernant le RRM2 tronqué, nous n'avons 

pas trouvé d'études sur cet évènement chez les protéines SR. Par contre, nous avons 

appris que chez les protéines hnRNP matures, un RRM2 tronqué causerait la perte de 

leur capacité à fixer l' ARN (Chenet al., 2008). Le domaine riche en Sérine/arginine a 

un rôle dans les liaisons entre les protéines SR et les composés protéiques du 

splicéosome. Sur cette base, il serait intéressant d'analyser la fonction de !'isoforme 

CA16 car cela permettrait d'acquérir des plus amples informations sur ces protéines 

SR dans le règne végétal en général et chez le blé en particulier. Finalement, le cas de 

l'isoforme CA12 est clair, sa prédiction nous donne une protéine tronquée, ce qui 

suggère qu'il y a de fortes chances que ce dernier soit dégradé par la voie NMD. 

Ainsi, nous avons pu montrer que l 'EA fait partie des phénomènes induits par le 

froid, et qu'il permet la régulation de certaines protéines SR. Il serait intéressant 

maintenant de savoir quel serait l'impact physiologique des différents produits de 

l'EA sur l'acclimatation au froid chez le blé. De plus, le fait de ne pas avoir poursuivi 

l'analyse de HMG pour le moment nous permet également d'envisager une étude plus 

poussée sur l'impact que son EA induit par le froid aurait sur la plante. Sachant que 

les protéines HMG sont des protéines liant l' ADN et jouant un important rôle dans la 

régulation des gènes et l'architecture del' ADN (Stros et al., 2007). 
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4.2 Analyse de NC2 

Dans cette étude, nous rapportons ici la caractérisation d'un gène COR codant 

potentiellement pour une protéine transmembranaire. Nous savions déjà depuis le 

début de cette étude que le gène NC2 est un gène COR dont on ne connaissait pas la 

fonction et de ce fait sa contribution dans la tolérance au froid chez le blé. Sachant 

que nous n'étions pas les premiers à avoir mesuré l'expression de ce gène, c'est ainsi 

que par l'analyse bio-informatique les premières ébauches de l'expression de ce gène 

ont été établies. L'expression de NC2 serait spécifique à certains tissus ainsi que son 

induction, c'est le cas des tissus liés à l'inflorescence où son expression est réprimée 

par des stress abiotiques, alors que le caryopse présente une surexpression induite par 

ces stress. Par contre, le fait que chez les semis l'expression de NC2 ne semble pas 

être affectée à la suite d'une exposition à un stimuli, nous laisse penser que son 

expression dépend également du niveau de développement de la plante, ceci est 

intéressant quand on sait que des études ont montré que l'acclimatation au froid 

agissait même chez les semis de blé (Triticum aestivum), par exemple en altérant les 

enzymes antioxydants (Scebba, et al., 1998), d'où la possibilité que ce gène n'agisse 

pas à ce niveau dans l'établissement de la tolérance au froid mais pour le moment rien 

ne peut venir le confirmer ou infirmer. Par contre, ces premiers constats vont dans le 

sens que les effets induits par les faibles températures sont modulés par le stade 

physiologique de la plante, tels que chez les jeunes plantes, la germination et les 

influences hormonales qui en résultent. Ainsi l'expression de NC2 serait induite par 

des facteurs de développement et de réponse à certains stress. Cette dernière 

hypothèse fut confirmée par différentes études présentées dans la section résultat, 

nous avons une surexpression de NC2 lors de stress par le froid et salin tandis que 

pour les autres stress, l'induction était minime. Ceci renvoi aux différentes stratégies 

de tolérance aux stress chez les plantes (Raphaël, 2008), parmi lesquelles on trouve 

l'induction des protéines HSPs (important dans la tolérance aux stress abiotiques liés 

à la déshydratation, elles favorisent du repliement, de l'assemblement, de la 
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translocation et de la dégradation des protéines) (Wang et al., 2004), ou 

l'augmentation de la production d'espèces actives de l'oxygène. De plus certaines 

COR présentent des similitudes structurales avec les protéines HSP (Neven et al., 

1994). Donc l'expression de NC2 serait une réponse spécifique au froid et au stress 

oxydatif ( que ce soit hormonal ou salin), plutôt qu'un effet non spécifique contrôlé 

par un mécanisme commun à la réponse aux stress abiotiques. 

Pour obtenir des indices sur les propriétés de la protéine NC2 qui pourraient être 

impliquée dans l'acclimatation au froid, nous avons procédé à sa caractérisation bio-

informatique en utilisant différents programmes et différentes séquences similaires à 

NC2 chez différentes espèces de plantes sélectionnées. Les différentes séquences 

protéiques s'accordent sur différents points ou propriétés liés à leur composition en 

acides aminés. Ainsi les prédictions in silico ont indiqué que NC2 coderait pour une 

protéine transmembranaire, possédant dans sa région intracellulaire une hélice a 

amphiphile et une superhélice. En plus d'avoir un domaine transmembranaire, nous 

pensons que la protéine NC2 est principalement localisée sur la membrane cellulaire. 

Les prédictions informatiques suggèrent que NC2 a une région extracellulaire du côté 

N-terminal. Connaissant les rôles des hélices a dans les interactions avec des 

macromolécules autres que protéiques par exemple chez les lipoprotéines où ces 

dernières interviennent dans des liaisons avec les lipides (Segrest et al., 1994), et les 

superhélices dans des interactions protéiques (Parry et al., 2008). Ces propriétés 

suggèrent que NC2 peut intervenir dans des interactions protéines-protéines. 

Malheureusement, les deux premières régions amphipathiques (PVELAIG et 

WLDALRA W AKLACLK) ne furent pas reconnues comme propre à un domaine 

répertorié, par contre il était très intéressant de constater que le domaine amphiphile 

C-terminal a été identifié comme étant un domaine en superhélice. L'analyse des sites 

d'acétylglucosaminylation suggère la localisation membranaire, car il a été reconnu 

que l'acétylglucosaminylation bien qu'étant un phénomène cellulaire intervenant 

dans la régulation des voies de signalisation, elle se retrouve chez des protéines 
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régulatrices de la membrane plasmique (Hanover, 2001). Ainsi, les différentes 

positions de ses sites Sérine/thréonine propre à l'acétylglucosaminylation aussi bien 

dans la région intracellulaire que extracellulaire semblent suivre l'idée de la 

localisation membranaire. Cette modification post-traductionnelle est de plus associée 

à différentes voies de signalisation telle que hormonale, et à la réponse aux stress 

osmotique et oxydatif (Zachara et al., 2004). Cette étude bien que ce soit chez les 

mammifères a démontré que ce phénomène est fortement induit par des stress et 

favoriserait la survie cellulaire. De même, il a été démontré chez le blé d'hiver que 

l'acétylglucosaminylation serait induite par une longue exposition au froid (Xing, et 

al,, 2009), et qu'il favoriserait les échanges au travers du plasmodesme (Taoka, et al., 

2007). Donc les sites identifiés par notre étude se trouvent aussi bien du côté 

intracellulaire qu'extracellulaire, ceci nous permet de supposer une interaction 

protéine-protéine. 

Nous avons identifié un domaine en superhélice chez NC2. Les motifs structuraux en 

superhélice sont impliqués dans la multimérisation de sous-unités d1un grand nombre 

de protéines soutenant un large éventail de fonctions biologiques (Lupas et Gruber, 

2005). Ceci en théorie pourrait impliquer une interaction au niveau du domaine 

directement, ou via des protéines accessoires intracellulaires. À partir de l'alignement 

des protéines présentant une forte homologie avec notre protéine d'intérêt, nous 

avons constaté que dans l'ensemble la région contenant la superhélice est assez bien 

conservée. L'analyse du degré d'oligomérisation semble indiquer une forte tendance 

pour que la région en superhélice soit un tétramère. De ce fait, nous avons appris que 

des irrégularités surviennent chez les superhélices en heptade, il s'agit des insertions 

d'un ou plusieurs résidus dans le motif heptade et que seules quelques superhélices 

sont entièrement sans discontinuité (Lupas et Gruber, 2005). Ceci aboutit à des 

superhélices avec d'autres périodicités tels que les hendécades comme le 

Tétrabrachion, décades comme les Myosines HC, etc (Gruber et Lupas, 2003). Donc 

l'analyse de nos protéines indiquait clairement que notre domaine serait de périodicité 
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11/3. Ce fait n'invalidait pas les résultats obtenus pour le degré d'oligomérisation. Au 

contraire, ils sont liés. Il faut savoir que toutes les actuelles périodicités ont été 

établies ou confirmées sur la base de l 'heptade, car certains chercheurs avaient 

constaté de nombreux cas de discontinuité chez certaines superhélices en utilisant le 

modèle en heptade (Cohen et Parry, 1990). Ces discontinuités étaient le «skip» 

(insertion d'un résidu ce qui diminue le degré de surenroulement sans affecter la 

conformation), le «stutter» (insertion de quatre résidus ce qui diminue le degré de 

surenroulement) et le «stammer» (insertion de trois résidus ce qui augmente le degré 

de surenroulement). Ainsi, il est apparu d'autres possibilités de périodicités. C'est le 

cas du 11/3 qui serait un heptade plus un «stutter». Ceci est très intéressant, 

cependant en pratique qu'en est-il? Il nous fallait maintenant confirmer la périodicité 

de notre protéine d'intérêt ainsi que son état d'oligomérisation. Pour cela, nous 

envisageons une caractérisation moléculaire avec des approches telles que le «cross-

linking» (Sinz, 2006), l'analyse du contenu hélice a par dichroïsme circulaire (Eschli 

et al., 2006). 

La caractérisation in vitro nous apporte aussi son lot d'information. Les études 

préliminaires effectuées par des stagiaires dans le laboratoire montrent que des 

fusions de NC2 avec GFP sont localisées à la membrane plasmique. L'un des points 

positifs fut l'expression des mutants confirmant déjà que les protéines sans le 

domaine transmembranaire sont solubles. Ceci a été démontré avec les mutants SA et 

6A qui respectivement possèdent une hélice a amphiphilique + superhélice ou 

seulement la superhélice. Cependant notre protéine (surtout le mutant 5A) reste assez 

hydrophobe tel que révélé par la présence de ce mutant dans la fraction insoluble. 

Nous envisageons également ultérieurement de trouver une solution pour l'expression 

de la protéine native, et d'effectuer une analyse par co-immunoprécipitation de la 

région contenant la superhélice afin d'avoir une idée précise sur la fonction de notre 

protéine par rapport à des protéines liées au froid tel que les calmodulines par 

exemple, ou des protéines cytosoliques ou extracellulaires. 



CONCLUSION GENERALE 

Le travail mené dans le cadre de ma maitrise avait pour principal objectif d'analyser 

certains paramètres liés à l'acclimatation au froid d'un blé d'hiver (Norstar) afin de 

mieux comprendre les éléments contribuant à l'établissement de ce phénomène. Par 

conséquent, ce travail contribue à l'édification des connaissances de ce phénomène 

chez le blé. Notre travail a eu deux axes, l'épissage alternatif induit par le froid et la 

caractérisation partielle d'un gène COR de fonction inconnue. Nous avons utilisé une 

approche bio-informatique afin de collecter les informations qui nous serviraient de 

guide sur les approches (techniques) à utiliser en laboratoire. 

La première partie de notre travail basée sur l'analyse de gènes COR et de la famille 

SR a permis d'identifier certains gènes induits fortement par le froid REMORIN, 

LT65, NC2, NC4, tandis que NC3 a présenté une répression de son expression. Dans 

le même sens, les gènes présentant cette induction par le froid n'avaient pas en 

commun une localisation d'expression tissulaire préférentielle. Par contre un fait 

intéressant fut le gène HMG, il est le seul gène COR étudié présentant des signes 

d'EA. Ceci présente une bonne opportunité d'édification de la compréhension de 

l'établissement de l'acclimatation au froid chez le blé d'hiver via des analyses 

ultérieures, par exemple en associant les variants avec des effets phénotypiques ceci 

afin de mettre en mise évidence des liaisons entre les mécanismes associés à HMG et 

ceux liés à l'établissement de l'acclimatation au froid. Concernant les gènes de la 

famille des SR, nous avons pu identifier plusieurs qui démontraient un EA induit par 

le froid. À l'aide d'un candidat, le gène SRp30, nous avons pu recenser les 

évènements liés à l'EA survenus et prédire les conséquences possibles. Tout comme 

dans le cas de HMG, SRp30 servira éventuellement de base pour des analyses 
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ultérieures que ce soit phénotypique ou génomique. Il serait intéressant de v01r 

comment les transcrits de SRp30 obtenus par EA affecteront la plante au regard de 

l'établissement de l'acclimatation au froid. Mais avant tout il faudra d'abord vérifier 

si ces deux gènes (HMG et SRp30) ont un impact sur la plante. Une analyse 

comparative de la surexpression des gènes HMG et SRp30 chez des plantes 

transgéniques tolérantes et sensibles au froid, nous permettra d'évaluer leur impact 

sur les plantes suite à une exposition au froid. Par la suite, connaissant la fonction de 

SRp30 (facteur d'épissage) et de HMG (intervention dans l'organisation del' ADN et 

la régulation del' ADN), une analyse différentielle de l'expression des gènes suite à la 

surexpression de leurs différents variants permettra d'analyser l'impact fonctionnel de 

chaque variant sur l'établissement de l'acclimatation au froid. 

La deuxième partie de mon travail de maitrise a porté sur la caractérisation du gène 

NC2, ce dernier (gène COR) fut révélé dans ma première partie comme induit 

fortement par le froid et n'étant pas caractérisé. Ces deux points nous ont beaucoup 

intéressés. Cependant ne possédant aucune information sur la pertinence de NC2 pour 

le blé, nous avons d'abord cherché le plus d'informations sur ce dernier via une 

approche bio-informatique. L'analyse in silico effectuée nous a permis d'identifier un 

domaine transmembranaire, des régions hydrophobes en hélice a et en superhélice qui 

furent bien conservées au travers différentes plantes de la classe des Liliopsida. 

Aussi, nous avons pu produire différents mutants (5A et 6A) de la protéine NC2 où 

nous avons supprimé soit juste le domaine transmembranaire, soit le domaine 

transmembranaire et la première hélice amphiphile. Tout ceci n'est qu'un début car 

l'ensemble des données bio-informatiques collectées sur NC2, nous permet 

d'envisager différentes perspectives. D'abord, la vérification de sa localisation 

cellulaire au niveau de la membrane plasmique peut se faire par une analyse par SDS-

P AGE et Western blot, après fractionnement d'extraits de plantes transgéniques 

exprimant, une protéine de fusion à étiquette FLAG (Takahashi et al., 2009). Par la 

suite, nous pourrions analyser son domaine en superhélice et ses sites 
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d'acétylglucosaminylation. Ces analyses futures nous permettront d'établir entre 

autres les différentes interactions dans lesquelles cette protéine interviendrait. 

Quand l'on tient compte de toutes ces informations et hypothèses, nous constatons 

que bien que l'acclimatation au froid soit un phénomène connu, il y a encore 

beaucoup de travail à faire. Surtout dans le cas du blé d'hiver où l'une des 

problématiques serait d'améliorer la tolérance au froid de cette variété qui aurait 

beaucoup d'avantages surtout sur le plan économique. 
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