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1. Généralités 

Malgré l’efficacité des défenses induites en réponse à un stress biotique, la maladie est parfois 

observée chez les plantes et peut causer des pertes considérables en termes de rendement, 

étant à l’origine de problèmes aussi bien économiques qu’humanitaires. La compréhension 

des mécanismes concourant à la mise en place des réponses de défenses des plantes constitue 

ainsi un enjeu majeur, en termes de recherche fondamentale comme de recherche appliquée. 

En particulier, le domaine de la phyto-protection est en attente forte de méthodes alternatives 

à la lutte chimique basée sur l’utilisation massive de produits phytosanitaires qui n’est pas 

sans conséquences sur l’environnement et la santé. Ces méthodes alternatives incluent 

notamment la stimulation des défenses naturelles de la plante par des éliciteurs ou des 

potentialisateurs (renommés SDN pour stimulateurs des défenses naturelles des plantes). Si de 

telles approches ont été montrées efficaces en laboratoire, le mode d’action des SDN ainsi que 

leur efficacité en parcelle cultivée sont actuellement à l’étude. De plus, à l’image des 

stratégies mises en œuvre dans le cadre de la lutte contre les pathologies humaines, 

l’identification de protéines jouant un rôle clé dans les voies de défense chez les plantes laisse 

entrevoir la possibilité de développer des méthodes de phyto-protection reposant sur la 

modulation de ces éléments moléculaires. 

2. Contexte bibliographique 

2.1. Les réactions de défense des plantes 

Les plantes sont au cours de leur vie constamment confrontées aux variations de leur 

environnement ou à des agressions causées par d’autres organismes vivants. Au cours de 

l’évolution, les plantes ont mis en place des stratégies de défense efficaces et adaptées pour 

mieux résister à ces stress abiotiques et biotiques. En effet, la plante dispose de barrières 

physico-chimiques constitutives mais peut également mettre en place des mécanismes 

cellulaires spécifiques.  



P
R

R

Pathogènes
- Bactérie 
- Champignon
- Oomycète
- Virus

Signalisation cellulaire

- Flux d’ions
- Ca2+

- NO, FAO

PAMP Effecteur

Résistance 
basale (PTI)

Résistance 
spécifique 

(ETI)

Figure 1 : Réprésentation schématique des mécanismes de défenses des plantes.L’attaque
du pathogène est perçue par la plantevia des PAMP (pathogen-associated molecular pattern)
ou des effecteurs. La PTI (PAMP-triggered immunity) est induite par la reconnaissance des
PAMP. La reconnaissance des effecteurs injectés dans la cellule, directe ou indirecte, par les
protéines de résistance R conduit à l’ETI (effector-triggered immunity). Les effecteurs
concourent à l’inactivation de la PTI. L’activation des défenses implique des processus de
signalisation cellulaire tels que des flux d’ions, des influx de Ca2+, une production de NO et de
FAO, des événements de modifications post-traductionnelles (MPT), et desphytohormones en
particulier le SA (acide salicylique), le JA (acide jasmonique) et l’ET(éthylène).

- NO, FAO
- MPT
- Hormones (SA, JA, ET)

Réponse de défense

- Renforcement des parois
- Synthèse de composés microbiens
- Synthèse de protéines PR
- Réponse hypersensible
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Plus précisément, une première ligne de défense contre les agressions de pathogènes est 

formée par les barrières physico-chimiques naturelles de la plante, en particulier la cuticule et 

la paroi végétale, mais également par la synthèse constitutive de composés antimicrobiens tels 

que les phytoanticipines (Van Etten et al., 1994). La cuticule, composée de cutine et de cires 

cuticulaires, recouvre l’ensemble des parties aériennes de la plante alors que la paroi pecto-

cellulosique, composée principalement de fibres de cellulose et d’hémicellulose ainsi que de 

pectine, entoure chaque cellule végétale. Ces défenses préexistantes, à l’origine de la 

résistance passive, sont généralement suffisantes pour protéger la plante contre des attaques 

de micro-organismes. Cependant, certains d’entre eux parviennent parfois à contourner ces 

barrières pour infecter la plante via des ouvertures naturelles telles que les stomates ou par des 

blessures dans la couche cuticulaire, mais également par la sécrétion d’enzymes hydrolytiques 

contribuant à la dégradation de la cuticule et / ou de la paroi végétale (Soliday et al., 1984 ; 

Vorwerk et al., 2004). La perception et la reconnaissance d’un micro-organisme 

potentiellement pathogène peuvent activer d’autres systèmes de défense conduisant à une 

résistance active de la plante. Ces mécanismes visent à limiter la propagation de l’agresseur et 

à se prémunir contre l’attaque ultérieure d’autres micro-organismes. Dans ce cas, l’interaction 

est dite incompatible et la plante est résistante. Toutefois, il peut arriver que ces mécanismes 

de défense ne soient pas suffisants car activés trop tardivement ou bloqués par le pathogène ; 

dans ce cas la maladie est alors observée. Ce processus est qualifié d’interaction compatible et 

la plante est dite sensible. 

2.1.1. La perception de l’agent pathogène 

En réponse aux agents pathogènes, la plante dispose de deux types de résistance active : la 

résistance basale et la résistance spécifique (Iriti & Faoro, 2007 ; Dodds & Rathjen, 2010 ; 

Figure 1). Ces deux types de défense définissent l’immunité innée chez les plantes (Jones & 

Dangl, 2006 ; Chisholm et al., 2006). 

 



Motif Origine Plantes réceptives

Facteur d'élongation (EF-Tu) elf18 bactéries gram-négatives
A. thaliana, autres 
Brassicacées

Transglutaminase Pep13
oomycètes (espèces de 
Phytophthora)

Persil, Pomme de terre, 
Vigne, Tabac

Xylanase Pentapeptide TKLGE
champignons (espèces de 
Trichoderma)

Tabac, Tomate

bactéries gram-négatives
bactéries gram-positives

Cellulose-binding elicitor 
lectin (CBEL)

Domaine conservé liant la 
cellulose

oomycètes (espèces de 
Phytophthora)

Tabac, A. thaliana

Protéines de transfert 
lipidiques (Elicitines)

Inconnu
oomycètes (espèces de 
Phytophthora et de Pythium)

Tabac, Navet, Raphanus 
sativus

Harpine (HrpZ) Inconnu
bactéries gram-négatives 
(Pseudomonas, Erwinia)

Concombre, Tabac, 
Tomate, A. thaliana

Protéines inductrices de 
nécroses (NLP)

Inconnu

bactéries (espèces de Bacillus), 
champignons (espèces de 
Fusarium), oomycètes (espèces 
de Phytophthora et de Pythium)

Plantes dicotylédones

Sidérophores Inconnu pseudomonas fluorescens Tabac

Peptidoglycanes bactéries gram-négatives Tabac, A. thaliana

Chitine Chitine oligosaccharidiques 
(degré de polymérisation >3)

ensemble des champignons
Tomate, A. thaliana, Riz, 
Blé, Orge

RNP-1 Solanacées

Flagelline flg22 bactéries gram-négatives Tomate, A. thaliana

PAMP

Protéiques

Glucidiques

Protéine Cold shock 

Tableau 1 : PAMP (pathogen-associated molecular pattern) et DAMP (damage-associated molecular
pattern) reconnus par différentes espèces végétales. D’après Postel & Kemmerling (2009).

Tetraglucosyl glucitol champignons (Pyricularia oryzae)

Hepta-β-glucosides
oomycètes (espèces de 
Phytophthora)

Oligo-β-glucosides Algues brunes
Fucan sulfatés Fucane oligosaccharidiquesAlgues brunes Tabac

Lipopolysaccharide
Lipide A 
lipooligosaccharidiques

bactéries gram-négatives 
(Xanthomonas, Pseudomonas)

Tabac, Poivron

Rhamnolipides Mono-/Dirhamnolipides espèces de Pseudomonas Vigne
Ergostérol ensemble des champignons Tomate

Cérébrosides A,C Base sphingoïdique
champignons (espèces de 
Magnaporthe)

Riz

Motif Origine Plantes réceptives

Oligomères cellulose de la paroi végétale Vigne

Tabac, A. thaliana

cuticule de la plante
Concombre, Tomate, 
Pomme

Oligouronides

Cellodextrines

           Monomères de cutine Dodécane-1-ol

Oligomères pectines de la paroi végétale

Tabac, Riz, Fabacéesβ -Glucanes

DAMP

Glucidiques

Lipidiques
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2.1.1.1. La résistance basale ou PTI (PAMP-triggered immunity) 

La résistance basale ou PTI (PAMP-triggered immunity), non spécifique, est déclenchée lors 

de l’interaction entre un grand nombre de plantes et de micro-organismes suite à la perception 

de molécules appelées communément éliciteurs de réaction de défense. Les éliciteurs, 

signatures moléculaires conservées d’agresseurs, sont regroupés selon leur origine sous les 

termes de PAMP (pathogen-associated molecular patterns ; Tableau 1) ou MAMP (microbe-

associated molecular patterns) qui sont reconnus par des récepteurs à la surface des cellules 

végétales appelés PRR (pathogen-recognition receptors ; Zipfel, 2008). Les éliciteurs sont de 

nature chimique variée : protéique, lipidique ou encore oligosaccharidique (Nürnberger et al., 

2004 ; Boller & Felix, 2009). 

La PTI peut être conférée par des éliciteurs de nature protéique comprenant des protéines 

natives mais également des motifs peptidiques conservés. Parmi eux, Flg22, un peptide de 22 

acides aminés correspondant à la partie N-terminale de la flagelline bactérienne, est l’un des 

MAMP les plus étudiés (Felix et al., 1999). De même, deux autres peptides bactériens, elf18 

et elf26 correspondant à l’extrémité N-terminale acétylée du facteur d’élongation EF-Tu 

d’Escherichia coli, sont capables d’induire une résistance chez Arabidopsis thaliana et 

d’autres Brassicacées (Kunze et al., 2004). Le motif peptidique RNP-1 de protéines « cold-

shock », issues de bactéries gram-positives et négatives, provoque quant à lui une résistance 

chez les Solanacées (Felix & Boller, 2003). Des éliciteurs peptidiques provenant d’autres 

micro-organismes pathogènes ont également été mis en évidence, tel que Pep13, un peptide 

issu d’une transglutaminase conservée chez une dizaine d’espèces de Phytophthora qui 

possède des propriétés élicitrices chez le persil et la pomme de terre (Brunner et al., 2002). 

Les élicitines, sécrétées par la plupart des espèces de Phytophthora, sont des protéines qui 

sont capables de fixer les stérols et de provoquer la mise en place de nécroses de type réponse 

hypersensible (RH) mais également une résistance systémique acquise (RSA) chez le tabac 

contre des agents pathogènes fongiques et bactériens (Ricci et al., 1989 ; Yu, 1995 ; Kamoun 

et al., 1993 ; voir § 2.1.3 de cette section). Enfin lors d’attaques par des agents pathogènes, les 

plantes peuvent également sécréter des peptides endogènes capables d’induire des réactions 

de défense comme la systémine, identifiée chez la tomate, ou encore AtPep1 chez A. thaliana 

(Lotze et al., 2007 ; Boller, 2005 ; Huffaker et al., 2006). 



Figure 2 : Récepteursde type PRR (patternrecognitionreceptor) chezlesplantes.Figure 2 : Récepteursde type PRR (patternrecognitionreceptor) chezlesplantes.
La flagelline bactérienne (flg22) et le facteur d’élongation EF-Tu(elf18) chezA. thalianasont reconnus
respectivement par FLS2 et EFR, des récepteurs de type LRR-RK (leucine-rich repeat receptor-like kinase).
Chez le riz, le site de haute affinité liant la chitine correspond à CEBIP (chitin-binding protein). Chez la
tomate, la xylanase est reconnue par LeEIX1/2 (ethylene-inducing xylanase), un récepteur de type RLP
(receptor-like protein), où seul LeEIX2 est capable d’induire la transduction du signal. Chez le soja,
l’heptaglucane secrété par l’oomycètePhytophthora sojaeest fixé par GBP (glucan-binding protein). Les
peptides endogènes Pep chezA. thalianasont reconnus par le récepteur de type LRR-RK PEPR1 (pep1
receptor). Les protéines BAK1 (brassinosteroid receptor1-associated kinase 1) et CERK1 seraient
impliquées dans la signalisation de la plupart des modèles.D’après Zipfel (2009).
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La capacité des éliciteurs de nature lipidique, tels que l’acide arachidonique présent chez les 

oomycètes ou l’ergostérol et les sphingolipides de certains champignons, à induire la PTI a 

notamment été rapportée chez la pomme de terre, le tabac, le riz, la vigne et la tomate (Boller, 

1995 ; Granado et al., 1995 ; Koga et al., 1998 ; Lochman & Mikes, 2006 ; Laquitaine et al., 

2006). 

Enfin, parmi les éliciteurs de nature glucidique, ont été caractérisés les peptidoglycanes de la 

paroi bactérienne ou encore des peptides N-glycosylés de levure (Erbs et al., 2008 ; Boller, 

1995).  

Bien que majoritairement sécrétée par les micro-organismes, une nouvelle classe d’éliciteurs 

appelée DAMP (damage-associated molecular pattern) regroupe des produits issus de la 

dégradation de la paroi du pathogène ou de la plante sous l’action respective d’enzymes 

hydrolytiques produites par la plante ou le micro-organisme (Lotze et al., 2007 ; De Lorenzo 

et al., 2011). Des monomères de cutine, libérés sous l’action de cutinases sécrétées par un 

certain nombre de microbes qui dégradent la cuticule, sont capables d’induire des réactions de 

défense de la plante (Chassot & Métraux, 2005). Les oligogalacturonides (OG), polymères 

d’acide α-1,4-galacturonique issus de la dégradation de la paroi des cellules végétales, sont 

parmi les DAMP les plus étudiés (Hahn et al., 1981 ; Boller & Felix, 2009). Il a notamment 

été montré que les OG conféreraient une résistance contre l’infection par le champignon 

nécrotrophe Botrytis cinerea chez la vigne et A. thaliana (Ferrari et al., 2007 ; Aziz et al., 

2004). 

La PTI est initiée par la reconnaissance des PAMP par des récepteurs PRR (Nürnberger & 

Brunner, 2002 ; Zipfel, 2008 ; Figure 2). Ces récepteurs sont majoritairement regroupés dans 

la classe des LRR-RK (leucine-rich repeat receptor kinase) qui présentent des similarités de 

structure avec les récepteurs Toll-like chez les animaux (Zipfel, 2008 ; Hayashi et al., 2001). 

Plusieurs PRR ont été caractérisés tels que FLS2 (flagellin sensing 2), EFR (elongation 

factor-Tu receptor) ou encore PEPR1 (Pep1 receptor 1) qui reconnaissent respectivement la 

flagelline/Flg22, EF-Tu/elf18 et le peptide AtPep1 chez A. thaliana (Gomez-Gomez & Boller, 

2000 ; Zipfel et al., 2006 ; Yamagushi et al., 2006). Les récepteurs RLP (receptor-like 

proteins) constituent une autre classe de récepteurs capables de reconnaitre des PAMP. Les 

RLP sont des protéines transmembranaires constituées de la partie extracellulaire des 
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récepteurs LRR mais dépourvues de domaine intracellulaire de transduction du signal (Wang 

et al., 2008 ; Zipfel, 2009). Parmi eux, le récepteur de tomate LeEIX1 (ethylene-inducing 

xylanase) est capable de reconnaitre la xylanase fongique EIX1 (Ron & Avni, 2004). Citons 

deux autres exemples de récepteurs impliqués dans la reconnaissance d’éliciteurs tels que 

GBP (glucan-binding protein) chez le soja, capable de fixer l’heptaglucane de Phytophthora 

sojae (Umemoto et al., 1997), et la protéine transmembranaire CeBIP (chitin-binding protein) 

chez le riz, similaire aux récepteurs RLP qui est capable de fixer la chitine (polymère de β-1,4 

N-acétylglucosamine ; Miya et al., 2007). Dans certains cas, d’autres molécules peuvent jouer 

le rôle de co-récepteurs telles que CERK1 (chitin elicitor receptor kinase 1) ou BAK1 

(brassinosteroid receptor 1-associated kinase 1) dans la perception de PAMP par des 

récepteurs RLP (Zipfel, 2009 ; Postel & Kemmerling, 2009). 

La PTI, immunité basée sur la reconnaissance des PAMP, est considérée comme la première 

ligne de défense active de la plante. Les PAMP sont des molécules très conservées et 

indispensables qui sont caractéristiques de la plupart des micro-organismes. Au cours de 

l’évolution se sont développés des agents pathogènes ayant élaborés des stratégies pour 

infecter les plantes hôtes en contournant la reconnaissance ou en inhibant les étapes de 

signalisation ultérieures de la plante. Dans la plupart des cas, les agents pathogènes 

réussissent à contourner ces défenses en produisant des molécules effectrices qui interfèrent 

avec la PTI. Mais dans une dynamique de coévolution entre les plantes et les agents 

pathogènes, la plante élabore une nouvelle stratégie de défense en produisant des protéines 

(codées par des gènes de résistance R) capables de reconnaitre spécifiquement ces effecteurs 

(codés par des gènes d’avirulence Avr). Une perte ou une altération d’un de ces deux gènes 

peut conduire à la maladie. En revanche, la reconnaissance du produit du gène Avr par la 

protéine R est à l’origine d’événements de signalisation conduisant à la résistance de la 

plante. Ce deuxième type de défense active, appelé ETI (effector-triggered immunity), pourra 

de nouveau être détourné par de nouveaux effecteurs que la plante devra reconnaitre via la 

sélection de nouvelles protéines R (Jones & Dangl, 2006). 

 



Espèce végétale
Gène R de 

plantes
Pathogène

Gène Avr 
correspondant

Tomate Pto Pseudomonas syringae pv. TomatoAvrPto

A. thaliana RPW8 Erysiphe spp. AvrRPW8

A. thaliana RPM1 P. syringae pv. Maculicola AvrRpm1, avrB

A. thaliana RPP8 Peronospora parasitica AvrRpp8

A. thaliana RPS2 P. syringae pv. Tomato AvrRpt3

A. thaliana RPS5 P. syringae pv. Tomato AvrPphB

Pomme de terre Rx Virus X de la pomme de terre Protéine du virus

Orge Mla6 Blumeria graminis Avr-M16

Riz Pi-ta Magnoporthe grisea AvrPita

A. thaliana RPP5 P. parasitica AvrRpp5

A. thaliana RPS4 P. syringae pv. Pisi AvrRps4

Lin L6 Melamspora lini AvrL6

Lin Mla6 M. lini AvrM

Tabac N Virus de la mosaïc du tabac Replicase

Tomate Cf-2 Cladosporium fulvum Avr2

Tomate Cf-4 C. fulvum Avr4

Structure

  Domaine protéine kinase   Domaine leucine zipper/coil-coil (LZ-CC)

  Région transmembranaire   Site de liaison aux nucléotides (NBS)

  Région riche en leucines répétées (LRR)   Domaine toll/ récepteur à l'interleukine 1 (TIR)

Tableau 2 : Classification des gènes de résistance R et des gènes d’avirulence correspondants.
D’après Nürnberger et al.(2004).

Tomate Cf-4 C. fulvum Avr4

Tomate Cf-5 C. fulvum Avr5

Tomate Cf-9 C. fulvum Avr9

Riz Xa21 Xanthomonas oryzae pv. Oryzae AvrXa21
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2.1.1.2. La résistance race-spécifique ou ETI (Effector-triggered immunity) 

Selon le concept « gène pour gène » (Flor, 1971), une plante hôte possède le gène de 

résistance R correspondant au gène d’avirulence Avr du pathogène. Les effecteurs sont 

secrétés par des pathogènes tels que les bactéries, les champignons ou encore les oomycètes 

(Chisholm et al., 2006 ; Stergiopoulos & de Wit, 2009 ; Schornack et al., 2009 ; Dodds & 

Rathjen, 2010), pouvant être reconnus de manière directe ou indirecte par la plante (Chisholm 

et al., 2006 ; Jones & Dangl, 2006). Les bactéries pathogènes des animaux sont connues pour 

sécréter un nombre limité d’effecteurs dans les cellules hôtes alors que les bactéries 

pathogènes de plante comme Pseudomonas syringae sont capables de sécréter 20 à 30 

effecteurs durant l’infection (Chang et al., 2005). Les bactéries gram négatives ont acquis un 

système de sécrétion de type 3 (TTSS), processus le mieux caractérisé à ce jour, par lequel les 

effecteurs sont délivrés dans le cytoplasme de la plante hôte dans le but de contourner la PTI. 

Toutefois, le processus d’injection d’effecteurs cytoplasmiques dans la cellule hôte par les 

champignons et oomycètes qui ne possèdent pas ce système de sécrétion TTSS demeure 

inconnu à ce jour. 

Les produits des gènes de résistance R, jouant le rôle de récepteurs intracellulaires capables de 

reconnaitre des effecteurs cytoplasmiques de pathogène, comportent majoritairement des 

domaines LRR et NBS (nucleotide-binding site) conservés chez les différentes espèces 

végétales (Dangl & Jones, 2001 ; Tableau 2). D’autres protéines R présentent des domaines 

LZ-CC (leucine zipper coil/coil domain) ou TIR (toll/interleukin-1 receptor). Parmi les 

différents modèles de pathosystèmes décrits, la protéine R peut interagir physiquement avec 

l’effecteur du pathogène ; on parle alors de reconnaissance directe de l’effecteur. C’est le cas 

de la protéine R Pi-Ta chez le riz qui interagit physiquement avec la protéine avirulente 

AvrPita de l’oomycète Magnaporthe grisea (Jia et al., 2000), mais également de la protéine 

Pto chez la tomate qui reconnait l’effecteur AvrPto produit par la bactérie P. syringae (Tang 

et al., 2006) ou encore de l’effecteur AvrL6 issu de Melampsora lini reconnu par la protéine 

de résistance L chez le lin (Dodds et al., 2006). Cependant, dans de nombreux autres 

pathosystèmes, aucune interaction directe n’a été mise en évidence. Le modèle basé sur 

« l’hypothèse de garde » propose que l’effecteur soit reconnu de manière indirecte par la 

plante (Van der Biezen & Jones, 1998 ; Dangl & Jones, 2001). Une protéine R de l’hôte 
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reconnaitrait soit le complexe formé entre l’effecteur et la cible de pathogénicité de l’hôte, 

soit la cible de pathogénicité modifiée suite à son interaction avec l’effecteur. L’exemple le 

mieux caractérisé est la protéine RIN4 (RPM1 interacting 4) d’A. thaliana qui est la cible des 

deux effecteurs AvrRpt2 et AvrRPM1 secrétés par P. syringae, qui vont respectivement cliver 

et phosphoryler RIN4. Une fois modifiée, la protéine RIN4 est alors détectée par les protéines 

R RPM1 et RPS2, ce qui initie l’activation des défenses de la plante (Kim et al., 2005). Citons 

également l’effecteur AvrPphB, une protéase sécrétée par P. syringae qui durant l’infection 

clive la protéine PBS1 de l’hôte. Sous forme clivée, cette dernière est alors reconnue par la 

protéine de résistance RPS5, ce qui conduit à l’activation des défenses d’A. thaliana (Shao et 

al., 2003).  

2.1.2. Les principaux éléments de la transduction du signal   

2.1.2.1. Les flux ioniques à travers la membrane plasmique 

La perception de l’agent pathogène conduit à la mise en place d’une cascade d’événements de 

signalisation intracellulaire concourant à une réponse adaptative de la plante (Jones & Dangl, 

2006). 

Parmi les premiers événements de signalisation mis en évidence suite à la perception d’un 

pathogène figurent des modifications de la perméabilité de la membrane plasmique qui se 

manifestent notamment par des influx de Ca2+ et des efflux de NO3
-, de Cl- ou encore de K+ 

(Garcia-Brugger et al., 2006). Ces flux d’ions induisent une dépolarisation de la membrane 

plasmique dont l’amplitude et la durée dépendent de l’éliciteur.  

Le Ca2+ est considéré comme un second messager clé des événements de signalisation 

cellulaire induit en réponse à un pathogène ou à un éliciteur (Dodds & Rathjen, 2010). Pour 

de nombreux modèles, des influx de Ca2+, des échanges d’ions K+/H+ mais également des 

efflux de NO3
- et de Cl- ont été rapportés en réponse à des éliciteurs chez des plantes comme 

le persil, le tabac ou A. thaliana (Nurnberger et al., 1994 ; Jabs et al., 1997 ; Wendehenne et 

al., 2002). En effet, des mesures de l’incorporation de 45Ca2+ dans la cellule ont permis de 

montrer un influx de Ca2+ suite à différents éliciteurs tels que BcPG1, Pep13 ou les OG 
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respectivement chez la vigne, le persil et le tabac (Mathieu et al., 1991 ; Poinssot et al., 2003 ; 

Nurnberger et al., 2004 ; Vandelle et al., 2006). De plus, plusieurs méthodes de mesure de la 

concentration en Ca2+ ([Ca2+]) dans la cellule in vivo ont rapporté que la concentration en Ca2+ 

cytosolique libre ([Ca2+]cyt) pouvaient varier de 100 nM jusqu’à 1-5 µM après seulement 2 à 5 

mn d’élicitation (Zhao et al., 2005). Il est proposé que chaque éliciteur serait capable 

d’induire des variations de la [Ca2+]cyt qui lui seraient spécifiques : ce concept est appelé la 

« signature calcique » de l’éliciteur (Lecourieux et al., 2006). Cette élévation de la [Ca2+] 

dans le cytosol serait préalable à l’augmentation de la [Ca2+] dans d’autres compartiments 

cellulaires, dont notamment le noyau (Lecourieux et al., 2005). Concernant la nature des 

canaux/transporteurs de Ca2+ impliqués dans la mobilisation du Ca2+ dans la cellule, peuvent 

notamment figurer des pompes Ca2+-ATPases, des échangeurs Ca2+/H+, des canaux de type 

CNGC (cyclic nucleotide-gated channel), de type TPC (two pore channels) ou encore des 

récepteurs au glutamate (Dodds et al., 2010). 

L’implication de flux d’anions dans la signalisation cellulaire en réponse aux éliciteurs a été 

mise en évidence essentiellement par des approches biochimiques et pharmacologiques 

(Zimmermann et al., 1998 ; Jabs et al., 1997). Chez le tabac, l’efflux d’anions NO3
- et Cl- a 

notamment été décrit comme un événement de signalisation précoce puisque observable dans 

les cinq premières minutes suivant le traitement par l’éliciteur cryptogéine (Pugin et al., 

1997 ; Wendehenne et al., 2002). Gauthier et al. (2007) ont rapporté que l’influx de Ca2+ 

module l’efflux de NO3
- qui est fortement impliqué dans la dépolarisation de la membrane 

plasmique. L’efflux de NO3
- contrôle à son tour l’influx de Ca2+ via l’activation de canaux 

voltage-dépendants perméables au Ca2+, concourants ainsi à la modulation des événements 

Ca2+-dépendants tels que la production de FAO (formes actives de l’oxygène). Des efflux de 

Cl- à travers la membrane plasmique ont précédemment été observés lors de réponses de 

défense chez un certain nombre de plantes, tout comme des efflux de K+ dans des suspensions 

cellulaires de tabac en réponse à la cryptogéine (Jabs et al., 1997 ; Pugin et al., 1997 ; 

Nurnberger et al., 2004). 
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2.1.2.2. La production de FAO 

Les FAO sont produites tout au long de la vie de la plante mais également en réponse à des 

stress biotiques et abiotiques. Les FAO, dont les principales sont le peroxyde d’hydrogène 

(H2O2) et l’anion superoxyde (O2
.-), peuvent contribuer à limiter le développement du 

pathogène de part leur toxicité mais également en renforçant les parois cellulaires de la plante. 

La production de FAO a notamment été rapportée durant les premières étapes de 

l’établissement de la RH après reconnaissance de pathogènes de nature fongique, bactérienne 

ou encore virale (Lamb & Dixon, 1997). De nombreuses études ont montré qu’une activité 

NADPH oxydase était la source enzymatique de la production de H2O2 impliquée dans les 

mécanismes de défense des plantes (Pugin et al., 1997 ; Simon-Plas et al., 2002 ; Torres et al., 

2002 ; Torres & Dangl, 2005). Les NADPH oxydases ont été initialement décrites chez les 

mammifères comme des complexes impliqués dans la régulation de la mort du pathogène au 

sein des neutrophiles (Lambeth, 2004). L’enzyme, composée de deux sous-unités gp91-phox et 

p22-phox, est localisée au niveau de la membrane plasmique. Nommée Rboh (pour respiratory 

burst oxydase homologue), la NADPH oxydase est retrouvée chez un grand nombre d’espèces 

végétales telles que le riz, la tomate, la pomme de terre, le tabac ou A. thaliana (Torres & 

Dangl, 2005). Par exemple, dix homologues Rboh (A à J) ont été identifiés dans le génome 

d’A. thaliana (Torres et al., 1998 ; Sagi & Fluhr, 2006). Chez les plantes, la NADPH oxydase 

est composée de six domaines transmembranaires conservés, de deux domaines de fixation 

respectifs du FAD et du NADPH (extrémité C-terminale) ainsi que de deux motifs EF-hands 

(extrémité N-terminale) qui lient le Ca2+ (Torres et al., 1998 ; Torres & Dangl, 2005 ; Sagi & 

Fluhr, 2006). L’activité de la NADPH oxydase est directement régulée par la fixation de Ca2+ 

mais également par phosphorylation, par une kinase de type calcium-dependent protein kinase 

(CDPK), au niveau de son extrémité N-terminale (Kobayashi et al., 2007). 

D’un point de vue enzymatique, les NADPH oxydases catalysent la réduction de l’oxygène 

moléculaire en O2
.-, en utilisant le NADPH comme donneur d’électrons, ce qui aboutit à la 

libération d’un proton dans le cytosol (Pugin et al., 1997). L’O2
.- formé est rapidement 

dismuté en H2O2 par la superoxyde dismutase (SOD), une espèce plus stable et capable de 

diffuser au travers des membranes (Wojtaszek et al., 1997). Dans les cellules de tabac, la 

NADPH oxydase responsable de la production de H2O2 en réponse à la cryptogéine est codée 
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par le gène NtRbohD (Nicotiana tabacum respiratory burst oxidase homologue D ; Simon-

Plas et al., 2002). De nombreux travaux ont relaté une production rapide et transitoire de 

H2O2 après élicitation, appelée « burst oxydatif ». Dans les suspensions cellulaires, la 

production de H2O2 atteint une valeur maximale après 10 à 30 mn de traitement selon 

l’éliciteur (Simon-Plas et al., 2002 ; Aziz et al., 2003 ; Poinssot et al., 2003 ; Van Loon et al., 

2008). Cette production de FAO semble être en lien étroit avec les autres événements 

cellulaires. En effet, des approches pharmacologiques ont montré que la production de FAO 

est dépendante d’un influx de Ca2+, de la production de monoxyde d’azote (NO) et peut 

également moduler la [Ca2+]cyt chez le tabac en réponse à la cryptogéine (Lecourieux et al., 

2002 ; Vandelle et al., 2006).  

2.1.2.3. La production de NO 

Le NO est une espèce radicalaire, gazeuse et diffusible qui est formée chez les animaux lors 

de l’oxydation de la L-arginine en L-citrulline par les NO synthases (NOS ; Stuehr et al., 

2004). Toutefois, aucune NOS végétale n’a été identifiée à ce jour, bien que des activités 

enzymatiques similaires aient été mesurées (Gupta et al., 2010 ; Moreau et al., 2010). Les 

voies enzymatiques de synthèse caractérisées à ce jour correspondent à une nitrate réductase 

ayant comme substrat les nitrites, ainsi qu’aux polyamines oxydases dont la voie de synthèse 

est dépendante de la L-arginine (Besson-Bard et al., 2008). Chez les plantes, la production de 

NO est impliquée dans de nombreux processus physiologiques tels que la germination, la 

floraison, la croissance racinaire ou encore la fermeture stomatique (Besson-Bard et al., 

2008). De part sa nature radicalaire, le NO est capable d’interagir avec un grand nombre de 

molécules comme les FAO et plus précisément l’anion superoxyde O2
.- pour former le 

peroxinitrite (ONOO-), qui va agir en modifiant des résidus tyrosyls de protéines cibles par un 

mécanisme de tyrosine nitration. Le NO peut aussi agir plus directement sur des protéines 

cibles par le biais de modifications post-traductionnelles (MPT) comme la S-nytrosylation. 

Cette modification correspond à la formation d’une liaison entre le cation nitrosonium NO+, 

issu de l’oxydation du NO, et le groupement thiol de résidus cystéinyls réduits de protéines 

cibles.  
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Une production de NO a été rapportée en réponse aux éliciteurs et à des micro-organismes 

potentiellement pathogènes (Lamotte et al., 2004). Une fois produit, le NO contribue à 

l’enrichissement du cytosol en Ca2+ libre via la mobilisation du Ca2+ stocké dans des 

réservoirs internes provenant de réservoirs internes. Le NO peut également contribuer à la 

synthèse de H2O2 selon le modèle d’étude et moduler l’expression de gènes de défense (Grun 

et al., 2006 ; Vandelle et al., 2006). 

2.1.2.4. Le rôle des phytohormones 

Les phytohormones telles que l’acide salicylique (SA), l’acide jasmonique (JA) ou l’éthylène 

(ET) jouent un rôle essentiel dans de nombreux processus physiologiques mais également 

dans les réponses de défense des plantes notamment dans la résistance aux micro-organismes 

pathogènes (Glazebrook et al., 2005 ; Lorenzo & Solano, 2005 ; Broekaert et al., 2006 ; 

Loake & Grant, 2007 ; Balbi & Devoto, 2008). La signalisation dépendante du SA est 

généralement associée à l’attaque de pathogènes biotrophes ou hémibiotrophes alors que les 

signalisations du JA et de l’ET sont associées aux réponses de défense induites contre des 

agents pathogènes nécrotrophes, qui se nourrissent de tissus morts (Glazebrook et al., 2005). 

De récentes études ont relaté l’implication d’autres phytohormones, initialement étudiées dans 

les étapes de développement et la croissance, dans la mise en place des réponses adaptatives 

des plantes à des stress biotiques et abiotiques : ce sont des brassinostéroïdes, des auxines, des 

gibbérellines, des cytokinines ou encore l’acide abscissique (ABA ; Pieterse et al., 2009 ; 

Truman et al., 2010). 

2.1.3 Les réponses de défense 

La perception de l’agent pathogène par la plante se traduit par l’activation de voies de 

signalisation cellulaire qui conduisent notamment à la reprogrammation de l’expression de 

gènes, plus particulièrement de gènes de défense, nécessaire à la mise en place de réponses de 

défense adaptées. Les produits de ces gènes correspondent à des protéines PR (pour 
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pathogenesis related) ou sont entre autre impliqués dans les renforcements pariétaux, les 

voies de synthèse de composés antimicrobiens ou encore dans la mise en place de la RH. 

2.1.3.1. Renforcement de la paroi cellulaire 

Pour accéder aux nutriments constitués du contenu cellulaire végétal, la plupart des agents 

pathogènes sont capables de synthétiser et de sécréter des enzymes hydrolytiques telles que 

des pectinases, des cutinases ou des polygalacturonases, qui contribuent à la dégradation de la 

cuticule et de la paroi cellulaire. La perception des produits de dégradation pariétaux par la 

plante induit l’activation de mécanismes de défense, certains conduisant à l’inhibition des 

enzymes de dégradation du pathogène et d’autres au renforcement de la paroi (De Lorenzo & 

Ferrari, 2002). Ce renforcement se traduit par une réorganisation structurale et chimique de la 

paroi due au dépôt de molécules nouvellement synthétisées telles que la lignine, la callose, la 

subérine ou des composés phénoliques toxiques, mais également par le recrutement de 

protéines riches en hydroxyproline et en glycine (Lherminier et al., 2003 ; Huckelhoven, 

2007). Le renforcement pariétal est également lié à la production de FAO nécessaire à la 

lignification des parois cellulaires (Huckelhoven, 2007). La lignification confère à la cellule 

une meilleure résistance aux pressions mécaniques (Bechinger et al., 1999) et contribue 

également à limiter le développement de l’agent pathogène. 

2.1.3.2. La synthèse de composés antimicrobiens 

En réponse à une infection par un pathogène ou à des stimuli de nature abiotique, la plante 

peut également synthétiser des composés antimicrobiens communément appelés 

phytoalexines (Hammerschmidt, 1999 ; Grayer & Kokubun, 2000). Les phytoalexines sont 

des composés produits par la majorité des plantes et de nature chimique variée (Dixon, 2001), 

comme les dérivés des phénylpropanoïdes, les dérivés des flavonoïdes ou encore les 

sesquiterpènes qui peuvent exercer une activité toxique directe sur les agents pathogènes 

(Hammerschmidt, 1999). La camalexine est la phytoalexine la plus représentative chez A. 

thaliana. Elle participe entre autres à la résistance contre certaines souches de champignons 



Famille Fonctions

PR-1 Inconnue
PR-2 β-1,3 glucanase
PR-3 Chitinase type I,II, IV, V, VI, VII
PR-4 Chitinase type I, II

PR-5 Thaumatin-like

PR-6 Inhibiteur de protéase
PR-7 Endoprotéase
PR-8 Chitinase type III

PR-10 Ribonuclease-like

PR-11 Chitinase, type I

PR-12 Défensine
PR-13 Thionine
PR-14 Protéines de transfert de lipides

PR-15 Oxalate oxydase
PR-16 Oxalate oxydase-like'

PR-17 Inconnue

PR-9 Peroxidase Ypr9, Prx

Ypr13, Thi

Ypr14, Ltp

Ypr15

Ypr16

Ypr17

Peroxydase de Tabac 
formant la lignine

Ypr7

Ypr8, Chib

Ypr10

Ypr11, Chic

Ypr12

LTP4 d'Orge

OxOa (germine) d'Orge

OxOLP d'orge

PRp27 de Tabac

Ypr1

Ypr2, [Gns2 ('Glb')]

Ypr3, Chia

Ypr4, Chid

Ypr5

Ypr6, Pis ('Pin')

Chitinase de Concombre

"PR-1" de Persil

Chitinase de "Classe V"   
de Tabac

Rs-AFP3 de Radis

THI2.1 d'Arabidopsis

Membre type Symbole du gène

PR-1a de Tabac

PR-2 de Tabac

P, Q de Tabac

R' de Tabac

S de Tabac

Inhibiteur 1 de Tomate

P69 de Tomate

Tableau 3 : Familles des protéines PR. D’après Sels et al. (2008).Tableau 3 : Familles des protéines PR. D’après Sels et al. (2008).
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nécrotrophes comme Alternaria brassicicola ou B. cinerea (Thomma et al., 1999 ; Ferrari et 

al., 2003). Les glucosinolates produits chez les Brassicacées, qui jouent un rôle important 

dans la résistance contre des herbivores (Halkier & Gershenzon, 2006), les stilbènes produits 

chez la vigne (Belhadj et al., 2008) ou encore les saponines produites chez la tomate (Martin-

Hernandez et al., 2000) sont d’autres exemples de phytoalexines impliquées dans la résistance 

contre les micro-organismes pathogènes. 

2.1.3.3. Les protéines PR 

La mise en place de défenses actives de la plante peut s’accompagner de la synthèse de 

protéines PR. Le rôle des protéines PR dans les réponses de défenses a été rapporté chez de 

nombreuses espèces végétales telles que le persil, le tabac, A. thaliana, la vigne ou encore 

l’orge, et ce en réponse à de nombreux agents pathogènes (Van Loon et al., 2006). Selon leurs 

propriétés biochimiques et biologiques, les protéines PR ont été classées en 17 familles (Sels 

et al., 2008 ; Tableau 3). Bien que la fonction de certaines d’entre elles reste encore 

indéterminée (à savoir PR-1 et PR-17), la plupart ont des propriétés antimicrobiennes en 

dégradant la paroi des agents pathogènes et/ou en présentant une toxicité vis-à-vis du 

pathogène. C’est notamment le cas des β-1,3-glucanases (PR-2) et des différentes familles de 

chitinases (PR-3, PR-4, PR-8 et PR-11) qui ont une action directe sur la paroi des 

champignons. Les endoprotéases de la famille PR-7 pourraient elles aussi contribuer à la 

dégradation de la paroi de certains microbes. A l’inverse, les défensines (PR-12), les thionines 

(PR-13) et certaines protéines de transfert de lipides (PR-14) présentent quant à elles des 

propriétés antimicrobiennes en agissant au niveau de la membrane plasmique des micro-

organismes pathogènes (Broekaert et al., 1995 ; Garcia-Olmeda et al., 1995 ; Epple et al., 

1997). Les thaumatin-like protéines (PR-5) et la famille de protéines PR-1 ciblent 

préférentiellement les oomycètes alors que certaines ribonuclease-like protéines (PR-10) 

joueraient un rôle dans la défense contre les virus. Les inhibiteurs de protéases (PR-6) mais 

également les chitinases cibleraient les nématodes ainsi que les insectes herbivores. Les 

peroxydases (PR-9) participeraient quant à elles au renforcement de la paroi végétale en 

catalysant la lignification. Enfin, certaines familles de protéines telles que PR-15 (oxalate 
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oxydases) et PR-16 (oxalate oxydase-like protein), synthétisées chez les monocotylédones, 

présentent des activités SOD qui génèrent du H2O2 à partir d’anions superoxyde O2
.- (Van 

Loon et al., 2006). 

L’expression de la plupart des gènes codant ces protéines PR est finement régulée et est 

notamment sous le contrôle des voies de signalisation dépendantes du SA, JA et/ou ET (Van 

Loon et al., 2006). Par exemple, bien que sa fonction reste inconnue, la protéine PR-1 est 

utilisée comme marqueur de la voie de défense SA-dépendante et de la RSA. De leur côté, 

Penninckx et al. (1998) ont mis en évidence que, chez A. thaliana, l’infection par des 

champignons nécrotrophes ou l’application exogène de JA et/ou d’ET s’accompagnaient de 

l’expression de gènes de défense incluant notamment ceux codant les protéines PR-12, PR-13 

et PR-6. 

2.1.3.4. La réponse hypersensible (RH) 

La RH est une réponse de défense observée dans de nombreuses interactions plantes/micro-

organismes, qui se caractérise par une mort cellulaire localisée au site de pénétration du 

micro-organisme, conduisant à l’apparition de lésions nécrotiques. La RH est considérée par 

certains auteurs comme l’étape finale de la mise en place de la résistance (Mur et al., 2008). 

Ce processus aurait pour but de confiner le pathogène à son site de pénétration, en limitant 

l’accès aux nutriments nécessaires à son développement (Greenberg & Yaho, 2004). La RH 

s’avère efficace lors d’attaques de micro-organismes pathogènes biotrophes ou 

hémibiotrophes qui ont besoin des cellules vivantes de l’hôte pour se développer (Glazebrook, 

2005). En revanche la RH peut être néfaste pour la plante, lors d’attaques de pathogènes 

nécrotrophes tel que le champignon B. cinerea, dont le développement nécessite des tissus 

morts comme source nutritive (Govrin & Levin, 2000). 

De nombreux travaux s’accordent à présenter la RH comme une forme de mort cellulaire 

programmée (PCD) qui serait similaire au processus d’apoptose chez les animaux (Greenberg 

& Yaho, 2004). En effet, la RH se caractérise par plusieurs événements cellulaires communs à 

l’apoptose, incluant la rétractation du cytoplasme, la condensation de la chromatine, la 

fragmentation de l’ADN, le relargage du cytochrome c de la mitochondrie ou encore 
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l’intervention de protéases (Mur et al., 2008). De part de récents travaux, la RH est désormais 

considérée comme une forme de PCD bien distincte (Mur et al., 2008). Cependant, les 

mécanismes moléculaires concourant à l’établissement de la RH demeurent aujourd’hui sujets 

de controverses et semblent dépendre du pathosystème considéré. En effet, chez A. thaliana le 

gène NDR1 réprime la HR lors de l’infection par certaines souches avirulentes de P. syringae 

qui produisent l’effecteur AvrB, alors que le même gène NDR1 participe à l’établissement de 

la RH lors d’une infection par des souches bactériennes qui synthétisent l’effecteur AvRpt2 

(Shapiro & Zhang, 2001). Parmi les événements cellulaires précocement mobilisés en réponse 

aux éliciteurs, effecteurs ou micro-organismes pathogènes, certains ont été associés au 

développement de la RH. C’est par exemple le cas de l’efflux d’anions et des variations de la 

[Ca2+]cyt observés dans des suspensions cellulaires de tabac traitées par la cryptogéine 

(Wendehenne et al., 2002 ; Lecourieux et al., 2006 ; voir § 2.2.2.2 de cette section). Si le NO 

ou l’H2O2 seuls ne semblent pas jouer un rôle central dans la mort cellulaire de type RH, une 

régulation fine de la balance NO/FAO est nécessaire pour l’établissement de la RH 

(Delledonne et al., 2001 ; Binet et al., 2001 ; De Pinto et al., 2002). Enfin, la peroxydation 

des lipides qui entraîne la perturbation des membranes, semble également jouer un rôle 

important dans l’établissement de la RH (Mur et al., 2008). La formation de lipides peroxydés 

est dépendante de la voie des FAO mais également de la voie enzymatique des lipoxygénases. 

Montillet et al. (2005) ont notamment relaté la peroxydation de lipides chez le tabac, lors de 

l’établissement de la RH en réponse au pathogène avirulent P. syringae pv. syringae. 

2.1.3.5. La potentialisation 

En plus de la reconnaissance du pathogène, la résistance de la plante dépend également de la 

rapidité et/ou de l’intensité de la mise en place des réponses de défenses (Conrath et al., 

2006). L’application d’un premier stress, ou de certains composés, peut conduire la plante à 

mobiliser ses mécanismes de défenses plus efficacement lors d’un stress ultérieur, identique 

ou non au premier. Ce processus est appelé « potentialisation » ou « priming », par analogie 

avec un phénomène décrit chez les monocytes et les macrophages de mammifères (Conrath et 

al., 2002).  
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La potentialisation des réactions de défense chez les plantes peut être induite par des agents 

pathogènes (Sticher et al., 1997) : on parle alors de RSA. Elle peut également être induite par 

des organismes bénéfiques tels que les rhizobactéries (Pieterse et al., 1996) et les 

champignons mycorhizogènes (Pozo et al., 2002), ce qui conduit à la résistance systémique 

induite (RSI), ou encore par la blessure (Ton et al., 2007 ; Chassot et al., 2008). L’application 

de composés naturels ou synthétiques peut aussi initier le processus de potentialisation. C’est 

le cas du SA, capable de potentialiser des cellules de persil (Thulk & Conrath, 1998), ainsi 

que ses analogues synthétiques tels que le BTH (benzothiadiazole) ou l’INA (acide 2,6-

dichloroisonicotinique ; Kauss et al., 1992 ; Katz et al., 1998). L’acide β–aminobutyrique, un 

acide aminé non protéique couramment appelé BABA, possède également des propriétés 

potentialisatrices chez un grand nombre d’espèces végétales telles que A. thaliana, la vigne, le 

tabac, la tomate, le maïs ou encore le pois (Zimmerli et al., 2000 ; Jakab et al., 2001). 

Enfin, certains composés microbiens comme les lipopolysaccharides (LPS) ou les 

exopolysaccharides peuvent exercer un rôle de potentialisateur selon l’espèce végétale. Par 

exemple, les LPS, composants de la membrane externe de bactéries gram négatives, confèrent 

au poivron une meilleure résistance vis-à-vis des bactéries Xanthomonas axonopodis et X. 

campestris via la potentialisation d’une production élevée de dérivés phénoliques et de 

l’expression de gènes codant des protéines PR dont notamment la famille PR-2 (Newman et 

al., 2002). 

Bien que les mécanismes moléculaires et génétiques impliqués dans la potentialisation 

demeurent peu connus, il a été proposé que l’état de potentialisation d’une plante puisse être 

associé à l’accumulation de protéines demeurant inactives. Un stress ultérieur induirait 

l’activation de ces dernières, contribuant ainsi à une transduction du signal amplifiée et plus 

rapide, qui conduirait à la mise en place de réponses de défense adaptées et très efficaces 

(Conrath, 2011). 

2.1.3.6. La résistance systémique acquise (RSA) 

La perception d’une attaque localisée de pathogènes par la plante peut conduire à la mise en 

place de la RSA, une forme de résistance qui s’établit dans la plante entière par 
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l’intermédiaire du système vasculaire (Sticher et al., 1997). La RSA, effective au minimum 

plusieurs semaines, contribue à la protection de la plante contre l’attaque ultérieure d’un large 

spectre de pathogènes (Durrant & Dong, 2004).  

L’établissement de la RSA s’accompagne d’une augmentation de l’expression des gènes 

codant certaines protéines PR mais fait également intervenir la voie de signalisation 

dépendante du SA, ce dernier s’accumulant au point d’infection ainsi que dans les tissus non 

infectés de la plante (Durrant & Dong, 2004). En effet, des plantes transgéniques nahG, qui 

expriment constitutivement une hydroxylase bactérienne qui dégrade le SA en catéchol inactif 

dans l’induction de la SAR, perdent leur capacité à mettre en place la RSA lors d’attaques par 

des pathogènes biotrophes tels que l’oomycète Hyaloperonospora arabidopsidis (Thomma et 

al., 1998). De même, le mutant npr-1 (nonexpressor of PR genes 1), dont la voie de 

signalisation dépendante du SA est bloquée, présente le même phénotype (Thomma et al., 

1998). Néanmoins, le SA ne constituerait pas le signal mobile nécessaire à la propagation 

distale de la résistance dans la plante (Vernooij et al., 1994). Ces dernières années, de 

nombreux travaux ont donc été menés pour identifier la nature des signaux requis dans 

l’établissement de la RSA. A ce titre, le méthyl salicylate (MeSA), un dérivé inactif du SA, a 

été identifié comme l’un des acteurs concourant à l’établissement de la RSA (Park et al., 

2007). En effet, le MeSA, véhiculé par le système vasculaire, contribue à une production 

distale de SA par l’intervention de protéines telles que SABP2 (SA binding protein 2) qui 

présente une activité MeSA estérase (Vlot et al., 2008). Parmi les autres messagers mobiles 

impliqués dans l’établissement de la RSA figureraient entre autres le JA, l’acide azélaïque ou 

encore certains terpénoïdes (Shah, 2009). 

2.1.3.7. La résistance systémique induite (RSI) 

Certaines interactions bénéfiques entre les plantes et des rhizobactéries ou des agents 

mycorhizogènes contribuent à stimuler la croissance végétale mais également à renforcer la 

résistance de la plante contre des attaques ultérieures de pathogènes, phénomène autrement 

appelé résistance systémique induite (RSI ; Pieterse et al., 1996; Van Loon et al., 1998). La 

RSI, mise en évidence chez un grand nombre d’espèces végétales telles que le tabac, A. 
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thaliana, la tomate, le haricot ou encore le radis, est efficace contre un large spectre d’agents 

pathogènes fongiques, bactériens ou viraux (Van Loon et al., 1998). L’établissement de la 

RSI, contrairement à celui de la RSA, est indépendant de la voie de signalisation du SA et 

serait régulé par les voies de l’éthylène et du JA (Van der Ent et al., 2009). En effet, les 

mutants affectés dans les voies de signalisation dépendantes du JA (jar1, jasmonic acid 

resistant 1) et de l’éthylène (etr1, ethylene resistant 1) ne sont plus capables de développer 

une RSI (Pieterse et al., 1998 ; Pieterse et al., 1999 ; Ton et al., 2001). La RSI s’accompagne 

également de la potentialisation des défenses à travers notamment la modulation de 

l’expression de gènes (Cordier et al., 1998 ; Verhagen et al., 2004).   

2.1.3.8. La résistance systémique induite par blessure 

Les blessures causées par l’attaque d’insectes herbivores peuvent conduire la plante à mettre 

en place des mécanismes de défense mobilisant une résistance systémique, dépendante de la 

production de JA, dans le but d’altérer le développement de l’herbivore (Schilmiller & Howe, 

2005). Il a ainsi été rapporté que suite à une blessure, la résistance systémique mise en place 

par la plante peut s’accompagner de la production de composés organiques volatils (VOC) qui 

vont initier la potentialisation des défenses des plantes voisines saines (Engelberth et al., 

2004 ; Ferry et al., 2004). La communication entre plantes voisines est notamment relatée par 

Ton et al. (2007), qui ont mis en évidence que l’exposition d’un plant de maïs sain aux VOC, 

produits par un plant attaqué par le ver du cotonnier, conduit à la potentialisation de 

l’expression de gènes de défense. Cette dernière s’accompagne d’un moindre développement 

de la larve et de l’attraction de la guêpe Cotesia marginiventris, un parasite de la larve (Ton et 

al., 2007). 

Une blessure mécanique peut également potentialiser les mécanismes de défense de la plante. 

C’est notamment le cas chez A. thaliana où une blessure induite par un pincement mécanique 

de la feuille s’accompagne du développement limité de B. cinerea mais également de la 

potentialisation des mécanismes de défense impliquant la production de camalexine et de 

glutathion (Chassot et al., 2008). 
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2.1.4. Les modifications post-traductionnelles dans les réactions de défense 

La mise en place et le contrôle des mécanismes de défense reposent donc sur le 

développement d’un réseau complexe de seconds messagers et d’éléments de signalisation, 

comme nous venons de le voir avec NO ou H2O2. Tout ce réseau de signalisation est décodé 

et relayé par un certain nombre de protéines cibles, notamment par les processus de 

modifications post-traductionnelles (MPT). Les MPT sont le plus souvent rapides, réversibles 

et catalysées par des enzymes spécifiques qui peuvent elles aussi être régulées par des MPT 

(Peck, 2006). Parmi les 300 types de MPT recensées figurent par exemple la phosphorylation, 

l’ubiquitination, la sumoylation, l’acétylation/désacétylation ou encore la glycosylation 

(Jensen, 2004). L’une des illustrations les plus représentatives que l’on puisse donner de 

l’importance des MPT dans la mise en place et le contrôle des réactions de défense concerne 

l’implication du module MAPK (pour mitogen activated protein kinase) dans l’établissement 

de la RH induite par la cryptogéine. En effet, le module MAPK, qui comprend SIPK (pour 

salicylic acid-induced protein kinase) et WIPK (pour wound-induced protein kinase), est 

activé par phosphorylation après quelques minutes de traitement par la cryptogéine dans les 

cellules de tabac (Zhang et al., 1998 ; Zhang et al., 2000 ; Lebrun-Garcia et al., 1998). 

L’activation durable de SIPK et WIPK, pendant plusieurs heures, serait nécessaire et 

indispensable à l’induction de la RH et à la régulation de l’expression de certains gènes de 

défense (Yang et al., 2001 ; Zhang & Liu, 2001). Plus particulièrement, SIPK régulerait 

l’expression de gènes de défense en contrôlant par phosphorylation un facteur de 

transcription, WRK1, son seul substrat identifié à ce jour (in vitro), et qui interviendrait 

également dans l’établissement de la RH (Menke et al., 2005). 

Dans le chapitre d’ouvrage qui suit, nous avons rédigé, sur invitation des éditeurs, une revue 

que nous avons voulu la plus complète possible sur l’implication des MPT dans un contexte 

de signalisation nucléaire. L’ouvrage publié par les éditions InTech étant consacré aux stress 

abiotiques, nous avons décrit les MPT de protéines nucléaires et les enzymes qui en sont 

responsables dans le contexte de la réponse cellulaire à ces stress abiotiques, sachant qu’une 

grande partie de cet article pourrait être aisément transposable à l’étude de la réponse 

cellulaire aux stress biotiques. 
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2.1.5. Chapitre d’ouvrage : “ Post-translational modifications of nuclear proteins in the 

response of plant cells to abiotic stresses ”   
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1. Introduction 

For a long time, in plant cells as in animal cells, the nucleus was only considered as the 
organelle in which fundamental mechanisms such as replication and transcription occurred. 
While strong efforts were deployed in order to identify important families of transcription 
factors such as MYB, WRKY or TGA families (Dubos et al., 2010; Rushton et al., 2010), a few 
attention was devoted to our lack of knowledge about their regulation in regard to the 
physiological conditions of the plant cells. Whereas the major importance of post-
translational modification of proteins is well established for several decades regarding 
cytosolic proteins, the last years have been characterized by the discovery that the plant cell 
nucleus also contains all the enzymes necessary to assume these fundamental reactions in 
terms of signal transduction. For example, Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK) are 
well known protein kinases (PKs) involved in response to both biotic and abiotic stresses 
(for review see Dahan et al., 2009). These MAPKs play a crucial role in the regulation of 
specific gene expression by phosphorylating particular transcription factors. However, 
while they are well described in the cytosol, only recently researchers focused on their 
presence and involvement in the nucleus of plant cells challenged by abiotic stresses (for 
example, Ahlfors et al., 2004). Unfortunately, these authors like the other ones involved in 
plant cell nucleus studies did not try to identify the targets of these MAPK. This example 
highlights the fact that our knowledge of the incidence of protein posttranslational 
modifications regarding the cellular activities is still poorly rudimental, and particularly in 
the field of abiotic stress responses.  
Amongst the targets of these post-translational modifications, histones will be a piece of 
choice, being one of the favourite substrates for acetylation or methylation for example. 
Histones are small basic protein associated with DNA to form the chromatin. Chromatin 
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contains histone octamere composed by two copies of each histone H2A, H2B, H3 and H4 to 
form the histone core. Histones composing the histone core are extremely conserved in the 
different kingdoms. For example, histone H3 differs only by two amino acids in its sequence 
in rat and pea. The histone core is rolled by approximately 146 bps of DNA to form a 
nucleosome, the repeating unit of chromatin which provided a first level of DNA 
compaction. Association of nucleosome with other protein like histone H1 creates a 
structure named 30 nm chromatin fiber (Kornberg and  Lorch, 1999; Hayes and  Hansen, 
2001). This fiber can be unfold by several protein grouped under the term chromatin 
remodeling complex to generate a 11 nm fiber, the template for transcription. The 11 nm 
fiber can also be repressive to transcription process but different types of protein complexes 
can affect the chromatin to modulate DNA accessibility to transcriptional machinery and at 
the end gene transcription. Histone tails and globular domains are subjected to a variety of 
posttranslational modifications such as acetylation, methylation, phosphorylation, 
ubiquitination, sumoylation, ADP ribosylation, deimination and proline isomerization. 
These covalent modifications of histones are important in chromatin dynamics (Kouzarides, 
2007). It has been proposed that all the histone postranslationnal modifications constitute a 
code, “the histone code” associating to all the possible combinations of modification a 
particular state allowing biological process such as transcription of gene. This code is 
written by particular proteins: “the writers”, interpreted by other proteins: “the readers” 
and erased by a last class of protein, “the erasers” (Figure 1). Readers could also be able to 
modify histones or to recruit other protein actin on chromatin (Strahl and  Allis, 2000). 
The goal of this book chapter is to summarize our current knowledge of the molecular actors 
and their regulations that lead to posttranslational modifications of nuclear proteins, and in 
fine to the regulation of specific target gene expression. For this purpose, a large number of 
nuclear enzymes that are involved in (de)phosphorylation, (de)acetylation, and 
(de)methylation of nuclear proteins, but also in nuclear protein degradation pathway 
associated with sumoylation and ubiquitination, and in changes of the redox state of the 
nuclear proteins will be presented and their roles illustrated by various but non exhaustive 
cell responses to abiotic stresses. 
 

Writter
Reader

Modification of 
histones

Chromatine 
remodelling

Recruting of other 
proteins

Eraser

Function ( activation or 
repression of transcription…)  

 
Fig. 1. Schematic representation of histone code. Writers can recognize chromatin area and 
add marks on histone (methylation, acetylation…). Theses labeling is dynamic because 
marks can be remove by erasers. They can also be recognized par readers, another group of 
proteins able to act directly or indirectly on chromatin structure. The final consequence can 
be a modification of the gene transcription in concerned loci. 
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2. Nuclear protein phosphorylation / dephosphorylation 

Phosphorylation is probably the most prominent and major posttranslational modification 
in living organisms. This reversible modification consists on the covalent binding of a 
phosphate on aminoacids hydroxyl residues. In eukaryotes, phosphorylation occurs mainly 
on Ser, Thr and Tyr residues. This modification depends on the action of two types of 
enzymes with antagonistic activities: (i) PKs which phosphorylates and (ii) protein 
phosphatases (PPs) which remove phosphoryl groups from target proteins. The binding of 
the phosphoryl group alters the functional properties of target proteins in terms of activity, 
subcellular localization, protein-protein interactions or stability (Cohen, 2000). This 
versatility has made phosphorylation one of the major means for modulation of cellular 
activities, as phosphorylation status can be finely tuned as the result of the balance between 
PKs and PPs activities at a given time point on specific substrates. These enzymes are thus 
involved at every steps of signal transduction, from plasma membrane to final effectors. 
Although numerous studies like the ones regarding brassinosteroids, have investigated PKs, 
PPs and their targets in the plasma membrane and the cytoplasm (Li, 2005), only few ones 
has focused on those localized, temporarily or permanently, in the nuclear compartment, 
despite their involvement in critical processes for cell surviving (Dahan et al., 2009). A recent 
phosphoproteomic analysis of the nuclear proteins from Arabidopsis thaliana showed that the 
identified phosporylated proteins cover a wide range of nuclear activities, indicating an 
equal importance of phosporylation in the modulation of nuclear activities as for the 
cytoplasmic ones (Jones et al., 2009). 
In plants, PKs constitute a superfamily of proteins, and according to their importance in 
cellular homeostasis, it was shown that around 4 % of A. thaliana genome encodes putative 
PKs (Champion et al., 2004). According to their substrate specificities, PKs and PPs can be 
classified into three families: (i) Ser/Thr PKs/PPs, (ii) Tyr PKs/PPs and (iii) dual-specificity 
(Ser/Thr-Tyr) PKs/PPs. In plants, no functional Tyr PK has been described to date, 
although predicted (Miranda-Saavedra and  Barton, 2007). Consistent with this, the relative 
abundance of phosphor-Ser, phosphor-Thr and phosphor-Tyr has been estimated in A. 
thaliana to 85 %, 11 % and 4 % respectively (Sugiyama et al., 2008). Although Tyr 
(de)phosphorylation is thus accomplished through dual-specificity PKs/PPs, to date, the 
vast majority of studies have been focused on Ser/Thr PKs/PPs in plant. 
More than half of the putative PKs from the A. thaliana genome fall in the clade of the so-
called Receptor-Like protein Kinases (RLKs), which are transmembrane proteins probably 
acting as receptors of environmental stimuli (Tör et al., 2009). The other part of plant PKs, 
which is of interest in this article, constitutes the clade of the “soluble” ones, and concerns 
all PKs found in the cytoplasm and the nucleus. This clade can be divided into numerous 
families and subfamilies, based on sequence similarities of the kinase domain and features 
of flanking sequences determining regulation properties (Hanks and  Hunter, 1995; 
Champion et al., 2004; Miranda-Saavedra and  Barton, 2007); readers are invited to report to 
these works for more details). Although for a large part studied in the cytoplasm or at the 
plasma membrane level, members from almost all families have been found in the nuclear 
compartment (for a detailed review, see Dahan et al., 2010). The majority of the available 
data on these nuclear PKs comes from subcellular distribution studies. Indeed for most of 
them their nuclear localization has been investigated using chimerical PKs fused to a 
fluorescent reporter, or immunolocalization studies based on specific antibodies. The 
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activity of the PKs in the nucleus has only been assessed in rare cases, impairing our 
understanding of their roles and functionality.  
While the core catalytic domain of PKs derived from a single ancestor (Hanks and  Hunter, 
1995), PPs origins are more diversified (Moorhead et al., 2009). In plants, around 160 sequences 
coding for putative catalytic subunit of PPs have been retrieved (Kerk et al., 2002). They can be 
divided in three main families, based on catalytic domain sequences and enzymatic features: 
(i) the PPP (phophoprotein phosphatase) family, (ii) the PPM (metallodependent protein 
phosphatase) family, and (iii) the PTP (phosphotyrosine phosphatase) including the DSP 
(dual-specificity phosphatase). Readers are invited to refer to other reviews that detailed the 
features of these families (Kerk et al., 2002; Luan, 2003; Moorhead et al., 2009). As for plant PKs, 
PP functionalities in the nucleus have been poorly studied.  
The role of several nuclear PKs in response to different abiotic stresses has been investigated 
in different model plants. To date, and despite the great diversity of PKs, only a few families 
have been shown to be involved in these signaling pathways at a nuclear level. Among 
them, the MAPK family is certainly the most studied family of PKs in the nucleus. MAPK is 
the last component of a cascade of three PKs, which are sequentially activated (Widmann et 
al., 1999). The perception of an environmental stimulus drives the activation of the first PK 
of this transduction module, namely MAPKKK (MAPK kinase kinase). MAPKKK in turn 
activates by phosphorylation on a specific motif a MAPKK (MAPK kinase), which 
phosphorylates MAPK, the final effector, on conserved residues. This chain of 
phosphorylation is thought to take place in the cytoplasm, and the MAPK is then 
translocated upon activation by phosphorylation into the nucleus, where it modulates gene 
expression by acting on transcription factors. However the presence of MAPKK and 
MAPKKK in the nucleus was already reported (Dahan et al., 2009). 
Figure 2 illustrates, although partially, the known nuclear PKs that were shown to be 
involved in response to various abiotic stresses. Even though MAPK was involved in the 
response to many abiotic stresses on the basis of their activation in the cytosol, few of them 
have been demonstrated to localize and to act in the nuclear compartment. In fact in the 
context of abiotic stresses only one study showed the translocation in A. thaliana of two 
MAPKs, AtMPK3 and AtMPK6, following ozone exposure and using immunolocalization of 
the native protein (Ahlfors et al., 2004). However contradictory results were obtained when 
these two MAPKs were expressed fused to GFP, and showed a constitutive nuclear and 
cytoplasmic localization (Yoo et al., 2008). In addition to ozone exposure, these two MAPKs 
are furthermore activated in response to several abiotic stresses, such as cold, salt, drought, 
wounding and touch for AtMPK6 (Ichimura et al., 2000) and osmotic stress for AMPK3 
(Droillard et al., 2002). The orthologs of AtMPK3 and AtMPK6 in tobacco, respectively WIPK 
(Wounding-Induced Protein Kinase) and SIPK (Salicylic acid-Induced Protein Kinase), are 
also activated in response to several environmental cues, such as high salinity and osmotic 
stresses, wouding and ozone exposure (Zhang and  Klessig, 1998; Mikolajczyk et al., 2000; 
Samuel and  Ellis, 2002). They were shown to be nuclear, independently of any stimuli when 
fused to GFP (Menke et al., 2005; Yap et al., 2005), and the activity of SIPK could be retrieved 
in nuclear extracts of osmotically stressed tobacco cells (Dahan et al., 2009), demonstrating 
its functionality in the nuclear compartment in response to environmental stresses.. A few 
substrates of MAPKs have been identified, and so their precise roles in response to abiotic 
stresses remain elusive. For the most part, their known targets are transcription factors. For 
example, SIPK was shown to phosphorylate in vitro the transcription factor WRKY1, 
involved in the expression of defense-related genes (Menke et al., 2005). This suggests that 
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MAPKs, in response to different abiotic stresses, could be involved in the reprogramming of 
transcription patterns to allow the plant to cope with the perceived stresses. Given that, the 
overexpression or knock-out of several MAPKs impairs the outcome of the response to some 
abiotic stresses. The extinction of Atmpk6 expression using RNAi and a loss-of-function 
mutation of Atmpk3 both generate increased sensitivity to ozone leading to cell death, 
implying that these MAPK play an important role in the management of ozone stress by A. 
thaliana (Ahlfors et al., 2004). Another A. thaliana MAPK, AtMPK4, has been shown to reside 
permanently in the nucleus along with the cytoplasm (Andreasson et al., 2005; Kosetsu et al., 
2010). Although more studied for its potential role in cytokinesis (Kosetsu et al., 2010) and its 
involvement in plant defense reactions (Andreasson et al., 2005; Gao et al., 2008), its activity 
is observed upon application of stresses such as cold, salt and osmotic stresses (Droillard et 
al., 2004; Teige et al., 2004). One substrate for this MAPK has been described in vitro: MKS1, 
which is a protein interacting with two WRKY transcription factors (Andreasson et al., 2005). 
The phosphorylation of MKS1 by AtMPK4 is thought to result in the release of the WRKY33, 
which could then play its role as a transcriptional regulator (Qiu et al., 2008). However, this 
interaction takes place in the context of defense reaction, and no data is available regarding 
functionality of AtMPK4 in response to abiotic stresses. 
 

Stress Kinase/phosphatase HDAC/HAT 

Cold MPK6 (Ichimura et al., 2000) 
MPK4 (Droillard et al., 2004; Teige et al., 
2004) 

AtGCN5/HAG1 (Servet et al., 
2010) 
HDA18, HDA19 (Alinsug et al., 
2009) 
SIR2 (Bond et al., 2009) 

Heat  HDA7 (Alinsug et al., 2009) 

Salt MPK6 (Ichimura et al., 2000) 
SnRK2 (Halford and  Hey, 2009) 
MPK4 (Droillard et al., 2004; Teige et al., 
2004) 

HDA6 (Chen et al., 2010) 
HDA19 (Chen and  Wu, 2010) 
HDA2, HDA14 (Alinsug et al., 
2009) 
HD2C (Sridha and  Wu, 2006) 

Osmotic MPK3 (Droillard et al., 2002) 
MPK4 (Droillard et al., 2004; Teige et al., 
2004) 
SnRK2 (Halford and  Hey, 2009) 

 

Drought MPK6 (Ichimura et al., 2000) 
SnRK2 (Halford and  Hey, 2009) 

 

Light  HDA19 (Tian et al., 2003) 
HDA7 (Alinsug et al., 2009) 
GCN5 (Benhamed et al., 2006) 

Ozone MPK3, MPK6 (Ahlfors et al., 2004) 

Wounding MPK6 (Ichimura et al., 2000) HDA19 (Zhou et al., 2005) 

Fig. 2. An overview of nuclear enzymes involved in phosphorylation/dephosphorylation or 
acetylation/deacetylation processes in response to various abiotic stresses. 
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Not only MAPKs are the nuclear crossroads of abiotic stresses. Data that are piling up to put 
PKs and PPs at the centre of the regulation of the adaptative reponses of plant cells to 
osmotic, saline and hydric stresses, in link with ABA (abscisic acid), point out the role of 
other nuclear PK. In particular SnRK2 (for Snf1-Related protein Kinase) family is constituted 
of PKs initially characterized as ABA signalling factors. They can be categorized into three 
subclasses, and subsequent studies on rice and A. thaliana PKs demonstrated that all of the 
subclasses could be activated in response to osmotic stress, with subclasses II and III being 
also responsive to ABA (Halford and  Hey, 2009). ABA is a phytohormone essential for the 
establishment of adaptative responses to drought and salinity stresses. Its accumulation 
leads to expression of ABA-responsive genes helping cells to cope with hydric and osmotic 
variations (Hubbard et al., 2010). It was recently shown that at the heart of its signalling 
pathway in A. thaliana is a core complex composed of three subclass III SnRK2 called 
SnRK2D, E and I, and their cognate PPs PP2C. Indeed SnRK2s are rendered active upon 
phosphorylation on two critical residues in their activation loop (Belin et al., 2006; Burza et 
al., 2006; Boudsocq et al., 2007). Recently, several PPs from the PP2C family have been shown 
to dephosphorylate these residues, thus inactivating the PKs. These partners have been 
colocalized in the nuclear compartment, where they interact in permanence (Umezawa et al., 
2009). Interestingly, the same SnRK2s were also shown to associate in the nucleus with 
AREB1, a transcription factor whose expression occurs during drought (Fujii et al., 2009). A 
triple mutant plant impaired in the expression of SnRK2D, E and I exhibited a strongly 
reduced tolerance to drought, comforting the involvement of these PKs in response to water 
shortage. Accordingly, drastic changes was observed in response to ABA, high salinity 
stress and drought at the transcriptional level, with down-regulation of ABA responsive-
genes as compared to wild type plants (Fujita et al., 2009). Upon perception, water and 
osmotic stresses lead to production of ABA which in turn activates the transduction module 
composed of the PP2Cs and the SnRK2s. The signaling pathway is then achieved by 
phosphorylation of specific transcription factors, controlling a set of stress and ABA-
responsive genes. Likewise, other SnRK2s have been characterized in several plant species 
that can phosphorylate ABA-responsive transcription factors. In wheat, the SnRK2 PKABA1 
has been shown to interact with and phosphorylate in vitro TaABF, an ortholog of AREB1 
(Johnson et al., 2002). Furthermore, three rice SnRK2s were found to phosphorylate and 
activate another ortholog of AREB1, TRAB1 (Kobayashi et al., 2005). However in the last two 
cases, the subcellular partitioning of the PK was not investigated. Recent data suggest that 
the transduction module composed of the SnRK2 and PP2C could be directly activated in 
the nucleus, meaning that the ABA receptor is expected to translocate after binding to its 
ligand. 
Calcium is a well recognized second messenger, and as such its variations in the cytosol 
specifically induced by many stimuli promote specific signal transduction through decoding 
by a panel of Ca2+ sensor molecules (Kudla et al., 2010). It is now well established that apart 
from the cytosol, nucleus is able to generate its own Ca2+ signatures following diverse 
environmental cues (Mazars et al., 2009). Accordingly, Ca2+-binding proteins have been 
localized in the nucleus, where they can decode Ca2+ variations into an appropriate 
response, like modulation of the expression of specific set of genes (Xiong et al., 2006). 
Accordingly, several PKs and PPs potentially regulated by Ca2+ have been localized in the 
nucleus, where they are thought to decode nuclear Ca2+ variations into modifications of 
phosphorylation state of specific target proteins. The concerned PKs are mainly CDPKs 
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(Ca2+-Dependent Protein Kinases) and CIPKs (Calcineurin B-like[CBL]-Interacting Protein 
Kinases). CDPKs are specifics to plant and exhibit in their sequence a CaM-like domain with 
three to four EF-hand Ca2+ binding motifs, rendering them directly dependent on Ca2+ 
binding for their activities (Klimecka and  Muszynska, 2007). A study on the subcellular 
targeting performed for 9 of the 34 putative CDPK in A. thaliana showed that two of them, 
AtCPK3 and AtCPK4 are constitutively cytosolic and nuclear (Dammann et al., 2003). 
AtCPK3 has been shown to be activated at the plasma membrane level following a salt 
stress, and in accordance to this putative involvement knock-out Atcpk3 mutant plant 
exhibited altered resistance to salt stress, whereas it was improved in Atcpk3 overexpressor 
mutant line (Mehlmer et al., 2010). Intriguingly, no transcriptional changes in the expression 
of traditionally salt-stress related genes were observed, raising the question of AtCPK3 
nuclear role (Mehlmer et al., 2010). Apart salt stress, another CDPK, AtCPK32, has been 
found to be involved in ABA signaling, through interaction and phosphorylation with an 
ABA-responsive transcription factors, ABF4. Interestingly these two proteins are colocalized 
in the nucleus (Choi et al., 2005). Whereas most of the CDPK studied show a constitutive 
partitioning between different sublocation and the nucleus, two CDPK from different 
species are suggested to translocate from the plasma membrane to the nucleus upon 
stresses. McCPK1 from Mesembryanthemum crystallinum is transcriptionnaly induced 
following salt- or water deficit stresses and when fused to GFP, translocate from the plasma 
membrane to the nuclear compartment (Chehab et al., 2004). However the mechanisms and 
the functions of this phenomenon are not explained to date. Even if CDPKs are thought to 
have their activities regulated by Ca2+concentrations in the cytosol (Harmon, 2003), recent 
data suggest that they could also be part of phosphorylation cascade, as for NtCDPK2 and 
NtCDPK3, complicating conventional signaling schemes (Witte et al., 2010). Despite recent 
advances in the understanding of the functionality of Ca2+ variations, the ion still constitute 
a missing when it comes down to evaluate its part in the activation of specific signaling 
pathways. 

3. Nuclear protein acetylation / deacetylation 

The first descriptions of a nuclear protein modification by the chemical binding of an acetyl 
group on the amine function of lysine residues was observed on histone proteins (Allfrey et 
al., 1964), explaining why enzymes responsible for the acetylation and deacetylation 
processes were named histone acetyltransferases (HATs; Gallwitz, 1971) and histone 
deacetylases (HDACs; Inoue and  Fujimoto, 1969), respectively. However, based on their 
ability to act on proteins unrelated to histone such as transcription factors or coregulators of 
gene transcription, HATs and HDACs are more generally considered as lysine acetyl 
transferases and lysine deacetylases (Chen and  Tian, 2007). All these proteins were reported 
to be located, exclusively or not, into the nucleus of plant cell. 

3.1 Histone deacetylases (HDACs) 
Concerning HDACs, plant genomes contain members that belong to two different families 
that are common to eukaryotes (Pandey et al., 2002): the RPD3 (Reduced Potassium 
Dependency Protein 3) - HDA1 (Histone Deacetylase 1) superfamily, and SIR2 (Silent 
Information Regulator 2) family. The third family, termed HD2 (type-2 Histone 
Deacetylase), is specific to plant cells (Fu et al., 2007). 
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The first member of the RPD3-HDA1 superfamily was identified in yeast in a 
complementation screen of a mutant for a high affinity potassium transporter (Vidal et al., 
1990). It was latter shown that RPD3 encodes the catalytic subunit of the HDB (Histone 
Deacetylase B) complex activity (Rundlett et al., 1996). The first plant RPD3-HDAC member, 
ZmRpd3, was identified in maize thanks to its ability to functionally complement a yeast 
rpd3 null mutant (Rossi et al., 1998). Among the eleven RPD3 genes identified in the maize 
genome, three of them (ZmHDA101, ZmHDA102 and ZmHDA108) exhibit the same 
expression pattern, suggesting a possible functional redundancy among this gene family 
(Varotto et al., 2003). In term of specificity, ZmRPD3s, like its counterpart in yeast, seem to 
specifically remove the acetyl tail of lysines of histone H4 (H4K5, H4K12) prior to its 
incorporation in chromatin (Lechner et al., 2000). Homologs of ZmRPD3 were also identified 
in A. thaliana and classified in three different clades : Class I for the RPD3 group, Class II for 
the HDA1-like group, and Class IV for the AtHDA2 group (Alinsug et al., 2009). Whereas 18 
RPD3-like genes were identified from the genome analysis data, only AtHD1 (also called 
AtHDA19 or RPD3A) and AtHDA6 were largely characterized. AtHD1, that is constitutively 
expressed, encodes a protein that localises both in the cytoplasm and in the nucleus, but is 
predominantly accumulated in the euchromatic region and excluded from the nucleolus 
(Varotto et al., 2003; Fong et al., 2006). AtHD1 exhibits a histone deacetylase activity that 
removes the acetyl group of histone H3 (H3K9) and H4 (H4K5, H4K8, H4K12, H4K16; Tian 
et al., 2003). AtHDA6, although it is the close homolog of AtHD1, exhibits major differences 
in term of expression and specificity. AtHDA6 is largely accumulated in the nucleoli (Probst 
et al., 2004) and is a broad-specificity HDAC that removes the acetyl group of various lysines 
of histone H3 and H4 (H3K14, H4K5, H4K12; Earley et al., 2006). In agreement with these 
differences in their expression profiles, AtHD1 and AtHDA6 are involved in different 
signalling pathways: AtHD1 regulates several developmental processes such as early 
senescence, floral organ identity or late flowering (Wu et al., 2000; Tian and  Chen, 2001; 
Tian et al., 2005), by controlling the expression of a set of genes involved in protein 
synthesis, ionic homeostasis or plant hormonal regulation (Tian et al., 2005). AtHDA6, due to 
its localisation in the nucleolus, is involved in the inhibition of the NORs (nucleolus 
organisation region; Probst et al., 2004; Earley et al., 2006), and evidences supporting roles in 
silencing transgenes and transposons were also reported (Murfett et al., 2001; Aufsatz et al., 
2002; Lippman et al., 2003; May et al., 2005). In a structural point of view, a huge study was 
conducted with the RPD3-like HDACs of A. thaliana (Alinsug et al., 2009). All members are 
characterized by a variable catalytical domain characterized by a pocket that can either bind 
a Zn2+ cation necessary to ensure the deacetylation reaction, or different inhibitors like 
sodium butyrate or trichostatine A (Finnin et al., 1999). Different members of this family like 
HDA6, HDA7 or HDA19 contain a NLS and / or NES, confirming the nuclear localisation of 
these enzymes, but also that a cytosolic / nuclear shuttling could be of importance for their 
mode of action.  
Several studies, mainly based on the use of mutants in RPD3-HDA1 A. thaliana genes, 
have reported that they play major roles in various biotic and abiotic stress responses 
(Figure 2; Alinsug et al., 2009). Amongst the 18 HDAC A. thaliana genes belonging to the 
RPD3-HDA1 family, most of them appear to be partly or largely involved in response to 
various environmental stresses. For example, in the Class I RP3-HDAC, AtHDA19 that is 
the best characterized member of this family, is highly expressed in germinating and 
imbibed seeds and also strongly accumulated in response to cold stress (Alinsug et al., 
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2009), wounding (Zhou et al., 2005) or light response (Tian et al., 2003; Tian et al., 2005). In 
fact, Tian et al. (2005) showed that approximately 7 % of the Arabidopsis genome is up- or 
down-regulated in athda19 mutants. For example, Tian et al. (2003) showed that hda19 
mutant lines were affected in their flowering process under long day conditions, 
exhibiting the opposite phenotype of mutants altered in the expression of the histone 
acetyltraferase GCN5. Interstingly, the double mutant gcn5:hda19 is characterized by a 
normal phenotype in response to light, suggesting that both HDA19 and GCN5 could 
target the same genes. This was shown by Benhamed et al. (2006): a reduced histone 
acetylation was monitored in the promoter of CAB2, RBCS-1A and IAA3 genes in the gcn5 
mutants, whereas an increase histone acetylation was observed in the promoter of the 
same genes in the hda19 mutants. Furthermore AtHDA19 expression is strongly induced 
in response to wounding and the stress related hormons JA and ethylene, suggesting that 
it could be involved in many abiotic stresses leading to the production of both compounds 
(Zhou et al., 2005). AtHDA19 was also reported to be involved in response to abiotic 
through its interaction with the transcription corepressor LEUNIG by repressing gene 
transcription (Gonzalez et al., 2007). In the same way, overexpression of AtHDA19 in 
Brassica napus demonstrated that it was involved in response to cold stress by interacting 
with bnKCP1, a novel protein containing a putative kinase-inducible domain (Gao et al., 
2003).  
AtHDA6, another RPD3-type histone deacetylase in A. thaliana, is involved in response to 
ABA and salt stress. Chen et al. (2010) showed that an AtHDA6 mutant, axe1-5, as well as 
HDA6 RNA-interfering plants are hypersensitive to salt and ABA treatment, due to the 
down-regulation of various abiotic stress responsive genes like ABI1, ABI2, RD29A or 
RD29B. This hypersensitivity to salt stress is correlated with changes in H3 acetylation 
pattern. Without ABA treatment, an increase of H3 acetylation was shown both in the 
promoter and in exons of these genes in the axe1-5 mutant compared to Col0. In response to 
ABA, an increase of H3 acetylation was only monitored in Col0 but not in the axe1-5 mutant, 
indicating that HDA6 is required for the induction of acetylation by ABA and salt treatment. 
A similar phenotype was obtained with the A. thaliana HDA19 T-DNA insertion mutant, 
hda19-1 (Chen and  Wu, 2010). On the contrary, other RPD3 HDAC like AtHDA7 are not 
differentially expressed in regard to developmental stages but are induced in response to 
both biotic (Pseudomonas syringae) and abiotic stimuli such light intensity or heat stress, 
according to microarray data analyses (Alinsug et al., 2009).  
Little information is available regarding the properties of HDA1-like HDACs in plants. The 
study of one member of this family in maize, ZmHDA1, reported that it is expressed in an 
inactive form of high molecular weight (84-kDa) that needs to be processed in an active form 
of 48-kDa by a proteolytic cleavage of the C-terminal end to regulate gene transcription 
(Pipal et al., 2003). According to the data of the sequenced genomes, A. thaliana contains five 
members of the HDA1 group also termed class II. Members of this Class II are also involved 
in response to various environmental stresses: while heat stress seems to upregulate most of 
the Class II HDAs, NaCl treatment only stimulates AtHDA14 and AtHDA2 expression 
(Alinsug et al., 2009). Furthermore, AtHDA18 expression is induced in response to cold 
treatment. Demetriou et al. (2009) reported that members of this HDAC family in Barley are 
also regulated by JA in response to abiotic stresses: whereas HvHDAC1-I-1 is slightly 
reduced after 6 hr of treatment, other genes like HvHDAC1-II-1 or HvHDAC1-IV-1 are 
strongly accumulated after 6 hr.  
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The SIR2-like HDACs are characterised by their NAD-dependent histone deacetylase 
activity. They are homolog to the yeast SIR2 HDAC that is involved in longevity (Imai et al., 
2000). Although the genome of all sequenced plants contains several Sir2-like genes, their 
functions are yet to be determined. A recent study in A. thaliana showed that AtSIR2 
regulates several defence related genes involved in the synthesis of SA, implying potentially 
SIR2 members in plant defence reactions (Wang et al., 2010). To our knowledge, only one 
study recently reported the involvement of SIR2 in response to low temperature in the 
context of vernalization (Bond et al., 2009). SIR2 class of HDAC would repress the expression 
of the MADS box transcription factor FLC (for Flowering Locus C, a central gene in the 
vernalization process) by altering the acetylation pattern of histones H3 and H4. 
The last HDAC family, termed HD2-like, is specific to plants and do not share any sequence 
similarities with other HDAC proteins (Pandey et al., 2002). Three genes HD2 HDAC genes 
/or homologues are coded in maize genome, four in A. thaliana, two in rice and in barley. 
All HD2 display similarities with the FKBP family peptidyl-propyl cis-trans isomerase 
(Aravind and  Koonin, 1998; Dangl et al., 2001) and display the same architecture: a 
conserved EFWG motif in the N-terminal region that comprises the catalytical domain, a 
central acidic domain involved both in enzymatic activity and its regulation, and in the C-
terminal part a NLS and a Zn2+ finger that may be involved in protein/protein or 
protein/DNA interactions. Several members of this family like ZmHD2 in maize and 
AtHD2A in A. thaliana were shown to be localized in the nucleolus and to deacetylate the 
lysine 9 of histone H3, suggesting that they should be involved in the regulation of 
ribosomal RNA expression (Lusser et al., 1997; Earley et al., 2006). However their mode of 
action is still largely unknown; they seem to be mainly involved in plant defence reactions 
(Bourque et al., 2011) and in seed development (Wu et al., 2000). In A. thaliana, Sridha and  
Wu (2006) showed that overexpression of AtHD2C enhances tolerance to salt stress and 
drought compare to wild-type plants by affecting the expression of several abscisic acid-
responsive genes. However, we do not know whether or not it affects the acetylation of 
these genes. 

3.2 Histone acetyltransferases (HATs) 
The action of the HDAC proteins is reversed by the one of the HATs that catalyse the 
transfer of an acetyl group from acetyl~SCoA to the amine function of a lysine residue, 
particularly in histone proteins (Servet et al., 2010). Like HDACs, HATs are divided into 
several groups based on primary homology with yeast and mammalian HATs: GNAT (for 
GCN5-related N-acetyltransferase), MYST (for MOZ, Ybf2/Sas2 and Tip60), p300/CBP (for 
CREB-binding protein) and TAF1 (for TATA-binding protein (TBP)-associated factor 1) 
groups. The GNAT group is usually subdivided into three subfamilies termed GCN5 (for 
General Control Nonderepressive protein 5), ELP3 (for transcriptional ELongator complex 
Protein 3) and HAT1. In a structural point of view, HATs are usually constituted by two 
fundamental domains: the catalytical acetyltransferase domain, and the bromodomain. The 
bromodomain is composed of 110 aminoacids that can bind to acetylated lysine residues 
(Owen et al., 2000). Bromodomains are generally found in proteins that regulate chromatin 
structure and gene expression, such as HATs and the ATPase component of certain 
nucleosomes-remodeling complexes. The mode of recognition of acetyl-lysine by the 
bromodomain is similar to the one of acetyl~SCoA by HATs, since the bromodomain is the 
only domain known to interact with acetylated lysine containing peptides. Among the 
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different HATs expressed in A. thaliana, AtGCN5/HAG1, which belongs to the GNAT HAT 
family, is one of the best characterized in terms of function and is involved both in abiotic 
and developmental responses (see Servet et al., 2010 for a recent review). Regarding its 
specificity, the major targets of this HAT are histone H3 (H3K9, H3K14, H3K18 and H3K27) 
and histone H4 (H4K5, H4K8, H4K12 and H4K16; Zhang et al., 2007). The bromodomain of 
AtGCN5, that was shown to bind to acetylated histone lysine motifs, is probably not 
required for its binding to most of its targets (Benhamed et al., 2008). Among its targets, in 
addition to histones H3 and H4, AtGCN5 also interacts and acetylates other proteins such as 
AtADA2 that could regulate HAT activity (Servet et al., 2010). Furthermore, AtGCN5 
activity could be regulated by phosphorylation/dephosphorylation, since it interacts with 
protein phosphatase 2C in vitro and mutation in PP2C gene increases H3K14 acetylation, one 
of the targets of AtGCN5. The other HAT proteins are less characterized in terms of target 
and mode of action.  
Works in the group of D.X Zhou have shown that AtGN5 is required for light-regulated 
gene expression by promoting the acetylation of the promoter of target genes (Benhamed et 
al., 2006; Benhamed et al., 2008; Servet et al., 2010). Several studies reported that abiotic 
stresses involve the association/regulation of HAT activities with various proteinaceous 
partners in the regulation of specific genes leading to the establishment of the biological 
response. For example, the GCN5 HAT is known to physically interact with the 
transcriptional coactivator Ada2 (Stockinger et al., 2001), this one enhancing the ability of 
GCN5 to acetylate histones in vitro and enabling GCN5 to acetylate nucleosomal histones 
(Mao et al., 2006). Hark et al. (2009) showed that mutants of one of both ADA2 genes, ADA2b, 
display hypersensitive phenotype to salt stress and altered responses to low temperature 
stress, a phenotype close to the one of AtGCN5 mutants. A recent study showed that 
ADA2b and GCN5 interact with a third partner, the coactivator SGF29a, to enhance the 
acetylation in the promoter region of target genes like COR6.6, RAB18, and RD29b (Kaldis et 
al., 2011). In the same vein, Gao et al. (2007) showed that AtGCN5 HAT activity is required 
in response to cold and stress treatment by its physical interaction with the transcription 
factor AtEML. The authors suggest that AtEML would co-ordinates the expression of target 
stress regulated genes through involvement in recruiting AtGCN5 to their promoters. 

4. Protein methylation 

Protein methylation involves transfer of a methyl group from S-adenosylmethionine (the 
universal methyl donor in cells) to acceptor groups on substrate proteins (Aletta et al., 1998). 
It commonly occurs on carboxyl groups of glutamate, leucine, and isoprenylated cysteine, or 
on the side-chain nitrogen atoms of lysine, arginine, and histidine residues (Clarke, 1993). In 
eukaryotes nuclei, one of the best known examples of protein methylation is probably 
histone methylation. Like acetylation, histone methylation is considerate as an important 
process regulating the chromatine dynamics and function (Strahl and  Allis, 2000; Jenuwein 
and  Allis, 2001; Zhang and  Reinberg, 2001; Kouzarides, 2002). Histone methylation can 
occur at different residues and on distinct sites. For one residue, different numbers of 
methyl groups can be added. Even if some methylation has been characterized in the 
globular domain of H3 in animals (Feng et al., 2002), methylation seems to concern most of 
the time the N-terminal part of histones (named histone tail) (Bannister and  Kouzarides, 
2005). Histones methylation has been described mainly on histones H3 and H4 and occurs 
on both arginine and lysine residues.  
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4.1 Histone lysine methylations 
Lysine methylation consists on addition of one or more methylgroups to the ε-amino group 
of lysine residues, resulting in mono-, di-, or trimethylated lysine. Unlike acetylation, 
methylation of these residues does not change the charge but progressively increases the 
bulk and hydrophobicity. This may impact intra- or intermolecular hydrogen-bond 
interactions of the amino group or create new sites recognized by reader proteins that bind 
preferentially to the methylated domain (Lee et al., 2005). In eukaryotes, histone lysine 
methylation occurs on histone H3 at lysines 4, 9, 14, 27, 36, and 79 and on histone H4 at 
lysines 20 and 59 (Strahl and  Allis, 2000; Berger, 2002; Zhang et al., 2002; Zhang et al., 2003). 
A recent study provide evidences that methylation can also occurs on Lysine 37 of histone 
H2B in vivo (Gardner et al., 2011). 
In A. thaliana, the best known histone lysine methylation occurs at Lys4 (K4), Lys9 (K9), 
Lys27 (K27), and Lys36 (K36) of histone H3 while methylation on lysine 20 of H4 has only 
been observed with immunostaining. Presence of methylation on H3 K79 which is highly 
conserved in non-plant systems has not been reported in plant. Methylations of lysine are 
catalyzed by HKMTs (histone lysine methyltransferases) that almost all share a SET 
[Su(var), Enhancer of zeste, trithorax] domain, a conserved motif containing approximately 
130 amino acids which was originally identified in Drosophila. This domain is responsible 
for catalysis and binding of cofactor S-adenosyl-lmethionine (Lee et al., 2005). Plant genome 
encodes number of protein with set domain; for example, A. thaliana genome encodes 41 
while grapes encode 32 and maize 37 (http://www.chromdb.org). Function of their 
homology with their Drosophila homologues E(Z), TRX, ASH1 and SU(VAR)3–9, they are 
assigned to four groups (Jenuwein et al., 1998). In A. thaliana, certain families of HKMTs 
seem to catalyse methylation on one particular site. It is the case for HKMTs homologues of 
SU(VAR)3–9 that are acting on H3K9 and for HKMTs relative to E(Z) that methylate H3K27. 
E(z) proteins are associated with other members in PRC2 (polycomb-group repressive 
complex 2) to performed H3K27 methylation. Members of other families seem to be able to 
act at different sites. It is the case of TRX homologue where different members can 
contribute to methylation of H3K4 or H3K27. Also ASH1 (for Absent, Small, or Homeotic 
discs 1) family seems to act on both H3K36 and H3K4. Nevertheless the link between this 
protein and histone methylation can be direct or indirect since methyl transferase activity 
has been not tested for all members of these different families (for review Liu et al., 2010). 
Methylated lysine can be then recognized by protein reader leading in a direct or indirect 
way to a particular function like gene silencing (Schotta et al., 2002; Jackson et al., 2004). 
These proteins comported domain that can recognized methylated lysine such as 
chromolike domains of the royal superfamily (including chromodomain, tudor domain, 
malignant brain tumor (MBT), PWWP, and plant Agenet module), or a plant homeodomain 
finger (PHD) or the WD40 repeat (Taverna et al., 2007). At this time only fews readers are 
known in plants and the way by which they translate the histone marks to direct 
downstream functions it is not fully understood. 

4.2 Stoechiometrie and localization of histone lysine methylation in plant 
In plants like in animals the three degrees of methylation (mono, di et trimethylation) on 
histone H3 at lysines 4, 9, 14, 27, 36 are found but proportions between the different degrees 
change. For example in A. thaliana, higher levels of H3K4 di-methylation (H3K4me2) and 
lower H3K9me2 and H3K9me3 levels have been detected compare to animals (Jackson et al., 
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2004; Guo et al., 2006). Histones methylation profile has mainly be determined in A. thaliana 
thanks to Immunostaining of nuclei, chromatin immunoprecipitation (ChIP) , ChIP coupled 
with high-resolution microarray analysis (ChIP-chip) and mass spectrometry in combination 
with high-performance liquid chromatography (HPLC) separation methods (Liu et al., 2010). 
H3K4me1/2/3 are highly enriched in euchromatin in A. thaliana and about 90 % of 
annotated genes carry one or more of the H3K4 methylation marks, suggesting an important 
role of this histone modification in the control of gene expression (van Dijk et al., 2010). 
H3K9 methylation is critical for maintenance of transcriptional gene silencing and genome 
stability (Vaillant and  Paszkowski, 2007). H3K9me1 and H3K9me2 are predominant and 
enriched in heterochromatin (Johnson et al., 2004) while H3K9me3 is enriched in 
euchromatin (Mathieu et al., 2005; Turck et al., 2007). H3K9me2 is particularly present in 
transposons and repeated sequences according to the repressing transposon activities that 
have been attribute to this histone mark (Lippman et al., 2004; Bernatavichute et al., 2008). 
H3K27me1 and H3K27me2 are enriched in heterochromatin (Mathieu et al., 2005; Fuchs et 
al., 2006) while H3K27me3 is localized in euchromatin (Turck et al., 2007). H3K27me3 is 
found in about 4400 genes and is often localized upstream of promoters and of 5’UTR 
suggesting like for H3K4, an important role of this methylation in controle of gene 
expression in plant (Turck et al., 2007; Zhang et al., 2007). H3K36me1/3 are enriched in 
euchromatin while H3K36me2 is present in both euchromatin and heterochromatin (Lin et 
al., 2008). 

4.3 Histones arginine methylation  
Arginine methylation can impact histone and more generally protein properties. In fact, 
arginine is a positively charged amino acid that has five potential hydrogen bond donors 
positioned for favorable interactions with biological hydrogen bond acceptors (Bedford and  
Clarke, 2009). These biochemical properties give to this amino acid a crucial role for protein 
structure and interaction with other molecules. In proteins interacting with DNA, arginine 
residues are the most frequent hydrogen bond donors to backbone phosphate groups and to 
thymine, adenine, and guanine bases (Luscombe et al., 2001). Protein arginine methylation 
results in the addition of one or two methyl groups to the guanidino nitrogen atoms of 
arginine (Gary and  Clarke, 1998). Each addition of a methyl group to an arginine residue 
changes its form and removes a potential hydrogen bond donor (Bedford and  Clarke, 2009). 
Since no protein able to interact with histone arginine methylation are known, it is possible 
that the only fact of methylate arginine is to impact interaction between histones and DNA, 
leading to an impact of chromatin structure and finally of gene expression.  
In Eukaryotes, the best known arginine methylation concerned Arg2 (R2), Arg8 (R8), Arg17 
(R17), Arg26 (R26) of histone H3, and Arg3 (R3) of histone H4. In A. thaliana, at this time 
only methylation on H4R3 and H3R17 have been detect in vivo. Protein arginine methylation 
is catalyzed by a family of protein named arginine methyltransferases (PRMTs). PRMTs are 
classified into four classes depending of the final methylated product of reaction that they 
can catalyze. Type I and type II enzymes are among others, involved in histone methylation 
and are one of the best characterized (Bedford and  Richard, 2005). Both of them catalyze 
first addition of single methyl group on the terminal nitrogen atom of Arginine to form 
Mono methylated Arginine (MMA). Then, Type I PRMTs form asymmetric di-methylated 
Arg meaning that two methyl groups are added on the same nitrogen atom of the guanidine 
leading to an ω-NG,NG-di-methyl arginine, while type II PRMTs performed symmetric 
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dimethylation of Arg meaning that the two methyl groups are on two different nitrogen 
atome leading to an ω-NG,N_G-d i-methyl arginine (Mitchell et al., 1992). A.thaliana genome 
codes for nine PRMTs (Niu et al., 2007). AtPRMT4a and AtPRMT4b, are homologs of human 
CARM1 and can performed asymmetrically H3R17me2a in vivo. H4R3 can be di-methylated 
symmetrically by AtPRMT5/SKB1 (Pei et al., 2007; Wang et al., 2007; Schmitz et al., 2008) and 
asymmetrically by AtPRMT1a, AtPRMT1b (Yan et al., 2007) and AtPRMT10 (Niu et al., 2007). 

4.4 Histones demethylation  
Histone methylation has been considered as irreversible until the discovery in 2004 of LSD1 
(lysine-specific demethylase 1) in animals (Shi et al., 2004). This discovery proved that 
histone methylation is a dynamic process regulated by HMTs (the writers) but also histones 
demethylases (the erasers). Two types of demethylases exist with distinct mechanisms to 
remove lysine methylation: Flavin adenine dinucleotide (FAD)-dependent KDM1/LSD act by 
amine oxidation and need the cofactor Flavin adenine dinucleotide. JmjC domain–containing 
proteins act by hydroxylation and most of them use Fe(II) and α-ketoglutarate (Shi et al., 2004; 
Tsukada et al., 2006). These two classes of enzymes act on different substrates: Flavin adenine 
dinucleotide (FAD)-dependent KDM1/LSD1 are able to demethylate mono and dimethylation 
while JmjC domain–containing proteins demethylase act one mono-di and tri methylated 
lysines (Klose and  Yi, 2007). In A. thaliana, potential histone demethylases have been predicted 
based on conservation of cofactor-binding amino acids (Lu et al., 2008). There are four 
KDM1/LSD1 homologs in A. thaliana and one of them, LDL1, has been shown to demethylate 
di- and mono-methylated H3K4 (Spedaletti et al., 2008). A. thaliana genome also contains 21 
JmjC domain–containing proteins (JMJs). These JMJs are grouped into five subfamilies 
according to sequence similarities. The biochemical properties and biological functions of 
histone demethylases are emerging and how these enzymes work, are recruited to their target 
loci, and play roles are still largely unknown (Liu et al., 2010). 
In animals, H3 and H4 arginines can be desiminate by PADI4 (peptidyl arginine deiminase 4). 
Deimination could be antagonist of arginine methylation since citrulline prevents arginine 
from being methylated (Cuthbert et al., 2004). Moreover it could be a way to remove 
methylation of arginine. In fact, monomethylated arginine could be converted to citrullin by 
PADI4 (Wang et al., 2004). In addition a family of amine oxidases may be able to demethylate 
arginine residues using a similar mechanism as they demethylate lysine residues (Bedford and  
Richard, 2005). In plant, arginine demethylation process is still unknown. 

4.5 Histone methylation in responses to abiotic stresses  
Abiotic stresses modulate expression of different genes. As it has been explained before, 
gene regulation can be due to chromatin remodeling involving histone modification. In 
plants, modification of histone methylation occurs during stress responses even if the mode 
of action and consequence of these changes are still not well understand. These 
modifications could control stress relative genes. For example, hundreds of stress-
responsive genes are targets for H3K27me3 in A. thaliana (Zhang et al., 2007).  
During a cold stress, methylation of H3K27me3 gradually decreases at the loci of two cold-
responsive genes, COR15A and AtGolS3 while expressions of genes increase. Even if Tri-
methylation of histone H3 Lys27 (H3K27me3) is generally considered as a negative marker 
of transcription (Zhang et al., 2007), the link between reduction of H3K27me3 and increase of 
transcription seems to be not obvious in this case : first COR15A and ATGOLS3 are not 
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targets for LHP1 (Zhang et al., 2007), an A. thaliana protein that binds H3K27me3 in vitro 
(Zhang et al., 2007; Exner et al., 2009) and that has been shown to be required for silencing of 
genes with H3K27me3 (Mylne et al., 2006; Sung et al., 2006; Zhang et al., 2007; Exner et al., 
2009). Also, when cold-exposed plants are returned to normal growth conditions, 
transcription of COR15A and ATGOLS3 was repressed to the initial level before cold 
exposure while decrease in H3K27me3 is still maintained. Also, this decrease does not 
enhance the induction of transcription when plants are returned to cold temperatures 
(Kwon et al., 2009). According to these results, it has been proposed that H3K27me3 could 
act as a memory marker for recent transcriptional activity in A. thaliana. In this case, 
previous exposure of plants to certain environmental stresses may negatively affect the level 
of H3K27me3 and lower the chance of stress-responsive genes being silenced.  
Dehydration stress also induces variations on histone methylation. In fact, histone H3 
modifications at the coding regions of four dehydration stress responsive genes, RD29A, 
RD29B, RD20, and an AP2 transcription factor have been reported during a drought stress 
in A. thaliana (Kim et al., 2008), characterized by an enrichment of H3K4me3 and H3K9ac (a 
positive marker of gene activation) at these four loci. Another study presents the whole-
genome distribution patterns of histone H3 H3K4me1, H3K4me2, and H3K4me3 and its 
modification after a drought stress in A. thaliana.  While H3K4me1 and H3K4me2 levels 
changed modestly during dehydration stress, drastic changes in the H3K4me3 levels are 
observed. These changes are correlated with modification in level of transcription of 
responding genes: a large increase of H3K4me3 level was found on nucleosomes of the 
genes which had a high expression and a large decrease in H3K4me3 levels has been 
reported in highly down-regulated genes (van Dijk et al., 2010). By analyzing the H3K4me3 
distribution profiles on nucleosomes of stress-induced genes, this study provided specific 
chromatin pattern associated with many genes involved in dehydration stress response and 
confirm the putative role of H3K4me3 in transcription activation. 
The A. thaliana SKB1 protein is a type II Arg methyltransferase homologue to PRMT5 in 
mammals that catalyzes Arg symmetric dimethylation H4R3sme2. SKB1 is associated to 
chromatin region of FLC promoting flowering by suppressing its expression through 
H4R3sme2 (Wang et al., 2007; Schmitz et al., 2008). SKB1 is also associated in chromatin of 
other genes involving among others in stress responses like HAB1, who is really important 
in ABA and salt stress (Saez et al., 2004; Saez et al., 2006) where it represses transcription 
through H4R3sme2. Salt stress and ABA treatment (that is accumulated under a salt stress) 
lead to dissociation of SKB1 from chromatin leading to a reduced level of H4R3sme2 and to 
an higher expression of genes in ABA and salt response like HAB1, suggesting a direct 
mechanism by which salt and ABA impact gene transcription (Figure 3). This theory is 
supporting by the fact that SKB1 invalidation leads to a decrease of H4R3sme2 levels, an 
increase of HAB1 and some other stress-responsive gene expression and a bigger 
susceptibility to salt stress (Zhang et al., 2011). During a salt stress, SKB1 not only leaves 
chromatin of some loci but also methylates U6 small nuclear ribonucleoprotein (snRNP)–
specific Sm-like protein LSM4. SKB1 invalidation leads to splicing defects in hundreds of 
genes that are involved in many biological processes, including the abiotic stress responses. 
Furthermore, lsm4 mutant, similarly to Skb1, is hypersensitive to salt and shows similar 
splicing defects in some genes (Zhang et al., 2011). In conclusion, SKB1 plays a dual role in 
salt response by altering the methylation status of H4R3sme2 and LSM4.  
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Fig. 3. Involvement of methylation in salt stress responses. A : Without stress, SKB1 a PRMT 
is associated to  the chromatin of some stress related genes where it methylates histone on 
H4R3sme2. These methylations are repressive mark leading to transcription inactivation of 
these genes. B: During a salt stress, there is a chromatin dissociation of SKB1. This 
dissociation has a dual role in stress related gene control to insure an adapted response:  
Firstly SKB1 do not maintains H3R4sme2 in the loci where it was associated leading to an 
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higher expression of many stress relative genes. Secondly, SKB1 will methylated another 
protein LMS4 connected to splicing. This last methylation leads to an activation of 
premRNA splicing and /or synthesis of splice variant of some other genes connected to 
stress responses.  

5. Redox modification of nuclear proteins 

5.1 ROS and RNS in the nucleus 
Reactive oxygen species (ROS) are chemically reactive species of oxygen formed by 
successive one-electron reduction of molecular oxygen. It includes superoxide anion (O2.-), 
hydrogen peroxide (H2O2), perhydroxyl radical (HO2.) and the highly reactive hydroxyl 
radical (OH.) (Apel and Hirt, 2004). ROS is produced in different organelles such as 
mitochondria, chloroplast, peroxizome, endoplasmic reticulum and in the cytosol (Gill and  
Tuteja, 2010) but to our knowledge, only one study has described ROS accumulation in the 
nucleus, in response to an elicitor of plant defense (Ashtamker et al., 2007). However, recent 
data indicate that plant cell nucleus possesses antioxidant redox system to control ROS 
homeostasis (Pulido et al., 2009a; Pulido et al., 2009b). Furthermore, ROS production in other 
cellular compartments results in changes in gene expression, indicating that ROS production 
can influence gene transcription in the nucleus. Another reactive radical, Nitric Oxide (NO), 
has been known for years as a signaling molecule in animal and plant cells (Besson-Bard et 
al., 2008). Reactive Nitrogen Species (RNS) contains all the NO derived molecules and their 
chemistry have been documented elsewhere (Stamler et al., 1992). For instance, NO can be 
oxidized or reduced to NO+ or NO- or can react with O2•- to form the strong oxidant 
peroxynitrite (ONOO-). Through its different chemical forms, NO can react with a great 
variety of molecules including proteins, lipids, metals, molecular oxygen or nucleic acids. 
Evidences for NO production in the nucleus of various plant cell types (stomata guard cells, 
stomata subsidiary cells, epidermal cells) have been documented in some studies in 
response to different stimuli such as heat stress, green light, osmotic stress, plant defense 
elicitors (Foissner et al., 2000; Gould et al., 2003; Vitecek et al., 2008). As observed for ROS, 
NO can have an impact on gene expression (Palmieri et al., 2008).  

5.2 Redox-based post-translational modification in plant cell nuclei  
ROS and RNS could affect gene expression through different mechanisms. These reactive 
compounds can activate components of signaling pathways controlling gene expression or 
can directly affect the DNA binding activity of several kinds of transcription factors. Heat 
shock transcription factors (HSF) bind to a consensus sequence found in the promoter of 
many stress-responsive genes. HSF transcription factors have been thought to be ROS 
sensors as reviewed by (Miller and  Mittler, 2006). Other transcription factors are regulated 
in a redox dependent manner through a dithiol/disulfide exchange and some examples are 
detailed bellow.  
The activity of transcription factors from the R2R3 MYB family have been shown to be 
involved in abiotic stress responses including salt stress, drought stress (Jung et al., 2008). 
Using the typical R2R3 MYB protein P1 from Zea mays, Heine et al. (2004) have shown that 
DNA binding of this transcription factor is redox-dependent. More precisely, the two 
cysteines residues 49 and 53 are necessary for DNA binding and under non-reducing 
conditions, they formed a disulfide bridge that prevents DNA binding. Another R2R3 MYB 
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plant transcription factor of A. thaliana, AtMYB2, has been shown to be redox-modulated 
(Serpa et al., 2007). AtMYB2 has been suggested to play a role in response to stresses that 
induce NO production such as ABA or salt treatment. Contrary to P1, cystein 49 is absent in 
AtMYB2 (Heine et al., 2004) and the S-nitrosylation of Cys 53 by NO donors blocks its 
binding to a specific DNA sequence (Serpa et al., 2007). In this case, it indicates that the S-
nitrosylation of AtMYB2 could be a mechanism to turn off the activity of this protein. 
However, the role of the redox regulation of R2R3 MYB transcription family protein needs 
to be addressed in vivo in response to abiotic stresses.  
The DNA binding of RAP2.4a (At1g36060), a AP2/DREB-type transcription factors, to the 
promoter of 2-Cys peroxiredoxin-A gene (2CPA) is redox-regulated by dithiol/disulfide 
transition of regularoty cysteinyl residues (Wormuth et al., 2007; Shaikhali et al., 2008). 
Reducing conditions lead to the monomerisation of RAP2.4a whereas oxidizing conditions 
dimerize or oligomerize RAP2.4a proteins through the formation of disulfide bridges which 
increased binding affinity of the protein to DNA. Loss-of-function of RAP2.4a affects the 
adaptation of plants to changes in environmental conditions such as naturally fluctuating 
light conditions. Furthermore, RAP2.4a transcription factor regulates the expression of 
genes known to be induced by ROS and involved in abiotic stress tolerance such as ZAT 10 
(Mittler et al., 2006). A closed homologue, RAP2.4b (At1g78080) has also been involved in 
stress response. Mutations in RAP2.4b cause altered expression of light and drought-
responsive genes and defects in developmental processes or drought tolerance. However, its 
redox control as observed with RAP2.4a has not been investigated.  
In the last decades, studies in the animal field have indicated that the main mode of action 
of NO is based on the post-translational modification of proteins. Firstly, S-nitrosylation 
consists of the oxidation by NO of reduced sulfidryl groups of cysteyls residues of proteins 
thus forming a nitrosothiol (SNO). Secondly, tyrosine nitration is based on the addition of a 
NO2 group on a tyrosyl residue of a protein. And thirdly, NO can bind covalently transition 
metal of metalloproteins. This last process is called metal nitrosation. These NO-based post-
translational modifications of proteins finally affect the activity of the modified proteins. 
While thousand proteins have been identified in animals to be modified by NO, only a few 
have been characterized in plants (Astier et al., 2011; Seth and  Stamler, 2011). Among them, 
some are linked with the nucleus function. The best example on the role of NO in the 
modification of proteins associated with nuclear functions is the transcription coactivator 
NPR1 (for Non-expressor of Pathogenesis Related-1) in A. thaliana. Although data indicate 
that NPR1 is important for plant resistance to abiotic stresses (Quilis et al., 2008; Yasuda et 
al., 2008; Rao et al., 2002), its mode of action and its regulation have been discovered in 
plants infected by avirulent pathogens or treated by elicitors of plant defense reactions. In 
untreated cells, NPR1 forms a homo multimeric complex that is sequestered in the cytosol 
and stabilized by intermolecular disulphide bonds (Mou et al., 2003). In this case, NPR1 
monomers still exist. To prevent target gene activation in the absence of inducing stimulus, 
they are translocated to the nucleus at low rate and finally targeted to the proteasome (Spoel 
et al., 2010). A role of NO in this process has been recently discovered. It was reported that S-
nitrosylation of NPR1 by S-nitrosoglutathione (GSNO) at cysteine-156 facilitates its 
oligomerization and blocks its nuclear translocation (Tada et al., 2008). After the perception 
of stimuli such as pathogen infection, redox changes dependent on the production of 
salicylic acid occur. Multimeric NPR1 is reduced to monomers by thioredoxins and NPR1 
monomers are then translocated to the nucleus where their interaction with transcription 
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factors allowed the regulation of the expression of several genes (Despres et al., 2003; Tada et 
al., 2008; Fan and  Dong, 2002; Boyle et al., 2009). Particularly, NPR1 activates the binding of 
the b-ZIP transcription factor TGA1 to the activation sequence-1 (as-1) element of the 
promoter region of defense genes. Disulfide bridge formation involving cysteyl residues 260 
and 266 precludes the interaction of TGA1 with NPR1 and then prevents binding of TGA1 
to its target DNA element (Despres et al., 2003). Recent mass spectrometry analysis indicated 
that these cysteyl residues of TGA1 are S-nitrosylated and S-glutathionylated after GSNO 
treatment (Lindermayr et al., 2010). Furthermore, GSNO enhanced the DNA binding activity 
of TGA1 to its DNA element in the presence of NPR1. It can be the consequence of 
conformational changes of both proteins which allow a more effective TGA1-NPR1 
interaction and finally a more effective DNA-binding of TGA1. Interestingly, a GSNO-
induced nuclear translocation of NPR1 has also been observed by these authors. It could be 
due to SA-mediated redox-changes since NO induced SA production (Durner et al., 1998; 
Huang et al., 2004). All these results indicate that NO has a major regulatory role of NPR1 
functions by controlling its translocation from the cytosol to the nucleus and by affecting the 
NPR1/TGA1 complex and downstream dependent responses. Other proteins might be 
involved in this process. The small oxidoreductases glutaredoxins that mediate redox 
regulation of proteins through the reduction of disulphide bridges or the glutathionylation 
of cysteyl residues (Dalle-Donne et al., 2009; Rouhier et al., 2010) has been recently shown to 
interact with transcription factors from the TGA family in the nucleus of plant cells 
(Ndamukong et al., 2007; Li et al., 2009). However, the role of GRX in TGA function has not 
been described yet.  
Another protein is redox-modified by NO. In a recent paper, Wawer et al. (2010) have shown 
that Nicotiana tabacum GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) localized in 
the nucleus and in the cytosol of plant cells. GAPDH was transiently S-nitrosylated after the 
salt treatment of N. tabacum cell suspensions but the role of this NO-dependent modification 
is not known. 

6. Ubiquitin and ubuquitin-like post-ranslationnal modifications  

Protein post-translational modifications by ubiquitin and ubiquitin-like proteins are 
essential for a plethora of cell functions in eukaryotic cells and are involved in development 
processes but also in the responses to biotic and abiotic stresses (Fu et al., 2010; Miura and  
Hasegawa, 2010; Trujillo and  Shirasu, 2010). Ubiquitination is a post-translational 
modification of proteins corresponding to the reversible attachment of the 76-amino acid 
protein ubiquitin to target proteins through a well-characterized process (Fu et al., 2010). 
This three-step enzymatic cascade is catalyzed by ubiquitin-activating enzyme (E1), 
ubiquitin-conjugating enzyme (E2) and ubiquitin ligase enzyme (E3). A major function of 
protein ubiquitination is to address proteins to the proteasome for their degradation. 
However, it can also control intracellular localization of proteins, transcription of DNA and 
cell cycle. Thus, ubiquitination regulates a great number of cellular processes. There are 
evidences that the ubiquitination system is involved in regulating signaling pathways 
controlling plant adaptation to stresses and especially abiotic stresses. Some proteins 
belonging to the ubiquitination enzymatic machinery and involved in abiotic stress 
tolerance have been shown to localized in the nucleus of plant cell. AtHOS1, a E3-ubiquitin 
ligase that control cold tolerance in A. thaliana have been shown to localized in the nucleus 
after cold stress (Lee et al., 2001, see below). Furthermore, AtDRIP1 and AtDRIP2 (DREB2A-
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interacting protein) are two E3-ubiquitin ligase (Qin et al., 2008). AtDRIP1 is localized in the 
nucleus of A. thaliana cells where it interact with AtDREB2A (Dehydratation-responsive 
element binding protein 2A), a transcription factor that is important for drought tolerance 
and controls the expression of water deficit-inducible gene expression. As proposed by (Qin 
et al., 2008), the ubiquitination of AtDREB2A may occur in a no-stress condition leading to 
its degradation by the proteasome. However, during drought stress, AtDREB2A is activated 
by an unknown mechanism. It is possible that the ubiquitination and degradation of 
AtDREB2A is blocked leading to the accumulation of effective AtDREB2A protein that in 
turn activate the expression of drought-responsive genes. This result highlights the 
importance of ubiquitination process in controlling gene transcription in the nucleus.  
In addition to ubiquitin, post-translational modification of proteins by ubiquitin-like 
proteins (Ubls) such as SUMO (small ubiquitin-like modifier), RUB (related to ubiquitin), 
NEDD8 (neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated), ATG8 and 
ATG12 (autophagy 8 and 12) have been shown to be functional in plants and to control 
essential cellular processes as observed in other eukaryotes (reviewed by (Miura and  
Hasegawa, 2010). Among them, modification of proteins by SUMO (SUMOylation) has been 
one of the most described Ubl-post-translational modifications in plants. SUMO proteins are 
synthesized as precursors that need to be cleaved by specific proteases to expose a glycyl 
residue necessary for their ligation to target proteins. The addition of SUMO proteins to a 
lysyl residue of the target protein is catalyzed in a three-step enzymatic reaction similar to 
ubiquitinylation (Kurepa et al., 2003).  
In A. thaliana, genetic analysis of SUMOylation process indicates that this post-translational 
modification of proteins is essential for plant development. Thus, mutation in the gene 
coding AtSCE1 (Arabidopis Sumo-conjugating Enzyme1) or AtSAE2 (Arabidopsis Sumo-
activating Enzyme 2) proteins results in embryo lethality (Saracco et al., 2007). The same 
phenotype was observed in plants in which the genes coding both AtSUMO1 and AtSUMO2 
proteins were mutated (Saracco et al., 2007). Number of proteins modified by SUMO have 
been shown to increase in planta after abiotic stresses including heat, oxidative stress, 
ethanol, phosphate starvation, salt and cold stress (Kurepa et al., 2003; Miura et al., 2005; Yoo 
et al., 2006; Miura et al., 2007; Conti et al., 2008; Miller et al., 2010). Furthermore, mutants 
defective in proteins of the SUMO-conjugating pathway such as AtSIZ1 (arabidopsis SUMO 
E3 ligase) are impaired in stress responses such as thermotolerance and have been shown to 
exhibit exaggerated phosphate starvation responses (Miura et al., 2005; Miura et al., 2007) 
indicating that SUMOylation of proteins is an essential process mediating stress acclimation. 
As observed in other eukaryotic cells, SUMOylation enzymes (e.g. AtSCEA and SUMO1/2) 
localized in the nucleus in Arabidopsis (Lois et al., 2003) indicating a role of SUMOylation in 
controlling many aspects of nuclear function. In rice (Oryza sativa), SUMO-conjugating 
enzyme (OsSCE1) has been shown to localize in the nucleus. Yeast-two hybrid experiments 
indicated that OsSCE1 interacts with the heat-inducible pyrophosphatase (PPIase) 
OsFKBP20, a class of proteins that assist molecular chaperones in reactions associated with 
protein folding and protein transport across membrane. It was proposed that OsSCE1 and 
OsFKBP20 proteins mediate in concert the stress response of rice plants (Nigam et al., 2008). 
In Arabidopsis, heat stress dramatically increased the pool of SUMO conjugates which were 
mainly detected in the nucleus (Saracco et al., 2007). In a recent proteomic analyses, Miller et 
al. (2010) have identified 357 SUMOylated proteins in Arabidopsis. Many of them are 
nuclear proteins that participate in a wide range of processes related to nuclear function, 
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such as chromatin modification, DNA maintenance/repair or gene transcription. 
Furthermore, nuclear SUMOylated proteins identified in non-stressed plants were enriched 
in oxidative and/or heat-stressed plants. Among the nuclear SUMO conjugates, some 
transcription factors have been identified (Miura and  Hasegawa, 2010). For instance the 
SUMOylation of AtICE1, a MYC transcription factor involved in cold stress responses in 
Arabidopsis has been characterized (see below). Protein SUMOylation is a reversible process 
and de-SUMOylation is catalyzed by SUMO proteases a class of enzymes that is also 
involved in the generation of mature SUMO proteins. Recently, the Arabidopsis mutants 
overly tolerant to salt 1 (ots1) and 2 (ots2) has been shown to be mutated in two SUMO 
proteases OTS1 and OTS2 that act redundantly to regulate salt stress response (Conti et al., 
2008). Both proteins are localized in the nucleus indicating that 
SUMOylation/deSUMOylation of nuclear proteins is likely to control essential processes 
required for salt stress responses.  
It has been shown recently that both ubiquitination and SUMOylation can affect the same 
protein. During cold stress, Arabidopsis cold responsive genes are induced transiently 
indicating that their expression is finely regulated. Among the transcription factors that 
controls cold-gene expression and cold stress tolerance, AtICE1 is a MYC transcription 
factor that is constitutively expressed. It controls the cold induction of other transcription 
factors such as AtCBF3 which in turn drive the expression of cold responsive genes. On the 
contrary, AtMYB15 is a repressor of such genes (Agarwal et al., 2006). ICE1 is post 
translationnally modified by both ubiquitynation and SUMOylation processes and these 
processes are thought to provide a fine-tuning for the expression of cold-responsive genes. 
More precisely, the nuclear-localized SUMO E3 ligase AtSIZ1 (Cheong et al., 2009) mediate 
the SUMOylation of AtICE1. SUMOylation of AtICE1 is thought to stabilize or activate the 
protein, leading to the expression of genes required for low temperature tolerance, such as 
AtCBF3 (Miura et al., 2007). Furthermore, the RING-E3-ubiquitin ligase HOS1 (for high 
expression of osmotically responsive gene) have been shown to relocalize to the nucleus after a 
cold treatment (Lee et al., 2001) where it interacts with ICE1. HOS1 mediates the 
polyubiquitination of ICE1 targeting this transcription factor for degradation by the 
proteasome (Dong et al., 2006). This leads to the repression of cold responsive genes such as 
CBF3 by the transcription factor AtMYB15. A model for the opposite role of ubiquitination 
and SUMOylation in the control of cold-responsive genes during cold episode has been 
proposed (Miura et al., 2007; Miura and Hasegawa, 2010).  

7. Conclusion 

As we illustrate in this review using studies reporting the involvement of nuclear 
posttranslational modifications in response to numerous environmental changes, almost all 
known major abiotic stresses induce one or more nuclear protein modifications to regulate 
the expression of specific target genes.  
After reading this chapter, three main conclusions emerge. Firstly, histone modifications 
and associated chromatin and gene expression changes appear to be a critical point 
necessary for establishment of an appropriate biological response. Understanding the 
regulation of histone modifications, competitions that can occur between different 
posttranslational modifications (the famous “histone code”) and interpretation of these 
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modifications by readers proteins is being initiated and should greatly highlight our 
comprehension of gene expression regulation in response to stresses in the coming years. 
 Secondly, we should keep in mind that protein modifications do not occur only on histones, 
but also concern many others proteins such as transcription regulators. However the 
number of non-histone proteins targeted by the nuclear posttranslational modification 
machinery remains sparse probably due to the technical difficulties for identification and 
purification of these very low abundant proteins in the nuclear compartment.  
Thirdly, in almost all cases, the chemical and / or physical signals leading to nuclear 
machinery through the nuclear envelop are still unknown. Here too our knowledge about 
nuclear pore channels functioning in plant is emerging, but recent discoveries in this field 
should extend our understanding of how nuclear protein posttranslational modifications are 
controlled and lead the plant in an appropriate response to stress. 
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Figure 3 : Alignement de séquences d’élicitines sécrétées par différentes espèces
de Phytophthora. La cryptogéine et la mégaspermine sont des élicitines basiques. La
capsicéine est une élicitine acide. Les acides aminés présentant des identités de
séquences sont annotés par une étoile (*) à l’aide de l’application ClustalW2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2). Les six résidus cystéine conservés et
impliqués dans la formation de ponts disulfure sont encadrés en rouge.
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2.2.   Le modèle Tabac/élicitines 

Les Phytophthora constituent un genre du groupe des oomycètes qui comprend environ 500 

espèces. Ce sont des micro-organismes hétérotrophes qui ont la particularité de ne pouvoir 

synthétiser les stérols nécessaires à leur reproduction (Hendrix & Guttman, 1970). 

Certaines espèces de Phytophthora peuvent être pathogènes : par exemple, Phytophthora 

infestans est l’agent responsable du mildiou de la pomme de terre, entre autres à l’origine 

d’une famine sans précédent en Irlande au milieu du XIX ème siècle. Par ailleurs, parmi les 

différentes espèces de Phytophthora, P. parasitica var. nicotianae constitue la seule espèce 

pathogène pour le tabac. L’interaction compatible entre P. parasitica var. nicotianae et le 

tabac provoque la maladie du pied-noir, qui se traduit par l’envahissement et le pourrissement 

du pied de tabac. En revanche, d’autres espèces de Phytophthora comme Phytophthora 

cryptogea interagissent de manière incompatible avec le tabac, ce qui se traduit par 

l’apparition de nécroses foliaires qui témoignent de la mise en place d’une RH et par 

l’établissement de la RSA vis-à-vis d’un large spectre d’agents pathogènes dont Phytophthora 

parasitica var. nicotianae (Bonnet et al., 1986 ; Keller et al., 1996). Des travaux menés à 

l’INRA d’Antibes, par l’équipe de P. Ricci, sur la perception des Phytophthora par le tabac 

associée à la mise en place de réactions de défense, ont conduit à la caractérisation de petites 

protéines sécrétées appelées élicitines (Bonnet et al., 1986 ; Ricci et al., 1989). 

2.2.1.  Les élicitines des oomycètes 

2.2.1.1. Caractéristiques et fonctions 

Les élicitines sont des protéines globulaires d’environ 10 kDa sécrétées par plus de 30 espèces 

de Phytophthora et quelques espèces de Pythium (Panabières et al., 1997). Elles présentent 

plusieurs caractéristiques structurelles communes. En effet, les élicitines sont pour la plupart 

constituées de 98 acides aminés et présentent 68 à 94 % d’identité de séquences (Ricci et al., 

1993). La composition en acides aminés de la cryptogéine (sécrétée par P. cryptogea), de la 

capsicéine (sécrétée par P. capsici) et de la mégaspermine (sécrétée par P. megasperma) est 

présentée dans la Figure 3. La comparaison des séquences indique une position invariable 



Figure 4 : Structure tridimensionnelle de la cryptogéine (D’après Boissyet
al., 1996).La cryptogéine est composée de six hélicesα (représentées en bleu),
de deux feuilletsβ (représentés en jaune) et d’une boucleΩ. Cette structure est
obtenue par l’établissement de trois ponts disulfure (représentés en jaune) entre
les six résidus cystéine conservés.
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pour 6 résidus cystéine impliqués dans la formation de trois ponts disulfure intramoléculaires 

essentiels pour l’activité des élicitines (Boissy et al., 1996 ; Fefeu et al., 1997). L’analyse des 

séquences des élicitines révèle également que 4 acides aminés sont majoritairement 

représentés (leucine, sérine, alanine, thréonine) alors que 3 autres sont absents (histidine, 

tryptophane, arginine). Mis à part l’élimination d’une séquence N-terminale de sécrétion, les 

élicitines ne subissent pas de modifications post-traductionnelles (Tercé-Laforgue et al., 

1992). La structure tridimensionnelle de la cryptogéine, obtenue par diffraction aux rayons X, 

révèle la présence de 6 hélices α, constituant une face hydrophile en contact avec le solvant, 

ainsi que 2 feuillets β et une boucle Ω qui définissent une cavité hydrophobe. La boucle Ω 

pourrait correspondre au site d’interaction de l’éliciteur avec un récepteur potentiel (Boissy et 

al., 1996 ; Figure 4). 

Malgré leur forte similarité de séquences, les élicitines présentent des charges nettes qui 

diffèrent et sont ainsi réparties en 2 classes distinctes : les élicitines α ou acides, telles que la 

capsicéine ou la parasiticéine, présentent un point isoélectrique inférieur à 5 et ne sont 

nécrosantes qu’à forte concentration (au-delà du µM) ; les élicitines β ou basiques, comme la 

cryptogéine, la cinnamomine ou la mégaspermine, présentent un point isoélectrique supérieur 

à 7 et sont nécrosantes à faible concentration (de l’ordre de 10 nM ; Bonnet et al., 1996). Le 

traitement des plants de tabac par les élicitines s’accompagne d’une protection de la plante 

hôte, les élicitines basiques étant plus efficaces que les élicitines acides (Ricci et al., 1989). 

Toutes les espèces de Phytophthora produisent des élicitines α alors que les élicitines β sont 

sécrétées par un nombre restreint d’espèces (Ponchet el al., 1999). L’une des fonctions des 

élicitines serait de capturer les stérols dans les membranes des cellules hôtes au profit du 

micro-organisme (Ponchet et al., 1999 ; Vauthrin et al., 1999). Le besoin essentiel des espèces 

de Phytophthora en stérols pourrait donc justifier la conservation au cours de l’évolution des 

gènes codant les élicitines. 

2.2.1.2. Implication dans le développement de réactions de défense des plantes 

Les différents travaux effectués chez les monocotylédones et les dicotylédones ont rapporté 

que seules les espèces de tabac mais également quelques espèces de la famille des 

Brassicacées telles que le colza ou le radis développent une réponse de type RH après un 

traitement par les élicitines de Phytophthora par infiltration ou application au niveau du 
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pétiole de feuilles détachées (Bonnet et al., 1996). L’intensité des réponses induites varie 

selon l’espèce et le cultivar. L’origine de cette différence de réactivité entre les espèces 

végétales vis-à-vis des élicitines reste peu documentée à ce jour. 

Les élicitines de Phytophthora sont également capables d’induire une réponse de type RSA 

contre un large spectre d’agents pathogènes fongiques et bactériens. Par exemple, certaines 

variétés de radis préalablement traitées par des élicitines deviennent résistantes à la bactérie 

phytopathogène X. campestris pv. armoraciae (Kamoun et al., 1993). De la même manière, 

des plants de tabac prétraités par des élicitines, par application pétiolaire ou au niveau de la 

tige de plants décapités, sont résistants à une inoculation ultérieure avec des agents 

pathogènes tels que P. parasitica var. nicotianae, Sclerotinia sclerotium, Erysiphe 

cichoracearum ou encore Peronospora tabacina (Bonnet et al., 1996 ; Blancard et al., 1998). 

Pour certaines espèces comme la tomate ou le poivron, les élicitines sécrétées par des 

Phytophthora n’induisent pas de protection : les interactions avec les champignons 

correspondants sont de type compatible (Bonnet et al., 1996).  

Cependant, l’oligandrine, une élicitine qui est sécrétée par Pythium oligandrum et présente 

des propriétés biochimiques comparables à celles des élicitines de Phytophthora, n’induit 

aucune réponse de type RH chez la tomate ou le tabac (Picard et al., 2000). L’oligandrine est 

en revanche capable d’induire une réponse de type RSA, rendant notamment la tomate 

résistante aux agents pathogènes P. parasitica et Fusarium oxysporum, et protège également 

le tabac contre les espèces pathogènes de Phytophthora (Picard et al., 2000 ; Benhamou et al., 

2001). 

Au cours de la mise en place de ces réponses de résistance, divers éléments de défense 

peuvent être observés, comme par exemple une augmentation du taux de transcrits de gènes 

codant des protéines PR, une production d’ET et de phytoalexines comme le capsidiol, ou 

encore la peroxydation de lipides membranaires (Milat et al., 1990 ; Keller et al., 1996 ; 

Rustérucci et al., 1996). 

2.2.2.  La cryptogéine, un éliciteur des réactions de défense 

La cryptogéine est une élicitine β qui présente un pI de 8,49 et qui a été initialement purifiée 

du filtrat de culture de l’oomycète P. cryptogea (Ricci et al., 1989). L’utilisation de 

suspensions cellulaires de tabac a permis de montrer que la cryptogéine constituait l’une des 
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Figure 5 : Représentation schématique des événements déclenchés par la cryptogéine dans des
suspensions cellulaires de tabac.La cryptogéine est reconnue par des sites de haute affinité au
niveau de la membrane plasmique qui présentent les caractéristiquesbiochimiques de récepteur (1).
La perception de la cryptogéine s’accompagne d’événements de phosphorylation impliquant des
protéines kinases (PK;2) agissant en amont d’un influx de Ca2+ (3). Cet influx de Ca2+est nécessaire
à la mobilisation d’autres acteurs de signalisation (4). Parmi ceux-ci, figurent des efflux d’anions
concourant à une dépolarisation membranaire compensée par un efflux de potassium, l’activation de
la NtRbohD membranaire impliquée dans la formation de FAO à partir du NADPHet du dioxygène,
une production de NO et l’activation de protéines kinases incluant des MAPK. Ces événements
contribuent à une augmentation de la concentration en calcium libre cytosolique (Ca2+ cyt). Une
dépolimérisation des microtubules est également observée. L’ensemble de ces événements conduit à
l’expression de réponses de défense de la cellule (5) manifestées par une modulation de l’expression
génique conduisant notamment à une mort cellulaire programmée. Une flèche indique un contrôle
positif alors qu’une barre indique un contrôle négatif.D’après Garcia-Bruggeret al. (2006).
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élicitines les plus actives dans l’induction des réponses de défense (Rustérucci et al., 1996 ; 

Bourque et al., 1998). Les suspensions cellulaires de tabac N. tabacum cv. Xanthi ont ainsi 

constitué un modèle biologique de choix pour décrypter les événements de signalisation 

cellulaire impliqués dans la mise en place des réponses de défense déclenchées par la 

cryptogéine. 

2.2.2.1. La reconnaissance spécifique de la cryptogéine 

La reconnaissance de l’éliciteur par les cellules de tabac est une étape sous-jacente à la mise 

en place de réactions de défense. Une étude menée avec de faibles concentrations de 

cryptogéine marquée à l’iode 125 a permis de mettre en évidence l’existence de sites de haute 

affinité pour la cryptogéine, situés au niveau de la membrane plasmique des cellules de tabac. 

L’affinité de la cryptogéine pour ces sites de fixation est de l’ordre de 2 nM, la fixation étant 

saturable, réversible et dépendante du pH, des caractéristiques attendues d’un récepteur 

(Wendehenne et al., 1995). De travaux complémentaires réalisés avec trois autres élicitines 

(cinnamomine, capsicéine, parasiticéine) sécrétées par diverses espèces de Phytophthora ont 

révélé que ces élicitines, acides ou basiques, interagissaient avec ces mêmes sites de fixation 

(Bourque et al., 1998). La capacité à fixer les stérols et l’affinité pour ces sites de fixation 

diminuent simultanément lors de mutations de la cryptogéine, suggérant que les sites de haute 

affinité interagiraient préférentiellement avec le complexe cryptogéine/stérol (Osman et al., 

2001). L’interaction entre les élicitines et ces sites de haute affinité est primordiale pour 

l’induction de leur activité biologique (Bourque et al., 1998). Ces sites de haute affinité 

seraient constitués de deux N-glycoprotéines plasmalemmiques, de masses moléculaires 

respectives de 162 et 50 kDa, qui seraient directement impliquées dans la reconnaissance de 

l’éliciteur (Bourque et al., 1999). L’identité de ces sites de fixation reste inconnue à ce jour. 

2.2.2.2. La signalisation induite par la cryptogéine 

La reconnaissance de la cryptogéine par les cellules de tabac déclenche une cascade complexe 

de signalisation cellulaire dès les premières secondes qui suivent sa perception, ce qui conduit 

à la mise en place de défenses (Figure 5). Cette cascade de signalisation implique en premier 

lieu des réactions de phosphorylation de protéines (Lecourieux-Ouaked et al., 2000), 
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conséquence de l’activation de protéines kinases (PK ; Lebrun-Garcia et al., 1998). 

L’utilisation d’inhibiteurs généraux des PK tel que la staurosporine bloque les effets de la 

cryptogéine dans les cellules de tabac alors que l’inhibition de phosphatases par la calyculine 

A mime un grand nombre d’entre eux (Lecourieux-Ouaked et al., 2000), suggérant qu’un 

mécanisme très dynamique de phosphorylation / déphosphorylation est nécessaire pour 

l’induction des réponses de défense. Ces événements de phosphorylation sont suivis par un 

influx massif et continu de Ca2+ extracellulaire (Tavernier et al., 1995). Cet influx de Ca2+ est 

déterminant pour l’initiation des événements en aval dans la cascade de signalisation induite 

par la cryptogéine. En effet, aucun de ces effets n’est induit lorsque l’influx de Ca2+ est inhibé 

par l’ion La3+, un compétiteur du Ca2+ pour les canaux perméables au Ca2+, ou lorsque le Ca2+ 

extracellulaire est chélaté par l’EGTA (Tavernier et al., 1995 ; Lebrun-Garcia et al., 1998; 

Bourque et al., 2002). L’influx de Ca2+ est à l’origine d’une augmentation de la [Ca2+]cyt 

(Lecourieux et al., 2002) et de la [Ca2+]nuc (Lecourieux et al., 2005) mais est aussi 

indispensable à des efflux d’anions, notamment Cl- et NO3
-, qui participent à la dépolarisation 

membranaire (Pugin et al., 1997 ; Wendehenne et al., 2002). Cette dernière est compensée par 

un efflux de K+ (Pugin et al., 1997). L’efflux d’anions participerait à la modulation de 

l’expression de gènes de défense tels que HSR203J (hypersensitive-related gene 203 J) ou 

VPE (vacuolar processing enzymes), des gènes classiquement associés à la RH (Pugin et al., 

1997 ; Wendehenne et al., 2002 ; Simon-Plas et al., 2002 ; Gauthier et al., 2007). 

L’influx initial de Ca2+ est également indispensable à l’activation de PK et en particulier de 

MAPK (Lebrun-Garcia et al., 1998). Les MAPK jouent un rôle clé dans la transduction du 

signal qui conduit à l’expression des défenses de la plante en modulant l’expression de 

nombreux gènes de défense (Pitzchke, 2009). En réponse à la cryptogéine, les protéines 

kinases SIPK (Zhang & Klessig, 1998) et WIPK (Zhang et al., 2000) sont phosphorylées 

après quelques minutes de traitement des cellules de tabac. Ces deux MAPK seraient 

impliquées dans la régulation de gènes de défense et de la RH déclenchées par la cryptogéine 

chez le tabac (Zhang & Klessig, 2001). Parmi les PK nucléaires, SIPK a récemment été mise 

en évidence comme étant rapidement activée en réponse à la cryptogéine (Dahan et al., 2009). 

Une production de monoxyde d’azote (NO) est également dépendante de l’influx initial de 

Ca2+. Le NO produit en réponse à la cryptogéine contribue à l’enrichissement du cytosol en 

Ca2+ libre en mobilisant le Ca2+ provenant des réserves internes de la cellule (Lamotte et al., 

2006). Le NO participerait également à la modulation de l’expression de gènes de défense et 
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contribuerait de manière partielle à l’établissement de la mort cellulaire de type RH (Lamotte 

et al., 2004). 

Enfin la cryptogéine déclenche également dans les cellules de tabac la dépolymérisation des 

microtubules et la perturbation de certains réseaux de filaments d’actines, ce qui conduit à la 

rupture du tonoplaste et à la mort de la cellule (Binet et al., 2001 ; Higaki et al., 2007). 
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Les événements de  signalisation cellulaire induite par des éliciteurs tels que la cryptogéine 

convergent vers le noyau ou s’effectue la modulation très fine de l’expression de gènes et 

concourant à l’élaboration des réponses de défense adaptées. Toutefois, comme nous avons pu 

le voir dans ce chapitre d’introduction, si de nombreux événements de signalisation sont 

maintenant bien caractérisés à la fois dans le cytosol et au niveau de la membrane plasmique, 

il n’en va pas de même pour le compartiment nucléaire où finalement seules des variations de 

la [Ca2+]nuc libre ont été décrites (Lecourieux et al., 2005). Récemment, des approches 

biochimiques menées au laboratoire ont permis d’identifier deux isoformes nucléaires 

redondants d’HDAC de type 2, nommés NtHD2a et NtHD2b, sur la base de leur 

phosphorylation très précoce en réponse à la cryptogéine dans les cellules de tabac. Mon 

travail de thèse s’est inscrit dans l’étude de ces deux protéines via deux principaux axes : 

 

1. Le premier axe a été centré sur l’étude du rôle de NtHD2a/b dans le processus de 

mort cellulaire induit par la cryptogéine dans les cellules de tabac. Pour ceci, nous 

avons utilisé des approches pharmacologiques, via l’utilisation d’inhibiteurs d’activité 

HDAC, mais également des approches de surexpression et d’interférence à ARN pour 

mettre en évidence l’importance de NtHD2a/b dans le contrôle de la mort cellulaire 

induite par la cryptogéine.  

 

2. Le deuxième axe a concerné l’étude des événements de signalisation cellulaire 

impliqués dans le contrôle de la mort cellulaire induite par la cryptogéine et 

dépendants de NtHD2a/b. Nous avons pour cela essayé d’identifier, dans une lignée 

cellulaire de tabac invalidée pour l’expression de NtHD2a/b, les événements de 

signalisation cellulaire qui permettent d’expliquer quel(s) mécanisme(s) contrôle(nt) la 

mort cellulaire sous la dépendance de NtHD2a/b. 
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1. Matériels 

1.1.  Suspensions cellulaires  

La suspension cellulaire de tabac utilisée en routine (Nicotiana tabacum cv. Xanthi) a été 

générée au laboratoire à partir de cals issus de tissus foliaires. La lignée de cellules CL5, 

invalidées pour l’expression des gènes NtHD2a/b par une approche d’interférence à ARN, a 

été obtenue au laboratoire (décrit § 2.1 de cette section ; Dutartre, 2008). 

Les cellules sont cultivées dans le milieu de Chandler (Chandler et al., 1972). Les cultures 

sont maintenues sous agitation (120 rpm) et lumière (2.103 ergs.cm-2.s-1) constantes en salle 

climatisée (24°C). Les suspensions cellulaires sont repiquées en fin de phase exponentielle de 

croissance tous les 7 jours. Pour la mesure des activités biologiques, les suspensions 

cellulaires saturées, soit au bout de 7 jours de croissance, sont diluées au demi par addition de 

milieu de culture neuf 24 h avant leur utilisation. 

Pour mesurer la production de H2O2 et de monoxyde d’azote (NO), les suspensions cellulaires 

diluées au demi 24 h auparavant sont lavées 3 fois successivement avec le tampon H10 

(HEPES-KOH 10 mM, D-mannitol 175 mM, K2SO4 0,5 mM, CaCl2 0,5 mM, pH 6,2) et 

resuspendues à raison de 0,1 g de poids frais de cellules (PFC) par mL de tampon pour 

équilibration pendant 1 h à 24°C sous agitation permanente (130 rpm).  

1.2.  Plants de tabac 

Les plants de tabac, sauvages ou correspondant à la lignée CL5 (lignées stables CL5-1 et 

CL5-2, issues d’un même cal), sont cultivés en serre sans contrôle d’hygrométrie dans les 

conditions suivantes : 16 h de jour à 22°C (68,8.103 ergs.cm-2.s-1) et 8 h de nuit à 18°C. 

Les graines de tabac sont semées soit dans le terreau de culture soit sur un milieu de 

Hoagland. 

1.3. Eliciteurs 

La cryptogéine (Cry) et la β-mégaspermine (Méga) sont  produites et purifiées au laboratoire 

respectivement à partir de filtrats de culture de Phytophthora cryptogea et Phytophthora 
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megasperma selon le protocole décrit par Bonnet et al. (1996). Elles sont préparées dans de 

l’eau ultra pure à une concentration de 100 µM et conservées à -20°C. 

La capsicéine (Cap) et l’oligandrine (Olig), fournies par le Dr. M. Ponchet (INRA Sophia 

Antipolis, France), sont stockées à -20°C sous forme de solutions mères à une concentration 

de 100 µM dans de l’eau ultra pure.  

Flag22 est un peptide de 22 acides aminés conservé de la partie N-terminale de la flagelline 

bactérienne, fournie par le Pr. J. Dürner (Institute of Biochemical Plant Pathology, Munich, 

Allemagne), stocké à -20°C sous forme de solution mère à une concentration de 100 mg.mL-1 

dans de l’eau ultra pure. 

Les oligogalacturonides (OG, polymères d’acide α-1,4-D-galacturonique) sont fournis sous 

forme lyophilisée par la société Goëmar SA (Roscoff, France). La solution mère est préparée 

extemporanément à une concentration de 50 mg.mL-1 dans de l’eau ultra pure. 

1.4. Outils pharmacologiques 

Les solutions mères de 2-(4-Carboxyphenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-l-oxyl-3-oxide 

(cPTIO), de cycloheximide (CHX), de butyrate de sodium (ButNa) sont préparées 

respectivement à 100 mM, 50 mM et 1 M dans de l’eau stérile. Le diphénylène iodonium 

(DPI) est préparé à 10 mM dans le DMSO. Le cPTIO, le CHX, le ButNa et le DPI sont 

utilisés à des concentrations finales respectives de 250-500 µM, 50 µM, 10 mM et 10 µM. 

Pour les témoins, les mêmes volumes en eau ou en DMSO sont ajoutés. Dans les expériences 

utilisant le DPI, la concentration finale de DMSO n’excède pas 0,25 %. 

2.  Méthodes 

2.1.   Obtention d’une lignée de tabac déficiente pour l’expression de 

NtHD2a/b 

Une lignée de tabac dénommée CL5 (plantes et suspension cellulaires) et déficiente pour 

l’expression de NtHD2a/b a été obtenue au laboratoire (Dutartre, 2008). Brièvement, un 



Tm (°C) 
Séquence des amorces 5'- 3'

Annotation Amorce Sens Antisens Tm (°C) 
d'hybridation

ATC TCG AGG CGG AGG ATC TCG AGG GAC ACT 
Sens (S)

ATC TCG AGG CGG AGG 
CAG AGA AGT CTA ATG 
TTG 

ATC TCG AGG GAC ACT 
CAA CTC AGA TAA GG

60

Antisens (AS)
CAA GAT CTA GCG GAG 
GCA GAG AAG TCT AAT 

GCG GAT CCG CGG AGG 
CAG AGA AGT ATG TTG

60

Tableau 4 : Caractéristiques des amorces utilisées pour le clonage de NtHD2a/b dans le 

GCA GAG AAG TCT AAT 
GTT G

CAG AGA AGT ATG TTG

Tableau 4 : Caractéristiques des amorces utilisées pour le clonage de NtHD2a/b dans le 
vecteur pHANNIBAL.
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fragment conservé de NtHD2a/b de 107 paires de bases (pb) est cloné dans les orientations 

sens (S) et antisens (AS) séparées d’un intron PDK dans le vecteur pHANNIBAL. Ce vecteur 

permet la synthèse d’un ARN dans la configuration « épingle à cheveux » pour initier 

l’extinction des gènes NtHD2a/b par un mécanisme d’interférence à ARN (Wesley et al., 

2001). Les amorces utilisées pour obtenir cette construction sont listées dans le Tableau 4. 

Des bactéries E. Coli JM109 compétentes sont transformées par choc thermique (42°C, 2 mn) 

par le vecteur pHANNIBAL ainsi obtenu. Les bactéries transformées sont sélectionnées à 

37°C sur milieu LB gélosé contenant de l’ampiciline à 50 µg.mL-1.  

Après extraction du plasmide ci-dessus (PureLinkTM Quick Plasmid Miniprep Kit ; 

Invitrogen), la construction « S-PDK intron-AS » sous le contrôle du promoteur fort 

CaMV35S est clonée dans le vecteur binaire pART27 (contenant les gènes de résistance à la 

spectinomycine et à la kanamycine). Des cellules d’Agrobacterium tumefasciens LBA4404 

sont transformées par le vecteur ainsi obtenu par choc thermique (37°C, 2 mn) et sont ensuite 

sélectionnées à 28°C sur un milieu gélosé LB additionné de rifampicine et de spectinomycine 

(50 µg.mL-1). 

Cette souche d’A. tumefasciens est soit utilisée pour éteindre de manière transitoire 

l’expression de NtHD2a/b par agroinfiltration de tissus foliaires de tabac selon la méthode 

décrite par English et al. (1997), soit pour transformer des disques foliaires de tabac et ainsi 

générer des cals avec une extinction stable de NtHD2a/b. Un de ces cals a été utilisé pour 

générer la lignée CL5. 

2.2.   Surexpression de NtHD2a fusionnée à la protéine GFP dans les plants 

de tabac 

L’ADN complémentaire pleine longueur, sans le codon stop, codant NtDH2a est cloné dans le 

vecteur binaire pH7FWG2 (fourni par l’Institut de recherche en Sciences de la Vie VIB; 

Ghent, Belgique) en vue de la fusion de la séquence codant la protéine GFP (Green 

Fluorescent Protein) à l’extrémité N-terminale de NtHD2a (construction GFP-NtHD2a), le 

tout sous le contrôle du promoteur CaMV35S (Hammoudi, 2011). Des cellules d’A. 

tumefasciens LBA4404 sont transformées par le vecteur ainsi obtenu par choc thermique 

(37°C, 2 mn) et sont ensuite sélectionnées à 28°C sur un milieu gélosé LB additionné de 



 



MATERIELS ET METHODES 

0 

 

74 

 

rifampicine et de spectinomycine (50 µg.mL-1). Cette souche d’A. tumefasciens est utilisée 

pour induire l’expression transitoire de NtHD2a par agroinfiltration de tissus foliaires de tabac 

selon la méthode décrite par English et al. (1997). 

 Le vecteur pB7F2, fourni par le Dr. Garcion (INRA Bordeaux) et permettant la surexpression 

de la protéine GFP seule, est utilisé comme témoin de l’efficacité de transformation et de 

surexpression. 

2.3.   Traitement des cellules de tabac 

Après dilution au demi 24 h avant l’expérience (voir § 1.1 de cette section), les cellules en 

suspension sont traitées directement dans leur milieu de culture par 100 nM d’élicitines 

(cryptogéine, capsicéine, mégaspermine ou oligandrine), par 0,1 mg.mL-1 de Flg22 ou par 0,1 

mg.mL-1 d’OG. Les cellules en suspension contrôles sont traitées par un volume équivalent en 

eau. A l’issue du traitement, des aliquotes de 2,5 mL (environ 0,25 g) de cellules sont 

prélevées et filtrées sous vide sur des filtres GF/A, puis congelées dans l’azote liquide et 

conservées à -80°C. 

Lors de l’utilisation d’inhibiteurs, les cellules sont incubées avec la molécule inhibitrice 10 

minutes avant le traitement, un volume équivalent de solvant étant ajouté aux cellules 

contrôles le cas échéant. 

2.4.   Traitement des plants de tabac 

2.4.1.  Agroinfiltration des plants de tabac 

2.4.1.1. Préparation de la solution d’A. tumefaciens 

Le protocole utilisé est basé sur celui décrit par Batoko et al. (2000), avec quelques 

modifications. Les cultures d’A. tumefasciens transformées par la construction « S-intron-

AS » dans le vecteur pART27, par la construction GFP-NtHD2a dans le vecteur pH7FWG2 

ou par le vecteur pB7F2 sont entretenues sur la nuit dans le milieu LB rifampicine / 

spectinomycine (50 µg.mL-1) additionné d’acétosyringone (100 µM) sous agitation (220 rpm) 

à 28°C. Les suspensions bactériennes sont alors centrifugées pendant 5 mn à 2200 g à 
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température ambiante. Le culot est alors lavé successivement deux fois par un volume de 

tampon d’agroinfiltration (50 mM MES-KOH pH 5,6 ; 2 mM Na3PO4 ; 0,5 % glucose w/v ; 

100 µM d’acétosyringone), puis au final repris dans ce même tampon de sorte que 

l’absorbance à 600 nm des suspensions obtenues soit comprise entre 0,1 et 0,2. 

2.4.1.2. Méthodes d’agroinfiltration 

L’agroinfiltration de la suspension d’A. tumefasciens transformée par la construction « S-

intron-AS » dans le vecteur pART27 est réalisée sur de jeunes plants de tabac au stade 4 

feuilles. La suspension d’A. tumefasciens est infiltrée dans l’ensemble des feuilles à l’aide 

d’une seringue de 1 mL (English et al., 1997).  

L’agroinfiltration de la suspension d’A. tumefasciens transformée par la construction GFP-

NtHD2a dans le vecteur pH7FWG2 est réalisée dans des feuilles de tabac adultes à l’aide 

d’une seringue de 1 mL. Au bout de 48 h, la fluorescence de la protéine GFP est observée par 

microscopie optique à épifluorescence (Leica). En parallèle, des infiltrations de suspension 

d’A. tumefaciens transformée par le vecteur pB7F2 sont réalisées comme contrôle positif de 

l’expression de la GFP.  

2.4.2.  Observation de la réaction hypersensible (RH) 

Les plants de tabac sont traités par infiltration suivant le protocole décrit par Wendehenne et 

al. (2002). Une feuille de chaque plante est infiltrée avec 500 µL de cryptogéine à 100 nM. 

Les plantes témoins sont infiltrées avec de l’eau. La réponse hypersensible, caractérisée par 

une nécrose de la zone infiltrée, est observée après 24 h de traitement. 

2.5.   Analyse des événements cellulaires 

2.5.1.  Mort cellulaire 

La mort cellulaire est évaluée en utilisant le rouge neutre, un colorant vital qui colore en rouge 

la vacuole des cellules dont l’intégrité membranaire est conservée. Les cellules dont la 

vacuole est incolore sont considérées comme mortes (Naton et al., 1996). Après 6 h et 24 h de 



DAF-2DA

DAF-2DA

DAF-2
DAF-2T

Milieu extracellulaire

Membrane plasmique

Cytosol

Estérases

N2O3

Figure 6 : Mesure de l’accumulation de NO intracellulaire avec la sonde DAF-2DA.
Le fluorophore DAF-2DA internalisé dans la les cellules est converti enDAF-2 suite au clivage
de ses deux groupements acétates par des estérases. Le DAF-2 libéréest nitrosylé par des
produits d’oxydation de NO (notamment N2O3) en un dérivé triazole (DAF-2T) fluorescent
(λexc. = 488 nm;λém. = 510 nm).

3-aminophtalate
dianon

Luminol

+    N2 +    H2O2 +    hѵ
H2O2

Peroxydases

Figure 7 : Mesure de la production de H2O2 par chimioluminescence du luminol.
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traitement, les cellules sont lavées deux fois dans un tampon HEPES-KOH 25 mM à pH 7,5, 

puis colorées au rouge neutre à 0,01 % (m/v). La mort cellulaire est évaluée par observation 

au microscope optique de 500 cellules pour chaque condition. 

2.5.2.  Production de monoxyde d’azote intracellulaire  

La production de NO est estimée par mesure de la fluorescence du 4,5-diaminofluorescéine 

diacétate (DAF-2DA), une sonde fluorescente qui pénètre dans la cellule grâce à ses deux 

groupements acétate (Lamotte et al., 2004). Après clivage de ces deux groupements acétate 

par des estérases intracellulaires, le DAF-2 libéré réagit spécifiquement avec des produits 

d’oxydation du NO (principalement le N2O3 et le NO+) pour former un dérivé triazole 

fluorescent (DAF-2T ; λexc. = 488 nm, λém. = 515 nm ; Figure 6). 

2.5.3. Mesure de la production de H2O2 par chimioluminescence 

La production de H2O2 est mesurée par chimioluminescence du luminol. La réaction de ce 

dernier avec H2O2 en présence de peroxydases conduit à la formation d’un intermédiaire 

chimioluminescent (3-aminophtalate dianon ; λém. = 466 nm ; Thorpe & Kricka, 1986 ; Figure 

7). En pratique, 250 µL de suspension cellulaire sont ajoutés à 350 µL de tampon H50 

(HEPES-KOH 50 mM pH 6,5 ; D-mannitol 175 mM ; K2SO4 0,5 mM ; CaCl2 5 mM) et 50 µL 

de luminol 0,3 mM. La luminescence, mesurée sur une période de 10 s avec un luminomètre 

(Lumat LB 9501, Berthold Technologies), est intégrée et exprimée en nmoles de H2O2.g
-1 de 

PFC grâce à une gamme étalon établie par addition de concentrations croissantes en H2O2 

dans des suspensions cellulaires témoins. 

2.5.4.  Etude de l’accumulation de transcrits par RT- PCR quantitative en temps réel 

Les ARN totaux sont extraits à partir de 0,25 g de cellules de tabac, préalablement broyées au 

mortier dans l’azote liquide, à l’aide du trizol suivant les recommandations du fabriquant 

(TRIzol Reagent, Invitrogen). Après transcription inverse sur 3 µg d’ARN dans un volume 

total de 20 µL (Superscript III reverse transcriptase, Invitrogen), 2 µL d’ADN 

complémentaires (ADNc) dilués au 1/30 dans l’eau ultra pure sont soumis à une PCR en 



Etape cycle PCR Température (°C) Temps
Nombre de 

Etape cycle PCR Température (°C) Temps
cycle

Dénaturation 95 °C 15 min 1Dénaturation 95 °C 15 min 1

Dénaturation 95 °C 45 secDénaturation 95 °C 45 sec

Hybridation 60 °C 45 sec 40

Amplification 72 °C 30 sec

95 °C 15 sec

72 °C 15 sec 1Etape finale 72 °C 15 sec

95 °C 15 sec

1Etape finale

95 °C 15 sec

Tableau 5 : Caractéristiques des cycles d’amplification des ADNc par PCR quantitative en temps réel.

Séquence des amorces 5'- 3'

Gènes Annotation Sens Antisens
Tm (°C) 

d'hybridation

Séquence des amorces 5'- 3'

NtEF1-α Elongation Factor 1-alpha
AAC TGG TGT CCT CAA 
GCC TGG TAT

AAG CAC CCA TTG CTG 
GGA CAT

60

AGG AAG GCA GAT TCG TGA TTT TGG AGT CTG 
NtHD2a/b Nicotiana tabacum histone deacetylase type 2 a/b

AGG AAG GCA GAT TCG 
GCT ACA

TGA TTT TGG AGT CTG 
CTG GTT

60

TCC CCT TGT CCT ACA TCA ATT TGT CCG GGG 
PAL Phenylalanine ammonia-lyase

TCC CCT TGT CCT ACA 
TTG CTG GTT

TCA ATT TGT CCG GGG 
TGA TGC TTC

60

GCC ATA GGA GTG GAC AAA AGA CCT CTG GTT 
PR-3 Pathogenesis-related protein 3

GCC ATA GGA GTG GAC 
CTG CTA AAC

AAA AGA CCT CTG GTT 
GCC GC

60

Tableau 6 : Caractéristiques des gènes de défense étudiés chez N. tabacum.Tableau 6 : Caractéristiques des gènes de défense étudiés chez N. tabacum.
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temps réel dans un volume final de 5 µL avec le mix ABsolute SYBRGreen Rox 

(ThermoScientific) contenant le fluorophore, la polymérase, les dNTP et le tampon de 

réaction de l’enzyme. La réaction d’amplification des ADNc est réalisée à l’aide d’un 

thermocycleur LightCycler® 480 System (Roche) dont les conditions sont résumées dans le 

Tableau 5. Grâce à la fluorescence mesurée, à l’aide du logiciel Light Cycler 480 (Roche) le 

facteur d’activation de l’accumulation du transcrit cible est calculé selon la méthode de Livak 

& Schmittgen (2001) comme étant égal à 2∆∆Ct ; avec ∆∆Ct = ∆Ct(échantillon) - 

∆Ct(échantillon contrôle) et ∆Ct = Ct(gène cible) – Ct(gène de référence). Le transcrit du 

gène Elongation Factor 1-α (EF1- α) est utilisé comme référence (Tableau 6). 

2.5.5.  Dosage des composés phénoliques solubles par le réactif de Folin-Ciocalteu 

Le dosage des composés phénoliques solubles peut être réalisé avec le réactif de Folin-

Ciocalteu, constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique. 

L’oxydation des phénols réduit ce réactif en un mélange d’oxydes bleus (absorbant à 760 nm), 

de tungstène et de molybdène. 

Les cellules sont congelées et broyées au mortier dans l’azote liquide. Toutes les étapes 

suivantes sont réalisées sur glace ou à 4°C pour les centrifugations. Le broyat de cellules 

(l’équivalent de 300 mg) est repris dans 5 mL d’éthanol à 80 %, puis incubé sous agitation 

(150 rpm) en chambre froide pendant 30 mn. Après centrifugation (10 mn, 3000 g), le 

surnageant obtenu est soumis à une centrifugation sous vide durant 2 h pour éliminer les 

résidus d’éthanol. Cinq cents µL d’extraits sont incubés pendant 3 mn à température 

ambiante, avec 2,5 mL de solution Folin-Ciocalteu diluée au 1/10. Après 3 mn d’incubation, 2 

mL de Na2CO3 à 75 g/L sont ajoutés et le tout est incubé à 50°C pendant 5 mn. Après avoir 

stoppé la réaction en plongeant chaque tube dans la glace, l’absorbance de chaque échantillon 

est mesurée à 760 nm. Une gamme étalon est préparée avec des quantités croissantes d’acide 

gallique, utilisé comme acide phénolique de référence standard. 
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2.6.   Analyse des modifications post-traductionnelles des protéines 

2.6.1. Préparation des noyaux 

Les cellules congelées sont broyées au mortier dans l’azote liquide. Toutes les étapes 

suivantes sont réalisées sur glace ou à 4°C pour les centrifugations. Le broyat de cellules est 

repris dans 1 à 2 volumes de tampon d’extraction des noyaux (NB1 ; Tris-Mes 25 mM pH 7,5, 

EDTA 5 mM, EGTA 5 mM, DTT 10 mM, NaF 10 mM, Na3VO4 1 mM, β-glycérophosphate 

50 mM, hexylène-glycol 0,5 M, PMSF 1 mM). Ce broyat est filtré sur une toile à bluter de 

porosité 31 µm, puis centrifugé 10 mn à 500 g. Après élimination du surnageant, le culot est 

repris dans 10 mL de tampon NB1, puis déposé sur 5 mL d’un coussin d’Iodixanol (Optiprep, 

AbCys) à 25 % (densité de 1,137) préparé dans le tampon NB1. Le tout est ensuite centrifugé 

30 mn à 3000 g, puis le surnageant est éliminé par aspiration. Le culot est ensuite lavé dans 15 

mL de tampon NB1 sans hexylène-glycol (NB2) par centrifugation (10 mn, 300 g).  

2.6.2. Préparation des protéines nucléaires et cytosoliques 

2.6.2.1. Extraction des protéines nucléaires par lyse saline 

Toutes les étapes sont réalisées sur glace et à 4°C pour les centrifugations. Le culot de noyaux 

est resuspendu dans 2 volumes de tampon NB2 concentré deux fois. Puis, à partir de solutions 

salines concentrées, une concentration finale de 250 mM de MgCl2 et de NaCl est obtenue. 

L’ensemble est incubé pendant 30 mn à 4°C sous agitation douce. Après une première 

centrifugation à 24000 g pendant 15 mn, le surnageant est ultracentrifugé 35 mn à 120000 g. 

Le surnageant, qui constitue la fraction des protéines nucléaires solubles, est ensuite dessalé et 

concentré dans le tampon NB2 sans hexylène glycol par ultrafiltration sur filtre Amicon 

(Millipore; seuil de coupure 30 kDa). Les protéines sont dosées par la méthode de Bradford 

(1976) en utilisant la SAB comme standard et dénaturées dans le tampon d’échantillon 

(Laemmli, 1970) à 95°C pendant 5 mn puis conservées à -20°C. 
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2.6.2.2. Extraction des protéines cytosoliques  

Des aliquotes de 2,5 mL (0,25 g) de cellules sont congelées dans l’azote liquide et broyées au 

mortier. Le broyat est ensuite repris dans 200 µL de tampon NB2 sans hexylène glycol. Après 

centrifugation (20 mn, 24000 g, 4°C), une aliquote du surnageant est prélevée pour quantifier 

les protéines par la méthode de Bradford (1976) en utilisant la SAB comme standard. Les 

protéines cytosoliques sont ensuite dénaturées dans le tampon d’échantillon (Laemmli, 1970) 

à 95°C pendant 5 mn puis conservées à -20°C. 

2.6.3. Analyse des protéines par électrophorèse 

2.6.3.1. Electrophorèse sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes 

Des extraits contenant 20 à 30 µg de protéines sont soumis à une électrophorèse en condition 

dénaturante (SDS-PAGE) sur gel de polyacrylamide 10 % selon la technique de Laemmli 

(1970). 

2.6.3.2. Révélation des protéines par coloration au bleu de Coomassie 

Après électrophorèse, le gel de polyacrylamide est coloré pendant 1 h dans une solution de 

bleu de Coomassie (Coomassie R-250 0,25 %, méthanol 40 %, acide acétique 10 %), puis 

décoloré pendant 2 h dans un mélange méthanol 15 %, acide acétique 10 %. Le gel est ensuite 

scanné puis séché sur papier Whatman à l’aide d’un sécheur à gel (GelDryer, Bio-Rad) pour 

conservation. 

2.6.3.3. Immunodétection des protéines par western blot 

Après séparation par électrophorèse SDS-PAGE, les protéines sont transférées sur une 

membrane de nitrocellulose Hybond ECL (Amersham Bioscience) à l’aide d’un appareil de 

transfert semi-sec (Bio-Rad) et d’une solution de transfert (Tris 48 mM, glycine 39 mM, SDS 

0,019 % m/v, méthanol 20 % v/v) pendant 40 mn à 15 V. Le transfert des protéines sur la 

membrane est vérifié par coloration au rouge Ponceau (rouge Ponceau 0,5 % m/v, acide 



 



MATERIELS ET METHODES 

0 

 

80 

 

acétique 1 % v/v) puis lavage à l’eau osmosée. La membrane est ensuite incubée 1 h à 

température ambiante dans le tampon TBST (Tris-HCl 10 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, 

Tween-20 0,1 % v/v) avec 1 % de SAB (m/v) afin de saturer les sites de fixation de la 

membrane. La membrane est ensuite incubée toute la nuit à 4°C dans ce même tampon en 

présence de l’anticorps primaire. 

Quatre anticorps primaires ont été utilisés :   

• Anti-NtHD2a/b : anticorps polyclonal de lapin dirigé contre le peptide 

PEAKVKEAEKSNVA spécifique de NtHD2a/b (dilution au 1/8000ème, RD-Biotech) 

• Anti Ac-Lys : anticorps polyclonal de lapin dirigé contre les lysines acétylées (dilution 

au 1/10000ème, Sigma A5463) 

• Anti-MAPK totales : anticorps polyclonal de lapin dirigé contre les MAPK humaines 

inactives ERK1/2 (dilution au 1/1000ème, Cell Signaling) 

• Anti-MAPK phosphorylées : anticorps polyclonal de lapin dirigé contre un peptide 

synthétique contenant Thr202/Tyr204 phosphorylées correspondant aux résidus 

Thr202/Tyr204 de ERK1/2 phosphorylées (dilution au 1/1000ème, Cell Signaling).  

La membrane est alors lavée successivement trois fois 10 mn dans le tampon TBST, puis 

incubée 75 mn à température ambiante en présence de l’anticorps secondaire dirigé contre les 

IgG de lapin et couplé à la peroxydase (dilué au 1/60000ème, Bio-Rad) dans le tampon TBST. 

Après 3 autres lavages de 10 mn dans le tampon TBST, la révélation du western blot est 

réalisée à l’aide d’un kit de chimioluminescence (LumiGlo, Cell Signaling). 

2.6.3.4. Essai kinase en gel 

Le protocole utilisé est basé sur celui décrit par Kameshita & Fujisawa (1989) avec quelques 

modifications. Des aliquotes de cellules (0,25 g) sont congelées dans l’azote liquide et 

broyées au mortier. Le broyat est repris dans 350 µL de tampon d’extraction (HEPES-KOH 

50 mM pH 7,5, EGTA 10 mM, EDTA 10 mM, Na3VO4 1 mM, β-glycérophosphate 50 mM, 

NaF 10 mM, leupeptine 5 mg/L, antipaïne 5 mg/L, PMSF 1 mM et DTT 5 mM). Vingt à 

trente µg de protéines sont séparés par électrophorèse SDS-PAGE sur un gel à 10 % 

d’acrylamide contenant comme substrat des PK l’histone IIIS à 0,14 mg.mL-1. Après 

électrophorèse, le gel subit pendant 1 h deux lavages successifs dans le tampon A (Tris HCl 
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50 mM pH 8,0, isopropanol 20 %), puis deux dans le tampon B (Tris HCl 50 mM pH 8,0, β-

mercaptoéthanol 5 mM). Les protéines contenues dans le gel sont ensuite dénaturées par 2 

lavages de 30 mn dans le tampon C (Tris-HCl 50 mM pH 8,0, guanidine 6 M, β-

mercaptoéthanol 5 mM), avant d’être renaturées par 5 lavages successifs à 4°C pendant 16 h 

avec le tampon D (Tris HCl 50 mM pH 8,0, Tween 40 0,04 % v/v, β-mercaptoéthanol 5 mM). 

Les gels sont ensuite équilibrés pendant 30 mn à température ambiante dans le tampon de 

phosphorylation (HEPES-KOH 40 mM pH 7,5, MgCl2 25 mM, CaCl2 0,5 mM, DTT 2 mM) 

puis la réaction de phosphorylation est réalisée dans ce même tampon additionné d’ATP 25 

µM et de 0,375 MBq de [γ-32P]-ATP (Amersham Biosciences), pendant 1 h à température 

ambiante. La réaction de phosphorylation est stoppée par 5 lavages de 30 mn du gel dans une 

solution contenant 5 % (m/v) d’acide trichloroacétique (TCA) et 1 % (m/v) de pyrophosphate 

de potassium. Les gels sont ensuite séchés sur un sécheur à gel (GelDryer, Bio-Rad) et les 

activités kinase sont révélées par exposition d’un écran PhosphorImager (Molecular 

Dynamics). Une autoradiographie du gel sur film Biomax XAR (Kodak) est également 

réalisée. La masse moléculaire apparente des PK est estimée à l’aide de marqueurs 

moléculaires précolorés (Fermentas). 

2.6.4.   Identification de protéines acétylées nucléaires 

2.6.4.1. Purification des protéines nucléaires acétylées 

Environ 1 kg de cellules est congelé dans l’azote liquide et broyé au mortier. 

L’enrichissement en noyaux et l’extraction des protéines nucléaires par lyse saline sont 

réalisés comme décrit au § 2.6.2 de cette section. Les protéines nucléaires sont alors dessalées 

et concentrées dans le tampon Q (Tris-HCl 25 mM pH 8,0, DTT 2 mM, β-glycérophosphate 

50 mM, MgCl2 25 mM, glycérol 5 %, PMSF 1 mM). Les protéines concentrées sont ensuite 

clarifiées par ultracentrifugation pendant 35 mn à 120000 g.  

La fraction obtenue, qui contient environ 10 mg de protéines nucléaires, est déposée sur une 

colonne échangeuse d’anions (HiTrap Q HP 5 mL, Amersham Biosciences) préalablement 

équilibrée par 5 fois son volume de tampon Q. Après élution des protéines non fixées par 5 

volumes de tampon Q, les protéines retenues sont éluées par un gradient linéaire de NaCl (0-

700 mM en 20 volumes de colonne) formé par un mélange des tampons Q et QE (tampon Q 
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contenant 1 M de NaCl). La colonne est ensuite régénérée par passage de 5 volumes de 

tampon QE seul puis est ré-équilibrée avec 10 volumes de tampon Q. Pendant l’élution, des 

fractions de 2,5 mL sont collectées à un débit de 1 mL.mn-1. Chacune des fractions issues de 

la colonne échangeuse d’anions est analysée en western blot à l’aide de l’anticorps anti Ac-

Lys afin de repérer celles contenant les protéines acétylées d’intérêt. Les fractions retenues 

sont concentrées et lavées dans le tampon P (Tris HCl 25 mM, pH 7,5, DTT 2 mM, β-

glycérophosphate 50 mM, MgCl2 25 mM, glycérol 5 %, NaCl 0,5 M, PMSF 1 mM) par 

ultrafiltration, puis clarifiées par ultracentrifugation (120000 g, 35 mn) préalablement à la 

chromatographie d’affinité. La fraction concentrée est alors déposée sur une colonne 

d’affinité  (Sepharose 4 Fast Flow couplé à l’anticorps anti AC-Lys, Amersham Biosciences) 

équilibrée par 10 volumes de colonne de tampon P. Après élimination des protéines non 

fixées par 5 volumes du même tampon, l’élution des protéines retenues est réalisée par un 

gradient linéaire parallèle de NaCl (de 500 à 0 mM) et d’éthylène-glycol (de 0 à 60 %), mis en 

place par un mélange des tampons P et PE (Tris-HCl 25 mM pH 7,5, DTT 2 mM, β-

glycérophosphate 50 mM, MgCl2 25 mM, glycérol 5 %, PMSF 1 mM, éthylène-glycol 60 %). 

Pendant l’élution, des fractions de 500 µL sont collectées, à un débit de 0,5 mL.mn-1. La 

colonne est ensuite régénérée par 5 volumes de colonne de tampon PE, puis rééquilibrée par 

20 volumes de tampon P.  

La ou les fractions contenant les protéines retenues spécifiquement par la colonne sont 

concentrées. Les protéines sont alors séparées par électrophorèse SDS-PAGE en vue du 

prélèvement pour le séquençage des bandes d’intérêt. 

2.6.4.2. Préparation des échantillons pour séquençage 

Les bandes excisées (voir § 2.6.4.1 de cette section) sont centrifugées quelques secondes et 

l’eau excédentaire est éliminée. Les bandes sont ensuite lavées 2 fois dans 100 µL d’une 

solution de bicarbonate d’ammonium 25 mM et acétonitrile 50 %, sous agitation pendant 10 

mn. Après élimination du dernier lavage, les bandes d’acrylamide sont séchées sous vide à 

l’aide d’un SpeedVac puis sont envoyées au Dr. M. Rossignol (Institut de Pharmacologie et 

de Biologie Structurale, Toulouse) pour digestion trypsique puis analyse des peptides générés 

par spectrométrie de masse. 
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2.6.4.3. Analyse par spectrométrie de masse 

L’ensemble des séquençages et des analyses ont été réalisés par le Dr. M. Rossignol. Les 

peptides générés par la digestion des protéines d’intérêt par la trypsine sont séparés et 

analysés à l’aide d’un système LC-MS/MS LTQ-OrbiTrapTM (Thermo Electron). 

L’identification des peptides, ainsi que des protéines correspondantes, est réalisée par 

l’application de l’algorithme MASCOT. 
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Chapitre Résultats :  

NtHD2a/b de nouveaux régulateurs négatifs de la mort cellulaire 

induite par la cryptogéine chez le tabac 
 

Les travaux de thèse de Jennifer Dahan (Dahan, 2008) ont montré qu’en réponse à un 

traitement par la cryptogéine au moins 7 PK nucléaires étaient spécifiquement activées, 

chacune avec une intensité et une cinétique particulières. Deux de ces PK, nommées selon leur 

masse moléculaire PK36 et PK47, ont la particularité d’être activées très précocement, après 

environ 5 mn de traitement. Ces deux PK ont été identifiées après purification et séquençage 

par spectrométrie de masse. PK47 correspond à la forme nucléaire de SIPK, et il a été montré 

que l’activité de SIPK dans le noyau était corrélée à l’induction de la mort cellulaire en réponse 

à la cryptogéine (Dahan et al., 2009). PK36 a été identifiée comme une sous-unité catalytique 

d’une caséine kinase de type 2 (CK2). Toutefois, l’extinction de l’expression de cette PK étant 

létale, aucune approche n’a été développée pour définir le rôle de cette protéine dans la voie de 

signalisation conduisant à la mise en place des défenses en réponse à la cryptogéine (Dahan, 

2008).  

Des activités PK nucléaires étant induites en réponse à la cryptogéine, une démarche 

d’identification de protéines nucléaires phosphorylées en réponse à la cryptogéine a été 

entreprise dans le cadre de la thèse de Sabrina Blanc (Blanc, 2008). L’article présenté dans les 

pages suivantes est paru dans New Phytologist et présente les résultats obtenus lors de 

l’identification et de la caractérisation de l’une de ces protéines phosphorylées. 

1. Résumé de la publication 

La perception de l’agent pathogène par la plante se traduit par l’activation de voies de 

signalisation cellulaire qui conduisent à la mise de réponses de défense adaptées dont la RH, 

une forme de mort cellulaire programmée localisée au site de pénétration du microorganisme 

qui aurait pour but de confiner le pathogène. La description des mécanismes moléculaires sous-
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jacents à la mise en place ainsi qu’à la modulation de la RH demeure toutefois rudimentaire à 

ce jour.  

L’étude du mode d’action de la cryptogéine, un éliciteur protéique de 10 kDa secrété par P. 

cryptogea, sur des suspensions cellulaires de tabac a permis de mettre en évidence un certain 

nombre d’événements précoces de signalisation, concourant à la mise en place de réactions de 

défenses dont la mort cellulaire de type RH, parmi lesquels figurent un influx de Ca2+ du milieu 

extracellulaire, des flux ioniques ou encore la production de formes actives de l’oxygène. Les 

MPT, dont la phopshorylation, tiennent une place majeure dans la cascade de signalisation 

induite dans les cellules de tabac en réponse à la cryptogéine. En effet, l’activation de PK par 

phosphorylation, incluant SIPK et WIPK, a été mise en évidence en réponse à la cryptogéine. Il 

s’avère que la signalisation cellulaire induite par les éliciteurs tels que la cryptogéine, et 

impliquant ces PK, converge entre autre vers le noyau à travers la modulation de l’activité 

d’éléments nucléaires par phosphorylation.  

Dans le but de d’appréhender plus en détail les événements nucléaires, peu décrits à ce jour, 

d’importants travaux de purification/séquençage, visant à identifier les protéines nucléaires 

cibles de ces PK ont permis d’identifier deux isoformes redondantes d’HDAC de type 2 

nommées NtHD2a et NtHD2b qui sont rapidement phosphorylées en réponse à la cryptogéine 

dans les cellules de tabac.  

L’implication de NtHD2a/b dans le processus de mort cellulaire induit par la cryptogéine a été 

démontrée par des approches de pharmacologie, d’interférence à ARN et de surexpression des 

NtHD2 : la mort cellulaire induite par la cryptogéine est réduite lorsque NtHD2a/b sont 

surexprimées alors qu’elle est accrue lorsque l’expression de NtHD2a/b est invalidée ou 

lorsque l’activité des HDAC est bloquée par des inhibiteurs. NtHD2a/b sont donc des 

régulateurs négatifs de la mort cellulaire induite par la cryptogéine chez le tabac. Bien que les 

événements dépendants de NtHD2a/b qui contrôlent l’intensité du processus de mort cellulaire 

induit par la cryptogéine restent à élucider, nous avons pu montrer des modifications 

importantes du profil d’acétylation des protéines nucléaires extraites soit de cellules de tabac 

traitées par la cryptogéine, soit de cellules invalidées dans l’expression de NtHD2a/b. Ces 

protéines nucléaires, dont le niveau d’acétylation est ainsi modifié, pourraient potentiellement 
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correspondre à des cibles de NtHD2a/b qui participent à la régulation de l’intensité de la mort 

cellulaire induite par la cryptogéine. 

Cet article a fait l’objet dans le même numéro de New Phytologist d’un commentaire du Prof. 

G. Berkowitz de l’Université du Connecticut (Etats-Unis ; voir Annexe 1). Selon G. Berkowitz, 

l’étude du rôle de NtHD2a/b dans la mort cellulaire induite par la cryptogéine constitue un 

travail original qui permettrait à terme de caractériser les événements de signalisation et les 

acteurs moléculaires impliqués dans le processus de mort cellulaire programmée développé en 

réponse à des agents pathogènes. 
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Summary

• Plant resistance to pathogen attack is often associated with a localized pro-

grammed cell death called hypersensitive response (HR). How this cell death is

controlled remains largely unknown.

• Upon treatment with cryptogein, an elicitor of tobacco defence and cell death,

we identified NtHD2a and NtHD2b, two redundant isoforms of type-2 nuclear his-

tone deacetylases (HDACs). These HDACs are phosphorylated after a few

minutes’ treatment, and their rate of mRNAs are rapidly and strongly reduced,

leading to a 40-fold decrease after10 h of treatment.

• By using HDAC inhibitors, RNAi- and overexpression-based approaches, we

showed that HDACs, and especially NtHD2a ⁄b, act as inhibitors of cryptogein-

induced cell death. Moreover, in NtHD2a ⁄b-silenced plants, infiltration with cryp-

togein led to HR-like symptoms in distal leaves.

• Taken together, these results show for the first time that type-2 HDACs,

which are specific to plants, act as negative regulators of elicitor-induced cell death

in tobacco (Nicotiana tabacum), suggesting that the HR is controlled by post-

translational modifications including (de)acetylation of nuclear proteins.

Introduction

There is increasing evidence that plants use pathogen percep-
tion systems and defence pathways that closely resemble
animal systems. For example, pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs), or more generally elicitors (Zipfel &
Felix, 2005; van der Hoorn & Kamoun, 2008), are recog-
nized through similar receptors to those of innate immunity
in humans and Drosophila. The initial interaction between
PAMPs and their corresponding receptors induces specific
signal transduction pathways leading to a systemic acquired
resistance (SAR) against a broad spectrum of pathogens. SAR
can be reinforced by the induction of hypersensitive response

(HR), a localized programmed cell death (PCD) which is
believed to confine the pathogen at the site of infection (Ma
& Berkowitz, 2007). In Arabidopsis thaliana, the character-
ization of spontaneous death mutants, as well as mutants in
which the HRwas compromised, has led to the identification
of key HR suppressor and effector genes, respectively, such as
LSD1, which regulates both suppressor and effector func-
tions (Lorrain et al., 2003; Mur et al., 2008). Furthermore,
proteases, including caspase-like proteases such as vacuolar
cysteine proteases, have been demonstrated to be HR effec-
tors via pharmacological, biochemical and genetic
approaches (Hatsugai et al., 2004; Lam, 2005). Finally, sev-
eral studies have also highlighted a key role for Ca2+, reactive
oxygen species (ROS), nitric oxide and salicylic acid as
HR-associated signals (Garcia-Brügger et al., 2006). Not-
withstanding these findings, our understanding of the mole-
cular mechanisms underlying theHR is still rudimentary.

*These authors contributed equally to this work.

Protein and nucleic acid sequences: NtHD2 sequences were deposited
at GenBank. NtHD2a, FJ903174; NtHD2b, FJ903175.
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The characterization of the signal transduction pathway
that takes place between pathogen recognition and the acti-
vation of defence responses is a widely studied area. More
particularly, studies about the mode of action of cryptogein
have contributed to our understanding of innate immunity
in plants (Garcia-Brügger et al., 2006). Cryptogein is a
10 kDa protein that is secreted by the oomycete
Phytophthora cryptogea and belongs to the elicitin family
(Ricci, 1997). When applied to tobacco plants, cryptogein
triggers defence responses, including macroscopic HR, and
protects tobacco plants against a wide spectrum of patho-
gens (Bonnet et al., 1996). The signalling components of
the cryptogein-induced transduction pathways leading to
defence responses have been studied using tobacco cell sus-
pensions. They include ion fluxes across the plasma
membrane, mainly Ca2+ influx and anion effluxes, increases
in the cytosolic and nuclear-free Ca2+ concentrations, cyto-
solic acidification and ROS and nitric oxide production
(Tavernier et al., 1995; Pugin et al., 1997; Lecourieux
et al., 2002; Wendehenne et al., 2002). These events appear
to be required for cryptogein-induced late responses,
including defence gene expression, phytoalexin synthesis
and ⁄or cell death (Garcia-Brügger et al., 2006).
Protein post-translational modifications and particularly

(de)phosphorylation also play a central role in cryptogein-
induced effects. Notably, cryptogein has been shown to pro-
mote protein phosphorylation as well as the activation of
protein kinases (PKs), including mitogen-activated protein
kinases (MAPKs), a salicylic acid-induced protein kinase
(SIPK) and a wounding-induced protein kinase (WIPK;
Lebrun-Garcia et al., 1998). More generally, protein phos-
phorylation is a common process in PAMP signalling
(Zhang & Liu, 2001; Garcia-Brügger et al., 2006). Protein
(de)phosphorylation first involves plasma membrane pro-
teins, among them receptor-like kinases such as FLS2
involved in flagellin binding in A. thaliana (Gómez-Gómez
& Boller, 2000), soluble PKs such as Ca2+-dependent pro-
tein kinases (Romeis et al., 2001) or MAP kinase modules
(Jin et al., 2003; Samuel et al., 2005). A role for nuclear
PKs, and particularly members of the MAP kinase family,
has also been highlighted (Ligterink et al., 1997; Menke
et al., 2005; Coronado et al., 2007; Dahan et al., 2009,
2010). Although numerous PKs have been identified, a
better understanding of their function at the molecular level
requires the identification of their substrate. Up to now such
approaches have been poorly investigated. Interestingly, the
putative PK substrates identified so far include ZmHD2, a
maize nucleolar histone deacetylase (HDAC) of the type-2
family (HD2). ZmHD2 has been shown to be phosphory-
lated in vitro by a recombinant caseine kinase 2 (CK2), a
well-known nuclear PK (Lusser et al., 1997). Supporting a
role for HDACs in mediating defence responses, it has been
reported that HDA19, an A. thaliana HDAC of the RPD3
family (a well-conserved family in eukaryotes), participates

in the resistance against Pseudomonas syringae by interacting
with two type-III transcription factors, WRKY38 and
WRKY62 (Kim et al., 2008). It has also been shown that
HDACs could be involved in the control of cell death. For
example, knocking down the SIR2 HDAC in rice causes cell
death (Huang et al., 2007). Such results also suggest that
nuclear protein (de)acetylation could play an important role
in plants’ resistance to pathogens. Histone acetylation and
deacetylation, catalysed by histone acetyl transferase (HAT)
and HDAC, respectively, are part of a well-characterized
chromatin remodelling process that regulates gene expres-
sion (Chen & Tian, 2007). Based on their ability to act on
proteins that are unrelated to histones, such as transcription
factors or coregulators of gene transcription, HATs and
HDACs are more generally considered as lysine acetyl-
transferases and lysine deacetylases (Chen & Tian, 2007).
Plant HDACs are classified into different families (Pandey
et al., 2002): HDA1 (Histone Deacetylase 1), RPD3
(Reduced Potassium Dependency Protein 3) and SIR2
(Silent Information Regulator 2). HD2, the fourth family, is
plant-specific (Pandey et al., 2002), however very little
information is currently available regarding their functions.
Taken together, these data suggest that the nucleus con-

tributes to signal transduction as a subcellular site, and
more particularly to the HR. Supporting this statement,
cryptogein as well as other elicitors that trigger cell death
have been shown to mediate high Ca2+ elevations in the
nucleus of tobacco cell suspensions. These results imply that
nuclear-free Ca2+ might act as a nuclear second messenger
mediating the HR (Lecourieux et al., 2005). Furthermore,
we have recently shown that a set of seven nuclear PKs,
including a SIPK, was rapidly activated in response to cryp-
togein treatment (Dahan et al., 2009). Regarding the role
of PKs in mediating cryptogein-induced cell death, as sug-
gested by previous pharmacological-based experiments
(Zhang et al., 2000), the involvement of one or several of
these nuclear PKs in the processes leading to the HR might
also be assumed. In the present study, to provide a better
view of the importance of phosphorylation events in HR-
linked cell death, we first performed a proteomic analysis in
order to identify tobacco nuclear proteins undergoing phos-
phorylation in response to cryptogein. This screening led to
the identification of two HD2s. The role of HD2s in medi-
ating elicitor-induced cell death was then evaluated by using
pharmacological as well as RNAi-based approaches. Taken
together, our results indicate that HD2s act as key negative
regulators of elicitor-induced cell death in tobacco.

Materials and Methods

Cell culture and treatment

Nicotiana tabacum L. cv Xanthi cell suspensions were culti-
vated as previously described (Lamotte et al., 2004). Briefly,
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cell suspensions were maintained in Chandler’s medium
(Chandler et al., 1972) on a rotary shaker (150 rpm, 25°C)
under continuous light (photon flux rate 30–40 lmol
m)2 s)1). The cells were maintained in the exponential
phase and subcultured 1 d before utilization. Treatment of
the cell suspensions was carried out directly in the culture
medium.
Cryptogein was purified as previously described (Bonnet

et al., 1996), and prepared as a 100 lM stock solution in
water. Oligogalacturonides (degrees of polymerization from
25 to 30) were provided lyophilized by S. A. Goëmar
(Roscoff, France) and resuspended in water. HDAC inhibi-
tors were used as aqueous stock solutions and added
10 min before cryptogein treatment.

Preparation of nuclear extracts

All steps were performed on ice and centrifugations were
performed at 4°C as previously described (Dahan et al.,
2009). The contamination rate of nucleus-enriched frac-
tions was estimated by measuring the activity of marker
enzymes (Mitsui et al., 1994; Costa Rosa et al., 1995;
Kuzniak & Sklodowska, 2004).

In vivo phosphorylation experiments

Tobacco cells were incubated for 15 min with 32P-H3PO4

(0.37 MBq ml)1 cell suspension) before cryptogein treat-
ment. At the chosen times after treatment, cells were
harvested by vacuum filtration and frozen in liquid nitrogen.
Nuclear proteins were extracted from the nucleus-enriched
fractions by the use of the TriReagent (Invitrogen) as
previously described (Dahan et al., 2009) and analysed by
two-dimensional (2D) gel electrophoresis. Phosphoproteins
were detected by autoradiography.

Phosphoprotein enrichment

Nuclear phosphoprotein enrichment was performed using
the Phosphoprotein Enrichment kit from Qiagen according
to the manufacturer’s instructions. Enriched phosphopro-
teins were then separated by 2D electrophoresis. The gel
was stained using a mass spectrometry-compatible silver-
staining kit (Dodeca Silver-stain Kit, Bio-Rad). To collect
the proteins phosphorylated in response to cryptogein treat-
ment for further identification by mass spectrometry, the
same enrichment protocol was performed with both 32P-
labelled and unlabelled nuclear proteins extracted from
cryptogein-treated tobacco cells. The spot of interest was
excised and the corresponding protein was characterized
after trypsin in-gel digestion as previously described
(Borderies et al., 2003). The tryptic peptides were separated
and analysed by nanoLC-MS ⁄MS using an Ultimate 3000
system (Dionex, Amsterdam, the Netherlands) coupled to

an LTQ-Orbitrap mass spectrometer (Thermo Fisher
Scientific, Bremen, Germany).

Cloning of NtHD2 cDNAs

A cDNA library was produced from cryptogein-treated (for
10 min) tobacco cells using the iScript Select cDNA synthe-
sis kit from Bio-Rad using a poly-dT primer. NtHD2-
encoding cDNAswere amplified using the following primers:
5¢-TAATACGACTCACTATAGATGGAGTTTTGGGG-
TGCTGAGGTG-3¢ and 5¢-TTCTGTCGGACAATTAA-
CCCTCACTAAAAGTTTTTTTTTTNN-3¢. PCR products
were cloned in the pGMT-Easy plasmid in JM109 E. coli
strain.

Expression of genes by quantitative real-time PCR

The mRNA content of NtHD2a ⁄ b and defence gene
expression were assayed in H2O- and cryptogein-challenged
tobacco cells. RNAs were extracted using TRIzol Reagent
(Invitrogen) according to the manufacturer’s recommenda-
tions. One microgram of total RNA was reverse-transcribed
using an oligo-dT primer and the iScript Select cDNA
synthesis kit (Bio-Rad). For the reverse transcriptase quanti-
tative PCR (RT-qPCR), a QuantiTectÔ SYBR Green PCR
Kit (Qiagen) was used, and PCR was performed using the
ABI 7900 from Applied Biosystems (Carlsbad, California,
USA). All samples were log-transformed and normalized to
an EF-1-control. Primers for the RT-qPCR are listed in
Supporting Information, Table S1.

Agrobacterium-mediated NtHD2a ⁄b gene silencing

A construction in the pHannibal vector (Wesley et al.,
2001) was designed in order to induce an efficient RNAi
mechanism to silence NtHD2a ⁄b genes. A conserved
107 bp fragment of NtHD2a ⁄b was cloned in both sense
and antisense orientation spaced by an intron. The primers
used for this construction are listed in Table S2. This con-
struct under the control of the CaMV35S promoter was
cloned into the pART27 binary vector in the LBA4404
Agrobacterium tumefaciens strain, which was used to agro-
infiltrate young tobacco plants as previously described
(English et al., 1997). Three weeks later, the first nonagro-
infiltrated leaves were infiltrated with 500 ll of 100 nM
cryptogein, and leaf necrosis was monitored.

Overexpression of NtHD2a-GFP fused protein

The NtHD2a open reading frame without the stop codon
was introduced in the pH7FWG2 (obtained at VIB; Ghent,
Belgium) to obtain the fusion with the 5¢ GFP coding
sequence. A pB7F2 plasmid allowing the over expression of
GFP alone was obtained from Dr Garçion (INRA,
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Bordeaux). The GV3101 (pMp90) A. tumefaciens strain
was transformed by these plasmids and agroinfiltrated
in tobacco leaves at Abs600 = 1. After 48 h, overexpression
of the GFP was monitored using an epifluorescence
microscope (Leica, Nanterre, France); 100 ll cryptogein
(100 nM) was infiltrated in the corresponding zones and
HR was monitored 24 h later.

Generation of a stable NtHD2a ⁄b silenced cell line

The construction described in the previous section was used
to generate a stable N. tabacum cv Xanthi transformed cell
line in order to induce a sustainedNtHD2a ⁄b gene silencing.
N. tabacum cv Xanthi leaf discs were transformed by the
cocultivation method (Horsch et al., 1985). Transformed
N. tabacum cv Xanthi callusses expressing the NtHD2a ⁄b
silencing construct were used to generate cell suspensions.
Transgenic tobacco cells have the same growth kinetics and
the samemorphology as wild-type (WT) tobacco cells.

Cell death

Cell death was estimated as previously described (Gauthier
et al., 2007) by using neutral red as a vital dye that accumu-
lates in the acidic vacuole. Cells that did not accumulate
neutral red were considered dead. Five hundred cells were
counted for each treatment.

Results

Cryptogein induces a fast phosphorylation of nuclear
proteins

In order to investigate the involvement of nuclear phospho-
proteins in cryptogein-induced cell death, nucleus-enriched
fractions were purified from tobacco cell suspensions as
previously described (Dahan et al., 2009). Highly purified
nuclear fractions were obtained, displaying a very low
cytosolic contamination (< 0.05%), as indicated by the mea-
surement of glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH)
activity as a cytosolic and plastidic enzyme marker (Costa-
Rosa et al., 1995). As the main source of contaminating
phosphoproteins is expected to originate from the cytosol, a
low cytosolic contamination is essential, especially as cryp-
togein is known to induce the phosphorylation of c. 20
cytosolic proteins within the first 5 min of treatment
(Lecourieux-Ouaked et al., 2000).
By combining 32P-H3PO4 in vivo phosphorylation and

nuclear protein 2D electrophoresis, c. 13 phosphoproteins
were detected in nuclear extracts from 10 min cryptogein-
treated tobacco cells (Fig. 1a). These phosphoproteins
displayed apparent molecular masses ranging from 20 to
80 kDa and pIs between 4 and 6.7 (circled spots). Silver
staining of the corresponding gels did not show the polypep-

tides that potentially corresponded to the phosphoproteins
detected by autoradiography, indicating that they were low
abundant proteins. A comparison of 2D-phosphorylated
patterns from cytosolic (Lecourieux-Ouaked et al., 2000)
and nuclear protein extracts after cryptogein treatment did
not show any similarity, but we cannot exclude the hypo-
thesis that the nuclear phosphoproteins detected after
cryptogein treatment were phosphorylated in the cytosol
and immediately translocated into the nucleus.
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Fig. 1 In vivo phosphorylation of tobacco nuclear proteins in
response to cryptogein. (a) Tobacco (Nicotiana tabacum) cells
were pretreated for 15 min with [32P]-H3PO4 (3.75 MBq g)1

Fresh Weight Cell (FWC)). Nuclear proteins from both control
and cryptogein-treated (for 10 min) tobacco cells (Cry 10 min)
were extracted as described in the Materials and Methods section
and 100 lg of proteins was analysed by two-dimensional
electrophoresis, using a linear 4–7 pH gradient. Phosphoproteins
were detected by autoradiography. The spots corresponding to
cryptogein-induced phosphorylated proteins are circled; the arrow
points to the spot corresponding to NtHD2a ⁄ b [correction added
after online publication 16 June 2011: the arrow within the lower
panel of (a) now points to the correct location]. (b) Nuclear
proteins from both control and 10 min cryptogein-treated
tobacco cells were extracted as described in the Materials and
Methods section and analysed in a western blot experiment using
an antibody raised against a specific NtHD2a ⁄ b peptide
(PEAKVKEAEKSNVA). WT, wild-type; IEF, IsoElectroFocusing;
SDS-PAGE, sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel
electrophoresis.

130 Research

New
Phytologist

Ó 2011 Université de Bourgogne
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Identification of NtHD2s as nuclear proteins
phosphorylated in response to cryptogein

To overcome the difficulties related to the low abundance
of the phosphoproteins of interest, the corresponding pro-
teins were enriched using a phosphoprotein enrichment kit
(Qiagen) before 2D electrophoresis. Using an MS-sequencing
silver-staining protocol, we visualized a spot in a 2D gel
corresponding to a phosphorylated peptide displaying a
60 kDa apparent molecular mass and a pI of 4.3, excised it
and then had the tryptic fragments analysed by nanoLC-
ESI (ElectroSpray Ionization) ⁄MS ⁄MS. Sequences corre-
sponding to seven peptides were obtained (Table 1). A
post-translational search revealed that the first peptide car-
ried an acetylation site. Moreover, this peptide was partially
found with an N-terminal methionine, indicating that it
could correspond to the N-terminal part of the protein. A
pBlast search indicated that all peptides showed a high
sequence homology with a protein from Solanum chacoense
(ScHD2a; Q6V9I6) identified as an HD2 (Table S3).
Specific primers were designed from the peptide

sequences and used to clone the corresponding cDNAs.
Two cDNAs synthesized from mRNAs extracted from
10 min cryptogein-treated tobacco cells and encoding puta-
tive HD2 proteins were cloned and named NtHD2a and

NtHD2b (Fig. S1). The deduced protein sequences dis-
played high homology: NtHD2a and NtHD2b contain
295 and 294 amino acid residues, respectively (Fig. 2). The
two sequences only differ by eight amino acids, and show
> 96% sequence identity. NtHD2a and NtHD2b contain
the three characteristic domains of HDACs: an N-terminal
part carrying the catalytic activity, a C-terminal domain
containing an incomplete Zn finger, and a typical acidic
domain in the central part of the protein. This central
domain contains a nuclear localization signal, consistent
with the nuclear localization of the protein, and several
putative phosphorylation sites by CK2. The first three pep-
tides in Table 1 correspond to the N-terminal part of the
protein. The partial lack of the N-terminal Met and its
replacement by Glu could indicate a short half-life of the
protein (Bachmair et al., 1986). The acidic central domain
could partially explain why NtHD2a ⁄b exhibit a 60 kDa
apparent molecular weight in 2D electrophoresis, although
their predictive amino acid sequence contains 294 and 295
amino acids, respectively. The hydrophilic domain is well
known to reduce the migration of proteins (Armstrong &
Roman, 1993; Scheffel & Schuler, 2007), and particularly
of plant HD2s in sodium dodecyl sulphate polyacrylamide
gel electrophoresis (Brosch et al., 1996).
To confirm these data, polyclonal antibodies were

designed against a specific peptide (PEAKVKEAEKSNVA)
in the central domain of NtHD2a ⁄b. These antibodies
clearly recognized a band with an apparent molecular mass of
c. 65 kDa in a nuclear extract prepared from WT
cells (Fig. 1b). This size fits well with those of the candidate
proteins identified by 2D electrophoresis (Fig. 1a).
Furthermore, a comparison of nuclear protein extracts from
both control and cryptogein-treated cells (30 min treatment)
shows that the apparent molecular weight of NtHD2a ⁄b was
impacted by a 2 kDa shift that may reflect the phosphoryla-
tion of the protein, as previously suggested (see, for example,
Romeis et al., 2001). The use of cycloheximide as a protein
synthesis inhibitor did not modify this labelling, which sug-

Table 1 Sequences and MASCOT scores of tryptic peptides
obtained by nanol-LC ⁄MS ⁄MS (Ultimate 3000 System, Dionex,
Amsterdam, the Netherlands)

PEPTIDES
MASCOT
score

MEFWGAEVK.S + acetyl (N-term) 63
MEFWGAEVK.S + acetyl (N-term);
oxidation (M)

44

EFWGAEVK 27
SGSVYFFGYK 53
VPQQQFDLVFDR 92
LVLGTLNSEKVPQQQFDLVFDR 15
SGEPLTVQPGDGMVLHLSQASLGELK.K +
oxidation (M)

40

NtHD2a    MEFWGAEVKSGEPLTVQPGDGMVLHLSQASLGELKKDKAQSVCLSVNIDGKKLVLGTLSS  60 

NtHD2b    MEFWGAEVKSGEPLTVQPGDGMVLHLSQASLGELKKDKVQSVCLSVNIDGKKLVLGTLNS  60 

NtHD2a    DKVPQQQFDLVFDRDFELSHNWKSGSVYFFGYKATNPFEEEEDDEDDEEESDEDIPLTIA  120 

NtHD2b    DKVPQQQFDLVFDRDFELSHNWKNGSVYFFGYKATNPFEEEEDDEDDEEESDEDIPLTIA  120 

NtHD2a    NNGKPEAKVKEAEKSNVAKDSASGKQKVKIVEPSKDAKADDEDESTDEDEMSEDEDSDMG  180 

NtHD2b    NNGKPEAKVKEAEKSNAAKDSASGKQKVKIVEPSKDAKADDEDESTDEDEMSEDEDSDVG  180 

NtHD2a    EGEDESDGDDESDEGEEETPKKAEPGKKRKADSATKTPVPDKKAKFVTPQKTDGKKGSGH  240 

NtHD2b    EGEDESDEDDESDESEEETPKKAEPGKKRKADSATKTPA-DKKAKFVTPQKTDGKKGSGH  239 

NtHD2a    VATPHPSKQAGKSPANKNQQTPKSGGAHLCKTCNRGFGSENALEFHSKAKHSAAK   295 

NtHD2b    VATPHPSKQAGKSPANKNQQTPKSGGAHLCKTCNRGFGSENALESHSKAKHSAAK   294 

Fig. 2 Alignment of the two Nicotiana tabacum cv Xanthi type-2 histone deacetylases, NtHD2a and NtHD2b. Colours indicate the specific
HD2 conserved domains: blue print, fundamental amino acids involved in the histone deacetylase (HDAC) catalytic site; yellow highlights,
amino acids of the central acidic domain; black highlights, amino acids of the nuclear localizing signal; green highlights, Zn-finger domain in
the C-terminal part of the proteins; red print, putative CK2 phosphorylation sites; red boxes, sequences of the tryptic peptides identified by
mass spectrometry reported in Table 1.
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gests that there is no de novo synthesis of the protein in
response to cryptogein treatment (data not shown).
Phylogenetic analysis of the HD2 family in plants showed

that NtHD2a and NtHD2b are grouped together (Fig. 3).
This close phylogenetic relationship suggests that NtHD2a
and NtHD2b could result from a recent duplication event
(or allelic polymorphism). Amino acid divergence between
NtHD2a and NtHD2b was very low (0.04%) compared
with that between the closest isoforms found in A. thaliana,
HDT1 and HDT2 (0.4%), which show the same expres-
sion pattern in response to various stimuli (http://www.
genevestigator.ethz.ch). These observations allow us to
hypothesize that NtHD2a and NtHD2b could be considered
as redundant isoforms.

HDAC activity is involved in the control of tobacco cell
death

We first analysed the abundance of transcripts of
NtHD2a ⁄ b in different plant organs by using RT-qPCR
(Fig. 4a). The transcripts accumulate in roots, stems, leaves
and particularly in flowers. Remarkably, the rate of
NtHD2a ⁄ b transcripts was strongly lower in senescent
leaves compared with young ones and other organs, suggest-

ing that the NtHD2a ⁄ b lower expression could be related to
cell death. We further checked NtHD2a ⁄ b mRNA accumu-
lation in tobacco cell suspensions exposed to cryptogein for
12 h. NtHD2a ⁄ b transcript abundance decreased over time
and was reduced by 40-fold after 12 h of treatment
(Fig. 4b), suggesting that cryptogein promotes the repres-
sion of the corresponding genes. Then we checked whether
the decrease in NtHD2a ⁄ b mRNA content fitted with the
disappearance of NtHD2a ⁄b proteins. A kinetic analysis by
a western blot experiment showed that NtHD2a ⁄b content
was strongly reduced after 3 h of cryptogein treatment (data
not shown), confirming that cryptogein, in the end, induces
an inhibition of NtHD2a ⁄b expression.
To complete this analysis, we also analysed the profile of

NtHD2a ⁄ b mRNA accumulation in tobacco cells exposed
to oligogalacturonides (OGs) for 12 h. These elicitors acti-
vate the same signalling events as cryptogein (i.e. ROS
production, Ca2+ influx, MAPK activation, defence gene
activation, etc.) without triggering nuclear Ca2+ variations
(Lecourieux et al., 2005) or cell death (Garcia-Brügger
et al., 2006). As shown in Fig. 4(c), OGs did not induce a
significant decrease in NtHD2a ⁄b content.

Fig. 3 Phylogenetic analysis of theHD2 protein familymembers in
plants. Protein sequenceswere obtained from the plant chromatin
database (http://www.chromdb.org) and named according to the
ChromDBnomenclature, except for the two Solanum sequences
(from theNational Center for Biotechnology Information) and the
twoNicotiana tabacum sequences (this study). The sequenceswere
aligned usingMUSCLE (Edgar, 2004) and an unrooted phylogenetic
treewas reconstructedwith PhyMLon the Phylogeny.fr platform
(Dereeper et al., 2008). Bar, estimated number of substitutions per site.
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Fig. 4 NtHD2 expression in tobacco (Nicotiana tabacum) plants and
in tobacco cells challenged by plant defence elicitors. (a)
Accumulation of NtHD2a ⁄ b transcripts in tobacco organs was
measured by reverse transcriptase quantitative PCR (RT-qPCR)
using ef1 mRNA as a calibration gene by the DCt method. mRNA
concentrations are expressed in relative units. The data correspond
to one independent experiment out of five. (b) Time course
evolution of NtHD2a ⁄ bmRNA content in control (grey bars) and
100 nM cryptogein (Cry)-treated tobacco cells (black bars). mRNA
concentrations were measured by RT-qPCR using ef1 mRNA as a
calibration gene by the DCt method. The data correspond to one
independent experiment out of five. (c) NtHD2a ⁄ bmRNA content
in control, 100 nM cryptogein- and 100 lg ml)1 oligogalacturonide
(OG)-treated tobacco cells, after a 12 h treatment. mRNA
concentrations were measured by RT-qPCR using ef1 mRNA as a
calibration gene by the DCt method. The data correspond to one
independent experiment out of three.
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To further assess the involvement of HDAC activity in
the cryptogein signalling pathway, we tested the effects of
three HDAC inhibitors on cryptogein-induced events,
namely sodium butyrate, apicidine and trichostatine A,
which belong to three different chemical families. Their
specificity towards plant HDACs is not known. None of
them affected cryptogein-induced ROS production, Ca2+

fluxes or MAPK activation (data not shown). But interest-
ingly they strongly amplified the rate of cell death triggered
by cryptogein after 24 h (Fig. 5a). Indeed, in tobacco cells
pretreated with sodium butyrate, apicidine or trichostatine
A, the percentage of cell death reached > 90, 50 and 60%,
respectively, whereas it reached c. 35% in tobacco cells
exposed to cryptogein alone. In the same manner, when
tobacco leaves were coinfiltrated with cryptogein and
sodium butyrate, apicidine or trichostatine A, necrotic
symptoms were much more pronounced (Fig. 5b). Yet
tobacco cells or leaf treatments with these inhibitors alone
did not induce any cell death or necrosis, respectively
(Fig. 5a,b). Taken together, these data suggest that HDACs
act as negative regulators of cryptogein-induced cell death.

NtHD2a ⁄b are repressors of cryptogein-induced cell
death

Complementary to the pharmacological approach that
suggested a role for HDACs, and particularly NtHD2s, as
repressors of cryptogein-induced cell death, an RNAi
approach was carried out in order to specifically inhibit
NtHD2a ⁄ b gene expression. The pHannibal vector system
allows the cloning of a specific cDNA fragment in both
sense and antisense orientations on both sides of an intron
(Fig. 6a; Wesley et al., 2001), leading to the transcription
of a hairpin mRNA suitable to induce RNA interference.
The A. tumefaciens LBA4404 strain was used to obtain a
transitory or a stable expression of an NtHD2a ⁄ b-gene-
specific hairpin cassette.
First, young tobacco plants (two- to four-leaf stage) were

either fully agroinfiltrated in order to promote a transient
expression of the hairpin construct, or agroinfiltrated with
an A. tumefaciens strain transformed with an empty vector
as a control. Three weeks later, 500 ll of 100 nM crypto-
gein was infiltrated in the first nonagroinfiltrated leaf. After
24 h, the entire cryptogein-infiltrated zone was necrotized
in all A. tumefaciens-infiltrated plants, whether they carried
the RNAi-inducing construct or not, as exemplified in
Fig. 6(b, inset). Five to 7 d later, in the plants infiltrated
with A. tumefaciens strains containing the RNAi-inducing
construct, the leaves infiltrated with cryptogein were com-
pletely necrotized (Fig. 6c,d, arrow), whereas in the control
plants infiltrated with A. tumefaciens containing a
pHannibal empty vector, only the cryptogein-infiltrated
zone was necrotized (Fig. 6b). Interestingly after 5–7 d, in
contrast to tobacco plants infiltrated with the A. tumefaciens
strain carrying the pHannibal empty vector, the necrotic
symptoms appeared in the distal leaves of the plants infil-
trated with the RNAi-inducing construct (Fig. 6c,d).
According to the plants and the experiments, two pheno-
types were observed. The distal necrosis either occurred on
one-half of the leaf (Fig. 6c) or as a mosaic of small necrotic
spots (Fig. 6d), although it has already been demonstrated
that cryptogein does not migrate in the plant when it is
infiltrated into the leaves (Devergne et al., 1992). In order
to confirm this silenced phenotype, an overexpression
approach of NtHD2a fused at its C-terminal end with GFP
was performed. Tobacco leaves were first inoculated with
A. tumefaciens strains expressing GFP alone or NtHD2a
fused to GFP and then infiltrated with cryptogein.
Overexpression of both proteins was found to be optimal
after 48 h (Fig. 6e). While GFP alone accumulated in the
cytosol, NtHD2a ⁄b fused to GFP was mainly located in the
nucleus, confirming the finding that NtHD2a ⁄b were
nuclear proteins. Overexpression of NtHD2a was also
confirmed by semiquantitative RT-PCR with an estimated
20-fold factor accumulation of the mRNA (data not
shown). As expected, overexpression of NtHD2a in tobacco
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Fig. 5 Cryptogein-induced cell death is controlled by histone
deacetylase (HDAC) activity. (a) Cell death induced by a 24 h
treatment with 100 nM cryptogein (Cry) in tobacco (Nicotiana
tabacum) cell suspension pretreated for 10 min or not with 1 mM
sodium butyrate (But), 200 nM apicidine (Api) or 15 lM
trichostatine A (Tri). Cell death was measured using the neutral red
coloration method. For each determination, 500 cells were analysed
and the data in the figure are the mean of three independent
experiments (± SD). (b) Hypersensitive response (HR)-like
symptoms induced by infiltration of 100 nM cryptogein (500 ll) in
tobacco leaves pretreated for 30 min or not with 1 mM sodium
butyrate (But), 15 lM trichostatine A (Tricho) or 200 nM apicidine
(Api). The figure corresponds to one representative experiment out
of five.
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leaves strongly reduced the HR induced by cryptogein as
compared with the overexpression of GFP alone (Fig. 6f),
thus further confirming a role for NtHD2 as a negative
repressor of cryptogein-induced HR.
Secondly, a stable transformed cell line expressing this

construct was selected and termed CL5. NtHD2a ⁄ b tran-
script abundance in CL5 transformed cells was reduced by
at least 75% compared with the WT (Fig. 7a). Importantly,
the use of the NtHD2a ⁄b-specific antibodies did not detect
any proteins in the CL5 nuclear protein extract, confirming
the efficiency of the RNAi approach used to inhibit

NtHD2a ⁄ b gene expression (Fig. 7b). The reduced expres-
sion of NtHD2a ⁄b did not impair the growth of the cells: it
was similar to the growth of the WT cell suspension line.
Remarkably, when exposed to 100 nM cryptogein, CL5
cells exhibited a higher and faster cell death than the WT
cells. After 6 h of elicitor treatment, cell death reached 60%
in CL5-transformed cells, whereas no significant cell death
was observed in WT cells (Fig. 7c). After 24 h of cryptogein
treatment, CL5 cells exhibited 90% cell death, whereas cell
death only reached up to 35% in WT cells. OGs are not
known to induce any cell death in WT cells. So we treated

CaMV 35S S AS Nos term.
PDK intron

GFP NtHD2a-GFP

NtHD2a-

GFP
GFP
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Fig. 6 Cryptogein-induced hypersensitive response (HR)-like necrosis in NtHD2a ⁄ b-deficient tobacco (Nicotiana tabacum) plants. (a) A
construct in the pHANNIBAL vector (Wesley et al., 2001) was designed in order to induce an efficient RNAi mechanism to silence NtHD2a ⁄ b
genes. The same 107 bp fragment of NtHD2a ⁄ b was cloned in both sense (S) and antisense (AS) orientation spaced by the pyruvate
dehydrogenase kinase (PDK) intron. This construct under the control of the CaMV35S promoter was cloned into the pART27 binary vector in
the LBA4404 Agrobacterium tumefaciens strain and used in transitory and stable transformation. (b–d) HR-like necrosis induced in tobacco
plants deficient in NtHD2a ⁄ b. 100 nM cryptogein (500 ll) was infiltrated in the lower, nonagroinfiltated leaves of tobacco plants
agroinfiltrated with an empty vector (b) and or with a vector containing the construct described in (a) (c, d). Photos were taken 7 d after
cryptogein treatment. (e) Fluorescence linked to the overexpression of the GFP-alone construct (left) and of the GFP-fused NtHD2a construct
(right). The pictures were obtained using an epifluorescence microscope 48 h postinfiltration by A. tumefaciens strains carrying constructs that
led to overexpression of GFP or NtHD2a-GFP. Bars, 25 lm. (f) HR-like necrosis induced by cryptogein (100 nM) in a tobacco leaf that was
either mock-infiltrated or infiltrated by A. tumafaciens strains that led to overexpression of GFP or NtHD2a ⁄ b. The leaf is representative of five
independent experiments. Nos-term, Nos-terminator.
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CL5 cells with OGs, expecting the treatment to lead to an
increase in cell death compared with untreated cells, but
this was not the case (data not shown). These results fitted
well with those obtained with our HDAC inhibitors and in
transitory expression experiments, and they reinforce the
hypothesis that NtHD2a ⁄b act as repressors of cryptogein-
induced cell death.
CL5-corresponding transgenic plants were also obtained

and used in cryptogein infiltration experiments. As expected
from transient expression of the hairpin construct (Fig. 6d),
cryptogein also induced necrotic symptoms, but in distal
leaves 8–10 d after infiltration (Fig. 7d), confirming that
NtHD2a ⁄b control cryptogein-induced cell death in plants too.
Since elicitor-induced plant defence is genetically con-

trolled, we tested whether changes in the expression profile
of different genes known to be up-regulated by cryptogein
also occurred in CL5-transformed cells. We showed, for

example, that PR-3 and HSR203J transcripts strongly accu-
mulated in CL5 cells as compared with WT cells, whereas
PAL A mRNA did not (data not shown). A similar observa-
tion was performed in the cells pretreated with the HDAC
inhibitor sodium butyrate which amplified the elicitor-
induced cell death. Taken together, these data highlight a
key role for NtHD2a ⁄b in the control of cryptogein-
induced local and systemic cell death.

Cryptogein induces a modification of nuclear protein
acetylation

Since NtHD2a ⁄b were identified as nuclear HDACs, we
hypothesized that an inhibition of NtHD2a ⁄ b expression
and the absence of the corresponding proteins in the CL5
cell line should result in the hyperacetylation of nuclear pro-
teins which might represent putative NtHD2a ⁄b targets.
The acetylation status of nuclear proteins was monitored
using antiacetylated lysine antibodies. As shown by western
blot experiments, the up-acetylation of several nuclear pro-
teins, and especially two with apparent molecular masses of
49 and 60 kDa, was detected in response to a 10-h-long
cryptogein treatment (Fig. 8a). The accumulation of these
acetylated proteins strongly correlates with the disappear-
ance of NtHD2a ⁄b proteins in the nucleus (Fig. 8b).
Cycloheximide pretreatment of cryptogein-treated cells
showed that this apparent up-acetylation of nuclear proteins
does not correspond to the accumulation of newly synthe-
sized nuclear proteins (data not shown). Neither does it
correspond to the translocation of cytosolic acetylated pro-
teins. Interestingly, in CL5 protein extracts, two nuclear
proteins were also detected as up-acetylated when compared
with WT protein extracts, and these proteins display the
same apparent molecular masses as the ones observed in
response to cryptogein treatment (Fig. 8a). This result
supports the idea that cryptogein treatment finally induced
the inhibition of nuclear deacetylase activities, especially
NtHD2a ⁄b. These up-acetylated proteins, which might not
correspond to histones based on their apparent molecular
masses, could be considered as nuclear effectors of the
cryptogein-induced, acetylation-regulated cell death.

Discussion

The data reported in this paper highlight the importance of
HDACs in mediating plant defence responses and particu-
larly HR-like cell death. The identification of type-2
HDACs as nuclear proteins involved in response to
cryptogein treatment implies that nuclear protein (de)
acetylation could play a role in plant defence expression.
While HDACs are well-known enzymes involved in the
remodelling of chromatin (they deacetylate nuclear histones,
which induces the repression of transcription) (Chen &
Tian, 2007), they can also remove acetyl groups from non-
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Fig. 7 Generation of a stable NtHD2a ⁄ b-deficient tobacco
(Nicotiana tabacum) line. (a) Determination of NtHD2a ⁄ b transcript
abundances in the CL5 transformed cells compared to the ones in
WT cells by RT-qPCR. mRNA concentrations were measured by RT-
qPCR using ef1 mRNA as a calibration gene by the DCt method.
Data in the figure are the mean of three independent experiments
(± SD). (b) NtHD2a ⁄ b protein content in WT and CL5 cells
estimated by western blot using polyclonal antibodies raised against
a specific NtHD2a ⁄ b internal peptide (PEAKVKEAEKSNVA). Twenty
lg of nuclear proteins were analyzed per lane. (c) Cell death rate
induced by cryptogein in the CL5 cells (grey bars) compared to the
one induced in WT cells (black bars). Cell death was measured using
the neutral red coloration method. For each determination, 500 cells
were analyzed and the data in the figure are the mean of three
independent experiments (± SD). (d) HR-like induced in CL5
tobacco plants (deficient for NtHD2a ⁄ b). 100 nM cryptogein
(500 ll) was infiltrated in the second leaf (arrow) [correction added
after online publication 16 June 2011: the arrows within (d) now
point to their respective correct locations]. The photo was taken 7 d
after cryptogein treatment.
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histone proteins, so they might also be considered more
generally as lysine deacetylases (Walkinshaw et al., 2008).
Among nonhistone targets, it has been demonstrated in
animal cells that HDACs can interact with various known
transcription regulators such as the nuclear factor of acti-
vated T cells (NFTA) or p53 (Chen & Tian, 2007). HD2s
form a plant-specific HDAC family. Little information is
available regarding their physiological functions, although a
role in controlling seed development by regulating the
amount of rRNA in A. thaliana is expected (Wu et al.,
2000). An interesting feature of HD2s is that they might be
phosphorylated by CK2s, as previously suggested in maize
(Lusser et al., 1997). The involvement of CK2s in HDAC
regulation has also been described in animal cells for other
classes of HDACs (Cabrero et al., 2006; Pluemsampant
et al., 2008). This is of major interest as the only phosphor-
ylation sites predicted in the NtHD2a ⁄b sequences were
specific for CK2. Furthermore, a preliminary study in
our laboratory shows that cryptogein induces a fast and
sustained activation of a nuclear CK2 activity, well above its
constitutive level. These findings allow us to assume that
NtHD2a ⁄b phosphorylation occurs in the nucleus upon
activation of a nuclear CK2.

The results presented in this paper show that
NtHD2a ⁄b act as negative regulators of cryptogein-
induced cell death. Whether NtHD2a ⁄b act through their
enzymatic activities or by interacting with partner proteins
is unresolved at present. The effect of phosphorylation on
NtHD2a ⁄b activity is not known either. Works in the ani-
mal field indicate that, depending on the physiological
context, the catalytical domain of HDACs is not necessar-
ily involved in the mediation of the biological response.
For example, in lymphocytes, sodium butyrate was
reported to block the tubuline deacetylase activity of
HDAC6 without inhibiting its involvement in cell mobil-
ity (Cabrero et al., 2006). Suppression of lymphocyte
mobility required the inhibition of HDAC6 gene expres-
sion by an RNAi approach. Furthermore, lymphocyte
mobility was restored by expressing the N-terminal part of
HDAC6 which does not contain any deacetylase domain.
In our study, western blot experiments comparing nuclear
protein patterns of acetylated proteins from WT and CL5
cells clearly show that NtHD2a ⁄ b expression is related to
the deacetylation of nonhistone proteins. Although these
data do not exclude the possibility that NtHD2a ⁄b might
mediate cryptogein effects through a nonenzymatic pro-
cess, identification of the proteins deacetylated by
NtHD2a ⁄b should help in further deciphering the molecu-
lar mechanisms underlying cryptogein-induced cell death.
Surprisingly, previous works have reported quite an appar-
ent opposite role for HDACs in plant ⁄pathogen
interactions. Indeed, various HDAC inhibitors produced
by plant pathogenic fungi have been associated with patho-
gen virulence (Brosch et al., 1995; Ransom & Walton,
1997; Wight et al., 2009). However, up to now none of
the studies has identified the HDAC class(es) targeted by
the fungal toxins. Furthermore, in the cryptogein ⁄ tobacco
model, silencing of NtHD2 alone is not sufficient to pro-
mote plant resistance, indicating that inhibition of HD2 is
necessary but not sufficient to lead to plant defence.
An interesting point concerns the results showing that,

after 5–7 d, HR-like symptoms appeared in the leaves of
NtHD2a ⁄b-deficient tobacco plants at a distance from the
cryptogein-infiltrated leaf, although it was previously shown
that cryptogein did not migrate in the plant when infiltrated
in leaves (Devergne et al., 1992). Although speculative, at
least two hypotheses could explain this phenotype. First, a
chemical signal might be produced in cryptogein-infiltrated
areas in both WT and NtHD2a ⁄b-deficient tobacco,
migrate through the vascular system but induce HR-like
symptoms only in distant leaves in which the amount of
NtHD2a ⁄b protein is lowered due to the RNAi mecha-
nism. Depending on its spatial foliar distribution and ⁄or
the heterogeneity of the RNAi mechanism, this signal could
trigger HR-like necrosis either as a mosaic of necrotic spots
or on one half of the leaf (Fig. 6). Second, in the leaves defi-
cient in NtHD2a ⁄ b transcripts but not in WT leaves,
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Fig. 8 Changes in the acetylation profile of nuclear proteins in
nontreated wild-type (WT) and CL5 tobacco (Nicotiana tabacum)
cells and cryptogein (Cry)-treated WT cells. (a) Nuclear proteins
were prepared and analysed as described in the Materials and
Methods section using a polyclonal antiacetylated-lysine antibody
(Sigma A5463, 1 ⁄ 10000). Nuclear proteins were extracted from
nontreated WT and CL5 cells, and fromWT cells treated for 10 h
with 100 nM cryptogein (WT, CL5 and WT-Cry, respectively).
Bound primary antibodies were revealed using a secondary Bio-Rad
antibody coupled to horseradish peroxidase and autoradiography.
Arrows indicate major changes in the acetylation of nuclear proteins.
Molecular marker masses are indicated on the left. (b) Nuclear
proteins from nontreated WT cells and WT cells treated for 10 h
with 100 nM cryptogein (WT, WT-Cry) were extracted as described
in the Materials and Methods section and analysed with the
NtHD2a ⁄ b-specific antibodies. The corresponding membrane was
stained with Ponceau red to ensure equal loading of proteins in both
lanes.
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cryptogein infiltration could result in the synthesis of a new
unexpected mobile compound able to migrate and to
induce cell death in distant leaves. H2O2 could play a role
in this mechanism as it has been suggested that H2O2

orchestrates a systemic signalling network leading to micro-
HR in A. thaliana challenged by Pseudomonas syringae
(Alvarez et al., 1998). However, in tobacco cells challenged
with cryptogein, the involvement of H2O2 in the control of
cell death is still a matter of debate: Yoda et al. (2006)
showed that H2O2 production under the control of the
polyamine oxidase is a key element to induce programmed
cell death, whereas Hirasawa et al. (2005) showed that H2O2

did not play any role in cryptogein-induced cell death.
To conclude, the results described in this study demon-

strate that HD2s are a new class of cell death regulators.
Since HD2-deficient tobacco cells and plants do not exhibit
any spontaneous cell death, NtHD2a ⁄b should not be con-
sidered as cell death inhibitors by themselves, but as
inhibitors of a specific cryptogein-induced cell death pro-
cess. Our next investigations will target the analysis of the
mechanisms that underlie the effects of HD2s in regulating
cell death and particularly the putative signal that induces
cell death at a distance.
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Table S1 Sequences used to determine the mRNA content of different genes in RT-qPCR 

experiments 

 

 

Table S2 Primer sequences used to clone a specific NtHD2a/b fragment into the pHannibal 

vector 

Primer Sequence 
Restriction 

site 

FS ATCTCGAGGCGGAGGCAGAGAAGTCTAATGTTG Xho1 

RevS ATCTCGAGGGACACTCAACTCAGATAAGG Kpn1 

FAS CAAGATCTAGCGGAGGCAGAGAAGTCTAATGTTG Xba1 

RevAS GCGGATCCGCGGAGGCAGAGAAGTATGTTG BamH1 

 

Underlined sequences correspond to the restriction sites used to clone the NtHD2a/b in the 

pHannibal. 

Gene Forward Reverse 

NtHD2a/b 
AGG AAG GCA GAT TCG GCT 
ACA 

TGA TTT TGG AGT CTG CTG 
GTT 

NtEF-1 
AAC TGG TGT CCT CAA GCC 
TGG TAT 

AAG CAC CCA TTG CTG GGA 
CAT 

PR3 
GCC ATA GGA GTG GAC CTG 
CTA AAC 

AAA AGA CCT CTG GTT GCC 
GC 

PAL 
TCC CCT TGT CCT ACA TTG 
CTG GTT 

TCA ATT TGT CCG GGG TGA 
TGC TTC 

HSR203J 
TGT GTC AGC CAT GCT GAT 
TGG T 

GTT CTA GCT CCG ATT TGC 
TCC GAT 
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Table S3 Mascot scores corresponding to the peptides identified by mass spectrometry 

PEPTIDES MASCOT score 

MEFWGAEVK.S + Acetyl (N-term)  63 

MEFWGAEVK.S + Acetyl (N-term); Oxidation (M)  44 

EFWGAEVK 27 

SGSVYFFGYK 53 

VPQQQFDLVFDR 92 

LVLGTLNSEKVPQQQFDLVFDR 15 

SGEPLTVQPGDGMVLHLSQASLGELK.K + Oxidation (M) 40 



Figure 8 : Production de H2O2 dans les suspensions cellulaires de tabac WT et CL5,
prétraitées ou non par 10 µM de DPI, en réponse à 100 nM de cryptogéine. La production
de H2O2 consécutive au traitement est mesurée par chimioluminescence du luminol. La
production de H2O2 dans les cellules non traitées est retranchée à l’échantillon correspondant
pourchaquepoint de la cinétique. Lesvaleurs± ESM (erreursur la moyennede triplicats) sont
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3. Résultats complémentaires 

Si les résultats présentés dans ce manuscrit démontrent sans équivoque que NtHD2a/b 

contrôlent l’intensité de la mort cellulaire induite par la cryptogéine, ils ne permettent pas 

d’expliquer pourquoi ce taux de mort cellulaire induit par la cryptogéine atteint 90 % après 24 h 

de traitement dans les cellules invalidées pour l’expression de NtHD2a/b. En complément de ce 

travail, nous avons donc recherché dans un premier temps si un ou plusieurs événements de la 

cascade de signalisation cellulaire induite par la cryptogéine pouvaient être modifiés dans leur 

cinétique et / ou leur amplitude, et ainsi corréler ou expliquer le taux de mort cellulaire dans les 

cellules CL5. 

3.1. Des événements de signalisation cellulaire comparables dans les cellules 

WT et CL5 

3.1.1. Production de H2O2 induite par la cryptogéine 

De nombreuses études ont montré qu’une activité NADPH oxydase est la source enzymatique 

de la production de H2O2 impliquée dans les mécanismes de défense des plantes (Pugin et al., 

1997 ; Simon-Plas et al., 2002 ; Torres et al., 2002 ; Torres & Dangl, 2005). Dans les cellules 

de tabac, la NADPH oxydase responsable de la production de H2O2 en réponse à la cryptogéine 

est codée par le gène NtRbohD (Simon-Plas et al., 2002).  

La production de H2O2 a été suivie par mesure de la chimioluminescence du luminol. La 

production basale de H2O2 est similaire dans les cellules WT et CL5 et atteint environ 10 

nmoles de H2O2.g
-1 PFC. Cette production basale sera retranchée de la valeur obtenue pour 

chaque point de cinétique (Figure 8). Le traitement des cellules WT par la cryptogéine 

s’accompagne d’une production de H2O2 qui est maximale après 30 mn, atteignant 400 nmol de 

H2O2.g
-1 PFC, puis diminue progressivement dans les 60 mn suivantes. La production de H2O2 

en réponse à la cryptogéine est similaire dans les cellules CL5, avec un pic de l’ordre de 480 

nmol de H2O2.g
-1 PFC atteint après 20 mn de traitement, suivi d’une décroissance progressive 

durant les 70 mn suivantes.  



Figure 9 : Mort cellulaire induite par la cryptogéine dans les suspensions cellulaires de tabac
WT et CL5 traitées prétraitées ou non par le DPI. Les cellules de tabac sont prétraitées
pendant 10 minutes par 10 µM de DPI ou par un volume équivalent de DMSO, puis traitées par
100nM decryptogéine. Le tauxdemort cellulaireestévaluéparcolorationdescellulesaurouge

0

20

40

60

80

100

WT WT/Cry CL5 CL5/Cry

DMSO

DPI 

M
or

t c
el

lu
la

ire
 (

%
)

100nM decryptogéine. Le tauxdemort cellulaireestévaluéparcolorationdescellulesaurouge
neutre (0,01 %) après 24 heures de traitement. Les valeurs sont représentatives de la moyenne de 2
expériences indépendantes.
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Afin de vérifier que la production de H2O2 induite par la cryptogéine dans les cellules CL5 est 

bien, comme dans les cellules WT, catalysée par une NADPH oxydase, nous avons utilisé le 

diphénylène iodonium (DPI), un inhibiteur des NADPH oxydases qui abolit complètement la 

production de H2O2 dans les cellules de tabac en réponse à la cryptogéine (Pugin et al., 1997). 

Comme il était attendu, en présence de DPI, la production de H2O2 induite par la cryptogéine 

dans les cellules CL5 et WT est inhibée, confirmant l’implication d’une NADPH oxydase. 

Ces résultats montrent que l’invalidation de l’expression de NtHD2a/b dans les cellules CL5 

n’est pas associée à une modification de la production de H2O2 dans les cellules de tabac 

élicitées par la cryptogéine. 

Bien que l’invalidation de l’expression de NtHD2a/b n’affecte pas quantitativement la 

production de H2O2 induite par la cryptogéine, nous ne pouvons pas exclure l’hypothèse que 

cette production de H2O2 soit catalysée par deux NADPH oxydases différentes, et qu’elle n’ait 

donc pas les mêmes conséquences sur la mort cellulaire dans les cellules WT et CL5. Nous 

avons donc étudié l’implication potentielle de la production de H2O2 dans le processus de mort 

cellulaire dans les cellules CL5. Pour estimer le taux de mort cellulaire dans les suspensions de 

N. tabacum cv. Xanthi, qui présentent des agrégations plus ou moins importantes, seule la 

technique du rouge neutre (un colorant vital des cellules) est utilisable, bien qu’elle ne soit pas 

très précise. Les autres techniques de mesure du taux de mort cellulaire, telles que le diacétate 

de fluorescéine ou le bleu Evans, n’ont pu être utilisées avec ces cellules. Après 24 h de 

traitement par la cryptogéine, le taux de mort cellulaire des suspensions cellulaires WT et CL5 

atteint respectivement 40 et 90 % (Figure 9). En présence de DPI dans les suspensions 

cellulaires WT et CL5, ces taux de mort cellulaire ne sont pas significativement différents 

(variations n’excédant pas 11%), confirmant d’une part que la production de H2O2 ne constitue 

pas un événement de signalisation déterminant dans le processus de mort cellulaire induit par la 

cryptogéine dans les cellules sauvages, et indiquant d’autre part que ce n’est pas un élément 

fondamental contrôlant la mort cellulaire plus intense dans la lignée cellulaire CL5.  

 



Figure 10 : Estimation de l’accumulation du monoxyde d’azote (NO) intracellulaire par
mesure de la fluorescence du DAF-2DA dans les suspensions cellulaires de tabac WT et
CL5 traitées avec 100 nM de cryptogéine en présence ou non de 500 µM de cPTIO.
L’augmentation de fluorescence de la sonde DAF-2DA mesurée par spectrofluorométrie
consécutive au traitement cryptogéine est fonction de la quantité de NO produite par les cellules
(Besson-Bardet al., 2008). La production basale dans les témoins correspondants est retranchée
de la valeur de chaque échantillon. Les valeurs présentées correspondent à une expérience
représentative de 5 expériences indépendantes.
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Figure 11 : Mort cellulaire induite par la cryptogéine dans les suspensions cellulaires de
tabac WT et CL5 prétraitées ou non par le cPTIO. Les cellules de tabac sont prétraitées
pendant 10 minutes par 250 µM de cPTIO ou par un volume équivalent d’eau, puis traitées par
100 nM de cryptogéine. Le taux de mort cellulaire est évalué par coloration des cellules au rouge
neutre (0,01 %) après 24 heures de traitement. Les valeurs sont représentatives de la moyenne de
2 expériences indépendantes.
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3.1.2. Production de NO induite par la cryptogéine 

Afin de mettre en évidence la production de NO intracellulaire dans les cellules de tabac WT et 

CL5 en réponse à la cryptogéine, nous avons utilisé le DAF-2DA, un fluorophore diffusant à 

travers les membranes biologiques. En l’absence de traitement, la fluorescence mesurée dans 

les cellules WT et CL5 est équivalente et sera ensuite retranchée de la valeur mesurée pour 

chaque point de la cinétique. Le traitement des cellules WT et CL5 par la cryptogéine 

s’accompagne d’une augmentation de fluorescence observable après 5 mn de traitement et qui 

atteint un plateau après 90 mn (Figure 10). Cependant, si les cinétiques de production sont très 

similaires, l’élévation de fluorescence induite par la cryptogéine dans les cellules CL5 est 

réduite d’environ 50 % pour la valeur du plateau. Aucune augmentation de fluorescence dans 

les suspensions cellulaires WT et CL5 n’est mesurée en présence de cPTIO, un piégeur de NO 

(Durner et al., 1998), ce qui argumente le fait que la fluorescence mesurée en réponse à la 

cryptogéine correspond bien à une production de NO. Ces résultats suggèrent donc que 

l’accumulation de NO dans les cellules CL5 serait réduite de moitié par rapport à celle mise en 

évidence dans les cellules sauvages, sans toutefois pouvoir déterminer si la production ou le 

métabolisme, voire les deux simultanément, sont modifiés. 

Sur la base de cette différence d’accumulation du NO, nous avons étudié son implication 

potentielle dans le processus de mort cellulaire induit par la cryptogéine dans les cellules WT et 

CL5. Pour cela, nous avons prétraité les cellules en suspension par du cPTIO afin de piéger le 

NO produit en réponse à la cryptogéine et évalué le taux de mort cellulaire par la coloration au 

rouge neutre. Comme le montre la Figure 11, après 24 h de traitement par la cryptogéine, le 

piégeage du NO par le cPTIO diminue le taux de mort dans les suspensions cellulaires WT et 

CL5 de respectivement 24 et 20 %. Ces résultats sont en accord avec les travaux de (Lamotte et 

al., 2004), et suggèrent que la production de NO induite par la cryptogéine n’est pas 

l’événement de signalisation principal du processus de mort cellulaire chez le tabac. De plus, 

bien qu’une différence importante d’accumulation de NO dans les cellules WT et CL5 soit 

mesurée, il ne semble pas que ce soit un événement majeur permettant d’expliquer la différence 

de taux de mort cellulaire entre les deux lignées. 



Figure 12 : Estimation de l’accumulation du monoxyde d’azote (NO) intracellulaire par
mesure de la fluorescence du DAF-2DA dans les suspensions cellulaires de tabac WT et
CL5 traitées avec 100 nM de cryptogéine avec un prétraitement ou non de 10 mM de
ButNa (pendant 10 minutes ; 1, 4 ou 24 heures). L’augmentation de fluorescence de la sonde
DAF-2DA mesuréepar spectrofluorométrieconsécutiveau traitementcryptogéineest fonction
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présentées correspondent à une expérience représentative de 2 expériences indépendantes.
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Afin d’étudier plus en détail les liens entre l’extinction de l’expression de NtHD2a/b et la 

diminution de l’accumulation de NO, nous avons testé l’effet d’un inhibiteur général des 

activités HDAC, le butyrate de sodium (ButNa). Lorsque les cellules WT sont traitées au 

ButNa 10 mn avant l’ajout de cryptogéine, aucune diminution de l’accumulation de NO n’est 

mesurée, suggérant qu’aucune acétylation de protéines induite par la cryptogéine n’est 

impliquée dans la synthèse et / ou le métabolisme du NO (Figure 12). Toutefois lorsque la 

durée de prétraitement des cellules au ButNa est prolongée de 4 à 24 h, on peut noter que plus 

ce prétraitement est long, plus l’accumulation du NO est réduite (Figure 12). Après 4 h de 

prétraitement par le ButNa, l’accumulation de NO en réponse à la cryptogéine est similaire 

dans les cellules WT et CL5. Ces résultats suggèrent d’une part que l’accumulation de NO dans 

les cellules de tabac en réponse à la cryptogéine ne dépend pas d’un changement d’acétylation 

de protéines induit de facto par la cryptogéine et d’autre part que « l’homéostasie » du NO 

serait contrôlée par le niveau d’acétylation d’un certain nombre de protéines impliquées dans sa 

synthèse et / ou son métabolisme. 

 

Le DAF-2DA, utilisé dans nos expériences pour mettre en évidence l’accumulation de NO dans 

les cellules de tabac, est souvent controversé dans la littérature à propos de sa spécificité (Mur 

et al., 2011). Afin de s’assurer que la diminution de fluorescence du DAF-2DA mesurée dans 

les cellules CL5 correspond bien à une accumulation moindre de NO, nous avons cherché à 

déterminer si un événement dépendant de la production de NO était modifié dans les cellules 

CL5 par rapport aux cellules sauvages. Différentes études ont montré que le NO modulait 

l’activité d’un certain nombre de protéines dont des PK. NtOSAK (Nicotiana tabacum osmotic 

stress-activated protein kinase) est une protéine kinase de la famille des SNF1 (sucrose non-

fermenting 1)-related protein kinase 2 (SnRK2) spécifique des plantes qui est rapidement 

activée lors de l’exposition de suspensions cellulaires de tabac à des stress hyperosmotique ou 

salin (Hoyo & Zhang, 2000 ; Mikolajczyk et al., 2000 ; Wawer et al., 2010) mais également de 

façon moins reproductible en réponse à la cryptogéine (Dahan et al., 2009). Une étude réalisée 

au laboratoire a montré que l’activation d’une PK assimilée à NtOSAK est modulée par le NO 

produit lorsque les suspensions cellulaires de N. plumbaginifolia sont soumises à un choc 

hyperosmotique ou à un donneur exogène de NO (Lamotte et al., 2006). L’activation de 



Figure 13 : Activation de NtOSAK dans les cellules WT et CL5 en réponseà un choc
hyperosmotique. Des extraits protéiques ont été préparés à partir de cellules WT et CL5
témoins (T) ou traitées par 250 mM de sorbitol (S) pendant 10 mn. Vingt-cinq µg de protéines
ont été analysés par essai kinase en gel utilisant l’histone IIIS comme substrat général des PK.
La phosphorylation du substrat est réalisée en présence de 15 µCi de [γ-32P]-ATP. Le gel est
ensuite séché et soumis à une autoradiographie. La position de NtOSAK est indiquée par une
flèche. Le résultat présenté est représentatif de 3 expériences indépendantes.
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Figure 14 : Mort cellulaire induite par la cryptogéine dans les suspensions cellulaires de
tabac WT et CL5 prétraitées ou non par le cycloheximide.Les cellules de tabac sont
prétraitées pendant 10 mn par 50 µM de cycloheximide (CHX) ou par un volume équivalent
d’eau, puis traitées par 100 nM de cryptogéine. Le taux de mort cellulaire est évalué par
coloration des cellules au rouge neutre (0,01 %) après 24 heures de traitement. Les valeurs sont
représentatives de la moyenne de 2 expériences indépendantes.
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NtOSAK en réponse à la cryptogéine n’étant pas systématiquement observée, nous avons 

choisi de vérifier si l’activation de NtOSAK lors d’un stress hyperosmotique provoqué par 

l’ajout de 250 mM de sorbitol était similaire ou non dans les suspensions cellulaires WT et 

CL5. Un essai kinase en gel, en utilisant l’histone IIIS comme substrat, a été réalisé à partir 

d’extraits protéiques de cellules WT et CL5 traitées au sorbitol pendant 10 mn. Dans ces 

conditions, l’activité d’une protéine kinase de 42 kDa, précédemment identifiée comme 

NtOSAK (Mikolajczyk et al., 2000) est clairement détectée dans les cellules WT (Figure 13). 

En revanche, dans les cellules CL5, l’activation de la PK de 42 kDa par le sorbitol est 

fortement réduite. Ces résultats confirment que l’invalidation de l’expression de NtHD2a/b 

dans les cellules de tabac s’accompagne d’une accumulation atténuée de NO et de la réduction 

des événements NO-dépendants. 

3.2. Des événements cellulaires significativement différents dans les cellules 

CL5 et WT 

3.2.1. Relation entre la synthèse protéique et l’induction de la mort cellulaire par la 

cryptogéine 

Un des éléments fondamentaux pour l’induction de la mort des cellules de tabac en réponse à 

un traitement par la cryptogéine est la néosynthèse de protéines, processus à mettre en relation 

avec l’accumulation d’ARNm d’un certain nombre de gènes associés à la défense. Ceci a été 

démontré grâce à l’utilisation du cycloheximide (CHX), un composé connu pour bloquer la 

traduction et qui réduit fortement la mort cellulaire induite par la cryptogéine (Gauthier et al., 

2007). Nous avons donc utilisé le CHX pour vérifier si l’augmentation du taux de mort 

cellulaire en réponse à la cryptogéine dans les cellules CL5 était également dépendante d’une 

synthèse de protéines de novo. Comme le montre la Figure 14, après 24 h de traitement par la 

cryptogéine le taux de mort cellulaire dans les suspensions cellulaires WT et CL5 est  

respectivement de 55 et 95 %. En présence de CHX, ce taux de mort cellulaire est 

respectivement réduit d’environ 70 et 90 % dans les suspensions cellulaires WT et CL5, 



Figure 15 : Régulation de la phosphorylation des MAPK en réponse à la cryptogéine dans
les suspensions cellulaires de tabac WT et CL5.Les cellules de tabac sont traitées pendant 6
heures par 100 nM de cryptogéine ou par un volume équivalent d’eau. Les protéines
cytosoliques ont été extraites pour chaque temps de traitement des cellules WT et CL5.A, les
MAPK totales ont été analysées par western blot avec l’anticorpspolyclonal anti-ERK 1/2
humaines (dilution au 1/1000ème). B, les MAPK phosphorylées ont été analysées par western
blot avec l’anticorps polyclonal anti-ERK 1/2 phosphorylées humaines (dilution au 1/1000ème).
Le résultat présenté correspond à une expérience représentative de 3 expériences indépendantes.
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confirmant que la synthèse de novo de protéines est également requise dans le processus de 

mort cellulaire induit par la cryptogéine dans la lignée cellulaire CL5. Ce résultat est à 

rapprocher du fait qu’un certain nombre de gènes de défense voient leur ARNm s’accumuler 

davantage dans les cellules CL5 que dans les cellules WT (Cf. Article publié dans New Phytol). 

3.2.2.  Activation des MAPK dans les cellules CL5 

Il a précédemment été montré chez le tabac que l’activation de la MAPK SIPK  est corrélée à 

l’induction de la mort cellulaire par la cryptogéine (Zhang & Klessig, 1998 ; Zhang & Klessig, 

2001 ; Lebrun-Garcia et al., 2002). Nous avons donc recherché si l’élévation du taux de mort 

cellulaire dans les cellules CL5 en réponse à la cryptogéine s’accompagnait ou non d’une 

augmentation de l’activité SIPK. Pour cela, des extraits de protéines cytosoliques de cellules 

WT et CL5, traitées ou non par la cryptogéine, ont été analysés par western blot à l’aide d’un 

anticorps polyclonal anti-ERK 1/2 phosphorylées humaines. De précédents travaux ont en effet 

montré que cet anticorps reconnaît spécifiquement les MAP kinases activées chez les plantes 

(Lebrun-Garcia et al., 1998). Dès 10 mn de traitement, une protéine d’une masse moléculaire 

apparente de 47 kDa correspondant à SIPK phosphorylée et donc activée, est détectée dans les 

extraits de cellules WT et CL5 (Figure 15A). Une deuxième protéine d’une masse moléculaire 

d’environ 45 kDa est également détectée après 10 mn de traitement et correspond 

potentiellement à WIPK, une MAP kinase proche de SIPK (Zhang et al., 2000). L’activation 

des deux MAP kinases est maximale pendant environ 90 mn, puis décroît progressivement 

durant les 6 h de l’expérience. Toutefois, si les cinétiques d’activation sont comparables dans 

les deux lignées WT et CL5, l’activité globale des deux MAP kinases est plus importante dans 

les extraits de cellules CL5 que dans les extraits de cellules WT. Pour déterminer si cette 

augmentation apparente de l’activité est due à une activation plus intense de ces deux MAP 

kinases ou à une augmentation de la quantité de ces deux protéines dans le cytosol, nous avons 

détecté dans les mêmes extraits protéiques de cellules WT et CL5, les MAP kinases totales à 

l’aide d’un anticorps polyclonal anti-ERK 1/2 humaines. Les résultats présentés dans la Figure 

15B montrent clairement que la quantité globale de SIPK et WIPK est similaire dans 

l’ensemble des échantillons. L’augmentation de l’activité des deux MAP kinases dans les 



Figure 16 : Dosage des composés phénoliques solubles selon la méthode de Folin-Ciocalteu
dans les suspensions cellulaires de tabac WT et CL5 traitées ou non parla cryptogéine.Les
cellules de tabac sont traitées pendant 3 heures par 100 nM de cryptogéine ou par un volume
équivalent d’eau, puis les composés phénoliques totaux sont extraits à l’aide d’éthanol à 80 %. La
quantité moyenne en composés phénoliques solubles est évaluée par mesure de l’absorbance à
750nm et parrapportà l’acide galliquedéfini commestandard. Lesvaleurs± ESM (erreursur la

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

WT WT + Cry CL5 CL5 + Cry 

Q
ua

nt
ité

 m
oy

en
ne

 c
om

po
sé

s 
ph

én
ol

iq
ue

s 
so

lu
bl

es
  

   
   

   
  

   
   

   
   

   
  

 
  

   
   

 
(µ

g 
éq

.a
c.

ga
lli

qu
e/

m
g 

po
id

s 
fra

is
)
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extraits de cellules CL5 serait donc due à une augmentation de l’activation de ces deux PK. 

L’activité accrue de SIPK dans les cellules CL5 par rapport aux cellules WT pourrait donc 

expliquer, tout ou en partie, le taux de mort cellulaire plus élevé dans les cellules CL5 en 

réponse à la cryptogéine. De plus, le fait que l’activité de SIPK ne soit pas détectable en 

absence de traitement par la cryptogéine est à rapprocher de l’absence de mort cellulaire 

spontanée dans les cellules CL5. 

3.2.3.  Accumulation de composés phénoliques dans les cellules CL5 

Des études ont rapporté l’activation des voies métaboliques des composés de type 

phénylpropanoïdes durant la mort cellulaire de type RH des plantes et notamment chez N. 

tabacum en réponse au virus de la mosaïque du tabac (Tanguy & Martin, 1972 ; Nicholson & 

Hammerschmidt, 1992) ou à la cryptogéine (Amelot et al., 2011). Nous avons donc recherché 

si l’élévation du taux de mort cellulaire dans les cellules CL5 en réponse à la cryptogéine 

s’accompagnait ou non de variations dans l’accumulation des phénylpropanoïdes. 

Pour cela, nous avons choisi de doser les composés phénoliques solubles avec le réactif de 

Folin-Ciocalteu dans les cellules WT et CL5 traitées ou non par la cryptogéine. La quantité 

moyenne de composés phénoliques solubles dans les cellules est évaluée par rapport à l’acide 

gallique, composé phénolique de référence majoritairement présent dans les plantes. En 

l’absence de traitement, la quantité moyenne de composés phénoliques solubles est environ 

deux fois plus élevée dans les cellules CL5 par rapport aux cellules WT : 1,8 contre 1 µg éq. 

acide gallique par mg de poids frais de cellule (Figure 16). Le traitement par la cryptogéine 

s’accompagne d’une diminution d’environ 50 % de la quantité moyenne de composés 

phénoliques solubles, à la fois dans les cellules WT et CL5. Ces observations suggèrent que 

NtHD2a/b pourraient être impliquées dans la régulation de l’accumulation des composés de 

type phénylpropanoïdes, ou du moins des composés phénoliques solubles, sans qu’il soit 

possible toutefois d’établir un lien avec l’induction de la mort cellulaire induite par la 

cryptogéine.  

 



Figure 17 : Accumulation des transcrits de gènes impliqués dans le métabolisme des
phénylpropanoïdes dans les suspensions cellulaires de tabac WT et CL5. Les ARN sont
extraits des cellules de tabac WT et CL5 non traitées. L’accumulation des transcrits du gène
orthologue deLeADDC2 (Lycopersicon esculentum Aromatic Amino Acid decarboxylase 2) et
des gènesCCoAOMT (caffeoyl-coenzyme A 3-O-methyltransferase) et PAL (phenylalanine
ammonia-lyase) est analysée par RT-PCR quantitative. Après normalisation par le gène de
référence Elongation factor-1α (EF-1α), les résultats sont exprimés selon le niveau
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L’accumulation constitutive de composés phénoliques solubles dans les cellules CL5 pourrait 

avoir comme origine une modification de l’expression des gènes impliqués dans le 

métabolisme des phénylpropanoïdes. Nous avons donc étudié l’accumulation des ARNm de 

trois gènes dont les produits sont impliqués dans cette voie métabolique dans les cellules de 

tabac : 

1. Le gène PAL (phénylalanine ammonia-lyase) code une enzyme impliquée dans la 

première étape de la voie métabolique des phénylpropanoïdes, en catalysant la 

transformation de la phénylalanine en acide cinnamique. De précédents travaux ont 

rapporté une forte accumulation du taux de transcrits du gène PAL dans les cellules de 

tabac en réponse à la cryptogéine  (Suty et al., 1995 ; Lecourieux et al., 2002). 

2. Le gène CCoAOMT (cafféoyl-coenzyme A 3-O-méthyltransférase) code une enzyme 

catalysant la méthylation du cafféoyl-coenzyme A dans le métabolisme des 

phénylpropanoïdes. 

3. Un gène orthologue de LeAADC2 (Aromatic Amino Acid decarboxylase 2, identifié chez 

la tomate) code une enzyme impliquée dans le métabolisme des composés phénoliques 

volatils (Tieman et al., 2006) ; les transcrits de ce gène sont fortement accumulés dans les 

cellules de tabac en réponse à la cryptogéine (Amelot et al., 2011).  

Les analyses par RT-PCR quantitative montrent une accumulation des transcrits du gène 

orthologue de LeAADC2 d’un facteur 15 dans les cellules CL5 non traitées en comparaison 

avec les cellules WT (Figure 17). A l’inverse, l’accumulation des transcrits des gènes PAL et 

CCoAOMT est beaucoup moins importante, avec des facteurs d’accumulation respectifs de 2,5 

et de 3. Ces résultats préliminaires ne permettent pas de conclure à une augmentation 

constitutive et significative de l’ensemble de la voie métabolique des phénylpropanoïdes. Les 

données de microarray actuellement en cours d’analyse au laboratoire pourraient apporter des 

précisions importantes à ce sujet. On ne peut pas exclure que cette augmentation de la teneur en 

composés phénoliques solubles soit due, tout ou en partie, à une redistribution des pools de 

composés phénoliques au sein de la cellule. 



Figure 18 : Mort cellulaire induite par la cryptogéine dans les suspensions cellulaires de
tabac WT et CL5 en réponse au traitement par différents éliciteurs. Les cellules de tabac
sont traitées par 100 nM de cryptogéine (Cry), capsicéine (Cap), mégaspermine (Mega) ou
oligandrine (Olig), par 50 nM de flagelline (Flg22), ou par 100 µg.mL-1 d’oligogalacturonides
(OG). Le taux de mort cellulaire est évalué par coloration des cellules au rouge neutre (0,01 %)
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3.3. NtHD2a/b sont des régulateurs négatifs de la mort cellulaire induite dans 

les cellules de tabac par les élicitines nécrosantes 

Nos résultats démontrent clairement que NtHD2a/b sont des régulateurs négatifs de la mort 

cellulaire induite par la cryptogéine dans les cellules de tabac. Nous avons cherché à déterminer 

si ce constat était spécifique de la cryptogéine, ou si NtHD2a/b étaient des régulateurs plus 

généraux de la mort cellulaire en réponse à divers éliciteurs. Pour cela, nous avons utilisé 

différentes molécules connues pour induire des réactions de défense chez le tabac : 

• La capsicéine (cap) et la mégaspermine (méga) qui appartiennent toutes deux à la famille 

des élicitines (comme la cryptogéine) induisent une RH lorsqu’elles sont appliquées sur 

des plants de tabac (Ricci et al., 1989 ; Baillieul et al., 1995).  

• L’oligandrine (olig) qui est une élicitine conduisant au développement d’une RSA mais 

sans induire de RH (Lherminier et al., 2003).  

• Les OG, des éliciteurs polysaccharidiques, qui n’induisent pas de mort cellulaire chez le 

tabac bien qu’ils activent une cascade de signalisation cellulaire comparable à celle induite 

par la cryptogéine, à l’exception des variations de la [Ca2+]nuc (Lecourieux et al., 2005).  

• Flg22, un peptide de 22 acides aminés conservé de la flagelline bactérienne, qui a été 

également décrit comme un éliciteur n’induisant pas de RH chez le tabac (Lecourieux et 

al., 2005). 

 

Des suspensions cellulaires WT et CL5 ont donc été traitées par ces différents éliciteurs et le 

taux de mort cellulaire évalué après 24 h de traitement par la technique du rouge neutre. Avec 

les 3 élicitines dites « nécrosantes », le taux de mort cellulaire dans les suspensions cellulaires 

WT est compris entre 30 et 40 % alors qu’il dépasse 70 % dans les suspensions cellulaires CL5 

(Figure 18). A l’opposé, l’oligandrine, qui est classée dans les « élicitines non nécrosantes » 

n’induit aucune mort cellulaire significative aussi bien dans les suspensions cellulaires WT que 

CL5. Ces premiers résultats suggèrent que l’inhibition de l’expression de NtHD2a/b ne permet 

donc pas à un éliciteur qui n’induit pas de mort cellulaire dans les cellules sauvages, d’en 

induire lorsque NtHD2a/b ne peuvent jouer leur rôle de régulateurs négatifs de la mort 

cellulaire. De la même manière, aucune mort cellulaire significative n’est observée dans les 
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suspensions cellulaires WT et CL5 traitées par les deux autres éliciteurs non-nécrosants (OG et 

Flg22). Ces résultats confirment clairement que la ou les voie(s) de signalisation qui dépendent 

de NtHD2a/b ne sont impliquées que dans la régulation de l’intensité de la mort cellulaire. La 

voie de signalisation impliquée dans le déclenchement du processus de mort cellulaire pourrait 

donc être soit en amont de NtHD2a/b, soit complètement indépendante de NtHD2a/b. 

3.4. Identification des protéines nucléaires cibles de NtHD2a/b 

Lors de notre étude, nous avons montré qu’après 10 h de traitement par la cryptogéine le taux 

de messagers de NtHD2a/b est fortement réduit dans les cellules de tabac. Il en est de même 

pour les protéines NtHD2a/b qui ne sont plus détectables par western blot après 6 h de 

traitement environ (données non communiquées). NtHD2a/b ayant potentiellement une activité 

déacétylase, nous pouvons supposer que la disparition de NtHD2a/b, suite à traitement par la 

cryptogéine de cellules de tabac sauvage ou suite à l’approche d’interférence à ARN dans les 

cellules CL5, conduit à l’accumulation de protéines nucléaires « hyperacétylées » (Figure 8 de 

l’article). Ces protéines nucléaires qui ne sont probablement pas des histones, en raison de leur 

masse moléculaire apparente, pourraient potentiellement correspondre à des protéines de 

signalisation impliquées dans la mise en place des réactions de défense et notamment la mort 

cellulaire. A l’aide d’un anticorps dirigé contre les lysines acétylées, nous avons détecté un 

certain nombre de protéines nucléaires acétylées présentes à la fois dans les cellules WT 

traitées pendant 10 h par la cryptogéine mais également dans les cellules CL5 non traitées. 

Sur la base de ces résultats, nous nous sommes proposé de mettre au point une stratégie de 

purification visant à terme à identifier des protéines nucléaires acétylées cibles de NtHD2a/b 

via des approches classiques de purification des protéines. 

3.4.1. Enrichissement des protéines acétylées par chromatographie d’échanges d’anions  

Un enrichissement en protéines acétylées sur colonne échangeuse d’anions (HiTrap Q HP, 

Amersham Biosciences) a été réalisé à partir de 10 mg de protéines nucléaires. Les fractions 

retenues spécifiquement par la colonne ainsi que l’éluat ont été analysés par western blot à 



Figure 19 : Enrichissement en protéines nucléaires acétylées par chromatographie échangeuse
d’anions. Des protéines nucléaires extraites à partir des cellules CL5 sont séparées sur une colonne
échangeuse d’anions (HiTrapQ, Amercham Biosciences) selon les paramètres définis dans le chapitre
Matériels et Méthodes.A, Analyse du contenu protéique des fractions non retenues et retenues par la
colonne par électrophorèse SDS-PAGE suivi d’un western blot à l’aide d’un anticorps dirigé contre les
lysines acétylées. Les flèches rouges indiquent les protéines acétylées d’intérêts.B, Analyse du contenu
protéique des fractions non retenues et retenues par la colonne par électrophorèse SDS-PAGE et
coloration du gel au nitrate d’argent.
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Figure 20 : Enrichissement en protéines nucléaires acétylées par chromatographie d’affinité . Les
protéines nucléaires contenues dans les fractions non-retenues de la chromatographie d’échange d’anions
ont été déposées sur une colonne d’affinité composée d’une matrice de Sepharose 4 Fast Flow
(Amersham Biosciences) couplée à un anticorps dirigé contre les lysines acétylées.A, Analyse du
contenu protéique des fractions non-retenues et des fractions retenues par électrophorèse SDS-PAGE et
coloration du gel au nitrate d’argent.B, Après avoir été rassemblées, les fractions non-retenues (FNR) et
retenues (FR) sont analysées par western blot à l’aide d’un anticorps dirigé contre les lysines acétylées.
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Figure 21 : Séparation de la fraction enrichie en protéines nucléaires acétylées par gel SDS-PAGE
pour séquençage. La fraction enrichie en protéines nucléaires acétylées obtenueà partir de la colonne
d’affinité, a été analysée par électrophorèse SDS-PAGE monodimensionnelle. A, Coloration du gel
d’électrophorèse SDS-PAGE au PageBlueTM (Protein Staining Solution, Thermo Scientific).B, Analyse
de la fraction enrichie en protéines nucléaires acétylées par western blot à l’aide d’un anticorps dirigé
contre les lysines acétylées. Les flèches à droite indiquent les six bandes protéiques qui seront prélevées
pour analyse par spectrométrie de masse.
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l’aide d’un anticorps dirigé contre les lysines acétylées. Comme le montre la Figure 19A, à la 

valeur de pH 8,0 retenue pour effectuer la chromatographie d’échange d’anions, une grande 

majorité des protéines nucléaires acétylées n’est pas retenue par la colonne et constitue donc 

une première fraction enrichie. Lorsque ces mêmes fractions sont analysées par électrophorèse 

SDS-PAGE et coloration au nitrate d’argent, on peut noter d’un point de vue quantitatif qu’une 

majorité de protéines n’est pas retenue par la colonne (Figure 19B). On peut donc en conclure 

que la majorité de ces protéines acétylées ont un pI plutôt basique ou que ces dernières 

appartiennent à des complexes protéiques globalement basiques. 

3.4.2. Enrichissement des protéines acétylées par chromatographie d’affinité 

Les fractions enrichies en protéines nucléaires acétylées obtenues au cours de la 

chromatographie échangeuse d’anions ont été rassemblées et les protéines concentrées par 

ultrafiltration. Cette fraction concentrée (soit environ 6 mg de protéines) a été déposée sur une 

colonne d’affinité composée d’une matrice de Sepharose 4 Fast Flow (Amersham, Biosciences) 

couplée à un anticorps dirigé contre les lysines acétylées (Sigma, A5463). Les fractions non 

retenues et retenues par la colonne ont été analysées par électrophorèse SDS-PAGE suivie 

d’une coloration au nitrate d’argent ; Figure 20A). Après avoir été rassemblées, les fractions 

non retenues (FNR) et retenues (FR) ont été analysées par western blot à l’aide de l’anticorps 

anti-lysines acétylées (Figure 20B). Comme le montrent les résultats de la Figure 20B, un 

certain nombre de protéines nucléaires sont retenues par la colonne et semblent correspondre à 

des protéines acétylées. La fraction enrichie en protéines nucléaires acétylées obtenue à partir 

de la colonne d’affinité a ensuite été séparée par électrophorèse SDS-PAGE 

monodimensionnelle préparative suivie d’une analyse par coloration au Page Blue (PageBlueTM 

Protein Staining Solution, Thermo Scientific ; Figure 21A) et par western blot à l’aide d’un 

anticorps dirigé contre les lysines acétylées (Figure 21B). Parmi toutes ces protéines, nous 

avons indiqué par des flèches (Figure 21B) celles qui sont potentiellement « hyperacétylées » 

en réponse à la cryptogéine (nommées bande 1 à bande 6). Ces 6 bandes de gel ont été 

découpées et le contenu en protéines analysé par spectrométrie de masse LC MS/MS sur un 



Masse

Tableau 7 : Résultats des analyses de spectrométrie de masse. Les protéines identifiées pour chaque
bande sur le gel d’électrophorèse préparatif (B1 à B6) sont annotées parnuméro d’accession, nombre de
peptides identifiés, masse moléculaire, point isoélectrique. Lesbanques de données interrogées pour
l’identification sont celles de SpTRembl restreinte au règne «Viridiplantae » ainsi que Sol Genomic Network
restreinte aux unigènes de tomate et de tabac. Les sites potentiels d’acétylation (avec un score minimum de 5)
au niveau des résidus lysines des protéines identifiées ont été obtenus par analyse bioinformatique à l’aide de
l’outil PAIL (Prediction of Acetylated on Internal Lysines). Lesscores de référence des sites potentiels
d’acétylation des histones figurent en gras.
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appareil de type OrbiTrapTM (Thermo Electron) par le Dr. M. Rossignol (Institut de 

Pharmacologie et de Biologie Structurale, Toulouse).  

 3.4.3. Identification des protéines nucléaires acétylées par spectrométrie de masse LC 

MS/MS 

Après digestion trypsique des protéines contenues dans les 6 bandes de gel découpées et 

séquençage des peptides obtenus, une analyse à l’aide du logiciel MASCOT a permis 

d’identifier  24 protéines prédites comme étant nucléaires à partir d’un ou plusieurs de leurs 

peptides (Tableau 7, Annexe 2). Nous avons, dans cette première analyse, volontairement fait 

le choix de ne pas tenir compte des protéines prédites comme cytosoliques ou localisées dans 

d’autres compartiments subcellulaires.  

Les analyses des données de spectrométrie de masse n’ont pas permis de mettre en évidence de 

groupements acétyles au niveau des peptides séquencés. Nous avons alors entrepris une analyse 

bioinformatique à l’aide de l’outil PAIL (Prediction of Acetylation on Internal Lysines ; 

http://bdmpail.biocuckoo.org) afin de déterminer si les protéines nucléaires identifiées 

contenaient ou non des sites potentiels d’acétylation. Pour cela nous avons dû définir 

arbitrairement un score d’acétylation que l’on peut qualifier de « significatif ». Nous avons 

donc tout d’abord analysé les scores obtenus pour les différentes histones identifiées par 

spectrométrie de masse, ces protéines pouvant servir de bons marqueurs d’acétylation. Les 

scores de prédiction des sites potentiels d’acétylation obtenus ont des valeurs comprises entre 

4,21 et 19,35. Sur la base des deux plus faibles scores de prédiction, à savoir 4,21 et 6,32 

obtenus respectivement pour les histones H1E et H1 (voir Tableau 7, annotés en gras), nous 

avons fixé arbitrairement comme significatif un score minimum de 5 comme référence pour 

l’analyse des sites potentiels d’acétylation des autres protéines nucléaires identifiées. Ainsi, sur 

les 24 protéines nucléaires initiales, 18 contiennent, selon nos critères, des sites potentiels 

d’acétylation.  

Si les 18 protéines retenues présentent bien un pI théorique basique (ce qui était attendu compte 

tenu des conditions de chromatographie d’échange d’anions utilisées), seul un nombre restreint 

d’entre elles ont une masse moléculaire théorique en accord avec la masse moléculaire 
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apparente estimée par électrophorèse SDS-PAGE. On ne peut toutefois pas exclure, pour les 

protéines qui ont une masse moléculaire théorique bien supérieure à celle estimée sur le gel 

d’électrophorèse, qu’il s’agisse de produits de protéolyse, malgré toutes les précautions prises 

au cours de l’extraction et de la purification. 

Parmi les protéines pouvant constituer une cible potentielle de NtHD2a/b, l’homologue de la 

« DEAD-box ATP-dependent RNA helicase 5 » identifiée chez Oryza sativa, et qui présente 3 

sites potentiels d’acétylation, a retenu notre attention. En effet la « DEAD-box RNA helicase » 

est impliquée dans la résistance à des stress biotiques et abiotiques chez O. sativa et A. thaliana 

(Kant et al., 2007 ; Li et al., 2008). De manière intéressante, des orthologues de cette ARN 

hélicase dans les cellules humaines ont été caractérisés comme interagissant avec les histones 

déacétylases humaines HDAC 1, 2 et 3. Récemment, une première description de régulation 

des ARN hélicases par acétylation a été rapportée par Mooney et al. (2010), qui ont montré que 

le blocage des sites d’acétylation des ARN hélicases humaines conduit à la diminution voire la 

suppression de leur interaction avec les HDAC 1 et HDAC 2. Ils  suggèrent ainsi que les ARN 

hélicases constituent des protéines cibles potentielles des HDAC. De plus, ces mêmes auteurs 

ont montré que la déacétylation de ces RNA hélicases était corrélée au développement de 

l’apoptose. L’ensemble de ces données suggère que cette protéine pourrait constituer une cible 

importante de NtHD2a/b, dans l’hypothèse où son acétylation en réponse à la cryptogéine serait 

confirmée par d’autres analyses. 

Une deuxième protéine du Tableau 7 pourrait constituer une cible intéressante de NtHD2a/b : 

l’histone-lysine N-méthyltransférase. En effet les travaux de Palma et al. (2010) suggèrent que 

chez A. thaliana la protéine LAZ2, qui code une histone-lysine méthyltransférase, est 

impliquée dans la mise en place des réactions de défense. De manière intéressante, les travaux 

de Zhou et al. (2008) ont pour leur part identifié l’histone méthyltransférase humaine DNMT1 : 

son expression est réprimée lors de l’inhibition de l’activité de HDAC 1 au sein de cellules 

cancéreuses humaines, suggérant l’implication des activités HDAC dans la régulation des 

histones méthyltransférases. Cependant à notre connaissance aucune régulation de cette famille 

d’enzymes par acétylation n’a été rapportée à ce jour. 

 



Figure 22 : Modifications phéntotypiques des plants de tabac liées à l’extinction de l’expression de
NtHD2a/b. A, influencesur la vitessede germination. B, croissancedesplantsde tabacâgésde 12
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deNtHD2a/b et nommées CL5‐1 et CL5‐2 ont été semés et cultivés dans les mêmes conditions.
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L’ensemble des résultats présentés dans ce paragraphe suggère que la méthodologie développée 

pour purifier et identifier des protéines nucléaires acétylées qui sont potentiellement les cibles 

de NtHD2a/b est adaptée à notre problématique. Toutefois ces résultats préliminaires doivent 

être validés par de nouvelles expériences de purification / séquençage / identification. De plus, 

il sera nécessaire d’intégrer à la démarche une approche « quantitative », c'est-à-dire de 

s’assurer que les protéines identifiées sont bien hyperacétylées en réponse à la cryptogéine, et 

pas seulement par exemple transloquées depuis le cytosol puis accumulées dans le noyau.  

3.5. NtHD2a/b et le développement des plants de tabac CL5   

Les résultats décrits dans les paragraphes précédents démontrent sans ambiguïté le rôle majeur 

joué par NtHD2a/b dans le contrôle de la mort cellulaire. L’acétylation étant une PTM majeure 

des protéines, il est raisonnable de penser que l’inhibition de l’expression de NtHD2a/b modifie 

d’autres paramètres physiologiques de la plante, et en premier lieu certaines phases du 

développement. En effet, un certain nombre de travaux ont rapporté l’implication de différentes 

HDAC dans des étapes précises de développement chez les plantes telles que le développement 

des ovules et des graines où par exemple les HDAC régulent négativement la transcription de 

gènes d’ARN ribosomaux au cours du développement de la graine chez A. thaliana (Wu et al., 

2000 ; Earley et al., 2006 ; Chen et Tian, 2007). 

Nous avons donc entrepris, en parallèle avec les travaux précédents, de suivre le 

développement de deux lignées de plants de tabac invalidés pour l’expression de NtHD2a/b, 

nommées CL5‐1 et CL5‐2. L’ensemble des observations effectuées, bien que préliminaires, est 

détaillé dans la figure 22 : 

• Dans un premier temps, nous avons pu constater un fort ralentissement de la vitesse de 

germination des graines des plants CL5 par rapport à celle des graines WT. Ce 

ralentissement est observable à la fois pour des graines semées in vitro sur un milieu de 

Hoagland ou pour des graines semées directement dans un terreau classique. Nous 

avons en effet observé dans les deux conditions de culture que le temps de germination 

des plants WT, CL5-2 et CL5-1 était de respectivement 3, 6 et 8 jours après semis 

(Figure 22A). 



 



CHAPITRE RESULTATS 

[0 

 

118 

 

• Nous avons également observé de manière générale un ralentissement global du 

développement des plants CL5 par rapport aux plants sauvages. A titre d’illustration, les 

trois plants de tabac de la Figure 22B montrent clairement le développement ralenti des 

tabacs CL5. Les trois plants présentés ont été semés à la même date et cultivés dans les 

mêmes conditions. 

• Enfin, mais de manière non reproductible, certains plants CL5 possèdent un phénotype 

particulier dans le sens où, dès le développement des premières feuilles, deux tiges vont 

se développer simultanément, au dessus de l’épicotyle (Figure 22C).  

L’ensemble de ces observations suggère que NtHD2a/b, en plus de leur rôle majeur dans le 

contrôle de la mort cellulaire, sont également impliquées dans la modulation de certaines 

phases du développement de la plante. 
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4. Discussion 

4.1. NtHD2a/b sont des régulateurs négatifs de la mort cellulaire induite 

par la cryptogéine et d’autres élicitines nécrosantes dans les cellules de 

tabac 

La mort cellulaire induite par la cryptogéine dans les cellules de tabac s’accompagne d’un 

certain nombre d’événements de signalisation, dont la régulation d’activités enzymatiques 

telles que des activités PK (Lebrun-Garcia et al., 1998 ; Dahan et al., 2009) ou l’activité d’une 

NADPH oxydase (Pugin et al., 1997 ; Lherminier et al., 2009). Cette mort cellulaire 

s’accompagne aussi de la régulation d’un certain nombre de canaux localisés sur la membrane 

plasmique, tels que des canaux perméables au Ca2+ (Tavernier et al., 1995) ou aux anions 

(Wendehenne et al., 2002). Les MPT, dont la (dé)phosphorylation, jouent un rôle central dans 

la modulation des fonctions et des propriétés des protéines nécessaires à la transduction du 

signal après perception de la cryptogéine. Des analyses protéomiques réalisées dans le cadre 

de notre étude ont révélé qu’une vingtaine de protéines nucléaires sont rapidement 

phosphorylées en réponse à la cryptogéine chez le tabac. Parmi celles-ci figurent deux 

isoformes redondantes d’HDAC de type 2 nommés NtHD2a et NtHD2b, présentant plus de 96 

% d’identité de séquences. La phosphorylation de HDAC a été relatée par un certain nombre 

d’études, notamment dans le règne animal (Segré & Chiocca, 2011 ; Monteiro & Cano, 2011). 

Citons également les travaux de Zheng et al. (2011) qui ont mis en évidence que les 

mécanismes sous-jacents à la prolifération anormale des cellules musculaires lisses 

vasculaires résulteraient de la phosphorylation de HDAC2 et de la déacétylation du répresseur 

transcriptionnel Klf5 (Krüppel-like factor 5) aboutissant à l’expression du gène p21, 

primordial dans l’arrêt de la croissance cellulaire.  

Un faisceau de résultats converge vers l’implication de NtHD2a/b dans le contrôle de 

l’intensité de la mort cellulaire induite par la cryptogéine. En effet, bien que fortement 

accumulés dans les différents organes des plants de tabac (racines, tiges, feuilles ou fleurs), 

les transcrits de NtHD2a/b sont en revanche très faiblement accumulés dans les feuilles 



 



CHAPITRE RESULTATS. DISCUSSION 

0 

 

120 

 

sénescentes, suggérant un lien potentiel entre l’expression de NtHD2a/b et le processus de 

mort (Blanc, 2008). Les profils d’accumulation des transcrits de NtHD2a/b dans les cellules 

de tabac ont de plus révélé une accumulation fortement réprimée après 12 h de traitement par 

la cryptogéine, alors qu’une exposition des cellules de tabac aux OG, qui n’induisent pas de 

mort cellulaire, n’affecte pas l’expression de NtHD2a/b. Rappelons que les OG sont des 

éliciteurs capables d’induire qualitativement les mêmes événements de signalisation que la 

cryptogéine dans les cellules de tabac, hormis des variations de la concentration en Ca2+ libre 

nucléaire (Lecourieux et al., 2005 ; Garcia-Brugger et al., 2006). Après plusieurs heures de 

traitement par la cryptogéine, la très forte diminution du taux de transcrits de NtHD2a/b est 

corrélée à une forte diminution de la quantité des protéines NtHD2a/b dans les cellules de 

tabac. Pour tester l’implication potentielle de NtHD2a/b dans la mort cellulaire induite par la 

cryptogéine, nous avons tout d’abord développé une approche de pharmacologie visant à 

évaluer, sur la mort cellulaire induite par la cryptogéine, l’incidence de trois inhibiteurs 

d’activité HDAC (l’apicidine, la trichostatine A et le butyrate de sodium ou ButNa). Ces trois 

inhibiteurs sont de classes chimiques différentes, ce qui permet à priori de limiter l’impact 

d’effets non spécifiques (Peixoto & Lansiaux, 2006). Bien que leurs propriétés vis-à-vis des 

HDAC végétales ne soient pas connues à ce jour, un certain nombre de travaux relatent leur 

utilisation dans le cadre de l’étude de modèles végétaux (Chua et al., 2003 ; Fukaki et al., 

2006). Nous avons montré qu’un prétraitement des cellules de tabac avec ces différents 

inhibiteurs ne modifie pas significativement un certain nombre d’événements de signalisation 

induits par la cryptogéine (production de H2O2, activation de MAPK…). Cependant, il s’avère 

qu’un prétraitement de plants de tabac avec l’un ou l’autre de ces trois inhibiteurs conduit à 

une intensité accrue de la RH induite par la cryptogéine au niveau des feuilles de tabac et de 

la mort cellulaire plus intense dans les suspensions cellulaires en réponse à la cryptogéine, 

comprise entre 50 % et 90 %. L’ensemble de ces résultats obtenus avec trois inhibiteurs de 

HDAC de familles chimiques différentes, suggère fortement que NtHD2a/b contrôlent 

négativement la mort cellulaire induite par la cryptogéine. 

Nous avons cherché à confirmer ces premiers résultats en étudiant l’impact de l’extinction de 

l’expression de NtHD2a/b dans les cellules de tabac par une approche d’interférence à ARN, 

ceci de manière transitoire ou stable (lignée CL5). L’extinction de l’expression de NtHD2a/b 
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conduit également à des nécroses foliaires plus intenses mais aussi à une mort cellulaire plus 

prononcée en réponse à la cryptogéine. Ces résultats liés à l’inhibition de l’expression de 

NtHD2a/b confirment donc ceux obtenus avec les inhibiteurs. De manière à prouver sans 

ambiguïté que NtHD2a/b sont bien des régulateurs négatifs de la mort cellulaire induite par la 

cryptogéine, nous avons entrepris de surexprimer de manière transitoire NtHD2a dans des 

feuilles de tabac. Comme il est rapporté dans l’article publié dans New Phytologist, la 

surexpression de NtHD2a conduit bien à une forte diminution des nécroses développées en 

réponse à la cryptogéine, confirmant de manière formelle que NtHD2a/b sont des régulateurs 

négatifs de la mort cellulaire induite par la cryptogéine. L’ensemble de ces travaux démontre 

donc pour la première fois un rôle de régulateur négatif de la mort cellulaire pour les HD2. Le 

rôle de répresseur d’un processus de mort cellulaire a déjà été rapporté pour des HDAC 

animales. Par exemple SIRT1, une HDAC de classe II, est associée à l’arrêt du cycle 

cellulaire ainsi qu’à l’apoptose des cellules cancéreuses de colon lorsque son expression est 

réprimée (Stunkel et al., 2007). 

Après avoir mis en évidence le rôle de NtHD2a/b en tant que régulateurs négatifs de la mort 

cellulaire induite par la cryptogéine, nous avons cherché à déterminer si NtHD2a/b ne 

constitueraient finalement pas des régulateurs généraux de la mort cellulaire en réponse à 

divers éliciteurs. Nous avons pour cela utilisé d’autres protéines de la famille des élicitines, 

telles que la capsicéine et la mégaspermine qui sont connues pour induire également une RH 

sur des plants de tabac, ainsi que des éliciteurs qui n’induisent pas de RH chez le tabac 

comme l’oligandrine, les OG ou la flagelline. Tout comme dans le cas de la cryptogéine, la 

mort cellulaire induite par la capsicéine et la mégaspermine est plus intense dans les cellules 

CL5 invalidées pour l’expression de NtHD2a/b, suggérant que ces dernières exerceraient un 

rôle plus général de régulateurs négatifs de la mort cellulaire induite par les élicitines. En 

revanche, les autres éliciteurs utilisés (oligandrine, OG, flagelline) n’induisent pas de mort 

cellulaire significative, aussi bien dans les cellules de tabac WT que dans les cellules CL5, 

confirmant l’hypothèse que NtHD2a/b sont bien impliquées dans la régulation de l’intensité 

de la mort cellulaire induite, mais en aucun cas dans son déclenchement. Il serait intéressant 

d’étudier l’implication potentielle de NtHD2a/b dans le contrôle de la mort cellulaire induite 

par d’autres éliciteurs nécrosants chez le tabac, tels que l’harpine ou les NLP (pour Necrosis 



 



CHAPITRE RESULTATS. DISCUSSION 

0 

 

122 

 

like proteins ; Gijzen & Nurnberger, 2006) pour déterminer si le contrôle exercé par 

NtHD2a/b est généralisable à l’ensemble des éliciteurs nécrosants, ou au contraire si cela est 

spécifiquement lié au mode d’action des élicitines. 

4.2.  La néosynthèse de protéines et l’activation accrue des MAPK semblent 

impliquées dans le contrôle de la mort cellulaire induit par NtHD2a/b 

Gauthier et al. (2007) ont démontré au laboratoire l’importance de la néosynthèse des 

protéines dans l’induction de la mort des cellules de tabac en réponse à la cryptogéine. En 

effet, l’inhibition de la traduction par le cycloheximide (CHX) conduit à une forte diminution 

de la mort cellulaire induite par la cryptogéine. Ce processus de néosynthèse des protéines est 

à rapprocher de l’accumulation importante d’ARNm d’un certain nombre de gènes 

notamment associés à la défense dans les cellules de tabac WT traitées par la cryptogéine ; 

parmi ces gènes, certains doivent donc coder des protéines fondamentales dans le processus 

de mort cellulaire. Comme nous l’avons montré de manière très ciblée par RT-PCR 

quantitative, les cellules de tabac invalidées pour l’expression de NtHD2a/b accumulent de 

manière constitutive les ARNm d’un certain nombre de gènes de défense, dont certains sont 

également accumulés en réponse à la cryptogéine dans les cellules WT. Un prétraitement des 

cellules avec le CHX s’accompagne d’une mort cellulaire réduite d’environ 90 % dans les 

cellules CL5 après 24 h de traitement par la cryptogéine. Ce résultat confirme bien 

l’importance du processus de néosynthèse des protéines dans le processus de mort cellulaire 

induit par la cryptogéine dans la lignée cellulaire CL5, tout en suggérant que l’induction du 

processus de mort cellulaire est bien un pré-requis pour le contrôle exercé par NtHD2a/b.  

Il a précédemment été démontré chez le tabac que l’activation de la MAPK nommée SIPK est 

corrélée à l’induction de la mort cellulaire par la cryptogéine (Zhang & Klessig, 1998 ; Zhang 

& Klessig, 2001 ; Lebrun-Garcia et al., 2002). Le rôle des MAPK cytosoliques SIPK et WIPK 

dans les réponses de défense a été relaté par un certain nombre de travaux. Ainsi Zhang et al. 

(2000) ont rapporté que la stauropsorine et le K-252a, deux inhibiteurs de sérine/thréonine 

kinases, conduisent à l’inactivation de WIPK qui s’accompagne de la suppression de la mort 
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cellulaire, suggérant que WIPK est impliquée dans le développement de la mort cellulaire de 

type RH chez le tabac en réponse à des élicitines. Un rôle similaire à été proposé pour SIPK, 

sur la base de la surexpression de NtMEK2 (Nicotiana tabacum MEK), une MAPK kinase 

(MKK) qui catalyse la phosphorylation et donc l’activation de différentes MAPK telle que 

SIPK, se traduisant par le développement de nécroses spontanées chez des plants de tabac. La 

modulation de l’activité cytosolique de SIPK résulterait plus de l’induction de MPT que d’une 

accumulation de la protéine. Nous avons donc recherché une potentielle corrélation entre 

l’élévation du taux de mort cellulaire dans les cellules CL5 en réponse à la cryptogéine et une 

activité accrue de SIPK. Bien que les cinétiques d’activation de SIPK soient comparables 

dans les cellules WT et CL5 traitées par la cryptogéine pendant 6 h, l’activité cytosolique 

globale de SIPK est en revanche plus intense dans les cellules CL5 par rapport aux cellules 

WT, suggérant une « suractivité » de SIPK dans les cellules CL5. Ce constat est également 

valable pour une autre MAPK d’une masse moléculaire d’environ 45 kDa qui correspondrait 

potentiellement à WIPK (Zhang et al., 2000). L’absence d’activité de SIPK détectée dans les 

cellules CL5 non traitées, ne présentant pas de mort cellulaire spontanée, est en accord avec le 

lien potentiel entre l’activité de SIPK et l’induction du processus de mort cellulaire en réponse 

à la cryptogéine. Comment expliquer cette augmentation globale de l’activité de SIPK dans 

les cellules CL5 en réponse à la cryptogéine ? 

Un certain nombre d’arguments convergent vers un mode de régulation de l’activité PK par 

MPT. En effet, dans un premier temps nous n’avons tout d’abord pas détecté, par western blot 

à l’aide d’un anticorps dirigé contre SIPK, de différences significatives de la quantité globale 

de SIPK dans les extraits cytosoliques de cellules WT et CL5. Par ailleurs, l’accumulation des 

transcrits de SIPK est constante dans les cellules de tabac : elle ne varie pas quel que soit le 

stress appliqué (dont notamment certains éliciteurs) et conduit à une activation de SIPK 

(Zhang et al. 1998 ; Zhang & Klessig, 1998). Enfin, Dahan et al. (2009) ont montré qu’un 

prétraitement par le CHX n’avait aucun effet sur l’activation de SIPK, au niveau cytosolique 

mais également nucléaire, suggérant que la synthèse de novo de SIPK n’était pas la raison de 

son activation. La présence de SIPK dans le compartiment nucléaire des cellules végétales a 

notamment été rapportée par Takahashi et al. (2007) via l’obtention d’une protéine de fusion 

constituée de NbSIPK (orthologue de SIPK chez N. benthamiana) couplée à la GFP, qui 
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s’avère localisée dans le cytoplasme et le noyau des cellules de tabac en l’absence de tout 

stimulus. Dahan et al. (2009) ont par ailleurs mis en évidence que l’activation nucléaire de 

SIPK au niveau du noyau pouvait être corrélée avec la mort cellulaire induite par la 

cryptogéine dans les cellules de tabac. Il conviendra d’étudier plus en détail l’activité de SIPK 

au niveau d’extraits nucléaires des cellules de tabac CL5 en réponse à la cryptogéine. Sur la 

base de l’ensemble de ces résultats et des données bibliographiques, nous ne pouvons donc 

pas exclure que NtHD2a/b contribuent à la modulation de l’expression de gènes codant des 

enzymes telles que NtMEK2 impliquées dans la régulation de l’activité de SIPK. Toutefois 

sur la base d’une absence de mort spontanée des cellules de tabac CL5, cette hypothèse 

implique l’intervention d’autres acteurs moléculaires, non caractérisés à ce jour, qui seraient à 

l’origine du déclenchement de cette cascade d’activation enzymatique en réponse à la 

cryptogéine. Une PK proche de SIPK, Ntf4, a également été caractérisée chez le tabac comme 

pouvant être activée parallèlement à SIPK en réponse à la cryptogéine (Wilson et al., 1995 ; 

Ren et al., 2006). Il est donc envisageable que Ntf4 puisse également intervenir dans notre 

modèle. 

4.3.  Le NO et le H2O2 ne sont pas des événements majeurs de la mort 

cellulaire induite par la cryptogéine chez les cellules de tabac 

Plusieurs études ont montré chez le tabac que la cascade de signalisation induite par la 

cryptogéine comprend également la production de H2O2 et de NO (Simon-Plas et al., 2002 ; 

Lamotte et al., 2004).  

Il a précédemment été établi, toujours chez le tabac, que la NADPH oxydase codée par le 

gène NtRbohD est impliquée dans la production de H2O2 en réponse à la cryptogéine (Simon-

Plas et al., 2002). La production de H2O2 induite par la cryptogéine est abolie dans les cellules 

de tabac exprimant une construction antisens de NtRbohD, mais également par le DPI, un 

inhibiteur des enzymes NADPH oxydases (Pugin et al., 1997 ; Simon-Plas et al., 2002). 

L’implication de la production de H2O2 dans la mort cellulaire induite par la cryptogéine n’est 

pas toujours un sujet consensuel entre les équipes (Montillet et al., 2005 ; Lherminier et al., 

2009). Nous avons donc voulu déterminer si la production de H2O2 induite par la cryptogéine 
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était similaire dans les cellules de tabac CL5 et WT, et si cette production était également 

dépendante ou non d’une NADPH oxydase. Nous avons observé que le traitement des cellules 

de tabac par la cryptogéine se traduit par une production de H2O2 similaire dans les cellules 

WT et CL5, production qui est complètement abolie par un prétraitement des cellules par le 

DPI. Bien que l’invalidation de l’expression de NtHD2a/b ne semble pas affecter 

quantitativement la production de H2O2 induite par la cryptogéine, nous avons étudié la 

potentielle implication du H2O2 dans le processus de mort cellulaire en réponse à la 

cryptogéine. Il s’avère qu’un prétraitement par le DPI ne modifie pas significativement le taux 

de mort cellulaire induit par la cryptogéine dans les cellules de tabac WT et CL5. La 

production de H2O2 n’est donc pas, dans nos conditions, un événement qui contrôle la mort 

cellulaire induite par la cryptogéine chez le tabac. Cependant l’importance de la production de 

H2O2 dans l’établissement de la RH ou de la mort cellulaire déclenchée par certains 

microorganismes ou éliciteurs semble controversée à ce jour et pourrait dépendre du 

pathosystème. En effet, des plants de N. benthamiana invalidés pour l’expression des gènes 

NbRbohA ou NbRbohB deviennent susceptibles à une souche avirulente de P. infestans avec 

une RH réduite (Yoshioka et al., 2003). En revanche, Lherminier et al. (2009) ont mis en 

évidence chez N. tabacum que la production de H2O2 dépendante de NtRbohD en réponse à la 

cryptogéine sur des suspensions cellulaires ne semble pas déterminante pour l’établissement 

de la RH. Torres et al. (2002) ont quant à eux proposé que RbohD et RbohF exerceraient des 

fonctions différentes dans la régulation de la RH chez A. thaliana, étant donné que le mutant 

AtRbohF présente une RH plus développée en réponse à H. arabidospidis que le mutant 

AtRbohD.  

Lamotte et al. (2004) ont mis en évidence une production de NO en réponse à la cryptogéine 

dans les cellules de tabac. Dans notre étude, nous avons constaté que si la cinétique 

d‘accumulation de NO induite par la cryptogéine était similaire dans les cellules de tabac WT 

et CL5, cette accumulation était en revanche réduite de moitié dans les cellules CL5 par 

rapport aux cellules WT. Cependant cette différence d’accumulation de NO ne constitue pas 

un événement majeur dans le processus de mort cellulaire induit par la cryptogéine. En effet, 

comme il a été précédemment montré par Lamotte et al. (2004), un prétraitement des cellules 
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de tabac WT et CL5 par le cPTIO, un piégeur de NO, s’accompagne d’une diminution de la 

mort cellulaire induite par la cryptogéine restant inférieure à 25 %. 

Afin de déterminer si la moindre accumulation de NO observée dans les cellules CL5 en 

réponse à la cryptogéine était potentiellement liée ou non à la dérégulation de l’état 

d’acétylation de protéines impliquées dans la synthèse et / ou la régulation de l’accumulation 

du NO, nous avons évalué la production de NO induite par la cryptogéine dans les cellules 

WT prétraitées par le ButNa. En réponse à la cryptogéine, la réduction de l’accumulation du 

NO dans les cellules WT est corrélée à la durée de prétraitement des cellules au ButNa, 

l’accumulation étant similaire dans les cellules CL5 et des cellules WT prétraitées pendant 4 h 

par le ButNa. Ces résultats sont à rapprocher des travaux de Li et al. (2004) qui ont montré 

que le ButNa inhibait l’expression d’une protéine NOS inductible dans des cellules de 

carcinomes du colon, ce qui s’accompagne d’une diminution de l’accumulation de NO. Gan et 

al. (2005) ont, pour leur part, mis en évidence qu’un prétraitement de cellules animales non 

endothéliales par le ButNa conduisait à l’expression de la NOS endothéliale. 

Pour expliquer cette différence d’accumulation du NO dans les cellules de tabac invalidées 

pour l’expression de NtHD2a/b, nous pouvons nous rapprocher des travaux de Mattagajasingh 

et al. (2007) qui ont révélé le rôle fondamental de SIRT1 (une HDAC de classe II, voir § 2.1.5 

de l’Introduction) dans la vasodilatation de l’endothélium chez l’homme par régulation de la 

production endothéliale de NO. En effet, au niveau des cellules endothéliales aortiques du rat 

ou de l’endothélium des veines ombilicales humaines, SIRT1 stimulerait l’activité de la NOS 

endothéliale par déacétylation, induisant une augmentation de la production de NO au niveau 

de l’endothélium. Au vu de ces données, une explication possible pourrait être liée au fait que 

les HDAC portent plus une activité générale de lysine déacétylase qu’une activité histone 

déacétylase sensus stricto. Il est donc fort possible que NtHD2a/b soient capables de réguler 

par déacétylation l’activité de protéines qui ne sont pas des histones et qui seraient impliquées 

dans l’accumulation du NO.  

Un autre mécanisme liant les HDAC au NO a été rapporté par Colussi et al. (2008) qui ont 

montré que la régulation de l’activité de HDAC2 (classe I des HDAC, voir § 2.1.5 de 

l’Introduction) est NO-dépendante et constituerait une nouvelle approche pharmacologique 

dans le cadre du traitement de la dystrophie musculaire de Duchenne. Cette équipe a démontré 
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que la forte activité de HDAC2 au sein des cellules musculaires dystrophiées peut être régulée 

par S-nitrosylation. Sur la base de ces observations, nous pourrions également émettre 

l’hypothèse que l’accumulation du NO induite par la cryptogéine dans les cellules de tabac 

participe à la modulation de l’activité de HDAC telles que NtHD2a/b par le biais de MPT. 

Toutefois, aucun événement de S-nitrosylation de HDAC chez les plantes n’a été relaté à ce 

jour. Il est à noter que des travaux relatifs à l’identification de protéines S-nitrosylées par le 

NO chez le tabac sont actuellement menés au sein du laboratoire, et qu’il est envisageable par 

exemple soit de tester in vitro la possible S-nitrosylation de protéines NtHD2a/b 

recombinantes, soit d’appliquer la technique de « biotin-switch » sur des extraits de protéines 

nucléaires pour vérifier si cette S-nitrosylation correspondrait à une réalité physiologique. 

Toutefois la diminution de l’accumulation de NO dans les cellules CL5 a été estimée par la 

fluorescence du DAF, pour lequel de nombreux problèmes de spécificité ont déjà été 

rapportés (Mur et al., 2011). Pour déterminer si cette diminution avait une réelle signification, 

un événement NO-dépendant devrait être au moins partiellement inhibé dans les cellules CL5 

par rapport aux cellules WT. Parmi ces événements NO-dépendants dans les cellules de tabac 

figure entre autres la régulation de la PK NtOSAK. Lamotte et al. (2006) ont montré la 

régulation de l’activation d’une PK assimilée à NtOSAK par le NO produit lorsque les 

suspensions cellulaires de N. plumbaginifolia sont soumises à un choc hyperosmotique. De 

manière intéressante, les différents stress étudiés (salin, hyperosmotique, cadmium) et 

conduisant à l’activation de NtOSAK ont été caractérisés comme étant tous à l’origine d’une 

production de NO (Gould et al., 2003 ; Besson-Bard et al., 2008 ; Besson-Bard et al., 2009). 

Wawer et al. (2010) ont récemment mis en évidence que l’activation de NtOSAK dans les 

suspensions cellulaires de tabac par un stress salin est dépendante, au moins partiellement, du 

NO en promouvant indirectement la phosphorylation d’au moins un résidu sérine (Ser 158) 

localisé dans la boucle d’activation de NtOSAK. Dans notre étude, il s’avère qu’un choc 

hyperosmotique provoqué par l’ajout de 250 mM de sorbitol s’accompagne d’une activation 

réduite de NtOSAK dans les cellules CL5 par rapport aux cellules WT, allant dans le sens 

d’une moindre accumulation de NO et la modulation des événements NO-dépendants lors de 

l’invalidation de l’expression de NtHD2a/b.  
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4.4.  NtHD2a/b seraient plus généralement des lysines déacétylases 

participant à des processus de défense et de développement chez le tabac 

Il est unanimement admis que l’acétylation et la déacétylation sont des MPT qui ont pour 

cibles un grand nombre d’histones impliquées dans la régulation de la structure et la 

dynamique de la chromatine, concourant ainsi à la régulation de l’expression spécifique d’un 

certain nombre de gènes. Cependant, les événements d’acétylation / déacétylation ne 

concernent pas seulement les histones mais peuvent également être impliqués dans la 

régulation de protéines nucléaires nécessaires à la stabilité des ARNm, la localisation et la 

dégradation de protéines, ou encore à la régulation des interactions protéine-protéine ou 

protéine-ADN (Singh et al., 2010). Au cours de notre étude, nous avons constaté que les 

profils d’acétylation des protéines nucléaires, extraites de cellules WT traitées par la 

cryptogéine ou de cellules CL5 non traitées, présentaient des similitudes. En effet, suite au 

traitement par la cryptogéine de cellules de tabac WT ou suite à l’approche d’interférence à 

ARN dans les cellules CL5, l’extinction de NtHD2a/b conduit à l’accumulation de protéines 

nucléaires « hyperacétylées ». Toutefois, les masses moléculaires apparentes de ces protéines 

n’étant a priori pas compatibles avec celles des histones de tabac, il est fort probable qu’elles 

correspondent à des cibles non histones, et donc potentiellement à des protéines de 

signalisation ou de régulation de l’expression génique. Nous avons alors entrepris une 

démarche d’identification des protéines nucléaires acétylées qui seraient potentiellement les 

cibles directes de NtH2a/b.  

Pour cela nous avons, à partir de fractions enrichies en protéines nucléaires, purifié les 

protéines nucléaires acétylées par une étape de chromatographie d’échanges d’anions suivie 

d’une étape de chromatographie d’affinité à l’aide d’un anticorps dirigé contre les lysines 

acétylées. Cette démarche a été complétée par le prélèvement de six bandes issues d’un gel 

monodimensionnel préparatif, contenant potentiellement les protéines « hyperacétylées ». Le 

séquençage des peptides correspondants par spectrométrie de masse LC MS/MS (OrbiTrap™) 

a conduit à l’identification de 24 protéines prédites comme étant nucléaires, dont 18 possèdent 

des motifs conservés d’acétylation au vu d’une analyse in silico, et ce avec une forte 

probabilité. Cependant, les analyses des données de spectrométrie de masse n’ont pas permis 
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de mettre en évidence de groupements acétyles au niveau des peptides séquencés. Parmi les 

18 protéines nucléaires identifiées dans notre approche figure notamment une DEAD-box 

ATP-dependent RNA helicase 5. Comme nous l’avons présenté dans le § 3.4.3 du Chapitre 

Résultats, cette protéine pourrait jouer un rôle important dans la mise en place des réactions 

de défense (Kant et al., 2007 ; Li et al., 2008). Toutefois, pour l’heure, l’identification de cette 

protéine ne repose que sur une seule expérience de purification/séquençage. La réalisation de 

prochaines approches de purification / séquençage devraient permettre à terme d’identifier 

avec certitude les protéines nucléaires acétylées qui constitueraient des cibles de NtHD2a/b. 

Cette étape est indispensable à la compréhension du rôle et du mode d’action de NtHD2a/b 

dans le processus de mort cellulaire en réponse à la cryptogéine. 

Bien qu’aucune cible de NtHD2a/b ne soit pour l’instant clairement identifiée, il semble 

raisonnable de penser que NtHD2a/b, via leur activité de lysine déacétylase, contribuent à la 

modulation de l’expression d’un certain nombre de gènes dans les cellules de tabac. Des 

analyses préliminaires d’accumulation de transcrits ont notamment révélé dans les cellules 

CL5 une accumulation de transcrits codant des enzymes impliquées dans le métabolisme des 

phénylpropanoïdes et des composés volatils. Des analyses transcriptomiques sont 

actuellement en cours pour identifier les gènes dont l’expression est modulée par la 

cryptogéine sous le contrôle, direct ou indirect, de NtHD2a/b. Pour cela, des ARN ont été 

préparés à partir de cellules WT et CL5, traitées ou non par la cryptogéine. Deux points de 

traitement ont été définis : 30 mn, pour avoir accès aux gènes très précocement régulés, et 4 h 

pour identifier les gènes plus tardivement régulés. L’hybridation de ces ARN sera réalisée sur 

des puces Agilent 44 k en collaboration avec la plate-forme de transcriptomique de l’INSA de 

Toulouse. D’ores et déjà, nous pouvons corréler ces résultats préliminaires à l’accumulation 

plus importante dans les cellules CL5 de composés phénoliques solubles, par rapport aux 

cellules de tabac WT. Mais cette accumulation en composés phénoliques solubles semble 

largement réduite à la fois dans les cellules WT et CL5 lors d’un traitement par la 

cryptogéine. Ce résultat, bien que préliminaire, est potentiellement intéressant puisqu’un 

certain nombre de travaux ont déjà rapporté l’implication de composés organiques volatils 

dans la potentialisation des défenses basée sur la communication entre des plantes voisines 

(Pare & Tumlinson, 1999 ; Engelberth et al., 2004 ; Ferry et al., 2004). Il est donc possible 

que NtHD2a/b soient impliquées dans la régulation de l’expression de gènes de défense dont 
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certains seraient prépondérants dans les mécanismes de défense requérant le métabolisme des 

phénylpropanoïdes et des composés volatils en réponse à la cryptogéine. Pour répondre à cette 

interrogation, des études de métabolomique pourraient être envisagées. Toutefois, cette 

approche a déjà été abordée lors d’un projet ANR obtenu il y a quelques années au laboratoire 

et il était apparu que le système expérimental à développer était extrêmement lourd pour 

obtenir un niveau de sensibilité et de reproductibilité suffisant. 

Dans notre étude, nous avons également constaté que l’invalidation de NtHD2a/b 

s’accompagnait d’un ralentissement du processus de germination et de la croissance des 

plants de tabac. Ces résultats sont en accord avec des travaux précédents qui ont rapporté 

l’implication des HDAC de type 2 dans les processus de développement des ovules et des 

graines à travers notamment la régulation négative de la transcription de gènes d’ARN 

ribosomaux (Wu et al., 2000 ; Earley et al., 2006 ; Chen &Tian, 2007). Ceci suggère que 

NtHD2a/b pourraient, à travers leur activité déacétylase, contribuer également à la régulation 

de l’expression de gènes impliqués dans des processus de développement. L’analyse 

transcriptomique actuellement en cours devrait permettre de préciser cette hypothèse. Une 

autre approche visant à surexprimer de manière constitutive NtHD2a ou NtHD2b dans les 

plants de tabac contribuerait également à vérifier l’implication de NtHD2a/b dans les 

processus de développement. Bien que plusieurs essais de surexpression de NtHD2a sous le 

contrôle du promoteur 35S aient été réalisés, nous n’avons néanmoins pas pu obtenir pour 

l’instant de transformants stables surexprimant NtHD2a ou NtHD2b. Cette observation 

pourrait conforter l’importance de NtHD2a/b dans les processus de développement chez le 

tabac. 

4.5.  Modèle proposé 

L’activité histone déacétylase de NtHD2a/b semble constituer un rôle majeur dans les cellules 

de tabac quant à la répression de l’expression d’un certain nombre de gènes qui, selon nos 

observations, pourraient être impliqués dans des processus de défense et de développement, se 

traduisant notamment par la répression du processus de mort cellulaire induit (au moins) par 

les élicitines dites nécrosantes. La dé-répression du processus de mort cellulaire dans les 
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cellules de tabac semble impliquer un certain nombre d’acteurs. Sur la base de l’ensemble des 

résultats et des données bibliographiques présentés, un modèle général accompagné de 

plusieurs suppositions peut être proposé quant aux modes d’action de NtHD2a/b dans les 

cellules de tabac concourants à la régulation du processus de mort cellulaire en réponse à la 

cryptogéine. 

Une première étape conduit, par un mécanisme inconnu à ce jour, à une activité nucléaire de 

SIPK détectable dès les premières minutes de traitement des cellules de tabac par la 

cryptogéine. Nous ne savons pas actuellement si l’activité nucléaire de SIPK résulte de la 

phosphorylation de SIPK par une MAPK localisée dans le noyau ou bien de la translocation 

dans le noyau de SIPK activée dans le cytosol (Dahan et al., 2010). Une fois activée, SIPK 

pourrait phosphoryler un ou plusieurs facteurs de transcription tel que WRKY1 (Menke et al., 

2005) qui contribueraient in fine à réguler l’expression d’un premier groupe de gènes 

impliqués dans l’induction et/ou l’établissement de la mort cellulaire (ce groupe de gènes sera 

nommé « gènes de mort cellulaire »). Simultanément, NtHD2a/b seraient phosphorylées par 

une PK, cette réaction se déroulant dans le noyau. Un faisceau d’arguments (phosphorylation 

in vitro, BiFC pour Biomolecular fluorescence complementation) suggère que cette PK n’est 

pas SIPK mais plutôt une CK2α (sous unité catalytique alpha de caséine kinase de type 2 ; 

Hammoudi, 2011) dont l’activation dans le noyau en réponse à la cryptogéine a été rapportée 

par Dahan (2008). Une fois phosphorylées, NtHD2a/b seraient transloquées du noyau au 

cytosol et dégradées par le protéasome (Dutartre et Bourque, données non publiées). Par 

conséquent, les protéines nucléaires, précédemment désacétylées par NtHD2a/b avant un 

traitement par la cryptogéine, s’accumuleraient alors dans le noyau sous leur forme acétylée, 

leur acétylation étant assurée par une histone acétyltransférase non caractérisée à ce jour. 

Parmi ces protéines, on peut raisonnablement s’attendre à trouver des facteurs de régulation 

transcriptionnelle impliqués dans la régulation de l’expression d’un second groupe de gènes 

qui moduleraient l’intensité du processus de mort cellulaire induit par la cryptogéine. En effet, 

il a par exemple été démontré chez les mammifères que des HDAC peuvent interagir avec 

différents régulateurs transcriptionnels tels que NFTA (nuclear factor of activated T cells) ou 

p53 (Chen & Tian, 2007). Cette hypothèse est d’autant plus cohérente que la masse 

moléculaire des protéines nucléaires hyperacétylées en réponse à la cryptogéine est comprise 
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entre 35 et 60 kDa, et semble donc peu compatible avec la masse moléculaire des histones. 

Deux variantes du modèle peuvent être envisagées : 

1- Le second groupe de gènes (qui modulerait l’intensité de la mort cellulaire) pourrait être 

surexprimé via la voie dépendante de NtHD2 en réponse à la cryptogéine dans le but 

d’optimiser l’efficacité du rôle tenu par les « gènes de mort cellulaire » : ces gènes sont à ce 

titre nommés « gènes de stimulation » (Figure 23A).  

2- Il peut être également proposé qu’en réponse à la cryptogéine, la voie dépendante de 

NtHD2 réprimerait l’expression du second groupe de gènes responsable de l’inhibition de 

l’action des « gènes de mort cellulaire » : ces gènes sont nommés « gènes répresseurs » 

(Figure 23B).  

In fine, l’induction de la mort des cellules de tabac en réponse aux élicitines sécrétées par 

différentes espèces de Phytophthora serait le résultat d’un équilibre entre les activités de 

l’ensemble des produits codés par ces gènes. Lors de l’invalidation de l’expression de 

NtHD2a/b par une approche d’interférence à ARN, l’induction de la mort cellulaire par la 

cryptogéine est promue soit par la surexpression des « gènes de stimulation » soit par la 

répression des « gènes répresseurs ». La régulation de l’expression des « gènes de 

stimulation » et des « gènes répresseurs » par NtHD2a/b seules n’est pas suffisante en soi 

pour promouvoir la mort spontanée des cellules de tabac, puisque l’invalidation de 

l’expression de NtHD2a/b par une approche d’interférence à ARN ne conduit pas à la mort 

cellulaire spontanée. Nous ne pouvons cependant pas exclure que les deux voies de 

signalisation impliquant respectivement SIPK et NtHD2a/b contrôlent le même groupe de 

gènes, la mort cellulaire étant contrôlée par l’équilibre entre l’activation et l’inhibition de 

l’une ou de l’autre. 
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Mon travail de thèse s’est inscrit dans l’étude du rôle de NtHD2a/b dans l’établissement du 

processus de mort cellulaire des cellules de tabac et de la RH in planta en réponse à la 

cryptogéine. Des approches de pharmacologie ainsi que des approches de surexpression ou 

d’invalidation de l’expression de NtHD2a/b chez le tabac ont contribué d’une part à confirmer 

l’implication de NtHD2a/b en tant que régulateurs négatifs de la mort cellulaire induite par la 

cryptogéine et d’autre part à appréhender les événements de la cascade de signalisation 

prépondérants dans l’établissement de cette mort cellulaire. Les mécanismes moléculaires 

sous-jacents à la mise en place de la mort cellulaire apparaissent complexes et semblent 

notamment impliquer la modulation de l’expression de gènes de défense, la synthèse de novo 

de protéines ainsi que l’activation de MAPK telles que WIPK et SIPK. 

Les travaux relatifs à la mise en évidence de NtHD2a/b comme répresseurs de la mort 

cellulaire induite par la cryptogéine constituent la première description de l’implication de 

HDAC de type 2, spécifiques des plantes, dans l’établissement d’une réponse de défense de 

type mort cellulaire en réponse à un stress biotique.  

Outre la nécessité de confirmer certains des résultats obtenus, ce travail devra être poursuivi 

par une analyse fonctionnelle de NtHD2a/b dans les réponses de défense induites par la 

cryptogéine chez le tabac. Deux axes d’étude majeurs peuvent être ainsi proposés. 

 

• Identification de la ou des protéine(s) kinase(s) responsable(s) de la 

phosphorylation de NtHD2a/b 

Dans notre étude, NtHD2a/b constituent deux isoformes redondantes caractérisées comme 

étant rapidement phosphorylées en réponse à la cryptogéine dans les cellules de tabac. 

L’identification de la ou des PK pouvant être impliquée(s) dans le processus de 

phosphorylation de NtHD2a/b nécessitera la mise au point de stratégies de purification de 

protéines, actuellement en cours au laboratoire. 

Par ailleurs, le laboratoire a précédemment mis en évidence l’activation précoce en 

réponse à la cryptogéine d’un certain nombre de PK nucléaires, dont la sous-unité 

catalytique α d’une caséine kinase de type 2 (CK2α ; Dahan, 2008). L’analyse in silico 

des séquences de NtHD2a/b révèle que les sites de phosphorylation prédits correspondent 

tous à des sites spécifiques de CK2α, suggérant que CK2α est la PK candidate de choix 

responsable de la phosphorylation de NtHD2a/b. Des approches de phosphorylation in 

vitro mais également de BiFC (biomolecular fluorescent complementation), pouvant 
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mettre en évidence une possible interaction entre NtHD2 et CK2, ont récemment été 

entreprises dans le but de vérifier cette hypothèse. 

L’analyse in silico des séquences d’acides aminés de NtHD2a/b a également révélé que 

NtHD2a/b pourraient être les cibles d’autres modifications post-traductionnelles telles que 

la sumoylation. Sur la base de données bibliographiques rapportant notamment 

l’activation par sumoylation d’une HDAC, HDA19, chez les mammifères (David et al., 

2002), il est envisageable que l’activité de NtHD2a/b puisse être modulée par une ou 

plusieurs modifications post-traductionnelles, en fonction du contexte physiologique. 

Cette hypothèse pourra notamment être vérifiée en collaboration avec l’équipe du Dr. H. 

Van den Burg (Institut des Sciences de la Vie, Université d’Amsterdam, Pays-Bas) 

spécialisée dans l’étude des conséquences du processus de sumoylation dans la mise en 

place des réactions de défense chez A. thaliana.   

Bien que NtHD2a/b aient été identifiées comme des protéines rapidement phosphorylées 

en réponse à la cryptogéine dans le noyau des cellules de tabac et qu’elles possèdent un 

site de localisation nucléaire, l’étude d’une translocation noyau ↔ cytoplasme de 

NtHD2a/b pourrait contribuer à la régulation de l’activité de NtHD2a/b. Cet aspect 

nécessitera l’obtention de lignées cellulaires de tabac exprimant de manière stable les 

protéines de fusion NtHD2a/b-GFP, si possible sous le contrôle de leur promoteur 

respectif, afin d’éviter les artefacts d’une trop forte surexpression liée au promoteur 35S. 

 

• Identifier des cibles (protéines et gènes) de NtHD2a/b : 

Comprendre comment NtHD2a/b exercent leur rôle de régulateur négatif de la mort 

cellulaire induite par les élicitines implique d’identifier les protéines nucléaires, histones 

ou non, qui présenteraient des profils d’hyperacétylation soit lors de l’invalidation de 

NtHD2a/b, soit lors d’un traitement prolongé des cellules de tabac WT par la cryptogéine. 

Cette approche, qui a été initiée lors de ce travail de thèse, doit maintenant être optimisée 

et reproduite afin d’être certains que la ou les protéine(s) identifiée(s) sont réellement des 

cibles de NtHD2a/b. Une démarche de génétique fonctionnelle devra alors être entreprise 

pour chacune des protéines retenues afin de préciser leur rôle dans la mise en place des 

réactions de défense. 

De même, pour comprendre comment ces HDAC contrôlent le développement de la mort 

cellulaire, il est indispensable d’identifier les gènes dont l’expression sera, plus ou moins 
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directement, régulée en réponse à la cryptogéine sous le contrôle de NtHD2a/b. Pour cela 

l’approche de microarray détaillée dans ce manuscrit doit permettre de déterminer 

rapidement les gènes candidats. Les modifications d’expression de chacun de ces gènes 

devront d’abord être confirmées lors de cinétiques plus précises par des approches de RT-

PCR quantitatives, avant d’entreprendre la caractérisation fonctionnelle des protéines 

codées par ces gènes. 
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Commentary

Danger at your door:
pathogen signals and
programmed cell death
in plants

The sacrifice of one for the good of the many is a noble
attribute in people (as well as, perhaps, altruistic ground
squirrels who vocalize warning alarms at the site of a preda-
tor shortly before joining the raptor for lunch!). Perhaps, a
corollary in plants is the programmed cell death (PCD)
that, as an important component of the immune response
to pathogens, increases organism fitness. Elucidation of
some key molecular steps underlying this notion of individ-
ual (cell) sacrifice for the good of the ‘whole’ is the focus of
the exciting work of Stéphane Bourque et al. (pp. 127–139)
in this issue of New Phytologist.

‘Herein lies the roots of a rather adventuresome

fishing expedition undertaken by Stéphane Bourque

and colleagues that has landed us a very big fish

indeed.’

Plant responses to pathogens include an ‘innate’ or basal
immune response that occurs upon recognition of evolu-
tionarily-conserved essential components of pathogens;
pathogen (or microbe) associated molecular patterns
(PAMPs or MAMPs). PAMP-triggered immunity (PTI)
involves defence gene expression and generation of anti-
microbial molecules. Some pathogens have (i.e. race-specific or
strain-specific) effector proteins that act to impair molecular
components of the plant innate immune response, leading
to effector triggered susceptibility (ETS). Recognition
(either directly or indirectly) of pathogen effector proteins
(or the disruptions they have on basal immune system com-
ponents) by plant cells evokes another layer of immune
responses (effector triggered immunity (ETI)) which can
include a hypersensitive response (HR) to ETS (Jones &
Dangl, 2006; Thomma et al., 2011). This component of a

plant’s repertoire of pathogen defence programmes involves
PCD at the site of an infection. Cells neighbouring one
under assault sense the presence of danger in the form of a
pathogenic microbe. The danger alarm occurs through the
perception of molecules associated with: the invading non-
self pathogen; breakdown products derived from plant cells
harmed by pathogens; and even specific signalling molecules
endogenous to the plant that provide a warning alarm to
reprogramme cell metabolism leading to defence responses.
HR is a particularly powerful defence response because the
regulated PCD occurring at a site where host cells are under
assault limits proliferation of the pathogen within the plant
and thereby prevents spread of an infection. The Greek
philosopher Plato no doubt was considering humanity when he
commented that, ‘No one knows whether death, which people
fear to be the greatest evil, may not be the greatest good ’ but
this perspective might apply to the PCD that provides pro-
tection to the plant against proliferation of pathogens.

The delineation of specific molecular events and identi-
fication of specific proteins involved in plant immunity,
that is, characterizing the signal transduction pathway that
leads to PTI and ETI, is a remarkably active and vibrant
area of current plant biology research (e.g. Coll et al.,
2011). It is clear that a critical and early signal occurring
upon pathogen perception is an elevation in cytosolic cal-
cium ions (Ca2+), which leads to generation of the
antimicrobial and signalling molecules nitric oxide and
various reactive oxygen species (ROS) intermediates such
as hydrogen peroxide (H2O2) (Ma et al., 2009; Krol et al.,
2010; Mazars et al., 2010). This Ca2+ signal is also neces-
sary for transcriptional reprogramming and increased
expression of pathogen defence genes (Aslam et al., 2008).
Further, phosphorylation events in the cytosol are also
required for the pathogen defence signalling pathway lead-
ing to altered gene expression. It is likely that Ca2+-
dependent kinases (CPKs) and mitogen activated kinase
(MAPK) signalling networks acting downstream from
CPKs, as well as independently, act to phosphorylate tran-
scription factor proteins (WRKYs) that act as master
regulators to facilitate reprogramming in the nucleus
(Boudsocq et al., 2010; Mao et al., 2011). However, one
point of incertitude in these newly-developed insights
about specific steps in the immune signalling pathway is
the question of which of these signalling events are specific
to ETI. In fact, many of the intermediate events and pro-
teins involved in these steps of signal transduction are
required for both (PTI and ETI) components of plant
immune response programmes.

New
Phytologist Forum

� 2011 The Authors

New Phytologist � 2011 New Phytologist Trust

New Phytologist (2011) 192: 1–3 1
www.newphytologist.com



 



The aforementioned notion of a multilayered plant
immune response, involving PTI, ETS, and ETI which leads
to HR, was conceptualized by Jones & Dangl (2006), and
posits that HR occurs under specific conditions of plant–
pathogen interactions. However, it is becoming increasingly
clear that pathogen defence programmes leading to HR may
occur under a broader range of conditions than originally
conceptualized by Jones & Dangl (2006). Thus, some cur-
rently view the distinction between PTI and ETI as ‘blurred’
(Thomma et al., 2011). Examples of why the dichotomy
between PTI and ETI is under re-evaluation are as follows.
PAMP molecules (such as the bacterial motility organ pro-
tein, flagellin) have been found to induce HR in the absence
of pathogens (Naito et al., 2008). Cryptogein is another
pathogen-associated protein that can also cause HR when
applied to plants in the absence of a pathogen. Cryptogein is
a 10-kDa protein secreted by the plant pathogen
Phytophthora cryptogea. Rather than acting to disarm compo-
nents of PTI and induce ETS, cryptogein is a general plant
cell toxin. But, it can clearly induce the specific Ca2+- and
ROS-dependent apoptotic PCD that is a hallmark of plant
cell HR to pathogens (Zhu et al., 2010). And, in this specific
capacity, it is an especially powerful probe, or ‘fishing hook’
to use in order to go searching, or fishing so to speak, for
specific steps in the signal transduction pathway that leads to
HR. Herein lies the roots of a rather adventuresome fishing
expedition undertaken by Stéphane Bourque and colleagues
that has landed us a very big fish indeed. Their work provides
new insights into mechanisms that lead to transcriptional repro-
gramming necessary for PCD occurring during HR.

As noted, previous work has already linked the early
immune signals such as Ca2+ elevation to signalling cascades
(e.g. involving CPKs and MAPKs) that alter gene expres-
sion associated with pathogen defence programmes.
However, linking the early Ca2+ signal to events in the
nucleus that alter gene expression specifically associated
with HR is limited. That is the focus of the studies by
Bourque et al., and so their work breaks new ground in this
active area of plant biology research. Bourque, along with
colleagues David Wendehenne and Alain Pugin and co-
workers have been using cryptogein as a probe of signalling
in plant cells responding to pathogen perception for quite
some time (e.g. Lecourieux et al., 2005; Garcia-Brügger
et al., 2006; Dahan et al., 2009). These prior studies led to
the identification of nucleus-localized Ca2+ elevation and
protein phosphorylation as key events downstream from
cryptogein perception by plant cells. In the current work,
they undertook a biochemical approach to develop new
insights into immune signalling leading to HR. They used
two-dimensional protein electrophoresis combined with
H3

32PO4 radiolabelling to identify peptide fragments of
nuclear-localized proteins phosphorylated (within minutes)
specifically in response to cryptogein. Overcoming a num-
ber of technical challenges in their attempt to ‘fish’ for low

abundance, nuclear-localized proteins phosphorylated in
response to their cryptogein ‘hook’, they successfully identi-
fied two histone deacetylases (HDACs) as involved in this
signalling pathway. They provide convincing evidence that
these HDACs act as negative regulators of cryptogein-
induced HR.

Bourque et al. further showed that cryptogein treatments,
in addition to causing rapid HDAC phosphorylation, also
repressed expression of the HDAC genes, and reduced
HDAC protein levels. Using a number of complementary
approaches, they linked the effects of cryptogein on HDAC
phosphorylation and expression with HR. HDACs are key
enzymes regulating gene expression by removing acetyl
groups from the core histones. HDAC deacetylates
histones, causing tighter coiling of DNA around the histone
and a closed chromatin structure. The closed chromatin
state makes the DNA inaccessible to transcriptional
machinery, leading to repression of gene expression. Besides
the role in chromatin remodelling, HDACs also interact
with other non-histone proteins in the nucleus (Yu et al.,
2011). The role HDACs play in the nucleus, then, is consis-
tent with their identification by Bourque et al. as negative
regulators of PCD; the insights developed in this work
should lead to further characterization of PCD associated
with pathogen defence through the examination of targets
of HDAC deacetylase activity.

Their work also provides us with an excellent comparison
between PAMP signalling that leads to basal defence pro-
grammes, and the substantially overlapping signalling
cascade that, under certain conditions, can also lead to HR.
That point provides the field with some new and important
insights. Oligogalacturonides (OGs) are plant cell wall frag-
ments generated during pathogen infections. OGs are
examples of plant-derived breakdown products that, as
already mentioned, act as danger alarm signals in a fashion
similar to PAMPs and evoke PTI defence signalling cas-
cades. These OG danger alarms evoke many of the same
signalling steps as cryptogein (cytosolic Ca2+ elevation,
ROS generation, MAPK cascades) except they do not lead
to nuclear-localized Ca2+ elevation, which occurs in
response to cryptogein. Bourque et al. show that OG appli-
cation to plants does not repress HDAC expression. Thus,
their work allows us to sort out the key signalling steps that
lead to the aforementioned ‘noble sacrifice’, the pro-
grammed cell death ⁄ hypersensitive response that limits
pathogen infection in plants.
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Timescales and timetrees

Establishing a timescale for plant evolution is a prime goal
of palaeontology, but ever since the advent of gene sequenc-
ing the prospect of molecular clocks has provided an
enticing alternative. Now clocks are increasingly taking the
place of rocks. Advances in technology mean that vast
amounts of DNA sequence can be obtained rapidly and
cheaply from large numbers of living species, informing
both our understanding of the pattern of branching of the
tree of life (phylogeny) and, when calibrated, the timing
of those branching events (timetree). As the nature of
molecular data becomes better understood, methods have
developed to address recognized weaknesses, modelling the
reality of molecular evolution more accurately (Hedges &
Kumar, 2009). Fossils still play a crucial role, forming the
link between molecules and an actual chronology. At least
one fossil calibration point is needed to set the basic rate at
which the clock ticks, and increasingly more are deployed
to act as constraints on rate changes across different limbs
of the tree (Benton et al., 2009). Getting the fossil calibra-
tions right is critical, because they greatly influence
outcomes, but this apparently simple step is not nearly as
straightforward as it may seem. In this issue of New
Phytologist, Clarke et al. (pp. 266–301) take a novel
approach to setting and handling fossil calibrations for
the plant tree of life, and one that is likely to be widely
adopted and developed. Results are controversial, indicating
substantially earlier origins of land plants and flowering
plants than is supported by direct fossil evidence.

‘Results are controversial, indicating substantially

earlier origins of land plants and flowering plants

than is supported by direct fossil evidence.’

One of the key issues that Clarke et al. confront cuts to
the heart of the calibration problem. To generate an accu-
rate global calibration for the whole tree, one needs to
estimate the actual point in time that at least one group
originated (calibration point), and preferably this should be
done for more than one group to allow for the multiple
constraints commonly now used with ‘relaxed clock’ meth-
ods (Benton et al., 2009). However, the first appearance of
a group in the fossil record almost always post-dates its
actual point of origin by some unknown amount. Thus,
fossils provide only minimum age estimates. Moreover, the
degree to which fossils underestimate lineage origin varies
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Abstract 

 

Cryptogein, which is secreted by the oomycete Phytophthora cryptogea, is a proteinaceous 
elicitor of plant defense reactions that activates a set of signaling events leading to the 
hypersensitive response and to systemic acquired resistance. Although the early cytosolic 
signaling events induced by cryptogein are well described, the only nuclear events 
characterized to date are the variations in free calcium concentrations and defense-related 
gene expression. The characterization of the activation of cytosolic protein kinases, including 
WIPK and SIPK, by phosphorylation in response to cryptogein highlights the key-role played 
by posttranslational modifications in cryptogein-induced signaling events in tobacco cells. In 
this context, purification/sequencing approaches revealed that two redundant isoforms of 
type-2 nuclear histone deacetylases, NtHD2a and NtHD2b, were rapidly phosphorylated in 
cryptogein-treated tobacco cells. 
This thesis work is part of a comprehensive study of the role of NtHD2a/b in the 
establishment of the cell death process in tobacco cells and of the hypersensitive response in 
planta, in response to cryptogein. By using a pharmacological approach and overexpression 
and RNA interference-based approaches, we confirmed the involvement of NtHD2a/b as 
negative regulators of elicitin-induced cell death and we achieved a better understanding of 
cell death signaling events. The molecular events that underly the cell death process appear 
particularly complex and seem to involve the modulation of defense-related gene expression, 
de novo protein synthesis and protein kinase activation such as WIPK and SIPK. 
The study of (de)/acetylation events in tobacco cells treated by cryptogein and invalidated in 
NtHD2a/b expression suggests a role for posttranslational modifications in cryptogein-
induced cell death. 
 

Keywords : Nicotiana tabacum, cryptogein, hypersensitive response, cell death, histone 
deacetylases, cell signaling, posttranslational modifications. 

 



Résumé 

 

La cryptogéine, sécrétée par l’oomycète Phytophthora cryptogea, est un éliciteur protéique 
des réactions de défense qui active chez le tabac un ensemble d’événements de signalisation 
conduisant à la mise en place d’une mort cellulaire de type réponse hypersensible et d’une 
résistance systémique acquise. La caractérisation de la modulation de l’activité de kinases 
cytosoliques, dont SIPK et WIPK, par des événements de phosphorylation en réponse à la 
cryptogéine, traduit la place majeure que tiennent les modifications post-traductionnelles dans 
la cascade de signalisation induite dans les cellules de tabac en réponse à la cryptogéine. Il 
s’avère que la signalisation cellulaire induite par la cryptogéine, et impliquant ces protéines 
kinases, converge entre autre vers le noyau à travers la modulation de l’activité d’éléments 
nucléaires par phosphorylation. Dans ce contexte, d’importants travaux de 
purification/séquencage, visant à identifier les protéines nucléaires cibles de ces activités 
kinases, ont permis d’identifier deux isoformes redondantes d’histones désacétylases de type 
2 nommés NtHD2a et NtHD2b qui sont rapidement phosphorylées en réponse à la 
cryptogéine dans les cellules de tabac. 
Ce travail de thèse s’inscrit dans l’étude du rôle de NtHD2a/b dans l’établissement du 
processus de mort cellulaire des cellules de tabac et de la RH in planta en réponse à la 
cryptogéine. Par des approches de pharmacologie ainsi que des approches de surexpression ou 
d’invalidation de l’expression de NtHD2a/b chez le tabac, nous avons d’une part confirmé 
l’implication de NtHD2a/b en tant que régulateurs négatifs de la mort cellulaire induite par la 
cryptogéine ou d’autres élicitines, et d’autre part mieux appréhendé les événements de la 
cascade de signalisation prépondérants dans l’établissement de cette mort cellulaire. Les 
mécanismes moléculaires sous-jacents à la mise en place de la mort cellulaire apparaissent 
complexes et semblent notamment impliquer la modulation de l’expression de gènes de 
défense, la synthèse de novo de protéines ainsi que l’activation de protéines kinases, dont 
notamment WIPK et SIPK. 
Des travaux relatifs à l’étude des événements de (dé)/acétylation dans les cellules de tabac 
traitées par la cryptogéine et invalidées dans l’expression de NtHD2a/b suggèrent le concours 
de modifications post-traductionnelles de protéines nucléaires telles que l’acétylation dans la 
mise en place de la mort cellulaire induite par la cryptogéine chez le tabac. 
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