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Partie 1 : Les réponses de défense des plantes 

 

1. Généralités et résistance active 

 

Les plantes sont au cours de leur vie en constante interaction avec leur environnement. Elles 

sont confrontées à différents types de stress influant sur leur physiologie. En plus des 

variations environnementales sources de stress abiotiques, les plantes sont confrontées à 

des agressions causées par d’autres organismes vivants, regroupées sous le terme de stress 

biotiques. Au cours de l’évolution, l’ensemble de ces contraintes a conduit à la mise en place 

de réponses de défense efficaces permettant une meilleure adaptation des plantes à leur 

environnement. En effet, les plantes disposent d’un éventail de défense, allant de barrières 

morphologiques constitutives à la mise en place de mécanismes cellulaires spécifiques. 

Lorsque la plante est confrontée à une attaque par un organisme potentiellement 

pathogène, les mécanismes de défense mis en œuvre permettent dans la plupart des cas de 

lutter efficacement contre cet agresseur. Ce processus est qualifié d’interaction 

incompatible et la plante est résistante. Toutefois, il arrive que ces défenses soient 

inefficaces, car déclenchées trop tard ou bloquées par l’agresseur. L’interaction est alors dite 

compatible et la plante est sensible.  

La première ligne de défense contre les agressions causées par des pathogènes est formée 

par l’ensemble des barrières physiques de la plante, en particulier la cuticule et la paroi 

végétale. La cuticule, formée de cutine et de cires, protège la surface des parties aériennes 

de la plante. La paroi pecto-cellulosique protège quant à elle chaque cellule végétale. 

Généralement, ces défenses passives préexistantes constituent un obstacle suffisant pour la 

protection contre l'attaque de pathogènes. Cependant, certains micro-organismes 

parviennent parfois à s’affranchir de ces barrières physiques, en infectant la plante par des 

ouvertures naturelles telles que les stomates ou une blessure, ou encore via l’action 

d’enzymes hydrolytiques permettant la dégradation de la cuticule ou de la paroi cellulaire. 

Pour lutter contre ces derniers, les plantes disposent d'autres systèmes de défense activés 

par la perception du pathogène. Ces défenses, constituant l’immunité innée chez les plantes 

(Jones & Dangl, 2006 ; Chisholm et al., 2006), impliquent des événements cellulaires 
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complexes conduisant à une résistance active vis-à-vis des micro-organismes pathogènes.

  

Deux types de résistance active sont classiquement définies : la résistance basale et la 

résistance spécifique (Iriti & Faoro, 2007 ; Dodds & Rathjen, 2010, figure 1).  

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

d’interactions entre un grand nombre de plantes et de pathogènes. Elle est déclenchée par 

la reconnaissance de molécules appelées communément éliciteurs de réactions de défense, 

PAMP (pathogen-associated molecular patterns) ou MAMP (microbe-associated molecular 

patterns). Les éliciteurs sont de nature chimique variée : peptidique, lipidique ou 

oligosaccharidique (Nürnberger et al., 2004 ; Boller & Felix, 2009). Ils incluent des molécules 

d'origine microbienne, en particulier des constituants structuraux, mais également d'origine 

végétale. Ces dernières correspondent généralement à des produits issus de la dégradation 

des parois par des enzymes hydrolytiques libérées par le pathogène ou l'hôte et appelés 

DAMP (damage-associated molecular patterns ; Lotze et al., 2007 ; Boller & Fellix 2009). Les 

éliciteurs sont reconnus par des récepteurs des cellules végétales appelés PRR (pattern-

recognition receptors ; Zipfel, 2008). La PTI constitue un premier niveau de défense. 

Cependant, certains pathogènes parviennent à contourner la PTI via la production 

d'effecteurs codés par des gènes d'avirulence (Avr). Un second niveau de défense, l'ETI 

(effector-triggered immunity) peut alors être mis en place par la plante. Cette résistance, 

dite spécifique, implique la reconnaissance moléculaire des effecteurs par des protéines 

codées par des gènes de résistance (R). Selon le concept gène pour gène (Flor, 1971), les 

plantes hôtes possèdent le gène R correspondant aux gènes Avr du pathogène. Une perte ou 

une altération de l'un de ces deux gènes conduit à la maladie. Au contraire, la 

reconnaissance du produit du gène Avr par la protéine R initie une cascade d'événements 

cellulaires conduisant à la résistance. L'ETI pourra de nouveau être détournée par le 

pathogène via la production de nouveaux effecteurs que la plante reconnaitra ensuite via la 

sélection de nouvelles protéines R. Ce mécanisme s’inscrit dans un processus de co-

évolution des plantes et des pathogènes, les pathogènes contournant les barrières 

immunitaires des plantes qui mettent à leur tour en place des réponses plus spécifiques 

(Dangl & Jones, 2006). 
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2. La reconnaissance de l’agent pathogène 

2.1 Dans la résistance basale PTI 

La PTI conférée par des éliciteurs de nature peptidique est la plus étudiée. Ainsi Flg22, un 

peptide de 22 acides aminés issu de la flagelline des bactéries, déclenche des réactions de 

défense chez les plantes (Felix et al., 1999). Un autre éliciteur peptidique très étudié est 

elf18, et son pendant elf26, correspondant à la partie N-terminale (N-ter) du facteur 

d’élongation EF-Tu d’Escherichia coli (Kunze et al., 2004). Des éliciteurs peptidiques 

provenant d’autres micro-organismes pathogènes ont également été mis en évidence, 

comme le peptide Pep13, fragment d’une transglutaminase, présent chez une dizaine 

d’espèces de Phytophthora, qui possède des propriétés élicitrices chez le persil et la pomme 

de terre (Brunner et al., 2002). Citons également les élicitines, sécrétées par la plupart des 

espèces de Phytophthora, qui conduisent à la mise en place de réactions de défense 

localisées et systémiques chez le tabac (Ricci et al., 1989 ; voir la partie 2 de l’introduction).  

Des peptides endogènes sécrétés par les plantes en cas d’attaque pathogène sont 

également capables d’induire des réactions de défense, comme la systémine chez la tomate 

ou encore le peptide AtPep1 chez Arabidopsis thaliana (Boller, 2005 ; Huffaker et al., 2006) 

Les éliciteurs de nature lipidique incluent l’acide arachidonique des oomycètes et 

l’ergostérol de certains champignons. Leur capacité à déclencher l'ETI a notamment été 

rapportée chez la pomme de terre, le tabac, la vigne ou encore la tomate (Boller, 1995 ; 

Granado  et al., 1995 ; Laquitaine et al., 2006 ; Lochman & Mikes, 2006). Enfin, les éliciteurs 

de nature glucidique englobent certains peptidoglycanes de paroi bactérienne, ou encore 

des peptides de levure N-glycosylés (Erbs et al., 2008 ; Boller, 1995) et des DAMP. Parmi les 

DAMP, les oligogalacturonates (OG), polymères d’acide galacturonique, sont les inducteurs 

d'ETI les plus étudiés (Hahn et al., 1981 ; Boller & Felix, 2009). Par exemple, ils induisent chez 

la vigne ou A. thaliana une résistance contre une infection par le champignon nécrotrophe 

Botrytis cinerea (Ferrari et al., 2007 ; Aziz et al., 2004).  

 

L’induction de la PTI implique la reconnaissance des éliciteurs par des PRR (Zipfel, 2008 ; 

Nürnberger & Brunner, 2002 ; figure 2). Ces récepteurs présentent des similarités de 

structure avec les récepteurs Toll-like exprimés dans les cellules animales (Hayashi et al., 

2001).  
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Ils sont regroupés dans la classe des LRR-RK (leucine-rich repeat receptor kinase ; Zipfel 

2008). Plusieurs membres de ces PRR ont pu être mis en évidence, notamment FLS2 

(flagellin sensing 2), EFR (elongation factor-Tu receptor) ou encore PEPR1 (Pep1 receptor 1) 

impliqués respectivement dans la perception de flg22, elf18 et de AtPep1 chez A. thaliana 

(Gomez-Gomez & Boller, 2000 ; Zipfel et al., 2006 ; Yamaguchi et al., 2006). Une autre classe 

de récepteurs impliqués dans la PTI, les RLP (receptor-like proteins), semblables au LRR-RK 

mais sans le domaine intracellulaire de transmission du signal, est impliquée dans la 

reconnaissance des éliciteurs. C’est le cas du récepteur LeEIX1 (ethylene-inducing xylanase) 

qui reconnait la xylanase EIX1 chez la tomate (Ron & Avni, 2004). D’autres sites de haute 

affinité participent à la reconnaissance des éliciteurs, tels que GBP (glucan binding protein) 

ou CeBIP (chitin-binding protein) en fixant respectivement des oligosaccharides chez le soja 
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ou de la chitine chez le riz (Kaku et al., 2006). Enfin, il apparait que la perception des 

éliciteurs fait appel au concours de molécules membranaires adaptatrices pour permettre le 

déclenchement de la signalisation conduisant aux réponses de défense, comme la protéine 

BAK1 (brassinosteroid receptor1-associated kinase 1) ou CERK1 (chitin elicitor receptor 

kinase 1 ; Zipfel, 2009).  

 

2.2 Dans la résistance spécifique ETI  

Les effecteurs sont sécrétés par différents types de pathogènes incluant les bactéries, les 

champignons ou encore les oomycètes (Chisholm et al., 2006 ; Stergiopoulos & de Wit, 

2009 ; Schornack  et al., 2008 ; Dodds & Rathjen, 2010). On en recense un grand nombre, 20 

à 30 d’entre eux ont par exemple pu être mis en évidence chez Pseudomonas syringae 

(Chang et al., 2005). Ce sont généralement des facteurs de virulence nécessaires au 

processus infectieux et dont le rôle, pour la plupart d'entre eux, est d’inhiber la PTI. En effet, 

ces effecteurs agissent généralement en inactivant une protéine cible de l’hôte, impliquée 

dans la PTI ou dans le contrôle des évènements de signalisation fondamentaux pour le 

développement de la plante (Jones & Dangl, 2006). Les effecteurs agissent donc au niveau 

intracellulaire et sont injectés dans la cellule végétale via les systèmes de sécrétion de type 

III (TTSS) dans le cas des bactéries. Chez les champignons et les oomycètes, qui ne 

présentent pas de systèmes comparables au TTSS, le processus d’injection d’effecteurs 

cytoplasmiques demeure inconnu. Toutefois, la sécrétion de ces effecteurs dans le milieu 

extracellulaire via la mise en place de systèmes endomembranaires a pu être établie 

(Panstruga & Dodds, 2009). De plus, un motif peptidique, RXLR, semble requis pour la 

délivrance de l’effecteur dans la cellule hôte. Des analyses génomiques de Phytophthora 

infestans ont montré que 563 effecteurs potentiels présentent ce motif (Haas et al., 2009).  

Les produits des gènes de résistance R de la plante sont des protéines majoritairement 

cytoplasmiques, qui joueraient le rôle de récepteurs intracellulaires pour les effecteurs 

injectés par le pathogène. Ces protéines présentent des analogies de structures et plusieurs 

motifs protéiques sont conservés chez différentes espèces végétales (Tableau 1 ; Dangl & 

Jones 2001). La plupart de ces protéines R présentent un domaine LRR et NBS (nucleotide-

binding site). Le domaine NBS autorise la liaison et l’hydrolyse de l’ATP et permettrait, via 

des changements de conformation de la protéine, l’activation d'événements de signalisation 
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cellulaire nécessaires à la mise en place des réponses de défense (Takken & Tameling, 2009) 

D’autres protéines R présentent des domaines TIR (Toll/interleukin-1 receptor), LZ-CC 

(leucine-zipper/coil-coil domail) ou encore des séquences transmembranaires. Ces protéines 

R peuvent présenter des régions N-ter différentes, définissant deux classes distinctes : les 

protéines R CC-NBS-LRR et TIR-NBS-LRR (Meyers et al., 2003). 

La perception des effecteurs Avr du pathogène par les protéines R de plante implique 

différents mécanismes (Jones & Dangl, 2006, Chisholm et al., 2006). D'une part, la 

reconnaissance peut être directe, la protéine R interagissant physiquement avec l’effecteur 

du pathogène. Ce type de reconnaissance a été démontré pour différents pathogènes, 

bactéries, champignons ou oomycètes, par des expériences de double hybride. C’est le cas 

par exemple de la reconnaissance du facteur d’avirulence Avr-Pita de l’oomycète 

Magnaporthe grisea par la protéine R Pi-ta du riz (Jia et al., 2000), ou encore de l’interaction 

entre l’effecteur AvrPto de P. syringae avec la protéine Pto chez la tomate (Tang et al., 

2006). D'autre part, dans de nombreux pathosystèmes, il a été proposé que la 

reconnaissance de l’effecteur se fasse de manière indirecte (DeYoung & Innes, 2006). Les 

cellules végétales exprimeraient des protéines dites de garde susceptibles d'interagir avec le 

complexe formé entre l'effecteur et sa cible de pathogénicité et/ou avec la cible de 

pathogénicité ayant subi des modifications structurales suite à son interaction avec 

l'effecteur (guard hypothesis ; Dangl & Jones, 2001 ; Van der Biezen & Jones, 1998). Un des 

exemples les plus documentés concerne la protéine RIN4 (RPM1 interacting 4), cible de deux 

facteurs de virulence de P. syringae : AvrRpt2 qui la clive et AvrRpm1 qui la phosphoryle. La 

modification de RIN4 par ces effecteurs bactériens conduit à sa reconnaissance par RPS2 et 

RPM1 respectivement, permettant l’activation des défenses de la plante (Kim et al., 2005). 
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Tableau 1. Classification des gènes de résistance R chez différentes espèces.  Domaine protéine kinase ; 

 Domaine leucine zipper/coil-coil (LZ-CC) ;  Région transmembranaire ;  Site de liaison aux 

nucléotides (NBS) ;  domaine toll/récepteur à l'interleukine 1 (TIR) ;  Région riche en leucines répétées 
(LRR). D’après Nürnberger et al., 2004 

Espèce Végétale 
Gène R de 

plantes 
Structure Pathogène 

Gène Avr 
correspondant 

Tomate  Pto  Pseudomonas syringae pv. Tomato AvrPto 

A. thaliana  RPW8  Erysiphe spp. Avr RPW8 

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  Magnaporthe grisea AvrPita 

A. thaliana  RPP5  P. parasitica AvrRPP5 

A. thaliana  RPS4  P. syringae pv. Pisi AvrRps4 

Lin  L6  Melampsora lini AvrL6 

Lin  Mla6  M. lini AvrM 

Tabac  N  Virus de la mosaïque du tabac Replicase 

Tomate  Cf-2  Cladosporium fulvum Avr2 

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 
 

 

 

3. La transduction du signal  

3.1 La signalisation  précoce 

La reconnaissance du pathogène conduit à la mise en place d’évènements de signalisation 

intracellulaire concourant à l’activation d’une réponse adaptive de la plante (Jones & Dangl, 

2006). Ces événements précoces, principalement documentés pour l’immunité basale 

dépendante de la perception d’éliciteurs, font intervenir un grand nombre d’acteurs.  

Parmi les premiers évènements de signalisation mesurés suite à la perception d’un 

pathogène figurent des flux d’ions à travers la membrane plasmique, notamment des influx 

de Ca2+ et des efflux de NO3
− ou Cl− puis de K+. Ces mouvements d’ions déclenchent une 

dépolarisation membranaire, dont l’amplitude et la durée dépendent de l’éliciteur (Garcia-

Brugger et al., 2006). Le Ca2+ entrant est considéré comme un second messager clé des 

processus de signalisation cellulaire induits par la reconnaissance du pathogène (Dodds & 
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Rathjen, 2010). Ces flux d’ions agissent en amont d’autres événements de signalisation 

incluant notamment l'activation des modules MAPK (mitogen-activated protein kinases) et 

des CDPK (Ca2+-dependant protein kinases) responsables de processus de 

phosphorylation/déphosphorylation (Rodriguez et al., 2010). De plus, ils opèrent en amont 

de la production précoce de formes actives de l’oxygène (FAO) et de l'azote (Reactive 

Nitrogen Species ou RNS). Les FAO, dont les principales sont le peroxyde d'hydrogène (H2O2) 

et l'anion superoxyde (O2
•−), limitent le développement du pathogène de façon directe grâce 

à leur toxicité mais également en participant au renforcement des parois cellulaires de la 

plante. Elles sont également impliquées dans la cascade de signalisation cellulaire et, dans 

certains modèles d'études, contribueraient à la mise en place de la réponse hypersensible 

(HR) (Lamb & Dixon, 1997 ; voir le paragraphe 4.4 de cette section). Le RNS le plus étudié est 

le monoxyde d'azote (NO). Il est produit en réponse aux éliciteurs et contribue aux cascades 

de signalisation cellulaire conduisant à l’expression des réponses de défense des plantes 

(Lamotte et al., 2006 ; voir la troisième partie de cette introduction). 

Ces évènements précoces de signalisation peuvent être communs à la PTI et à l’ETI (Tsuda & 

Katagiri, 2010 ; figure 1) et ont été décrits dans de nombreux pathosystèmes (voir par 

exemple Gomez-Gomez & Boller, 2000, Stergiopoulos & de Wit, 2009, Garcia-Brugger et al., 

2006). 

  

3.2  Le rôle des phytohormones 

Outre leur implication dans de nombreux processus physiologiques, certaines 

phytohormones jouent un rôle essentiel dans les réponses de défense de la plante. C'est le 

cas de l’acide salicylique (SA), de l’acide jasmonique (JA) et de l’éthylène (ET) dont le rôle 

majeur dans la résistance aux micro-organismes pathogènes a été démontré il y a de 

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

Loake & Grant, 2007 ; Balbi & Devoto 2008). Plus récemment, ces études ont été complétées 

par la découverte de la participation d’autres phytohormones, initialement connues pour 

leur implication dans le développement, à la mise en place des réponses adaptatives des 

plantes à des stress biotiques et abiotiques (Pieterse et al., 2009). C’est par exemple le cas 

des brassinostéroïdes, des auxines, des gibbérellines, des cytokinines et de l’acide 

abscissique (ABA). 
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Les mécanismes moléculaires régissant l’implication de ces phytohormones dans les voies de 

défense des plantes demeurent peu connus (Bari & Jones, 2009). D'après Pieterse et al. 

(2009), chacune d'entre elles déclenche des voies de signalisation spécifiques, bien qu’une 

interdépendance entre ces voies ne soit clairement établie. Ainsi, la spécificité de réponse 

découlera d’une balance hormonale caractéristique d’un pathosystème donné (Thomma et 

al., 2001). La signalisation dépendante de la production de SA est généralement associée à 

l’attaque de pathogènes biotrophes ou hémibiotrophes, alors que la signalisation 

dépendante du JA ou de l’ET est associée aux réponses de défense induites contre des 

pathogènes nécrotrophes, qui se nourrissent de tissus morts (Glazebrook, 2005). Ces trois 

voies contribuent à la régulation de l’expression de gènes de défense propres à chacune, qui 

se traduira par la mise en place des réponses de défense (Bari & Jones, 2009 ; Pieterse et al., 

2009). 

 

4. Les réponses de défense 

 

Les voies de signalisation cellulaire activées dans les cellules végétales suite à la 

reconnaissance des micro-organismes pathogènes conduisent à l’expression des défenses de 

la plante (figure 2). L’induction de ces défenses implique une reprogrammation de 

l’expression de certains gènes, notamment les gènes de défense. Cette modulation de 

l’expression génique, en partie commune à la PTI et à L’ETI (Tsuda & Katagiri, 2010), 

concerne principalement des gènes codant des protéines PR (pathogenesis-related), des 

protéines associées au renforcement des parois cellulaires, à la biosynthèse de composés 

antimicrobiens et à la mise en place de la HR. 

 

4.1 Le renforcement de la paroi cellulaire 

Après reconnaissance du pathogène, un renforcement de la paroi au site d’infection est 

observé. Ce renforcement consiste en une réorganisation structurale et chimique de la paroi 

via le dépôt de molécules nouvellement synthétisées. Les FAO permettent ce renforcement 

en catalysant la lignification des parois végétales (Huckelhoven, 2007). Cette lignification 

permet une meilleure résistance à la pression mécanique et limite la progression du 

pathogène. Un dépôt de callose, polymère de β 1-3 glucanes, est souvent observé au point 
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d’infection (Trouvelot et al., 2008 ; Ahn et al., 2007). En plus de ces dépôts, on observe une 

accumulation de composés phénoliques toxiques (Lherminier et al., 2003) ainsi que le 

recrutement de protéines chargées d’inhiber les enzymes hydrolytiques sécrétées par le 

pathogène en vue de détruire la paroi végétale (De Lorenzo & Ferrari, 2002). 

 

4.2 La synthèse de composés anti-microbiens 

En plus du renforcement pariétal, les réponses de défense se caractérisent par la production 

de composés toxiques directement adressés contre le micro-organisme pathogène. Ces 

composés, de natures variées, synthétisés suite à une infection ou une élicitation, sont 

regroupés sous le terme de phytoalexines (Hammerschmidt, 1999). La phytoalexine la plus 

caractéristique d’A.thaliana est la camalexine. Elle confert à la plante une résistance contre 

certaines souches de P. syringae et B. cinerea (Glazebrook & Ausubel, 1994). Les 

glucosinolates chez les Brassicacées, importants dans la défense contre les herbivores 

(Halkier & Gershenzon, 2006), ou les stilbènes chez la vigne représentent d’autres exemples 

de phytoalexines. 

 

4.3 Production de protéines PR 

Les protéines PR sont produites en réponse à de nombreux pathogènes chez un grand 

nombre d’espèces végétales comme la tomate, le tabac, le persil, l’orge ou encore A. 

thaliana. L'expression des gènes correspondants est sous le contrôle des phytohormones SA, 

JA et/ou ET (Van Loon et al., 2006). Les protéines PR possèdent des rôles biologiques 

différents et ont été classées en 17 familles selon leurs propriétés biochimiques. La plupart 

possèdent des propriétés antimicrobiennes et agissent au travers d’activités hydrolytiques, 

se traduisant par la dégradation de la paroi du pathogène ou par une toxicité vis-à-vis du 

pathogène. C’est le cas des β 1-3 glucanases (PR-2), des chitinases (PR-3, -4, -8 et -11), des 

endoprotéases (PR-7), ou encore des défensines (PR-12), thionines (PR-13) et de certaines 

protéines de transfert de lipides (PR-14). Certaines ciblent préférentiellement les oomycètes, 

comme PR-1, dont la fonction reste inconnue, ou les thaumatin-like protéines (PR-5); 

d’autres ciblent les virus, comme certaines ribonuclease-like protéines (PR-10). La classe 6 

regroupe les inhibiteurs de protéases et ciblerait les nématodes et les insectes herbivores. 

Enfin, certaines possèdent des activités superoxyde dismutase, comme les classes 15 et 16, 
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permettant la génération d’H2O2, qui suivant le contexte physiologique peut s’avérer toxique 

ou jouer un rôle de signalisation. Les péroxydases (PR-9) seraient quant à elles impliquées 

dans le renforcement de la paroi végétale (Van Loon et al. 2006).  

  

4.4 La réponse hypersensible (HR) 

Comme souligné précédemment, la HR est une forme de mort cellulaire programmée. Ce 

processus est considéré par certains auteurs comme l’étape finale de la mise en place de la 

résistance (Mur et al., 2008). Elle est observée dans de nombreuses interactions 

plantes/micro-organismes et se caractérise par une mort cellulaire localisée au site 

d’infection du pathogène, entraînant l’apparition de lésions macro- ou microscopiques 

quelques heures après le début de l’infection (Heath, 2000).  

Il est communément admis que la HR aurait pour but le confinement du pathogène en son 

site d’infection en réduisant l’accès aux nutriments disponibles (Greenberg & Yao, 2004). 

Cette stratégie s’avère appropriée lors d’une infection par un pathogène biotrophe ou 

hémibiotrophe, qui nécessite des cellules vivantes de l’hôte pour se développer (Glazebrook, 

2005). En revanche, la HR favoriserait le développement de pathogènes nécrotrophes, qui se 

nourrissent de tissus morts, tels que le champignon B. cinerea (Govrin & Levine, 2000). La HR 

est généralement associée à la résistance spécifique des plantes. Elle concerne en effet 

majoritairement les défenses déclenchées à la suite de la reconnaissance d’un effecteur. 

Toutefois, certains PAMP, comme l’harpine, peuvent induire des réactions de HR (Jones & 

Dangl, 2006). 

La HR se caractérise par plusieurs évènements cellulaires incluant la condensation du 

cytoplasme et de la chromatine, le relargage du cytochrome c de la mitochondrie ou encore 

l’activation de protéases à cystéine (Mur et al., 2008). Toutefois les mécanismes 

moléculaires précis concourant à l’établissement de la HR demeurent aujourd’hui sujets à 

controverse. Ceci tient probablement au fait que les événements sous-jacents à sa mise en 

place varient suivant le pathosystème et même l’effecteur considéré. Par exemple chez A. 

thaliana, le gène NDR1 réprime la HR lors de l'infection par certaines des souches avirulentes 

de P. syringae produisant AvrB, alors qu’il participe à l’induction de la HR lors d’une infection 

par des souches synthétisant l’effecteur AvrRpt2 (Shapiro & Zhang, 2001). 
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Certains événements cellulaires précocement mobilisés en réponse aux éliciteurs, effecteurs 

ou micro-organismes pathogènes ont été associés au développement de la HR. C'est par 

exemple le cas de l'efflux d'anions et des changements de la concentration en Ca2+ libre 

cytosolique observés dans des suspensions cellulaires de tabac traitées par l'élicitine 

cryptogéine (Lecourieux et al., 2006 ; Wendehenne et al., 2002 ; voir la seconde partie de 

cette introduction). De même, si le NO ou l’H2O2 seuls ne semblent par jouer un rôle 

prépondérant dans l'induction de la HR, c’est la régulation de la balance NO/FAO qui est 

nécessaire à l’établissement de la HR (de Pinto et al., 2002 ; Delledonne et al., 2001). Enfin, 

la production de FAO, peut-être en complément de l’action de lipoxygénases, conduit à la 

péroxydation des lipides, mécanisme impliqué dans l’établissement de la HR (Montillet et al., 

2005 ; Mur et al., 2008) 

 

4.5 La potentialisation 

L’efficacité des défenses de la plante dépend, en plus de la reconnaissance du pathogène, de 

la rapidité et de l’intensité des réponses cellulaires conduisant à la résistance (Conrath et al. 

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

physiologique dans lequel la plante pourra mobiliser ses mécanismes de défense plus 

efficacement lors d’un stress ultérieur, identique ou non au premier. Ce phénomène est 

appelé potentialisation, ou « priming » (Conrath et al., 2002). 

Plusieurs composés ou situations sont connus pour conduire à ce genre de phénomène chez 

les plantes, même si les mécanismes moléculaires et génétiques impliqués demeurent peu 

connus. Ainsi, la potentialisation peut être induite par un pathogène, conduisant notamment 

à la résistance systémique acquise (SAR, Sticher et al., 1997), par des organismes bénéfiques 

tels que les rhizobactéries ou les mycorhizes, conduisant à la résistance systémique induite 

(ISR ; Pieterse et al., 1996 ; Pozo et al., 2002), ou par la blessure (Ton et al., 2007 ; Chassot et 

al., 2008).  

L’application de certains composés permet également la mise en place du priming. C’est par 

exemple le cas de certains lipopolysaccharides bactériens, composants de la membrane 

externe de bactérie Gram-négatives. Un traitement par ces composés confère par exemple 

une meilleure résistance du poivron vis-à-vis des bactéries Xanthomonas axonopodis et 

X. campestris sans présenter d’activité directe sur l’induction de gène de la plante (Newman 



Thèse J. Astier. Mai 2011. Introduction. Partie 1 : Les réponses de défenses des plantes 

 
24 

et al., 2002). D’autres dérivés bactériens, les exopolysaccharides, sécrétés pendant la 

croissance bactérienne, induisent une potentialisation, notamment chez le tabac ou le persil 

(Ortmann et al.,  2006). Le SA peut également potentialiser des cellules de persil (Thulke & 

Conrath, 1998), tout comme son analogue le BTH (acide benzo(1,2,3)thiadiazole-7-

carbothioique ; Katz et al., 1998). La laminarine sulfatée, un β 1-3 glucane, possède 

également des propriétés potentialisatrices chez la vigne (Trouvelot et al., 2008). Enfin, 

l’acide aminé non-protéique BABA (acide β-aminobutyrique) permet la potentialisation de 

plusieurs espèces végétales comme la tomate, la vigne ou encore A. thaliana (Oka et al., 

1999 ; Hamiduzzaman et al., 2005 ; Zimmerli et al., 2001). 

 

4.6 La résistance systémique acquise (SAR) 

La SAR est une forme de résistance qui s’établit dans toutes les cellules saines de la plante 

par l’intermédiaire du système vasculaire après une infection par un pathogène (Sticher et 

al., 1997).  Elle permet la protection de la plante contre une attaque ultérieure par un large 

spectre de pathogènes, et est effective pendant plusieurs semaines au moins (Durrant & 

Dong, 2004). De plus, une augmentation de l’expression des gènes codant certaines 

protéines PR est observée lors de la SAR, participant au maintien de l’état de résistance de la 

plante (Durrant & Dong, 2004 ; Maleck et al., 2000) 

L’établissement de la SAR fait intervenir la voie de signalisation dépendante du SA, celui-ci 

s’accumulant au point d’infection mais également dans les tissus non infectés (Durrant & 

Dong, 2004 ). Toutefois, le SA n’est pas le signal utilisé pour la propagation distale de la 

résistance (Vernooij et al., 1994). Des travaux récents ont cherché à identifier les signaux 

impliqués dans l’établissement de la SAR. Ainsi, un dérivé inactif du SA, le méthyl salicylate 

(MeSA) est un des acteurs de l’établissement de la SAR (Park et al., 2007a). Il est véhiculé par 

le système vasculaire et permet une production de SA à des sites distaux de l’infection par 

l’action de protéines comme SABP2 (SA binding protein 2), qui possède une activité MeSA 

estérase (Vlot et al., 2008).  

 

4.7 La résistance systémique induite (ISR) 

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

conduisent à la mise en place de l'ISR (Van Loon et al., 1998 ; Pozo & Azcon-Aguilar, 2007). 
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L'ISR confère une meilleure résistance à la plante lors d’attaques ultérieures par des 

pathogènes (Pieterse et al.,  1996). Cette résistance utilise des voies de signalisation en 

partie différentes de la SAR  puisqu’elle est régulée par le JA et l’ET, et ne dépend pas du SA 

(Van der Ent et al., 2009). L’ISR induit une modulation de l’expression de gènes, 

majoritairement impliqués dans la défense ou la régulation de la transcription, au niveau des 

racines (Verhagen et al., 2004). De plus, l’ISR induit une potentialisation systémique des 

défenses de la plante, caractérisées lors d’une infection ultérieure par une augmentation de 

l’expression génique et un dépôt de callose et de pectine au niveau des feuilles (Verhagen et 

al., 2004 ; Cordier et al., 1998).  

 

4.8 La résistance systémique induite par blessure 

Lors de l’attaque d’insectes herbivores, certaines plantes mettent en place des mécanismes 

de résistance systémique, dépendants de la production de JA, dans le but d’altérer le 

développement de l’herbivore (Schilmiller & Howe, 2005). De plus, des mécanismes de 

potentialisation interindividuelle sont activés via la production de composés organiques 

volatiles (VOC), permettant une communication entre des plantes voisines (Engelberth et al., 

2004 ; Ferry et al., 2004). Par exemple, l’exposition d’un plant sain de maïs aux VOC produits 

par un plant attaqué par le ver du cotonnier conduit à une potentialisation de l’expression 

de gènes de défense. Cette potentialisation est corrélée à un moindre développement de la 

larve et à une attraction de la guêpe Cotesia marginiventris, un parasite de la larve (Ton et 

al., 2007) 

Une blessure mécanique peut également potentialiser les défenses des plantes. C’est par 

exemple le cas chez A. thaliana où une blessure induite par pincement de la feuille diminue 

le développement du pathogène B. cinerea. Cette résistance s’accompagne d’une plus forte 

production de phytoalexines (Chassot et al., 2008) 

  



Thèse J. Astier. Mai 2011. Introduction. Partie 2 : Le modèle tabac/cryptogéine 

 
26 

Partie 2 : Le modèle tabac/cryptogéine 

 

1. Les Phytophthora  

 

Les Phytophthora constituent un genre du groupe des Oomycètes, un ensemble de micro-

organismes comprenant environ 500 espèces. Longtemps classés parmi les champignons, les 

Oomycètes constituent aujourd’hui un phylum à part entière, basé sur des critères à la fois 

morphologiques et moléculaires. Ce sont des organismes hétérotrophes, dont l’une des 

caractéristiques est qu’ils ne peuvent synthétiser les stérols nécessaires à leur reproduction, 

puisqu’indispensables à la formation des zoospores (Hendrix & Guttman, 1970).  

Les Phytophthora constituent une famille de phytopathogènes pouvant se révéler virulents 

pour un grand nombre d’espèces végétales. C’est par exemple le cas de Phytophthora 

infestans, l’agent responsable du mildiou de la pomme de terre, qui causa la famine qui 

décima l’Irlande dans le milieu du XIXème siècle. Plus récemment, une autre espèce de 

Phytophthora, P. ramorum, a infecté et causé la mort de plusieurs dizaines de milliers de 

chênes et de plantes ornementales dans le sud des Etats-Unis, principalement en Californie 

et en Oregon (Grünwald et al., 2008). Le grand nombre d’espèces de phytophthora, la 

virulence de certaines de ces espèces ainsi que le large spectre d’hôtes concernés font de ce 

genre un excellent choix comme modèle d’étude des interactions plantes/pathogènes. 

Parmi les différentes espèces de Phytophthora, il existe des pathogènes du tabac. En effet, 

certains pathovars de P. parasitica provoquent la maladie du pied-noir du tabac. Elle se 

caractérise par un pourrissement des jeunes pousses en cours de germination ou du collet 

des plantes adultes, faisant apparaitre des taches noires. Une autre espèce de Phytophthora, 

P. cryptogea, va conduire lors d’un contact avec des plants de tabac à un nanisme des 

plantes et à l’apparition de zones de mort cellulaire localisées (Csinos & Hendrix, 1977). 

Toutefois, aucun symptôme d’infection comparable à la présence de P. parasitica n’est 

observé, témoignant d’un phénomène de résistance des plants de tabac à P. cryptogea. De 

plus, de manière remarquable, un plant de tabac prétraité par P. cryptogea présente une 

résistance à une infection ultérieure par P. parasitica, caractérisée d’une part par 

l’apparition de lésions nécrotiques témoignant de la mise en place d’une HR et d’autre part 
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par l’établissement de la SAR (Csinos & Hendrix, 1977). Ces observations ont conduit à la 

recherche des signaux du pathogène perçus par la plante et permettant la mise en place de 

ces phénomènes. Des travaux ont alors révélé que les Phytophthora produisent des 

protéines, appelées élicitines, responsables du déclenchement des réponses de défense chez 

le tabac (Bonnet & Rousse, 1988). 

  

 

2. Les élicitines des oomycètes 

 

2.1 Caractéristiques générales et fonctions 

Les élicitines sont des protéines globulaires d’environ 10 kDa sécrétées par les Phytophthora 

qui possèdent plusieurs caractéristiques structurelles communes. Elles sont toutes 

constituées de 98 acides aminés sous leur forme mature, et présentent une très forte 

homologie de séquence, de plus de 70 % d’identité pour les formes les plus éloignées (figure 

3).  

Leurs séquences sont notamment caractérisées par la présence de 6 résidus cystéines 

conservés, impliqués dans leur structure tridimensionnelle via la formation de ponts 

disulfures essentiels à leur activité (Boissy et al., 1996 ; Fefeu et al., 1997 ; figure 3).  



Thèse J. Astier. Mai 2011. Introduction. Partie 2 : Le modèle tabac/cryptogéine 

 
28 

Les élicitines sont réparties en deux classes distinctes définies selon leur point isoélectrique. 

Les α-élicitines, présentant un pI inférieur à 5, qui ne possèdent que peu ou pas de 

propriétés nécrosantes, et les β-élicitines, d’un pI supérieur à 7,5, qui sont très nécrosantes 

et induisent une meilleure protection de la plante hôte (Ricci et al., 1989). Toutes les espèces 

de Phytophthora possèdent des gènes codant des élicitines. Plus précisément, les 

Phytophthora produisent toutes des α-élicitines, tandis que les β-élicitines sont sécrétées 

par une quantité plus restreinte d’espèces (Ponchet et al., 1999).  

La structure tridimensionnelle des élicitines a pu être établie à partir de celle de la 

cryptogéine, obtenue par diffraction aux rayons X (Boissy et al., 1996 ; figure 4) et par 

résonance magnétique nucléaire (Fefeu et al., 1997). Elle se caractérise par 6 hélices α 

constituant une face hydrophile en contact avec le solvant, ainsi que de deux feuillets β et 

une boucle Ω  définissant une cavité hydrophobe (figure 4 ; Ponchet et al., 1999).  Cette 

cavité hydrophobe confère aux élicitines la capacité de lier les stérols végétaux avec lesquels 

elles forment des complexes de forte affinité (Mikes et al., 1997). De plus, il a été démontré 

que la cryptogéine catalyse le transfert de stérols entre des membranes biologiques (Mikes 

et al., 1998 ; Vauthrin et al., 1999). Le rôle des élicitines serait donc de capturer les stérols à 

partir des membranes végétales des cellules hôtes afin d'approvisionner le micro-organisme 

(Ponchet et al., 1999). En effet, comme souligné précédemment, les Phytophthora sont 

incapables de synthétiser les stérols nécessaires à leur reproduction. Cette fonction 

indispensable justifie la conservation des gènes codant les élicitines chez les différentes 

espèces de Phytophthora au cours de l’évolution.  
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2.2 Impact sur les défenses des plantes 

Les élicitines ont été testées sur un grand nombre d’espèces végétales, appartenant à 

plusieurs familles botaniques. Hormis les espèces appartenant au genre Nicotiana, peu de 

plantes présentent une HR et/ou une SAR lorsqu’elles sont soumises à un traitement par les 

élicitines. En effet, seules quelques espèces de la famille des Brassicaceae, comme le radis 

ou certaines variétés de colza développent des réponses de type HR après traitement 

(Kamoun et al., 1993 ; Ponchet et al., 1999). L’origine de cette différence de réactivité entre 

espèces de plantes reste toutefois inconnue. 

Toutes les élicitines produites par les Phytophthora permettent le développement de 

réactions de défense chez le tabac. Ces réponses se traduisent notamment par la mise en 
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place d’une HR lorsque les élicitines sont infiltrées dans les feuilles (Kamoun et al., 1993) et 

de la SAR lorsqu’elles sont appliquées sur la tige de tabacs décapités (Bonnet et al., 1996). 

L’établissement de la SAR nécessite le concours du SA (Keller et al., 1996a) et s’accompagne 

d’une augmentation de l’expression de gènes PR à la fois localement et de manière 

systémique (Keller et al., 1996b). D’autres mécanismes de défense, comme la péroxydation 

des lipides membranaires, une production d’ET et de phytoalexines comme le capsidiol sont 

observés au niveau des zones développant la HR après un traitement par la cryptogéine 

(Rustérucci et al., 1996 ; Milat et al., 1990). Enfin, un renforcement pariétal est observé chez 

des tabacs prétraités par la cryptogéine et soumis à une infection ultérieure par 

P. parasitica. Ce renforcement se caractérise par un dépôt de callose et d’un gel de pectate 

de calcium au site d’infection, permettant de limiter la pénétration intracellulaire du micro-

organisme par une meilleure résistance mécanique et par le piégeage des hyphes 

intercellulaires (Lherminier et al., 2003). 

 

 

3. La cryptogéine, un éliciteur des réactions de défense chez 

le tabac 

 

La cryptogéine est une β-élicitine produite par P. cryptogea qui confère la protection de 

plants de tabac contre une infection ultérieure par d’autres souches pathogènes (Ricci et al., 

1989). Des travaux réalisés sur suspensions cellulaires de tabac ont montré que la 

cryptogéine constitue l’une des élicitines les plus réactives en terme d'induction de réponses 

de défense (Rustérucci et al., 1996 ; Bourque et al, 1998). Outre l'affranchissement des 

contraintes environnementales et systémiques inhérentes à l’utilisation de plantes entières, 

les suspensions cellulaires de tabac ont constitué un modèle biologique de grand intérêt afin 

d'appréhender les événements de signalisation cellulaire sous-jacents à l'activation des 

réponses de défense déclenchées par la cryptogéine. Ces événements, décrits ci-dessous, 

sont résumés figure 5.  
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3.1 Reconnaissance de la cryptogéine 

La première étape de l’établissement de la signalisation cellulaire conduisant à l’expression 

des défenses des cellules de tabac concerne la reconnaissance de l’éliciteur. Une étude 

pionnière utilisant de la cryptogéine marquée à l’iode radioactif a permis la mise en évidence 

de l’existence de sites de haute affinité pour l’élicitine, présents sur la membrane plasmique 

des cellules de tabac à faible concentration. La cryptogéine fixe ces sites de façon saturable 

et réversible, avec un Kd de 2 nM (Wendehenne et al., 1995). Des travaux ultérieurs ont 

permis la caractérisation biochimique de ces sites de haute affinité (Bourque et al., 1999). 

Plus précisément, des expériences de cross-linking ont permis d’identifier deux protéines 

plasmalemmiques formant un complexe s'associant à la cryptogéine. Ces deux protéines, de 

masses moléculaires de 162 et 50 kDa, sont liées à leurs extrémités N-ter à des groupements 

glycosyles qui seraient impliqués directement dans la reconnaissance de l’éliciteur et 

constitueraient les deux sous-unités du site de fixation de la cryptogéine (Bourque et al., 

1999). Les tentatives d'identification de ces protéines n'ont malheureusement pas abouti. 

La reconnaissance de la cryptogéine par ces sites de haute affinité est corrélée à la faculté de 

la cryptogéine à fixer les stérols. En effet, des mutations de la cryptogéine diminuant son 

affinité pour les stérols impactent sa fixation aux sites de haute affinité et son activité 

biologique sur cellules. Il apparait donc que le récepteur potentiel de la cryptogéine lie le 

complexe élicitine/stérol plutôt que la cryptogéine seule (Osman et al, 2001). 

 

3.2 Signalisation précoce induite par la cryptogéine 

La reconnaissance de la cryptogéine déclenche des évènements de signalisation cellulaire 

mobilisés durant la première heure suivant sa perception, conduisant ainsi à l’expression des 

défenses.  

Cette cascade de signalisation implique dans une première étape des réactions de 

phosphorylation impliquant l’activation de protéines kinases (PK) et/ou une inhibition de 

protéines phosphatases (Garcia-Brugger et al., 2006). En effet, l’utilisation d’inhibiteurs de 

PK bloque l’effet de la cryptogéine alors que des inhibiteurs de phosphatases le miment en 

partie. Ainsi, dans les cinq premières minutes suivant le traitement par la cryptogéine, une 

vingtaine de protéines subissent des évènements de phosphorylation (Lecourieux-Ouaked et 

al., 2000).  
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Ces évènements de phosphorylation précoces sont suivis d’un influx de Ca2+ extracellulaire, 

qui constitue la seconde étape de la cascade de signalisation déclenchée par la cryptogéine. 

Cet influx de calcium contrôle l’ensemble des évènements situés en aval, puisque le blocage 

des canaux calciques par du chlorure de lanthane empêche leur mise en place (Tavernier et 

al., 1995). Il contribue à une augmentation de la concentration en Ca2+ libre cytosolique 

([Ca2+]cyt) (Lecourieux et al., 2002) et nucléaire (Lecourieux et al., 2005) observée dans les 

cinq à dix premières minutes de traitement des suspensions cellulaires de tabac par 

l'éliciteur.  

L’influx initial de Ca2+ extracellulaire entraîne des flux d’ions au travers de la membrane 

plasmique, notamment des efflux d’anions incluant le chlore et le nitrate (Pugin et al., 1997 ; 

Wendehenne et al., 2002). Les efflux d’anions, de même que l'influx de Ca2+, sont à l'origine 

d'une forte dépolarisation membranaire (Gauthier et al., 2007). Cette dernière est 

compensée par un efflux ultérieur de potassium (Pugin et al., 1997). De plus, l’efflux de 

nitrate agit en amont d'une alcalinisation du milieu extracellulaire, d'une production de FAO 

et enfin de l'induction de gènes de défense, notamment hsr203J (hypersensitive-related 

gene 203 J) et VPE (vacuolar processing enzymes) classiquement associés au développement 

de la HR (Pugin et al., 1997 ; Wendehenne et al., 2002 ; Simon-Plas et al., 2002 ; Gauthier et 

al., 2007). 

L'enzyme catalysant la production de FAO en réponse à la cryptogéine a pu être identifiée 

(Simon-Plas et al., 2002). Il s'agit d'une NADPH oxydase de la membrane plasmique nommée 

NtRbohD (respiratory burst oxidase homologue). Cette enzyme catalyse la réduction du 

dioxygène en O2
•− en utilisant le NADPH comme donneur d’électron, conduisant au re-

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

transformé par l’action de la superoxyde dismutase (SOD) en H2O2, plus stable, capable de 

diffuser au travers des membranes (Wojtaszek, 1997). L’O2
•− peut aussi être protoné pour 

former le radical HO2
•. Enfin, une formation du radical hydroxyle (HO•), l’espèce oxydante la 

plus puissante connue, peut être observée en présence de fer via la réaction de Fenton 

(Wojtaszek, 1997). Dans le contexte du mode d'action de la cryptogéine, le fonctionnement 

de NtrbohD contribue à l'acidification du cytosol via l'oxydation du NADPH cytosolique 

(Pugin et al., 1997) et le H2O2 produit amplifie l'influx de Ca2+ probablement via l'activation 

de canaux perméables au Ca2+ localisés sur la membrane plasmique (Lecourieux et al., 2002). 
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Le peroxyde d'hydrogène participe également indirectement au développement de la HR, 

notamment via la péroxydation des lipides membranaires (Montillet et al., 2005).  

L’influx initial de calcium va également conduire à l’activation de PK, en particulier de MAPK 

Garcia-Brugger et al., 2006). Les MAPK situées en aval des récepteurs qui perçoivent les 

micro-organismes jouent un rôle clé dans la transduction du signal conduisant à l’expression 

des défenses des plantes, notamment par la modulation de l’expression génique (Pitzschke 

et al., 2009). Ainsi l'activation des protéines SIPK (SA-induced protein kinase ; Zhang & 

Klessig., 1998) et WIPK (wound-induced protein kinase ; Zhang et al., 2000) est observée 

dans des cellules de tabac quelques minutes après un traitement par la cryptogéine. Ces PK 

seraient impliquées dans le développement de la HR associée à la mise en place des 

réponses de défense des plantes (Menke et al., 2005 ; Zhang et al., 2000). De plus, une étude 

récente a pu montrer que des PK nucléaires étaient également activées en réponse à la 

cryptogéine, notamment SIPK (Dahan et al., 2009a).  

Parmi les événements dépendants du Ca2+ figure également une production de NO (Lamotte 

et al., 2004). Des expériences de microscopie confocale réalisées sur des cellules 

épidermiques de feuilles de tabac ont monté que le NO était produit en premier lieu dans les 

plastes puis était synthétisé, ou diffusait, rapidement dans le cytosol, la membrane 

plasmique et le noyau (Foissner et al., 2000). L’hypothèse qu'il puisse diffuser a été 

renforcée par la démonstration que le traitement de suspensions cellulaires de tabac par la 

cryptogéine s'accompagne d'une augmentation rapide de la concentration de NO dans le 

milieu extracellulaire (Besson-Bard et al. 2008b). Une fois produit, le NO agit comme acteur 

dans les voies de signalisation activées par l'éliciteur. En particulier, il contribue à 

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

réservoirs internes et module l'expression de gènes de défense. Toutefois, il ne participe que 

partiellement à l’établissement de la mort cellulaire de type HR (Lamotte et al., 2004).  

Enfin, parmi les événements cellulaires déclenchés par la cryptogéine, citons une 

dépolymérisation des microtubules (MT) des cellules de tabac (Binet et al., 2001) et des 

perturbations de certains réseaux de filaments d’actines (MF). Ces perturbations sont 

associées à une rupture du tonoplaste corrélée à une mort cellulaire (Higaki et al., 2007). 
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Partie 3 : Le monoxyde d’azote, un acteur essentiel de 

la signalisation chez les plantes 

 

Le NO est un gaz diatomique ubiquitaire impliqué dans de nombreuses réactions chez tous 

les règnes du vivant. Sous sa forme radicalaire (NO●), le NO possède un électron non apparié 

sur son orbitale non-liante 2p-π et son temps de demi-vie est de l’ordre de quelques 

secondes. La perte de cet électron engendre la formation du cation nitrosonium (NO+) tandis 

que le gain d’un électron formera le radical nitroxyle (NO−), chacun de ces composés 

présentant des propriétés et réactivités propres (voir le paragraphe 3.2 de cette section ; 

Stamler et al. 1992). Pour la suite de ce travail, nous utiliserons le terme NO pour désigner 

aussi bien NO●, NO+ que NO−. Les principales connaissances des fonctions physiologiques du 

NO chez les organismes vivants sont essentiellement issues de travaux réalisés chez les 

mammifères depuis les années 1980. Il ressort de ces travaux que le NO est un médiateur 

physiologique qui participe à de nombreux processus, en particulier les réponses de défense, 

la vasodilatation sanguine, la neurotransmission, la reproduction, l’embryogenèse, 

l’inflammation ou encore l’apoptose. La possibilité que le NO puisse également jouer un rôle 

physiologique chez d'autres organismes a été appréhendée depuis une quinzaine d'années. 

Chez les micro-organismes, des études ont par exemple démontré que le NO induit 

l’expression de gènes impliqués dans les réponses aux stress oxydatifs, à la micro-aérobie et 

prend part à la transduction du signal dans les phénomènes de pathogénicité et de 

résistance (Crane et al., 2010 ; Meilhoc et al., 2010). Chez les plantes, de prolifiques travaux 

ont permis de mettre en évidence que le NO présente une fonction signalétique et est 

impliqué dans divers processus (Wilson et al., 2008 ; Besson-Bard et al., 2008a). Ces aspects 

sont développés de façon plus détaillées ci-dessous. 
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1. La synthèse du NO 

 

La capacité des plantes à produire et émettre du NO dans l'atmosphère est établie depuis de 

nombreuses années (voir par exemple Klepper, 1979). Toutefois, la communauté 

scientifique ne s'est intéressée que récemment aux mécanismes moléculaires sous-jacents à 

cette synthèse. Afin de mieux cerner ces mécanismes, il est nécessaire dans un premier 

temps de décrire les principaux systèmes de synthèse de NO chez les animaux.  

 

1.1 La synthèse du NO chez les animaux 

Le NO est synthétisé principalement par voie enzymatique, via une famille de protéines 

appelées oxyde nitrique synthase (NOS: nitric oxide syntases). Ces enzymes catalysent la 

formation de L-citrulline et de NO à partir de L-arginine (L-Arg) via son oxydation. Chez 

l'homme, 3 isoformes de NOS ont été caractérisées. Deux d’entre elles sont constitutives, les 

NOS endothéliale (eNOS) et neuronale (nNOS), et une est inductible (iNOS). Toutes ces 

enzymes nécessitent le concours de plusieurs cofacteurs, notamment la flavine 

mononucléotide (FMN), la flavine adénine dinucléotide (FAD), la calmoduline (CaM) et la 

tétrahydrobioptérine (BH4).  

De façon simplifiée, l’activité des eNOS et nNOS est dépendante de la fixation d’une CaM 

chargée en Ca2+. Leur activation conduit à une libération rapide, de courte durée, et faible de 

NO (pmol/min/mg de NOS), classiquement associée à des processus cellulaires dans lesquels 

le NO intervient en tant que molécule de signalisation. La iNOS peut quant à elle lier une 

CaM non chargée en Ca2+ et conduit à une formation plus importante et prolongée de NO 

(nmol/min/mg de NOS), plutôt impliquée dans la réponse immunitaire ou dans certaines 

pathologie, pour lesquelles le NO intervient en tant qu’agent cytotoxique (Beck et al., 1999). 

Notons que le NO peut également être produit de façon non-enzymatique par réduction 

chimique des nitrites dans un environnement acide et/ou réducteur (Weitzberg & Lundberg, 

1998 ; Zweier et al., 1999). C’est le cas dans certains états pathologiques (Zweier et al., 1995) 

mais également dans des environnements acides particuliers tels que la lumière de 

l’estomac (Benjamin et al., 1994). 
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1.2 La synthèse du NO chez les plantes 

L’origine de la production du NO chez les plantes est établie de façon moins certaine que 

chez les mammifères. Toutefois, plusieurs voies de synthèses, regroupées en deux 

principales, ont pu être caractérisées. La formation de NO peut ainsi provenir de voies 

réductrices, notamment par la réduction de nitrates, ou de voies oxydatives, à partir de 

composés dérivés de l’arginine, des polyamines ou des hydroxylamines (Moreau et al., 

2010 ; figure 6). 

 

1.2.1 Voie réductrice 

La nitrate réductase (NR) est une enzyme cytoplasmique qui catalyse principalement la 

réduction du nitrate en nitrite en utilisant le NAD(P)H comme donneur d’électron (Crawford, 

1995). Cette enzyme peut également réduire le nitrite en NO. Toutefois, cette activité 

enzymatique est secondaire et ne représente que 1% de l’activité totale de la NR (Planchet 

et al., 2005). Cette réaction est plus importante lors d’hypoxie et nécessite une 

concentration élevée en nitrite (Rockel et al., 2002). Le NO produit par la NR est impliqué 

dans différents processus physiologiques tels que la fermeture des stomates (Neill et al., 

2008), la réponse à des stress abiotiques (Sang et al., 2008) ou encore la réponse à des 

éliciteurs tels que le chitosane (Srivastava et al., 2009). 
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Une seconde activité enzymatique associée à la synthèse de NO à partir du nitrite a pu être 

détectée sur des fractions membranaires de cellules de racines de tabac (Stohr et al., 2001), 

la NiNOR (nitrite:NO réductase). Cette enzyme plasmalemmique, encore non identifiée à ce 

jour, ne serait exprimée que dans les racines et produit du NO dans l’apoplasme à partir du 

nitrite, en utilisant le NADPH comme donneur d’électron. L’activité de la NiNOR est induite 

par l’hypoxie et fonctionnerait en concert avec une NR apoplastique liée à la membrane 

catalysant la réduction du nitrate en nitrite (Stohr & Ullrich, 2002). De plus, en condition 

d’hypoxie et lors de la symbiose bactérienne, une formation de NO par la réduction du 

nitrite peut être également observée au niveau des mitochondries, les électrons provenant 

de la chaîne de respiration mitochondriale (Planchet et al., 2005; Horchani et al., 2011). Ces 

deux voies de production semblent toutefois limitées aux racines des plantes, où la pression 

partielle en oxygène est faible (Gupta et al., 2010).  

Enfin, le nitrite peut être réduit en NO de façon non-enzymatique, dans des conditions 

acides telles que celles rencontrées dans l’apoplasme des graines et des racines (Bethke et 

al., 2004) 

 

1.2.2 Voie oxydative 

Des travaux récents ont permis l’identification d’une enzyme similaire à la NOS des 

mammifères chez les algues Ostreococcus tauri et O. lucimarinus. L’isoforme d’O. tauri 

catalyse la formation de NO in vitro à partir de L-Arg et est impliquée dans la physiologie de 

l’algue, notamment dans les réponses adaptatives déclenchées par une forte irradiation 

lumineuse (Foresi et al., 2010). Contrairement à ces algues, les génomes des plantes 

terrestres modèles examinés à ce jour ne présentent pas de gène homologue aux gènes 

codant les NOS animales et les diverses études visant à l’identification de NOS chez les 

plantes ont échoué (Gupta et al., 2010 ; Moreau et al., 2010). Malgré ce constat, des 

arguments expérimentaux sont en faveur de l'existence d'une enzyme de type NOS 

(classiquement nommée NOS-like) chez les plantes terrestres (Gupta et al., 2010 ; Moreau et 

al., 2010). D'une part, des activités NOS-like, sensibles à des inhibiteurs de NOS de 

mammifères, ont été mesurées dans des extraits tissulaires ou cellulaires chez différentes 

espèces (Corpas et al, 2009a). D'autre part, ces mêmes inhibiteurs sont capables de bloquer 

la synthèse de NO mesurée dans divers contextes physiologiques comme par exemple le 
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développement (Corpas et al., 2006 ; Wang et al, 2009a), les réponses des plantes à des 

pathogènes (Delledonne et al., 1998, Besson-Bard et al, 2008b ; Asai & Yoshioka, 2009) ou à 

des stress abiotiques tels qu’une exposition au cadmium (Besson-Bard et al., 2009, De 

Michele et al., 2009). 

En parallèle de la voie NOS-like, une seconde voie oxydative de production de NO impliquant 

les polyamines dérivées de la L-Arg a été proposée. En effet, les polyamines, en particulier la 

spermine et la spermidine, déclenchent une production importante et rapide de NO chez  A. 

thaliana (Tun et al., 2006). Il est envisageable que cette synthèse de NO soit catalysée par les 

polyamines oxydases (Yamasaki & Cohen, 2006), bien qu'aucune expérience n'ait confirmée 

cette hypothèse. Enfin, des travaux récents ont montré qu’une synthèse de NO est possible 

à partir d’hydroxylamine dans des cellules de tabac (Rumer et al., 2009). Toutefois, les 

acteurs moléculaires mis en jeu dans ces voies de synthèse de NO dépendantes de la L-Arg 

demeurent inconnus.  

 

2. Rôle du NO chez les plantes 

Depuis la fin des années 1990, un intérêt croissant a porté sur la compréhension du rôle du 

NO dans la physiologie des plantes. De nombreuses publications ont ainsi désigné le NO 

comme un acteur majeur d'évènements de signalisation, impliqué aussi bien dans la 

régulation de la croissance et du développement que dans la mise en place des réponses 

adaptatives à différents stress. En effet, le NO intervient dans les processus de germination, 

de croissance racinaire, dans la dynamique d'ouverture et de fermeture des stomates, le 

gravitropisme ou encore la respiration cellulaire. Il est également impliqué dans les réponses 

aux stress biotiques, comme des infections par des bactéries ou des champignons, et 

abiotiques, tels que les stress osmotiques, salins ou l'exposition aux métaux lourds 

(Wendehenne et al., 2004 ; Wilson et al., 2008). Le tableau 2 présente une liste non 

exhaustive des principales fonctions physiologiques du NO chez les plantes (Besson-Bard et 

al., 2008c). 
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Tableau 2. Principales fonctions physiologiques du NO chez les plantes (adapté de Besson-Bard et al., 2008c) 

Processus Références Espèces concernées 

A. Croissance et développement 

Stimulation du développement des 
graines 

 -Beligni & Lamattina, 2000  -Lactuca sativa   

 -Guo et al., 2003    -A. thaliana   

 -Kopyra & Gwozdz,  2003  -Lupinus luteus   

 -Simontacchi et al., 2004    -Sorghum bicolor   

 -Bethke et al., 2006    -A. thaliana   

Implication dans le verdissement des 
jeunes pousses induit par la lumière   

 -Zhang et al., 2006  -Hordeum vulgare   

Croissance des feuilles, lignification de 
la paroi cellulaire, croissance du tube 
pollinique  

 -Prado et al., 2004    -Lilium longiflorum   

Floraison  -He et al., 2004    -A. thaliana   

Sénescence 
 -Leshem & Pinchasov, 2000 

 -Fragaria anannasa ; Persea 
Americana 

 -Guo & Crawford, 2005    -A. thaliana   

Dans les processus régulés par l'auxine 

Promotion de la croissance de la 
racine 

 -Gouvêa et al., 1997    -Zea mays   

Formation de racines adventives 
 -Pagnussat et al., 2003    -Cucumis sativus   

 -Lanteri et al., 2006    -Cucumis sati vus   

Implication dans la formation de 
racines latérales et inhibition de la 
croissance de la racine primaire 

 -Correa-Aragunde et al., 2004  -Lycopersicon esculentum   

Réponse au gravitropisme  -Hu et al., 2005a    -Glycine max   

Activation du cycle cellulaire  -Otvos et al., 2005    -Medicago sativa   

Développement des poils racinaires  -Lombardo et al., 2006    -Lactuca sativa ; A. thaliana 

Dans les processus régulés par l'ABA 

Fermeture des stomates 

 -Desikan et al., 2002    -A. thaliana   

 -Garcia-Mata & Lamattina, 2002    -Vicia faba   

 -Guo et al., 2003    -A. thaliana   

 -Bright et al., 2006    -A. thaliana   

Mobilisation du calcium  -Garcia-Mata et al., 2003  -Vicia faba   

Induction d'enzymes anti-oxydantes 
 -Zhou et al., 2005    -Stylosanthes guianensis   

 -Zhang et al., 2007    -Zea mays   

Dans les processus régulés par les cytokinines 

Accumulation de la bétalaïne    -Scherer & Holk, 2000    -Amaranthus caudatus   

Mort cellulaire  -Carimi et al., 2005    -A. thaliana   
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B. Dans les réponses et l'adaptation à divers stress abiotiques 

En réponse à la sécheresse ou à un 
stress osmotique 

 -Garcia-Mata & Lamattina, 2001 
 -Triticum aestivum, Vicia faba, 
Tradescantia and Salpichroa 
organifolia   

 -Gould et al., 2003    -Nicotiana tabacum   

 -Xing et al., 2004    -Triticum aestivum   

En réponse à un stress salin 

 -Gould et al., 2003    -Nicotiana tabacum   

 -Kopyra & Gwozdz, 2003  -Lupinus luteus   

 -Zhao et al., 2004    -Phragmites communis   

En réponse à l'ozone 
 -Velikova et al., 2005    -Phragmites australis   

 -Mahalingam et al., 2006  -A. thaliana   

En réponse à des variations de 
températures 

 -Gould et al., 2003    -Nicotiana tabacum   

 -Cantrel et al., 2011    -A. thaliana   

En réponse à une blessure 

 -Orozco-Cardenas & Ryan, 2002  -L ycopersicon esculentum   

 -Huang et al., 2004    -A. thaliana   

 -Paris et al., 2007    -Solanum tuberosum   

En réponse à un stress mécanique  -Garcês et al., 2001    -A. thaliana   

En réponse au cisaillement  -Gong & Yuan, 2006    -Taxus cuspidata   

En réponse à une exposition aux 
métaux 

 -Kopyra & Gwozdz, 2003  -Lupinus luteus   

 -Arnaud et al., 2006    -A. thaliana   

 -Barroso et al., 2006    -Pisum sativum   

 -Rodriguez-Serrano et al., 2006    -Pisum sativum   

 -Besson-Bard et al., 2009  -A. thaliana 

 -Groppa et al., 2008    -Triticum aestivum   

En réponse aux stress oxydatifs  -Zhao et al., 2008    -Phragmites communis   

En réponse aux ultrasons  -Wang et al., 2006a    -Taxus yunnannensis   

En réponse aux UV 

 -An et al., 2005    -Zea mays   

 -He et al., 2005    -Vicia faba   

 -Shi et al., 2005    -Phaseolus vulgaris   

En réponse à un stress hypoxique 

 -Dordas et al., 2003    -Medicago sativa   

 -Perazzolli et al., 2004    -A. thaliana   

 -Igamberdiev et al., 2006  -Medicago sativa   

C. Dans les réponses et l'adaptation à diverses interactions biotiques 

Dans les interactions incompatibles plantes/pathogènes 

Production de NO dans des tissus de 
plantes ou des cultures cellulaires 

 -Delledonne et al., 1998   
 -Glycine max-P. syringae pv. 
glycinea, A. thaliana-P.syringae 
pv. maculicola and avrRpml   

 -Durner et al., 1998    -Nicotiana tabacum-TMV   
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 -Clarke et al., 2000   
 -A. thaliana-P. syringae pv. 
maculicola   

 -Foissner et al., 2000    -Nicotiana tabacum-cryptogein   

 -Conrath et al., 2004   

 -Nicotiana tabacum-P. syringae 
pv. tomato,  Glycine max cell 
suspensions-P. syringae pv. 
glycinea   

 -Lamotte et al., 2004   
 -Nicotiana tabacum cell 
suspensions-cryptogein   

 -Yamamoto et al., 2004   
 -Nicotiana tabacum cell 
suspensions-elicitin (INFI)   

 -Zeidler et al., 2004   
 -A. thaliana-LPS and A. 
thaliana-P. syringae   

 -Modolo et al., 2005    -A. thaliana-P. syringae   

 -Mur et al., 2005   
 -Nicotiana tabacum-P. syringae 
pv. phaseolicola and tabaci   

 -Vandelle et al., 2006   
 -Vitis vinifera cell suspensions-
endopolygalacturonase 1   

 -Laxalt et al., 2007   
 -Solanum lycopersicon 
suspensions cellulaires-xylanase   

Implication dans la mort cellulaire de 
type HR 

 -Delledonne et al., 1998    -A. thaliana-P. syringae   

 -Tada et al., 2004   
 -Avena sativa-Puccinia 
coronata   

 -Modolo et al., 2005 
 -A. thaliana-P. syringae pv. 
maculicola   

 -Ali et al., 2007   
 -A. thaliana-P. syringae ; 
Nicotiana tabacum/Vicia faba-
LPS   

Implication dans la résistance 
systémique 

 -Song & Goodman,  2001  -Nicotiana tabacum-TMV   

 -Floryszak-Wieczorek et al., 
2007 

 -Pelargonium peltatum-Botrytis 
cinerea 

 -Rusterucci et al., 2007   
 -A. thaliana-Peronospora 
parasitica   

D. Dans les interactions symbiotiques 

Fixation de l'azote 

 -Creus et al., 2005   
 -L ycopersicon esculentum-  
Azospirillum brasilense   

 -Shimoda et al., 2005   
 -Lotus japonicus-
Mesorhizobium loti   

Régulation de la symbiose  -Baudouin et al., 2006   
 -Medicago truncatula-
Sinorhizobium meliloti   
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 -Ferrarini et al., 2008 
 -Medicago truncatula-
Sinorhizobium meliloti   

 -Pauly et al., 2011 
 -Medicago truncatula-
Sinorhizobium meliloti   

 -Horchani et al., 2010 
 -Medicago truncatula-
Sinorhizobium meliloti   

 E. Autres 

Dans l'homéostasie du fer 
 -Graziano et al., 2002    -Zea mays   

 -Murgia et al., 2002    -A. thaliana   

Dans la mobilisation du Calcium  -Lamotte et al., 2006  -Nicotiana plumbaginifolia   

En réponse aux polyamines  -Tun et al., 2006    -A. thaliana   

En réponse au SA  -Zottini et al., 2007    -A. thaliana   
 

 
 

3.  Mécanismes d’action du NO 

  
Les premiers travaux relatifs à l'étude des mécanismes sous-jacents aux effets 

physiologiques du NO ont révélé la capacité de ce dernier à moduler l'accumulation de 

transcrits de gènes. En particulier, des approches transcriptomiques à grande échelle 

(microarrays) ont démontré que le traitement par du NO généré artificiellement de 

suspensions cellulaires, de feuilles ou de racines de diverses espèces incluant A. thaliana et 

Medicago truncatula s'accompagnait de l'activation ou de la répression de nombreux gènes 

(revue par Besson-Bard et al., 2009 : voir publication 4 en annexe ; Ahlfors et al., 2009). Ces 

gènes codent notamment pour des protéines impliquées dans la réponse aux stress 

biotiques et abiotiques, dans la signalisation hormonale et le métabolisme primaire (Moreau 

et al., 2010). La capacité du NO produit dans des conditions physiologiques à moduler 

l'expression de gènes a également été démontrée dans diverses études (Grun et al., 2006).  

La possibilité que le NO puisse réguler l'expression de gènes a conduit de nombreuses 

équipes à caractériser les mécanismes de signalisation cellulaire en amont de celui-ci. Il s'est 

ainsi avéré que le NO est un acteur des voies de signalisation cellulaire chez les plantes 

modulant les flux calciques et l'activité de PK. Des protéines directement régulées par le NO 

par modification post-traductionnelle ont également été identifiées. Ces différents aspects 

sont présentés ci-dessous. 
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3.1 NO, signalisation calcique et protéines kinases 

Les travaux conduits sur des modèles animaux ont démontré que le NO produit dans divers 

contextes (en réponse à des hormones, des neuromédiateurs et des micro-organismes 

pathogènes entre autres) module l'activité de la plupart des canaux calciques : canaux 

voltage-dépendants, récepteur à ryanodine (RYR), récepteurs au glutamate, récepteur à 

l'inositol tri-phosphate (IP3-R), canaux régulés par les nucléotides cycliques (CNGC) et les 

canaux TRP (transient receptor potential) (Astier et al., 2010 : voir publication 3 en annexe). 

Cette modulation peut être directe via S-nitrosylation (voir le paragraphe 3.2.3 de cette 

section) ou indirecte. Les voies indirectes sont particulièrement complexes et impliquent le 

GMP cyclique (GMPc), des PK GMPc-dépendantes et l'ADP-ribose cyclique (Clementi, 1998 ; 

Courtois et al., 2008).  

Chez les plantes, le traitement de suspensions cellulaires de tabac et d'A. thaliana, de même 

que de stomates de Vicia faba, s'accompagne d'une élévation rapide et transitoire de 

[Ca2+]cyt (Garcia-Mata et al., 2003 ; Lamotte et al., 2004 ; Vandelle et al., 2006). De même, 

des approches pharmacologiques basées sur l'utilisation d'inhibiteurs de la synthèse de NO, 

ou des piégeurs de ce dernier, ont montré que le NO produit en réponse à divers stimuli 

déclenche une augmentation de la [Ca2+ ]cyt via l'activation potentielle de canaux perméables 

au Ca2+ de la membrane plasmique et/ou des endomembranes. La nature de ces canaux 

n'est pas connue mais des arguments expérimentaux, là encore pharmacologiques, 

indiquent qu'il s'agirait de canaux de type RYR, IP3-R et CNGC (revue par Courtois et al., 

2008). L'ensemble de ces données tendent à démontrer un rôle du Ca2+ dans la médiation 

des effets du NO. 

 

Outre le Ca2+, quelques travaux suggèrent que des PK constitueraient également des 

médiateurs moléculaires des effets du NO. Ces PK incluent des MAPK, des CDPK et des 

SnRK2 (SNF1 [sucrose non-fermenting]-related protein kinase 2 ). Concernant les MAPK, 

Kumar et Klessig (2000) puis Besson-Bard et al. (2008c), ont rapporté que le traitement de 

feuilles ou de suspensions cellulaires de tabac par du NO généré artificiellement déclenche 

l'activation rapide et transitoire de SIPK. La possibilité que le NO produit dans des conditions 

physiologiques régule SIPK a été démontrée dans le contexte d'un stress salin (Waver et al., 

2010). En addition de SIPK, une PK NO-dépendante présentant des caractéristiques 
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biochimiques d'une MAPK a été caractérisée chez le concombre par des expériences d'essais 

kinases en gel (Pagnussat et al., 2003 ). L'identité de cette MAPK, également activée via le 

NO produit en réponse à l'auxine, n'est pas connue. Dans ce même modèle, une CDPK 

putative de 50 kDa activée en réponse au NO généré artificiellement ou produit en réponse 

à l'auxine a également été caractérisée par des essais kinase en gel. Là encore, son identité 

moléculaire n'a pas été rapportée mais un faisceau d'arguments suggère qu'elle serait 

impliquée dans la régulation de la formation de racines adventives chez le concombre 

(Pagnussat et al., 2003 ; Lanteri et al., 2006). Enfin, une PK de la famille SnRK2 régulée par du 

NO produit artificiellement ou en réponse à des stress biotiques et abiotiques a pu être 

identifiée chez le tabac (Lamotte et al., 2006 ; Besson-Bard et al., 2008c ; Wawer et al., 

2010). Il s'agit de NtOSAK (Nicotiana tabacum osmotic stress-activated protein kinase) dont 

nous détaillerons les caractéristiques dans le troisième chapitre de ce travail. A l'exception 

des travaux réalisés sur le concombre évoqués ci-dessus, l'incidence de l'activation de ces PK 

par le NO en termes de réponse physiologique n'est pas connue. Il est toutefois suggéré que 

ces processus signalétiques seraient mobilisés lors de la réponse adaptative de la plante à 

des stress biotiques et abiotiques (Courtois et al., 2008).  

 

3.2 Modifications post-traductionnelles des protéines 

Comme nous l'avons indiqué précédemment, le NO est un radical. Il peut se coupler à 

d'autres radicaux, être oxydé ou réduit respectivement en NO+ ou NO−, ces derniers 

possédant une réactivité propre. Via ses différentes formes redox, le NO réagit directement 

avec des molécules de natures chimiques variées incluant l'oxygène moléculaire et ses 

dérivés, des lipides, des métaux, des protéines ou encore les acides nucléiques. En 

particulier, les études conduites sur des modèles animaux à partir des années 1990 ont 

démontré que le NO et certains de ses dérivés modulaient l'activité de protéines via trois 

principaux types de modifications post-traductionnelles : la métal-nitrosylation, la tyrosine 

(Tyr) nitration et la S-nitrosylation (figure 7 ; pour revue voir Besson-bard et al., 2008a; Hess 

et al., 2005).   
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3.2.1 Métal-nitrosylation 

La métal-nitrosylation est un mécanisme réversible désignant l'établissement d'une liaison 

covalente entre le NO● et un métal de transition d’une métalloprotéine. En effet, le NO● en 

tant que donneur d’électron réagit avec les métaux de transition comme le fer, le cuivre ou 

le zinc, conduisant à la formation de complexes métal-nitrosyles. Par exemple, chez les 

animaux, un des effets du NO les plus documenté concerne l’activation de la guanylate 

cyclase soluble (sGC). Plus précisément, le NO établit une liaison covalente avec le fer 

héminique de l’enzyme. Ceci s'accompagne d'un changement conformationnel accélérant la 
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formation du GMPc (Ahern et al., 2002). Le mécanisme de métal-nitrosylation à également 

été décrit chez les plantes. Par exemple, il a été démontré que la leghémoglobine (Lb) de 

diverses légumineuses réagit avec le NO par métal-nitrosylation lors des interactions 

symbiotiques. Cette réaction participerait au processus de recyclage de la Lb et constituerait 

un mécanisme de protection de la plante contre un stress induit par une forte production de 

NO (pour revue voir Besson-Bard et al., 2008a). 

 

3.2.2 Tyrosine nitration 

La Tyr-nitration correspond à l’addition d’un groupement NO2
+ sur un résidu Tyr, conduisant 

à la formation de 3-nitrosotyrosine. Cette modification post-traductionnelle est 

généralement irréversible (Hanafy et al., 2001). Le groupement NO2
+ provient du radical 

dioxyde d'azote (NO2
●),  un agent oxydant issu de la réaction entre le NO et l’O2, ou de la 

décomposition du peroxynitrite (ONOO−). Le ONOO− est également un oxydant puissant 

produit par la réaction du NO● et de O2
•−. Dans des conditions physiologiques, ONOO− réagit 

principalement avec le CO2 pour former le radical carbonate (CO3
●−) et NO2

● et se comporte 

donc comme un agent de nitration. Chez les animaux, la Tyr-nitration augmente la 

susceptibilité des protéines à la protéolyse (Souza et al., 2000) et la plupart des protéines 

Tyr-nitrées in vivo sont inhibées par cette modification (Hanafy et al., 2001). Chez les 

plantes, une augmentation du nombre de protéines Tyr-nitrées a été observée après 

différents stress chez plusieurs espèces (Cecconi et al, 2009 ; Corpas et al., 2009b ; Leitner et 

al., 2009) 

 

3.2.3 S-nitrosylation 

La S-nitrosylation correspond à la formation réversible d'une liaison covalente entre le NO et 

un résidu cystéine (Cys) d’une protéine cible, conduisant à la formation d’un S-nitrosothiol 

(S-NO, Hess et al., 2005). Cette modification post-traductionnelle fait l’objet d’un intérêt 

grandissant. Chez les animaux, plus d'une centaine de protéines régulées par S-nitrosylation 

ont été identifiées. Ces protéines sont impliquées dans divers processus cellulaires, tels que 

la signalisation, le métabolisme, la réparation des acides nucléiques ou encore la réponse 

aux stress oxydants (Stamler et al., 2001). Chez les plantes, des études récentes ont été 

entreprises afin d'identifier, puis de caractériser à l'échelle structurale et fonctionnelle, des 
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protéines modifiées par S-nitrosylation (Grennan, 2007 ; Lindermayr & Durner, 2009). Dans 

les paragraphes suivants, nous décrirons les bases mécanistiques du processus de S-

nitrosylation et l'impact de ce mécanisme chez les plantes.  

   

3.2.3.1 Processus de S-nitrosylation / dénitrosylation  

Comme indiqué ci-dessus, la S-nitrosylation est un mécanisme désignant la réaction du NO 

avec l'atome de soufre d’un résidu Cys pour former une liaison S-NO (figure 7). Dans la 

majorité des cas, la nitrosylation n'implique pas directement le NO. En effet, elle nécessite 

dans un premier temps la synthèse d'oxydes d'azote, en particulier N2O3 issue de 

l'interaction entre NO et O2 (Keshive et al., 1996). Les oxydes d'azote formés se dissocient 

ensuite en NO+. Ainsi, classiquement, la S-nitrosylation correspond à l'attaque électrophile 

du cation NO+ sur des groupements thiolate (Stamler et al., 1992). D'après certains travaux, 

la formation de la liaison S-NO peut également résulter de l'attaque nucléophile du soufre 

chargé positivement de résidus Cys par du NO−, ou de la réaction entre le radical thiyl (RS•) 

et NO•, ces mécanismes étant moins fréquents (Lindermayr & Durner, 2009 ; Wang et al., 

2006b). La transnitrosylation constitue un autre mécanisme de S-nitrosylation (figure 8). Il 

s'agit d'un échange direct du NO+ d'une protéine S-nitrosylée à un thiolate réactif d'une 

seconde protéine. Chez les animaux, plusieurs enzymes possèdent une activité 

transnitrosylase telles que l’hémoglobine ou certaines thioredoxines (pour revue voir Seth & 

Stamler, 2010). La transnitrosylation implique également des nitrosothiols de faible poids 

moléculaire, en particulier le S-nitrosoglutathion (GSNO). Le GSNO est formé principalement 

par la S-nitrosylation du glutathion (GSH), un régulateur majeur de l'état redox cellulaire. Le 

GSNO est l’un des principaux nitrosothiols de faible poids moléculaire et peut servir de 

réservoir endogène de NO (Wang et al., 2006b). Des études biochimiques et génétiques 

effectuées chez divers organismes dont les plantes ont conduit à l'identification de la 

formaldéhyde déshydrogénase GSH-dépendante, appelée aussi GSNO réductase (GSNOR), 

une enzyme clé métabolisant le GSNO en ammoniac et en GSH disulfide (GSSG). Chez la 

levure, cette enzyme confère une résistance importante au stress nitrosatif induit par le NO 

et ses dérivés (Liu et al., 2001). Chez les plantes, des mutants d'A. thaliana invalidés dans 

l'expression de la GSNOR présentent un niveau élevé de S-nitrosothiols, suggérant que le 

GSNO contribue à la régulation de la teneur en S-nitrosothiol (Wang et al., 2006b ; Feechan 

et al. 2005 ; Rusterucci et al., 2007). Enfin, le mécanisme de S-nitrosylation peut impliquer 
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des métalloprotéines. C'est notamment le cas de l'hémoglobine et de la céruloplasmine 

animales qui lient le NO au niveau de leur hème ou centre cuivre respectifs, puis transfèrent 

ce dernier sur une Cys cible (Seth & Stamler, 2010 ; Foster et al., 2004).  

Bien que la plupart des protéines possèdent des résidus Cys, seuls certains d'entre eux sont 

spécifiquement régulés par S-nitrosylation in vivo (Belenghi et al. 2007 ; Palmieri et al., 

2010). Cette spécificité est régie par plusieurs facteurs. Tout d'abord, la formation de S-

nitrosothiols est favorisée pour des résidus Cys dont la chaîne latérale est facilement 

ionisable. C'est en particulier le cas des résidus Cys localisés dans un environnement riche en 

résidus acides et/ou basiques. A partir de ces observations, Stamler et al. (1997) ont défini 

un motif peptidique consensus pour la S-nitrosylation. Les résidus acides et basiques 

peuvent être contigus à la Cys réactive au niveau de la séquence primaire, mais également 

rapprochés de cette Cys dans la configuration tridimensionnelle de la protéine (Hess et al., 

2005). Deuxièmement, les compartiments hydrophobes des protéines peuvent favoriser la S-

nitrosylation de résidus Cys qu’ils contiennent. Ce concept repose sur le fait que le NO et l’O2 

peuvent se concentrer dans ces environnements hydrophobes, favorisant la formation 

d'agents de S-nitrosylation, notamment les oxydes d'azote sources de NO+ (Seth & Stamler, 
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2010). Plus généralement, les facteurs augmentant la nucléophilie de l'atome de soufre des 

résidus Cys, y compris le repliement des protéines et leur allostérie, favorisent leur S-

nitrosylation. Outre ces aspects intramoléculaires, la colocalisation des sources de NO et des 

protéines cibles de la S-nitrosylation contribue à la spécificité de cette réaction. Par exemple, 

un module de signalisation régulé par le NO dans lequel la NOS neuronale est colocalisée 

avec des cibles protéiques du NO telles que des petites protéines G, la sGC et le récepteur au 

N-méthyl D-aspartate, a été décrit dans les cellules nerveuses (pour revue, voir  Hess et al., 

2005). Ces complexes moléculaires pourraient accroître l'efficacité et la spécificité de la S-

nitrosylation.  

La S-nitrosylation est un mécanisme réversible. La liaison S-NO formée par la S-nitrosylation 

est en effet très labile, sensible à la lumière et aux variations du statut redox (figure 8). Par 

conséquent, la liaison S-NO peut être réduite par l'action d’agents réducteurs intracellulaires 

tels que le GSH et l'ascorbate, ou encore par les ions métalliques réducteurs. Néanmoins, la 

dénitrosylation des protéines semble soumise à une régulation très contrôlée. En effet, des 

travaux relativement récents suggèrent que des enzymes pourraient spécifiquement 

catalyser la dénitrosylation (figure 8). Chez les animaux, des enzymes présentant une activité 

dénitrosylase ont été identifiées, incluant une disulfure isomérase, la xanthine oxydase, une 

carbonyl réductase, la GSH péroxydase, la superoxyde dismutase et le système 

thioredoxines/thioredoxines reductases (Trx/TR ; pour revue, voir Benhar et al., 2009). 

L'exemple du système Trx/TR est particulièrement pertinent. En effet, il a été démontré dans 

des cellules T humaines engagées en apoptose que les Trx réduites dénitrosylent une sous-

population de caspase 3 mitochondriale constitutivement S-nitrosylée et, en tant que telle, 

inhibée. Cette dénitrosylation favorise l'activation de cette sous-population et conduit à 

l'apoptose (Benhar et al., 2008). La participation des Trx comme un facteur de 

dénitrosylation ne se limite pas aux cellules animales et a été récemment rapportée dans le 

cadre de la régulation de NPR1 (non-expressor of pathogenesis-related gene 1) chez 

A. thaliana. Plus précisément, NPR1, l'un des principaux régulateurs des réponses de 

défense des plantes, est localisé dans le cytosol sous forme oligomérique inactive maintenue 

grâce à des ponts disulfures intermoléculaires (Despres et al., 2003). En réponse à des 

agents pathogènes, les oligomères de NPR1 sont réduits et les monomères obtenus 

subissent une translocation vers le noyau où ils favorisent l'activation transcriptionnelle de 

gènes liés à la défense (Pieterse & Van loon, 2004). Tada et al. (2008) ont rapporté que la S-
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nitrosylation de NPR1 facilite son oligomérisation alors que les Trx catalysent sa réduction 

vers les formes monomériques actives.  

En résumé, les évènements de S-nitrosylation/dénitrosylation constituent des processus 

dynamiques impliquant un éventail d'espèces réactives dérivées du NO, des agents 

réducteurs et des enzymes impliquées dans le maintien de l’état redox de la cellule. De plus, 

ces processus sont influencés par l'environnement moléculaire de la Cys réactive et par 

l'allostérie et la localisation subcellulaire de ces protéines. 

 

3.2.3.2 – Impact de la S-nitrosylation  

Six études visant à identifier les protéines végétales S-nitrosylées via des approches 

protéomiques à grande échelle ont été rapportées. Dans leur étude pionnière, Lindermayr et 

al. (2005) ont identifié 52 et 63 protéines respectivement S-nitrosylées dans des plantules 

d’A. thaliana exposées à du NO gazeux ou dans des cultures cellulaires traitées par le GSNO. 

Ces protéines sont impliquées dans différents processus cellulaires, dont le métabolisme, la 

signalisation, la réponse aux stress environnementaux, le statut redox ou encore 

l'architecture cellulaire. Une deuxième étude a permis l'identification de 16 protéines 

spécifiquement S-nitrosylées lors de l'établissement de la HR dans des plantules d’A. 

thaliana exposées au pathogène P. syringae pv. tomato (Romero-Puertas et al., 2008). Là 

encore, les protéines d'intérêt sont principalement impliquées dans la réponse cellulaire aux 

stress environnementaux, la signalisation et le métabolisme cellulaire. La S-nitrosylation des 

protéines a également été appréhendée à l'échelle d'organites subcellulaires. Plus 

précisément, Palmieri et al. (2010) ont identifié 11 protéines S-nitrosylées dans les 

mitochondries de cellules de feuilles d’A. thaliana incubées avec l'agent de transnitrosylation 

GSNO. Ces protéines incluent la glycine décarboxylase (GDC), une composante majeure du 

système photorespiratoire (voir ci-dessous).  

Les autres approches protéomiques ont été réalisées chez la crassulacée Kalanchoe pinnata, 

chez Brassica juncea et le citronnier. Dans les deux premières espèces, le traitement par du 

GSNO ou un stress froid conduit à la nitrosylation d’une douzaine de protéines liées au 

métabolisme primaire, à la photosynthèse, à la régulation du cytosquelette, à la réplication 

de l'ADN et aux réponses de défense des plantes (Abat & Deswal, 2009 ; Abat et al., 2008). 

Chez le citronnier (Citrus aurantium L.), une cinquantaine de protéines S-nitrosylées ont été 

identifiées en réponse à du NO généré artificiellement. Ces protéines sont également 
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impliquées dans différentes fonctions cellulaires, allant du métabolisme aux réponses de 

stress (Tanou et al., 2009). D'après les auteurs de ce travail, certaines joueraient un rôle 

important dans l'augmentation de la résistance au stress salin observée suite à un pré-

traitement des plantes par du NO.  

 

En parallèle de ces travaux, des études se sont plus spécifiquement focalisées sur certaines 

protéines S-nitrosylées afin de déterminer l'impact de cette modification post-

traductionnelle sur leurs structures, leurs fonctions et leurs implications physiologiques. Une 

douzaine de protéines S-nitrosylées ont ainsi été caractérisées (tableau 3). 

 

Tableau 3. Liste des protéines S-nitrosylées identifiées chez les plantes. 

Proteine Identifiée Organisme Effet de la S-nitrosylation Références 

Hémoglobine non symbiotique AHb1 A. thaliana Détoxification du NO Perazzolli et al., 2004 

Prométacaspase 9 AtMC9 A. thaliana Inhibition de la maturation 
et de l’activité 

Belenghi et al., 2007 

S-adénosylméthionine synthétase 1 SAMS1 A. thaliana Inhibition de l’activité Lindermayr et al., 2005 

Peroxyrédoxine II E PrxIIE A. thaliana Inhibition de l’activité Romero-Puertas et al., 
2007 

MYB domain protein 2 AtMYB2 A. thaliana Inhibition de la liaison à 
l’ADN 

Serpa et al., 2007 

Non expressor of pathogenesis 
related genes 1 

NPR1 A. thaliana Changements 
conformationnels 

Tada et al., 2008 

Salicylic acid-binding protein 3 AtSABP3 A. thaliana Inhibition de l’activité et de 
la liaison au SA 

Wang et al., 2009b 

TGAGG motif binding factor 1 TGA1 A. thaliana Changements 
conformationnels et dans la 
liaison à NPR1/ADN 

Lindermayr et al., 2010 

Phytochélatines PC A. thaliana Non déterminé De Michele et al., 2009, 
Elviri et al., 2010 

Glycéraldehyde-3-phosphate 
deshydrogénase 

GAPDH A. thaliana Inhibition de l’activité Lindermayr et al., 2005, 
Holtgrefe et al., 2008 

Glycéraldehyde-3-phosphate 
deshydrogénase 

GAPDH N. tabacum Inhibition de l’activité Wawer et al., 2010 

Glycine décarboxylase GDC A. thaliana Inhibition de l’activité Palmieri et al., 2010 

Ribulose 1,5 bisphophate 
carboxylase/oxygénase 

Rubisco K. pinnata Inhibition de l’activité Abat et al., 2007 

Ribulose 1,5 bisphophate 
carboxylase/oxygénase 

Rubisco B. juncea Inhibition de l’activité Abat and Deswal, 2008 

 
L'hémoglobine non-symbiotique d’A. thaliana AHb1 a été la première protéine S-nitrosylée 

identifiée chez les plantes (Perazzolli et al., 2004). AHb1 est S-nitrosylée in vitro et in vivo 

dans une lignée transgénique d’A. thaliana surexprimant l'ADNc correspondant. Selon les 

auteurs, la S-nitrosylation d’AHb1 est un mécanisme de piégeage et donc de détoxification 
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du NO produit lors de l'hypoxie. Fait intéressant, l'activité de piégeage de NO par AHb1 ne 

contribue pas à la modulation de la production de NO au cours de la HR, ce qui suggère que 

cet effet protecteur pourrait être limité à des stress particuliers.  

Outre AHb1, l'impact de la S-nitrosylation de la peroxyrédoxine II E (PrxIIE ; Romero-Puertas 

et al., 2007), de la SA-Binding Protein 3 (AtSABP3 ; Wang et al., 2009b), de  NPR1 (voir ci-

dessus ; Tada et al., 2008), de TGA1  (Lindermayr et al., 2010), de la glycéraldéhyde-3-

phosphate déshydrogénase (GAPDH ; Wawer et al., 2010), de la S-adénosyl-méthionine 

synthétase 1 (SAMS1 ; Lindermayr et al., 2006) et de la ribulose-1,5-bisphosphate 

carboxylase/oxygénase (Rubisco ; Abat & Deswal, 2009) dans des plantes ou des suspensions 

cellulaires exposées à des stress (a)biotiques a été étudié. Les données obtenues sont 

résumées ci-dessous. 

- Romero-Puertas et al. (2007) ont démontré que l'infection de plantules 

d'A. thaliana par une souche non virulente de P. syringae déclenche la S-nitrosylation de 

nombreuses protéines dont PrxIIE. Cette dernière possède une activité ONOO− réductase et 

la S-nitrosylation du résidu Cys 121 entraine la perte de cette activité. In planta, ce processus 

conduit à une augmentation de la Tyr-nitration de protéines, mettant en évidence un rôle 

clé pour la PrxIIE dans le contrôle de la concentration de ONOO− endogène. Il est 

envisageable que ce mécanisme participe à la mort cellulaire des cellules hôtes lors de 

l'établissement de la HR.  

- AtSABP3 est un autre exemple de protéine régulée par S-nitrosylation chez 

A. thaliana lors de la résistance à une infection causée par une souche non virulente de 

P. syringae. Cette protéine chloroplastique joue un rôle important dans la réponse à certains 

pathogènes. Elle fixe le SA et possède une activité anhydrase carbonique (CA ; Slaymaker et 

al., 2002). La S-nitrosylation du résidu Cys 280 de AtSABP3 diminue à la fois son affinité pour 

le SA et son activité CA, conduisant à une sensibilité accrue de la plante à la bactérie (Wang 

et al., 2009b).  

- L'importance des mécanismes de S-nitrosylation dans l’établissement de la 

résistance des plantes aux pathogènes a été récemment renforcée par le travail de 

Lindermayr et al. (2010). NPR1 et TGA1, un membre des facteurs de transcription liant le 

motif TGAGG (TGA), sont des régulateurs majeurs de la SAR chez les plantes et leur activité 

est dépendante du statut redox. Les monomères de NPR1 interagissent avec la forme 

réduite de TGA1 qui cible ensuite une séquence d’activation de la région promotrice des 
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gènes de défense. La conformation de TGA1 est dépendante de quatre résidus Cys. En 

conditions oxydantes, des ponts disulfures se forment entre les Cys 172 et 287 et les Cys 260 

et 266, conduisant à une conformation inactive de TGA1. Cependant, le traitement de TGA1 

par du GSNO conduit à sa S-nitrosylation/S-glutathionylation et, en conséquence, à une 

modification de sa conformation. En particulier, le statut redox de Cys 172 et Cys 287 est 

important pour la structure intramoléculaire de TGA1 mais également pour son activité. En 

effet, la réduction du pont disulfure entre ces deux résidus affecte positivement l'activité de 

liaison à TGA1 à l’ADN. Plus intéressant encore, le GSNO déclenche la liaison NPR1-

dépendante de TGA1 à l’ADN. Cette observation peut s’expliquer de deux manières : soit le 

traitement par le GSNO favorise l’association de TGA1 et de NPR1, permettant une liaison à 

l’ADN plus efficace ; soit la S-nitrosylation des résidus Cys 172 et Cys 287 de TGA1 empêche 

la reformation de ponts disulfures, conservant ainsi le facteur de transcription sous une 

conformation active (Lindermayr et al., 2010). Il convient de signaler qu’en plus des facteurs 

de transcription TGA, l'activité d’un des membres de la famille des facteurs de transcription 

R2R3 MYB peut être modulée par S-nitrosylation (Serpa et al., 2007). Plus précisément, sa S-

nitrosylation sur le résidu Cys 53 conduit à l’inhibition de sa liaison à l’ADN. 

- L'enzyme de la glycolyse GAPDH est également une des protéines identifiées 

comme étant S-nitrosylées chez les plantes lors d'un stress environnemental. Chez 

A. thaliana et le tabac, des expériences in vitro ont démontré que l'activité GAPDH est 

inhibée par la S-nitrosylation de ses deux résidus Cys catalytiques (Lindermayr et al., 2005 ; 

Wawer et al., 2010 ; Holtgrefe et al., 2008). En outre, une étude récente menée sur des 

suspensions cellulaires de tabac a révélé que la GAPDH subit également une S-nitrosylation 

rapide et transitoire en réponse à un stress salin (Wawer et al., 2010 ). Cet aspect sera 

développé dans le chapitre III. 

- La SAMS et la GDC sont deux autres enzymes métaboliques régulées par S-

nitrosylation. SAMS1 catalyse la synthèse de la S-adénosylméthionine (AdoMet), un 

précurseur essentiel à la biosynthèse de l'éthylène (ET), des polyamines (PA), du GSH et de la 

nicotianamine (Mato et al., 2002). Parmi les trois isoformes de SAMS d’A. thaliana, seule 

SAMS1 est S-nitrosylée in vitro (Lindermayr et al., 2006). Cette S-nitrosylation conduit à 

l'inhibition de l'enzyme et concerne plus spécifiquement le résidu Cys 114 situé à proximité 

du site de liaison du substrat. La S-nitrosylation de SAMS1 pourrait avoir une incidence sur la 

production d'ET ainsi que sur la synthèse du NO dépendante de la production de PA 
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(Lindermayr & Durner, 2009). Concernant la GDC, les trois sous-unités GDC H1 et glycine 

déshydrogénase P1 et P2 subissent une S-nitrosylation (Palmieri et al., 2010). Là encore, ce 

processus a été corrélé à une inhibition de l'enzyme. Toutefois, la perte d'activité a été 

observée non seulement en réponse au NO, mais aussi suite à la S-glutathionylation de 

plusieurs résidus Cys. D'après les auteurs, l'inhibition de la GDC observée en réponse à 

l'éliciteur bactérien harpine chez A. thaliana pourrait s'expliquer par sa S-nitrosylation et/ou 

S-glutathionylation bien qu'aucun argument expérimental n'étaye cette hypothèse (Palmieri 

et al., 2010). Enfin, d'autres enzymes métaboliques sont régulées via S-nitrosylation comme 

la Rubisco (Abat et al., 2008). La S-nitrosylation de cette dernière pourrait en partie 

contribuer à son inactivation en réaction au stress froid chez Brassica juncea (Abat & Deswal, 

2009).  

- Un exemple original de l’implication du NO dans la modulation d'activité de 

protéines par S-nitrosylation est celui de la métacaspase 9 (AtMC9) chez A. thaliana. In vivo, 

le zymogène d’AtMC9 est constitutivement S-nitrosylé sur le résidu Cys 147 du site 

catalytique (Belenghi et al., 2007). Cette modification post-traductionnelle maintient AtMC9 

sous une forme inactive et non maturée. La maturation d'AtMC9 nécessite l'intervention 

d'une protéase et, fait intéressant, la S-nitrosylation de la forme mature d’AtMC9 n'affecte 

pas son activité. Sur la base d'analyses structurales, il a été proposé que le changement de 

conformation d’AtMC9 provoqué par l'action de la protéase positionne un second résidu Cys 

(Cys 29) au niveau du site catalytique. D'un point de vue fonctionnel, le résidu Cys 29 se 

substituerait au résidu 147 et faciliterait la catalyse en agissant comme centre nucléophile. Il 

est intéressant de préciser que ce résidu Cys 29 n'est pas nitrosylable. Cette dernière donnée 

expliquerait pourquoi la S-nitrosylation de la forme mature d’AtMC9 n'affecte pas son 

activité. Considéré dans son ensemble, ce travail démontre que la S-nitrosylation n'affecte 

que certains résidus Cys.  
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L’appréhension des mécanismes concourant à la mise en place des réponses de défense des 

plantes constitue un enjeu majeur, en termes de recherche fondamentale comme de 

recherche finalisée. 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. Ces méthodes alternatives incluent la stimulation des défenses naturelles 

par des éliciteurs ou des potentialisateurs (renommés SDN pour stimulateurs des défenses 

naturelles des plantes). Si de telles approches s'avèrent efficaces en parcelles cultivées, 

comprendre le mode d'action des SDN est indispensable. De plus, à l'image des stratégies 

utilisées dans la lutte contre les pathologies humaines, l'identification de protéines clés des 

voies de défense chez les plantes laisse entrevoir la possibilité de développer des méthodes 

de phytoprotection ciblées sur la modulation de ces protéines.  

 

 

L’unité mixte de recherche Plante-Microbe-Environnement (UMR PME) vise à établir les 

mécanismes cellulaires qui aiguillent les interactions plante/micro-organismes soit vers la 

résistance, soit vers une symbiose mutualiste de type mycorhize. En parallèle, sur la base des 

données fondamentales acquises, l'UMR contribue à l’élaboration de nouveaux modes de 

gestion en production végétale basées sur les services écologiques rendus par les 

champignons mycorhizogènes et des stratégies de stimulation des défenses naturelles. 

L'équipe Signalisation Cellulaire et Moléculaire des Réactions de Défense des Plantes de 

l'UMR PME dans laquelle j'ai réalisé mon travail de thèse a démontré que le NO était l'un des 

acteurs des processus de signalisation cellulaire rapidement mobilisés dans les cellules 

végétales lors des réponses de défense (revue par Besson-Bard et al., 2008a). Ces travaux 

ont été conduits sur différents modèles, dont le modèle cryptogéine/tabac. Nos 

connaissances du rôle de NO dans ce contexte restent toutefois rudimentaires. Afin 

d'appréhender ce rôle, dans le cadre de l'ANR PIANO (coordinateur D. Wendehenne) et de 

deux contrats d'étude soutenus par la Région Bourgogne, l'équipe a entrepris d'identifier et 

d'analyser la fonction de protéines et de gènes cibles du NO. Mon travail de thèse s'est 

inscrit dans ces études. Plus précisément il a été centré sur l'identification et l'étude 

fonctionnelle de protéines cibles du NO via trois principaux axes : 
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- le premier axe a été centré sur l’identification de protéines rapidement S-nitrosylées dans 

des suspensions cellulaires de tabac élicitées par la cryptogéine. Pour ceci, nous avons 

établi un profil de S-nitrosylation caractéristique d’une réponse à la cryptogéine. Les 

protéines S-nitrosylées ont ensuite été identifiées par des techniques de spectrométrie de 

masse. Ces données nous ont permis de sélectionner une protéine candidate nommée 

CDC48.  

 

- le deuxième axe a concerné l’étude de l’impact de la S-nitrosylation sur CDC48. Nous 

avons mis en place des protocoles expérimentaux permettant l’expression en système 

hétérologue, la purification et l’analyse in vitro de caractéristiques biochimiques et 

structuralles de CDC48. Ces outils nous ont notamment permis d'analyser finement 

l'incidence de la S-nitrosylation de CDC48 sur sa structure, en particulier secondaire et 

tertiaire, ainsi que son activité enzymatique. 

 

- le troisième axe a concerné l'étude des mécanismes sous-jacents à l'activation de la 

protéine kinase NtOSAK par le NO. Cette protéine kinase a précédemment été démontrée 

par l'équipe comme étant régulée par le NO dans le contexte de stress abiotiques. Nous 

avons analysé si l'activation de NtOSAK par le NO impliquait sa S-nitrosylation et/ou sa 

phosphorylation. En parallèle, afin de mieux cerner les processus inhérents à son activation, 

nous avons identifié certaines des protéines partenaires de NtOSAK et, pour l'une d'entre 

elles, la glycéraldéhyde-3-phophate déhydrogénase, étudié sa régulation par le NO.  

 

 

 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MATERIEL ET METHODES 
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Matériel 

 

1. Matériel biologique 

1.1 Matériel végétal : suspensions cellulaires de tabac 

Les suspensions cellulaires de Nicotiana tabacum cv. xanthi ont été générées au laboratoire 

à partir de cals provenant de tissus foliaires. Les cellules sont cultivées sur milieu Murashige 

& Skoog (milieu MS ; (Murashige and Skoog, 1962)) complémenté en vitamines et minéraux 

(Tableau 4). Les cultures sont maintenues sous agitation (130 rpm) et lumière (65 µE.m-2.s-1) 

continues, en salle climatisée (24°C). Elles sont repiquées en fin de phase exponentielle de 

croissance, tous les 7 jours, à raison de 8 PCV (Packed cell volume) dans 100 ml de milieu de 

culture frais. A saturation, les cellules sont diluées au demi par addition de milieu de culture 

frais et utilisées pour les mesures biologiques dans les 24 heures. 

 
Tableau 4. Composition du milieu de culture des suspensions cellulaires de tabac. Le milieu est préparé dans 
de l’eau ultrapure (18,2 MΩ) puis le pH ajusté à 5,5 à l’aide d’une solution concentrée en KOH. Le milieu est 
ensuite autoclavé 40 min à 155°C  

Produits [C] (mg/l)  Fe-EDTA 

Saccharose 30000  FeSO4, 7H2O 27,80 

Glutamine 200  Na2EDTA,2H2O 37,26 

Macro-éléments  Vitamines 

KNO3 1900  Glycine 2 

NH4NO3 1650  Biotine 0,05 

MgSO4, 7H2O 180,70  Thiamine hydrochloride 0,50 

CaCl2, 2H2O 332,20  Pyridoxine hydrochloride 0,50 

KH2PO4 170  Acide nicotinique 5 

Micro-éléments  Panthoténate de calcium 3 

MnSO4, 4H2O 16,90  Acide folique 0,50 

H3BO3 6,20  Hormones 

ZnSO4, 7H2O 8,60  Acide 2,4-dichlorophénoxyacétique 0,166 

Na2MoO4, 2H2O 0,25  Kinétine 0,108 

CuSO4, 5H2O 0,025  Myo-inositol 100 

CoCl2, 6H2O 0,025    

KI 0,83    
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1.2 Cryptogéine 

La cryptogéine est produite au laboratoire selon le protocole établi par Bonnet et al. (1996). 

Elle est extraite et purifiée à partir de filtrat de culture de Phytophthora cryptogea. Après 

dosage par mesure d’absorbance à 280 nm, la cryptogéine est préparée sous forme de 

solution mère à une concentration de 100 µM dans de l’eau ultrapure. 

 

1.3 Souches Bactériennes  utilisées  

1.3.1 Souche utilisée pour les clonages  

Les différentes constructions sont amplifiées dans la souche bactérienne Escherichia coli 

thermo-compétente OneShot TOP 10 (Invitrogen).  

 

1.3.2 Souche utilisée pour l’expression hétérologue 

Les constructions permettant l’expression hétérologue des protéines d’intérêt ont été 

introduites dans des bactéries E. coli souche Rosetta (Novagen). Cette souche possède un 

vecteur codant des ARNs de transfert rares et est adaptée à l’expression hétérologue de 

protéines eucaryotes. 

 

2. Outils pharmacologiques 

2.1 Composés relatifs { l’étude de la signalisation du NO 

Le diéthylamine-NONOate (DEA/NO ; Enzo life science) est une nitrosamine utilisée comme 

donneur de NO radicalaire. Il a été préparé extemporanément sous forme de solution stock 

à 500 mM dans NaOH 0,01 M (stable à 4°C pendant 24 h). Pour induire la libération du NO, 

10 µL de la solution stock ont été ajoutés à 990 µL de tampon phosphate 100 mM pH 7,2 afin 

d’obtenir une solution à 5 mM utilisée pour traiter les protéines aux concentrations finales 

spécifiées (figure 9) 
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Le GSNO (Enzo life science), donneur de cation nitrosonium (figure 10), est préparé 

extemporanément dans de l’eau ultrapure à une concentration de 5 mM. Cette solution a 

été utilisée pour traiter les protéines aux concentrations finales spécifiées. 
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2.2 Composés relatifs { la détection et l’identification des protéines S-

nitrosylées 

2.2.1 Marquage et détection des protéines S-nitrosylées 

Le S-méthyl méthanethiosulfonate (MMTS) en solution mère à 10,59 M dans le diméthyl 

formamide (DMF), la néocuproïne, chélateur des ions Cu II, et les anticorps monoclonaux 

antibiotine produits chez la souris et couplés à la péroxydase ou à la phosphatase alcaline 

ont été fournis par Sigma-Aldrich. Les anticorps polyclonaux de poulet anti-CDC48 

d’A. thaliana ont été fournis par le Pr. Sebastian Bednarek (Madison, USA). Les anticorps 

secondaires anti-poulet couplés à la péroxydase sont disponibles chez Euromedex.  

Les inhibiteurs de protéases utilisés sont le paraméthylsulfonate fluoride (PMSF), solubilisé à 

100 mM dans l’éthanol et conservé à 4°C (Sigma-Aldrich), ainsi que la leupeptine et 

l’antipaïne (Euromedex), solubilisés dans de l’eau ultrapure. L’agent de biotinylation N-[6-

biotinamido)hexyl]-3’-(2’-pyridylthio)propionamide (EZ-LinkTMbiotine-HPDP), solubilisé à 

4 mM dans le DMF est commercialisé par PIERCE. Le kit LumiGLOTM Reagent and Peroxide 
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utilisé pour révéler l'activité péroxydase est disponible chez Cell Signaling Technology. Les 

réactifs utilisés pour révéler l'activité phosphatase alcaline (BCIP : 5-bromo-4-chloro-3-indoyl 

phosphate ; NBT : p-nitro blue tetrazolium chloride) sont disponibles chez Bio-Rad.  

 

2.2.2 Purification et identification des protéines S-nitrosylées 

Les endoprotéases Lys C et trypsine ont été obtenues sous la forme d’une solution stock 

auprès de Sigma-Aldrich. Les colonnes d’avidine utilisées pour la purification des protéines 

biotinylées ont été fournies par Applied-Biosystems.  

 

2.3 Biologie moléculaire et purifications protéiques 

Les ARN totaux ont été extraits des cellules en utilisant du TRI Reagent (Molecular research 

center Inc.). Les ADN complémentaires ont été obtenus par l’utilisation du kit de 

rétrotranscription SuperScript®III Reverse Transcriptase disponible auprès d’Invitrogen. 

Les amorces de PCR ainsi que les séquençages ont été obtenus auprès de la société Eurofins 

MWG Operon. Les amplifications des différentes séquences nucléotidiques par PCR ont été 

réalisées à l’aide de l’enzyme haute fidélité Phusion, disponible auprès de Finnzymes.  

Les séquences d’intérêt ont été insérées dans le vecteur d’entrée pENTR (figure 11) à l’aide 

du kit de clonage pENTR Directionnal TOPO Cloning, disponible auprès d’Invitrogen. Les 

réactions de recombinaisons homologues permettant le clonage des séquences d’intérêt du 

pENTR au plasmide de destination ont été réalisées à l’aide du kit GATEWAY LR Clonase 

(Invitrogen). Le vecteur de destination pHGWA utilisé nous a été fourni par l’équipe du 

Dr. Didier Busso (IGBMC, Strasbourg ; Busso et al., 2005 ; figure 11). 

Les différentes enzymes de restriction ont été obtenues auprès de Promega. Les 

minipréparations d’ADN plasmidique et les purifications des produits PCR ont été 

respectivement effectuées avec les kits PureYield Plasmid Miniprep System et Wizard PCR 

Preps DNA Purification System, disponibles également auprès de Promega. 

Les antibiotiques utilisés pour la sélection des clones transformés ont été obtenus auprès 

d’Euromedex.  
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2.4 Analyses protéiques et tests d’activités 

L’inducteur de l’expression des protéines recombinantes, l’isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside (IPTG), disponible en poudre, a été obtenu auprès de Sigma-Aldrich, 

tout comme le vert de malachite, obtenu sous la forme d’un sel d’oxalate, utilisé pour les 

tests d’activités. Les colonnes HisTrapp FF 1 mL permettant la purification des protéines 

recombinantes possédant une étiquette polyhistidine ont été obtenues auprès de General 

Electric Healthcare Life Sciences. 
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Méthodes 

 

1. La technique du « biotin switch » 

 

1.1 Préparation du matériel végétal 

Pour les expériences, les suspensions cellulaires à saturation sont diluées au demi par 

addition de milieu de culture frais puis incubées 16 heures à 24°C sous agitation et en 

lumière continue comme indiqué précédemment (voir paragraphe 1.1 de la section 

Matériel). Elles sont ensuite traitées par la cryptogéine à une concentration finale de 

100 nM. Des aliquotes de 2,5 mL (0,25 g) de cellules sont alors prélevées à différents temps 

et filtrées sous vide sur des filtres GFA. Les cellules sont immédiatement congelées dans 

l’azote liquide et conservées à -80°C. 

 

1.2 Préparation des extraits protéiques 

Les échantillons sont broyés dans l’azote liquide. Les broyats sont repris dans le tampon HEN 

(Hepès-NaOH pH 7,7 25 mM, EDTA 1 mM, néocuproïne 0,1 mM, CHAPS 0,5 % (m/v)) dans 

lequel sont ajoutés extemporanément des inhibiteurs de protéases (PMSF 2 mM, antipaïne 

et leupeptine 10 µM) à raison d’environ 1 µL de tampon par mg de broyat. Les échantillons 

sont maintenus à 4°C et à l'obscurité jusqu’à l’étape de biotinylation, les groupements 

nitrosothiols étant photosensibles. Après centrifugation (14000 g, 15 min, 4°C), la 

concentration en protéines des surnageants est déterminée selon la méthode de Bradford 

(1976). Après dosage, la concentration protéique des échantillons est ajustée à 0,8 µg/µL par 

ajout de tampon HEN complété par des inhibiteurs de protéases, de façon à obtenir environ 

600 µg de protéines totales dans un volume final de 800 µL.  

 

1.3 Blocage des thiols libres par méthylthiolation 

Les résidus cystéinyls des protéines extraites peuvent se trouver sous au moins 3 états : 

réduits (-SH), nitrosothiols (-S-NO) et oxydés (ponts disulfures). Dans un premier temps, les 

résidus cystéine réduits sont protégés par alkylation via leur méthylthiolation. Pour ceci, un 
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mélange de SDS et de MMTS est ajouté dans les échantillons aux concentrations finales de 

2,5 % de SDS (v/v) et 20 mM de MMTS. Les échantillons sont incubés à l’obscurité dans un 

bain-marie à 50°C pendant 25 min et mélangés au vortex régulièrement. L’excès de MMTS 

est éliminé par précipitation des protéines en ajoutant de l’acétone 100 % (10 volumes), 20 

min à -20°C. Après centrifugation (3200 g, 20 min, 4°C), le culot est lavé avec 3 volumes 

d’acétone 80 % (v/v). Après une seconde centrifugation (3200 g, 5 min, 4°C), l’acétone est 

éliminée avant l’étape de biotinylation.  

 

1.4 Réduction et biotinylation des nitrosothiols 

Les culots de protéines sont repris dans le tampon HEN contenant 1 % de SDS (m/v) à raison 

de 0,1 µL de tampon par µg de protéines. Les échantillons sont ensuite traités 1 h 30 à 

température ambiante par un mélange d’ascorbate (1 mM final) et du réactif EZ-

LinkTMbiotine-HPDP (1,33 mM final). L’ascorbate est un agent réducteur réduisant les 

nitrosothiols en –SH. Le réactif EZ-LinkTMbiotine-HPDP permet la biotinylation des 

groupements thiols ainsi réduits. Après cette étape, les tubes peuvent être exposés à la 

lumière. Les protéines sont ensuite précipitées par l’ajout de 10 volumes d’acétone 100 %.  

Après incubation 20 min à -20°C et centrifugation des échantillons (14000 g, 12 min, 4°C), 

l’acétone est éliminée.  

 

2. Immunodétection des protéines biotinylées 

2.1 Séparation des protéines en SDS-PAGE 

Les culots protéiques sont repris dans 62 µL de tampon Tris-HCl 25 mM pH 6,8 contenant 

1 % (m/v) de SDS. La concentration en protéines est déterminée selon la méthode de 

Bradford (1976) sur 2 µL d’échantillons. Après dosage, 60 µL de tampon Laemmli non 

dénaturant concentré 2 fois (Tris-HCl pH 6,8 126 mM, SDS 4 % (m/v), glycérol 20 % (v/v), 

Bleu de Bromophénol 0,12 % (m/v)) sont ajoutés aux 60 µL restants des échantillons. La 

quantité de protéines analysées pour chaque traitement est comprise entre 80 et 120 µg 

suivant les répétitions. 

La migration des échantillons est réalisée par électrophorèse sur gel de polyacrylamide 7 à 

12 % suivant les expériences (Tris-HCl 375 mM pH 8,8, SDS 0,1 % (m/v), acrylamide 7 ou 12 % 
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(v/v), APS (persulfate d’ammonium) 0,075 % (m/v) et TEMED (N,N,N’,N’-

tétraméthyléthylènediamine) 0,15 % (v/v)) en conditions dénaturantes (SDS-PAGE), en grand 

(20 cm x 15 cm x 1 mm) ou petit (8 cm x 6 cm x 1 mm) système (Bio-Rad), dans un tampon 

de migration (Tris 50 mM, glycine 384 mM, SDS 0,1 % (m/v), pH 8,8). Des standards de 

masse molaire (Euromedex ou Bio-Rad) sont déposés en parallèle des échantillons afin de 

suivre la migration et d’évaluer la masse molaire des polypeptides d’intérêt. 

 

2.2 Transfert des protéines sur membrane de nitrocellulose 

Les protéines séparées par SDS-PAGE sont transférées sur une membrane de nitrocellulose 

(HybondTM-ECLTM nitrocellulose membrane, Amersham Biosciences) par transfert semi-sec 

(Bio-Rad). Entre les deux électrodes sont placés dans l’ordre une feuille de papier buvard 

(Extra Thick Blot Paper, PROTEAN XL SIZE, Bio-Rad), la membrane, le gel et à nouveau une 

feuille de papier buvard. La membrane et les papiers buvards sont préalablement imbibés 

dans le tampon de transfert (Tris 48 mM, Glycine 39 mM, méthanol 20 % (v/v), SDS 0,025 % 

(m/v)). Après migration par électrophorèse réalisée à 15 V pendant 45 min, les protéines 

transférées sur la membrane sont colorées par une solution de rouge Ponceau (Ponceau S 

0,1 (m/v), acide acétique 5 % (v/v)) permettant de contrôler la qualité du transfert et 

l’homogénéité de la quantité des protéines entre les différents échantillons. Après 

décoloration dans l’eau, la membrane est saturée par incubation sous agitation douce dans 

un tampon TBS (Tris Buffered Saline)-Tween (Tris-HCl pH 7,5 10 mM, NaCl 150 mM, Tween 

20 0,1 % (v/v)) contenant 2 % (m/v) de sérum albumine bovine (SAB) pendant 2 h à 

température ambiante. 

 

2.3 Détection des protéines biotinylées 

La membrane est incubée 1 h 30 min à température ambiante avec un anticorps anti-biotine 

couplé à l’enzyme péroxydase dilué au 1/50000 (Sigma-Aldrich), ou couplé à l’enzyme 

phosphatase alcaline dilué au 1/7500 (Sigma-Aldrich), dans un tampon TBS-Tween 

contenant 1 % de SAB. Après 3 lavages de 10 min dans le tampon TBS-Tween, la présence 

des protéines biotinylées est révélée par chimioluminescence sur films autoradiographiques 

grâce à l’utilisation du kit de révélation Lumiglo® lorsque l’anticorps est couplé à l’enzyme 

péroxydase. Lorsque l’anticorps utilisé pour la révélation est couplé à la phosphatase 
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alcaline,  les protéines biotinylées sont détectées par ajout d’un mélange des réactifs BCIP 

0,0075 % (m/v) et NBT 0,015 % (m/v), dans un tampon de réaction (Tris 0,1 mM, MgCl2 0,5 

mM, pH 9,5) directement appliqué sur la membrane. 

  

2.4 Western Blot : Immunodétection spécifique de CDC48 

Après saturation dans le tampon TBS-Tween contenant 2 % (m/v) de SAB, la membrane de 

nitrocellulose préparée comme indiquée ci-dessus est incubée 1 h 30 min à température 

ambiante avec un anticorps polyclonal dirigé contre CDC48 d’A. thaliana préparé à 1/10000 

dans un tampon TBS-Tween contenant 1 % de SAB. Après 5 lavages de 10 min dans du TBS-

Tween, la membrane est ensuite incubée avec un anticorps secondaire anti-poulet couplé à 

la péroxydase dilué à 1/10000 dans un tampon TBS-Tween contenant 1 % de SAB. Après 5 

nouveaux lavages de 10 min dans le tampon TBS-Tween, la présence de CDC48 est révélée 

par chimioluminescence sur films autoradiographiques par l’utilisation du kit Lumiglo®. 

 

 

3. Purification et identification des protéines S-nitrosylées en 

réponse à la cryptogéine chez le tabac 

 

3.1 Préparation des extraits protéiques 

Les échantillons protéiques sont préparés et prélevés comme décrit au paragraphe 1.2 de 

cette section. Pour chaque condition testée, les échantillons résultant d’une même cinétique 

sont rassemblés avant application de la méthode biotin switch, décrite ci-dessus. Après 

biotinylation, les culots sont repris dans un tampon Tris-HCl 25 mM pH 6,8 contenant 1 % de 

SDS (m/v) à raison de 0,1 µL de tampon par µg de protéine. 

 

3.2 Préparation et identification des peptides purifiés par 

spectrométrie de masse 

Après l’étape de biotin switch , 100 µg des protéines biotinylées sont digérés par 1 µg 

d’endoprotéase Lys C, pendant 16 h à 37°C. Le lysat protéique est ensuite chargé sur colonne 
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échangeuse de cation SCX (strong cation exchange, Applied-Biosystem) dans un tampon 

phosphate (KH2PO4 10mM, acétonitrile 25 % (m/v), pH 3) puis élué par un volume minimal 

du même tampon supplémenté en sels (KH2PO4 10mM, acétonitrile 25 % (m/v), KCl 350 mM, 

pH 3). Cette étape permet d’améliorer la pureté des polypeptides résultants de la digestion 

par l’endoprotéase Lys C.  

Les polypeptides possédant l’étiquette biotine présents dans la fraction d’élution sont 

ensuite purifiés par chromatographie d’affinité en utilisant des colonnes d’avidine (Applied-

Biosystems), molécule affine pour la biotine. Les protéines sont chargées dans un tampon 

phosphate (NaH2PO4 20 mM, NaCl 300 mM, pH 7,2) puis éluées dans un volume minimum 

de tampon acide (acétonitrile 30 % (m/v), acide trifluorique 0,4 %). 

La fraction d’élution correspondant aux polypeptides biotinylés est concentrée par 

l’utilisation d’un SpeedVac, puis reprise dans 10 µL d’une solution d’acide trifluoroacétique 

0,1 % (v/v). Les polypeptides biotinylés sont ensuite soumis à une digestion trypsique 2 h à 

50°C avant séparation des peptides par nanochromatographie à haute pression et 

séquençage par spectrométrie de masse en tandem (ESI-IT MS/MS Esquire HCT (Bruker)). 

L’identification des peptides, ainsi que des protéines correspondantes, sont réalisées par 

l’application de l’algorithme MASCOT. 

 

4. Clonage des gènes correspondants aux protéines 

candidates identifiées 

 

4.1 Transformation des souches bactériennes compétentes 

Les différentes souches bactériennes sont transformées par choc thermique. Pour ceci, une 

aliquote de bactéries compétentes est incubée à 4°C 30 min en présence du vecteur 

d’intérêt (environ 10 ng). La transformation est réalisée à 42°C 45 s, puis les bactéries sont 

immédiatement placées dans la glace. L’aliquote est alors reprise dans 250 µL de LB (Sigma-

Aldrich) puis incubée 1 h à 37 °C sous agitation. Les bactéries transformées sont ensuite 

sélectionnées sur milieu solide LB agar contenant les antibiotiques appropriés, selon les 

vecteurs concernés, de la kanamycine à 50 µg/mL, de l’ampicilline à 100 µg/mL, du 
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chloramphénicol à 34 µg/mL ou de la spectinomycine à 50 µg/mL. Les boites de pétri sont 

ensuite incubées une nuit à 37°C. 

 

4.2 Recherche des séquences nucléotidiques d’intérêt 

Les recherches de séquences codantes correspondantes aux peptides identifiés en 

spectrométrie de masse ont été réalisées via l’utilisation de l’algorithme BLAST (Basic Local 

Alignment Search tool) et sur les bases de données disponibles sur NCBI (National Center for 

Biotechnology Information).  

 

4.3 Prédiction de la structure tridimensionnelle in silico  

La structure tridimensionnelle est prédite in silico par l’utilisation de logiciels de 

modélisation. Deux approches ont ainsi été utilisées, toutes deux basées sur la séquence 

primaire de la protéine analysée. La première approche est basée sur une modélisation 

fonctionnant par homologie avec des séquences dont la structure tridimensionnelle est déjà 

connue (SWISS-MODEL). La seconde approche prédit les repliements de la structure primaire 

(threading ; I-TASSER ; Roy et al., 2010).  

 

4.4 Clonage des inserts CDCF et CDCM dans le vecteur pENTR D-TOPO 

Des ARN totaux issus de cellules de N. tabacum préparées comme expliqué au paragraphe 

1.2 de cette section mais non traitées par la cryptogéine sont obtenus par extraction au TRI 

Reagent (Molecular research center Inc.), selon le protocole défini par le fabriquant. Un 

microgramme des ARN totaux obtenus est traité à la DNAse1 (Sigma-Aldrich) puis les ADNc 

correspondants sont obtenus par l’utilisation du kit de rétrotranscription SuperScript III 

Reverse Transcriptase (Invitrogen), selon les protocoles respectifs des fabricants.  

A partir de ces ADNc, l’ADNc pleine longueur codant CDC48 (CDCF) est amplifié par PCR en 

utilisant l’enzyme Phusion (Finnzyme) et les amorces PL-F et PL-R (Tableau 5).  

 

Les amorces ont été dessinées à partir du CDS (Coding DNA Sequence) complet disponible 

sur les bases de données NCBI. Les quatre premières bases de l'amorce PF-L côté 5' (CACC) 

correspondent au site d'entrée pour le clonage dans le vecteur pENTR D-TOPO. Les trois 

bases suivantes correspondent quant à elles au codon Start (ATG) de la séquence codant 
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CDC48. Les trois premières bases de l'amorce PL-R (CTA) correspondent au codon Stop 

(UAG) de la séquence de CDC48.  

En vue d’étudier le rôle du résidu Cys 526 de CDC48, potentiellement régulé par S-

nitrosylation, une stratégie de mutagenèse dirigée a été mise en place afin d’obtenir une 

séquence codante pleine longueur de CDC48 pour laquelle le résidu Cys 526 a été substitué 

par un résidu alanine (Ala). L’utilisation d’amorces mutées (C526A-F et C526A-R) ciblant la 

zone nucléotidique codante pour le résidu Cys526 permet de remplacer celle-ci par une 

séquence codant pour une alanine (tableau 5). Par une combinaison de PCR présentées sur 

la figure 18, la mutation est introduite sur la séquence pleine longueur codante et permet 

l’obtention de l’insert CDCM. 

 

Tableau 5. Amorces PCR utilisées pour les clonages et la mutagenèse dirigée de CDC48 

Nom Séquence Fonction 

PL-F caccATGACTAACAAAGCTGAATCCTCC 
Amplification pleine longueur de l'ADNc de 
CDC48, Amorce sens 

PL-R CTAACTATACAGGTCATCTTCATCTGC 
Amplification pleine longueur de l'ADNc de 
CDC48, Amorce antisens 

C526A-F CCACCTGGAgcTGGGAAAAC 
Amorce mutée pour substituer le résidu 
cystéine 526 par un résidu alanine, Amorce 
sens 

C526A-R GTTTTCCCAgcTCCAGGTGG 
Amorce mutée pour substituer le résidu 
cystéine 526 par un résidu alanine, Amorce 
antisens 

 
 

Les deux inserts correspondant à la forme native (CDCF) ou mutée (CDCM) de la protéine 

sont purifiés sur gel puis clonés dans le vecteur d’entrée pENTR/D-TOPO (Invitrogen) du type 

GATEWAY. 

L’amorce PL-F permet l’intégration des deux inserts dans ce vecteur grâce à la séquence 

5’cacc-3’ localisée en 5’ de l’amorce (figure 19). Les inserts sont clonés dans le vecteur 

d’entrée linéarisé (pENTR) par l’utilisation de la D-TOPO isomérase (Invitrogen). Le produit 

de clonage est introduit dans des bactéries TOP10 (Invitrogen) compétentes, sélectionnées 

sur un milieu de croissance contenant de la kanamycine à 50 µg/mL. Les constructions sont 

vérifiées sur des minipréparations d’ADN plasmidique par digestion à l’aide de l’enzyme de 

restriction PvuII (Promega), 1 h à 37°C. Les profils de digestions sont visualisés par 
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électrophorèse sur gel d’agarose 1,2 %. Les constructions sont confirmées par séquençage 

de l’insert (Eurofins MWG Opéron). 

 

4.5 Réaction de ligation-recombinaison et obtention des bactéries 

recombinantes 

A partir du pENTR D-TOPO contenant les inserts CDCF ou CDCM, une réaction de ligation-

recombinaison (LR) est réalisée en utilisant le kit GATEWAY LR Clonase (Invitrogen), selon le 

protocole fournit par le fabricant en utilisant comme vecteur de destination GATEWAY le 

plasmide pHGWA (Busso et al., 2005), fourni par le Dr. Didier Busso (IGBMC, Strasbourg). La 

technologie GATEWAY permet, par recombinaison homologue entre les régions AttR1 et 

AttL1 d’une part, et AttR2 et AttL2 d’autre part (figure 19), le passage de l’insert cloné du 

pENTR D-TOPO au vecteur d’expression pHGWA. 

Les inserts sont placés en phase de l’ATG présent sur le plasmide pHGWA en vue de la fusion 

d’une étiquette polyhistidine en N-terminal des protéines recombinantes, l’ensemble étant 

sous le contrôle d’un opéron lactose et donc inductible par l’IPTG. La fusion entre l’étiquette 

polyhistidine et les inserts est vérifiée par séquençage. 

Les produits de la réaction LR ont été introduits, après vérification de la construction par 

digestion enzymatique et analyse du profil de restriction sur gel d’agarose, dans des 

bactéries E. coli Rosetta. Les bactéries transformées sont sélectionnées sur ampicilline et 

chloramphénicol. 

 

5. Expression hétérologue des protéines candidates 

5.1 Induction de l’expression 

Les bactéries recombinantes sont mises en culture liquide dans du LB contenant les 

antibiotiques appropriés, à 37°C sous agitation (150 rpm). Lorsque la culture bactérienne 

atteint une densité optique à 600 nm comprise entre 0,6 et 1, l’induction de l’expression 

hétérologue est déclenchée par l’ajout d’IPTG, à la concentration finale de 1 mM. Les 

cultures cellulaires sont alors placées à 20°C, sous agitation (150 rpm), pendant 20 h.  
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5.2 Vérification de la solubilité des protéines exprimées 

Les bactéries sont récoltées par centrifugation (6000 g, 25 min, 4°C). Les culots sont repris 

dans un volume minimal (environ 5 mL pour une culture initiale d’un litre) de tampon 

phosphate (NaH2PO4 20 mM, NaCl 500 mM, pH 7,4) contenant 2 mM de PMSF. La solution 

bactérienne est alors soumise à sonication (2 min, pulse 50/50, 4°C). Après centrifugation 

(25000 g, 15 min, 4°C), les fractions soluble (FS) et non-soluble (FNS) sont séparées, puis un 

aliquote de chacune d’entre elles (FS, FNS et FT : fraction totale) est chargée sur gel SDS-

PAGE, après ajout de tampon de charge dénaturant Laemmli 1X (Laemmli 5X : Tris-HCl 75 

mM, glycérol 12,5% (v/v), SDS 2,5% (m/v), β-mercaptoéthanol 6,25% (v/v), bleu de 

bromophénol 0,05% (m/v)). 

 

5.3 Purification des protéines recombinantes candidates 

Les protéines recombinantes sont purifiées par chromatographie d’affinité à l’aide de 

colonnes HisTrapp FF (GE Healthcare) à partir des FS des lysats bactériens. Ces colonnes sont 

composées d’un polymère de sépharose chargé en nickel et permettent la purification des 

protéines présentant une étiquette polyhistidine. La purification est réalisée à 4°C. Les lysats 

sont déposés sur les colonnes de chromatographie dans la phase mobile (NaH2PO4 20 mM, 

NaCl 500 mM, pH 7,4). Les protéines sont ensuite éluées de la colonne par le tampon 

d’élution (NaH2PO4 20 mM, NaCl 500 mM, imidazole 500 mM, pH 7,4). Le profil d’élution est 

suivi par spectrophotométrie à 280 nm. Les fractions d’élutions obtenues sont ensuite 

concentrées à l’aide d’Amicons Ultra 50K (Millipore) et leurs teneurs en protéines 

recombinantes déterminées par la méthode de Bradford (1976). La qualité de la purification 

est estimée par SDS-PAGE. 

 

 

6. Purification et analyses protéiques 

6.1 Vérification de la S-nitrosylation des protéines candidates in vitro 

Cinq microgrammes de protéines recombinantes purifiées reprises dans 100 µL de tampon 

HEN sont traités ou non par du DEA/NO à une concentration finale de 100 µM ou du GSNO à 

une concentration finale de 125 µM. Pour les échantillons traités au GSNO, des contrôles 
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traités aux mêmes concentrations de GSH sont réalisés. La technique du biotin switch décrite 

précédemment est alors appliquée sur ces échantillons. Les protéines sont ensuite soumises 

à une électrophorèse SDS PAGE avant transfert sur membrane de nitrocellulose. 

L’immunodétection des protéines biotinylées est réalisée via l’utilisation d’anticorps dirigés 

contre la biotine et couplés à une péroxydase comme décrit précédemment.  

 

6.2 Dichroïsme circulaire et fluorescence 

Les analyses spectroscopiques sont réalisées dans un spectropolarimètre JASCO J-815 équipé 

d'une unité de contrôle de température Peltier et d’une unité de détection de fluorescence 

FMO427. Les mesures de dichroïsme circulaire (CD) sont effectuées dans une cuve en quartz 

de 0,2 cm de large (vitesse de balayage : 50 nm/min, temps de réponse : 4 secondes, largeur 

de bande : 2 nm, hauteur de mesure des données : 0,1 nm/s) avec une moyenne de trois 

balayages pour chaque spectre, d’une longueur d'onde comprise entre 195 nm et 280 nm. 

Les mesures de fluorescence sont effectuées dans une cuve de 1 cm de large avec une 

longueur d’onde d’excitation de 295 nm et une mesure de l’émission de fluorescence de 

300 nm à 400 nm. Les échantillons de protéines sont concentrés à 2 pM. Pour les 

expériences de S-nitrosylation, CDCF et CDCM ont été traitées par le GSNO à 125 µM final 

pendant 20 minutes à l’obscurité, à température ambiante, puis immédiatement soumises 

aux analyses spectroscopiques. 

  

6.3 Expériences de dénaturation thermique 

Les expériences de dénaturation sont réalisées dans le même appareil en augmentant la 

température à raison de 0,5°C par minute, de 25°C à 80°C. La dénaturation est suivie par CD 

en suivant la réduction du signal CD à 222 nm. Les données sont collectées par intervalles de 

0,1 nm. La fraction de protéine dénaturée (fu) est estimée à partir de l’équation (1) : 

(1) fu = ([θ]222 - [θ]N)/( [θ]U - [θ]N)  

où [θ]222 est l’ellipticité molaire moyenne des résidus de la protéine à 222 nm, exprimée en 

deg.cm2.dmol-1 et calculée à partir de l’équation 2 spécifiée ci-dessous. [θ]N et [θ]U sont 

respectivement l’ellipticité molaire moyenne des résidus des formes native et dénaturée de 

la protéine . 

(2) [θ] = (θ x 100 x M)/(C x l x n)  
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où θ est l’ellipticité molaire exprimée en degrés, l est le chemin optique exprimé en cm, C est 

la concentration des échantillons exprimée en mg/mL, M est la masse moléculaire de la 

protéine et n le nombre de résidus de la protéine.  

La température de fusion correspond à la température pour laquelle la moitié des protéines 

de l’échantillon présentent une conformation dénaturée.  

 

6.4 Tests d’activités  

L’activité de CDC48 a été estimée en mesurant les phosphates libérés lors de l’hydrolyse de 

l’ATP par cette dernière. Les phosphates sont dosés par l’essai au vert de Malachite, selon la 

méthode développée par Rowlands et al. (2004), après quelques modifications. 

Une aliquote de protéines recombinantes purifiées est concentrée à l’aide d’amicons ultra 

50 K, puis repris dans le tampon d’activité (Tris HCl 100 mM, MgCl2 6 mM, KCl 2 mM, pH 7,4), 

avant détermination de la concentration protéique par la méthode de Bradford (1976).  

Le réactif de Malachite est préparé extemporanément. Il se compose de 2 volumes de vert 

de Malachite (solution à 0,0812 % (m/v) préparée dans de l’eau ultrapure), un volume 

d’ammonium molybdate (solution à 5,72 % (m/v) dans du HCl 6 M), un volume de polyvinyl 

alcool (solution à 2,32 % (m/v) dans de l’eau ultrapure) et deux volumes d’eau ultrapure. 

Une fois préparé, le tampon est incubé à température ambiante 30 min au moins avant 

utilisation, sa couleur passant de brun foncé à jaune clair. 

 Un microgramme de protéine recombinante reprise dans le tampon d’activité est 

soumis ou non à un traitement par un donneur de NO, le DEA/NO ou le GSNO, aux 

concentrations précisées, pendant 20 min à l’obscurité, en microplaque 96 puits. 0,2 mM 

d’ATP est ensuite ajouté aux protéines dans un volume final de 25 µL. Une gamme étalon est 

réalisée à l’aide d’une solution de KH2PO4 de 0 à 300 µM dans 25 µL finaux. Après 5, 10 ou 15 

min d’incubation sous agitation à l’obscurité et à température ambiante, 80 µL de réactif de 

Malachite sont ajoutés aux échantillons, suivis par 10 µL d’une solution aqueuse de citrate 

de sodium 34% (m/v), stoppant ainsi la réaction enzymatique. La coloration verte, 

témoignant de la libération de phosphate libre, est laissée à développer pendant 15 min puis 

l’absorbance correspondante est mesurée à 650 nm à l’aide d’un lecteur de microplaques.  



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
CHAPITRE I : IDENTIFICATION DES PROTEINES 

S-NITROSYLEES EN REPONSE A LA 

CRYPTOGEINE 
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Résultats  

 

1.  Modèle d’étude 

La liaison S-nitrosothiol établie entre un résidu Cys et le NO est une liaison particulièrement 

labile rendant difficile la détection des protéines S-nitrosylées dans des conditions 

physiologiques (Benhar et al., 2009). Outre les difficultés inhérentes à la méthode de 

détection proprement dite (voir ci-dessous et publication 2 en annexe), l’identification de 

protéines S-nitrosylées nécessite de s’appuyer sur un modèle biologique dans lequel la 

production de NO est conséquente et mesurée de façon reproductible. C’est le cas du 

modèle cryptogéine/tabac utilisé pour ce travail. En effet, comme présenté en introduction, 

après traitement de suspensions cellulaires de tabac par la cryptogéine, une production de 

NO de l’ordre de la centaine de nanomolaires est mesurée localement, et ce de façon 

reproductible via différentes méthodes (Besson-Bard et al., 2008b ; Lamotte et al., 2004). De 

plus, les mécanismes de signalisation cellulaire sous-jacents aux effets de la cryptogéine ont 

été largement étudiés dans ce modèle, offrant la possibilité de replacer l’implication de 

protéines S-nitrosylées en fonction d’autres évènements cellulaires précédemment décrits. 

Nous avons donc cherché à établir dans un premier temps un profil de S-nitrosylation 

spécifique en réponse à la cryptogéine dans des suspensions cellulaires de tabac. 

 

2. Méthode de détection des protéines S-nitrosylées 

Le caractère labile de la liaison S-NO constitue un frein important à l’identification de 

protéines S-nitrosylées. L’identification de la plupart de ces dernières a en effet été basée 

sur des travaux in vitro où le caractère S-nitrosylable de protéines recombinantes a été 

vérifié à l’aide de NO généré artificiellement. En 2001, Jaffrey et al. ont proposé une 

méthode dite du biotin switch autorisant la détection de protéines S-nitrosylées dans des 

conditions physiologiques. Cette méthode consiste à substituer chimiquement une étiquette 

biotine à la fonction S-nitrosothiol (figure 12, voir également publication 2 en annexe ).  
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Cette méthode consiste en 2 étapes distinctes et a été adaptée à notre modèle d’étude 

(figure 12). La liaison S-NO étant sensible à la lumière, l’ensemble de la procédure est 

réalisée à l’obscurité. A partir d’extraits protéiques totaux, la première étape consiste à 

protéger les groupements thiols libres des protéines via leur alkylation par le 

méthylméthanethiosulfonate (MMTS). L’excès de MMTS est éliminé en précipitant les 

protéines par ajout d’acétone froid. Dans la seconde étape, les résidus S-nitrosylés sont 

réduits par l'ascorbate, puis biotinylés grâce à l'utilisation de biotine-HPDP interagissant 

spécifiquement avec les résidus Cys réduits. Ici encore, une étape de précipitation des 

protéines permet de supprimer l’excès de biotine-HPDP avant reprise du culot dans un 

tampon approprié. Les protéines biotinylées sont finalement purifiées par affinité dans le 

but de les identifier ou sont directement révélées par immunoblotting en utilisant des 

anticorps dirigés contre la biotine. 
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Dans le cadre de nos travaux, plusieurs modifications ont été apportées à la méthode initiale 

développée par Jaffrey et al. (2001). D'une part, la quantité initiale de protéines a été 

augmentée à 600 µg pour les expériences de caractérisation des protéines biotinylées par 

immunoblotting et à 2,5 mg pour leur identification en spectrométrie de masse (MS), au lieu 

des 150 µg préconisés par Jaffrey et al. (2001). D'autre part, les protéines ont été extraites 

dans un tampon HEN (voir le paragraphe 1.2 de la section Méthode) supplémenté en 

antiprotéases afin d’éviter la dégradation des protéines au cours du traitement. Enfin, parmi 

les autres modifications mineures apportées, précisons un dosage protéique par la méthode 

de Bradford (1976) avant le chargement des protéines sur le gel de polyacrylamide, et 

l’utilisation de grands gels de polyacrylamide (20 x 15 cm) afin d'obtenir des profils 

protéiques plus résolutifs. 

 

Outre la possibilité de détecter des protéines S-nitrosylées dans un contexte physiologique, 

plusieurs intérêts de la technique de biotin switch peuvent être soulignés. D'une part, cette 

méthode peut être menée de façon routinière. D'autre part, il est possible de vérifier si une 

protéine d'intérêt est S-nitrosylée in vivo. Pour ceci, un western blotting utilisant un 

anticorps dirigé contre la protéine d'intérêt est réalisé à partir des protéines biotinylées 

purifiées par affinité (voir le chapitre II de ce travail). Enfin, comme indiqué précédemment, 

après leur purification, les protéines biotinylées peuvent être analysées par MS en vue de 

leur identification. Toutefois, cette méthode présente également des limites. Ainsi, en partie 

dû au fait des encombrements stériques inhérents aux protéines, le blocage des 

groupements thiols libres par le MMTS n’est probablement pas complètement efficace. Les 

résidus Cys réduits non bloqués pourront donc être sujets à la biotinylation par la biotine-

HPDP, générant des faux-positifs. De plus, les différentes étapes de précipitation à l’acétone 

s'accompagnent d'une perte importante de matériel. En effet, seulement un peu moins de 

20 % des protéines initiales est recouvré à l’issue du traitement. 
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3. Identification de protéines S-nitrosylées en réponse à la 

cryptogéine 

 

3.1 Application de la méthode biotin switch 

Des suspensions cellulaires de tabac ont été traitées par 100 nM de cryptogéine. Des 

aliquotes de 2,5 mL de cellules ont été prélevées à 0, 5, 10, 15, 30, 60 et 120 minutes après 

traitement puis congelées dans l’azote liquide. Après broyage des cellules, les protéines 

totales ont été extraites et soumises à la technique du biotin switch décrite ci-dessus. Les 

extraits protéiques ainsi traités ont ensuite été chargés sur un gel de polyacrylamide et 

séparés par électrophorèse, avant transfert sur membrane de nitrocellulose et révélation 

des protéines biotinylées par immunodétection, en utilisant un anticorps dirigé contre 

l’étiquette biotine. 

Deux contrôles ont été réalisés. D’une part, un échantillon pour lequel les groupements 

thiols libres n’ont pas été bloqués par le MMTS a été rajouté. Ce contrôle permet d’estimer 

l’efficacité du MMTS, de la biotinylation et donc de la méthode biotin switch. D’autre part, 

afin d’estimer la part de protéines biotinylées dans les suspensions cellulaires de tabac, un 

échantillon non traité à la biotine a été préparé.  

 

Un résultat représentatif des réplicas obtenus est présenté figure 13. Dans les pistes 

correspondant aux protéines extraites des cellules de tabac traitées par la cryptogéine, une 

douzaine de protéines ayant immunoréagit avec l’anticorps dirigé contre la biotine sont 

détectées dès 5 minutes de traitement par l’éliciteur. Ces protéines présentent des masses 

moléculaires variées, de 25 à 80 kDa. L’intensité du signal est importante et décroit ensuite 

avec le temps de traitement, peu de protéines biotinylées étant détectées après 120 

minutes. En comparaison, dans les pistes correspondant aux protéines extraites des cellules 

témoins, moins d’une dizaine de protéines biotinylées ont été immunodétectées avec une 

intensité de signal beaucoup moins importante que celle observée dans les échantillons issus 

du traitement par la cryptogéine.  
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Concernant les contrôles, la piste relative aux protéines non-traitées par le MMTS, c'est-à-

dire pour lesquelles l’ensemble des groupements thiols libres sont potentiellement marqués 

par la biotine, présente une intensité de marquage très importante. Cette piste témoigne de 

l’efficacité de blocage du MMTS. La piste correspondant à des protéines non-traitées par la 
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biotine permet la visualisation des protéines biotinylées chez le tabac soit constitutivement, 

soit en réponse à la cryptogéine. Elle permet également d'estimer des protéines détectées 

non spécifiquement par l’anticorps dirigé contre la biotine. On remarque que le signal 

obtenu pour cette piste est quasi nul, démontrant que les protéines biotinylées chez le tabac 

sont peu abondantes. 

 

En conclusion, la méthode du biotin switch révèle un profil différentiel de protéines 

biotinylées, donc potentiellement S-nitrosylées, entre les suspensions cellulaires témoins et 

traitées par la cryptogéine. 

Dans la douzaine d’expériences similaires que nous avons réalisées, ce différentiel a 

systématiquement été observé. Toutefois, la cinétique d’apparition des protéines 

potentiellement S-nitrosylées dans les échantillons traités par la cryptogéine s’est avérée 

variable selon les expériences, le profil observé à 5 minutes dans la figure 13  pouvant être 

observé à des temps ultérieurs (15, 30 voire 60 minutes), ceci malgré le soin que nous avons 

pris pour systématiquement travailler dans les mêmes conditions. Au regard de cette 

contrainte, pour la suite des analyses, les différents échantillons d’une même cinétique ont 

été mélangés, permettant l’obtention d’un seul échantillon traité ou témoin par cinétique.   

 

3.2 Purification des protéines biotinylées 

Sur la base du profil différentiel précédemment observé, les protéines biotinylées ont été 

purifiées. Pour ceci, une purification par chromatographie d’affinité sur colonne d’avidine, 

molécule ayant une forte affinité pour la biotine, a été réalisée à partir de 2,5 mg de 

protéines totales par prélèvement, soit des quantités plus importantes que celles utilisées 

pour la mise en évidence du profil de S-nitrosylation. Afin d’améliorer l’efficacité de 

purification, nous avons au préalable rajouté une étape de digestion des protéines par 

l’endoprotéase Lys-C (EndoLys-C), enzyme clivant spécifiquement les résidus Lys à leur 

extrémité C-terminale (figure 14).   
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3.3 Identification des peptides biotinylés par MS 

Après purification des peptides biotinylés, ces derniers ont été digérés par la trypsine puis 

les fragments trypsiques correspondants ont été analysés par MS ESI MS/MS couplée à une 

nanochromatographie liquide. Du fait des deux digestions enzymatiques réalisées (figure 

14), les peptides analysés en MS sont soit ceux comportant l’étiquette biotine, donc 

possédant un ou plusieurs résidus Cys potentiellement S-nitrosylés, soit ceux contigus à un 

peptide présentant cette étiquette. Les analyses ont porté sur les échantillons peptidiques 

correspondant à trois essais biologiques indépendants avec, pour chacun, un traitement 

cryptogéine et un contrôle. De plus, un échantillon correspondant à un essai où la technique 

biotin switch a été appliquée en absence de biotine a été inclus. 

 

Une analyse MASCOT a ensuite permis l’identification des protéines candidates et, pour 

certaines d’entre elles, du résidu Cys potentiellement S-nitrosylé (tableau 6, figurées en 

rouge). Sur l’ensemble des échantillons analysés, 56 protéines ont pu être identifiées, à 

partir d’un ou plusieurs de leurs peptides. Seuls les peptides présentant un score 

d’identification supérieur à 20 ont été conservés. Une classification fonctionnelle a été 

réalisée selon Bevan et al. 1998. 
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Tableau 6: Résultats des analyses de spectrométrie de masse. Les résidus Cys impliqués dans la S-nitrosylation 

sont indiqués en rouge si présents dans la séquence du peptide identifié. CDC48, le candidat retenu pour la 

suite des analyses, est figuré en orange. Cryptogéine : protéines identifiées uniquement dans les échantillons 

issus de cellules traitées par la cryptogéine. Témoin : protéines identifiées uniquement dans les échantillons 

issus de cellules non-traitées. Cryptogéine et témoins : protéines identifiées pour les échantillons issus de 

cellules traitées ou non par la cryptogéine. Contrôle négatif : protéines identifiées au moins dans l’échantillon 

protéique non-traité par la biotine. La classification fonctionnelle à été réalisée selon Bevan et al., 1998. 

 

 

Numéro 

d'accession 
Description 

Classification 

fonctionnelle  

Sous-classification 

fonctionnelle 
Peptide identifié Organisme 

S-nitrosylation 

précédemment 

démontrée 

C
ry

p
to

gé
in

e 

Q1G0Z1 

putative disassembly 

related protein 

CDC48 

Adressage des 

protéines et 

Stockage 

Protéolyse K.GVLFYGPPGCGK.T 
Nicotiana 

tabacum 
  

Q8SIC3 
ATP synthase subunit 

alpha 
Energie   K.TAIAIDTILNQK.Q 

Ficalhoa 

laurifolia 

- Lindermayr et al., 2005  

- Palmieri et al., 2010         

- Tanou et al., 2009 

1YVEI 
Acetohydroxy Acid 

Isomeroreductase 
Métabolisme Amino-Acides K.NISVIAVCPK.G Spinacia oleracea   

P23981 

3-phosphoshikimate 

1-carboxyvinyl 

transferase 1 

Métabolisme Amino-Acides 
K.TFPNYFDVLQQYSK.

H 

Nicotiana 

tabacum 
  

CALM_ 

CAPAN 
Calmodulin Signalisation Autres K.DGDGCITTK.E 

Capsicum 

annuum 
  

Q69IM9 Putative CDPK Signalisation Kinases 
R.ISALGAGADSVVRLR

.D 
Oryza sativa   

Q8VWN8 

Reversibly 

glycosylated 

polypeptide (GRP-like 

protein 1) 

Structure 

cellulaire 
Paroi Cellulaire K.TGLPYIWHSK.A  

Gossypium 

hirsutum 
  

Q2VCI3 
60S ribosomal 

protein L7A-like 

Synthèse 

Protéique 

Protéines 

Ribosomales 
K.HITYLIEQNK.A 

Solanum 

tuberosum 

- Lindermayr et al., 2005    

- Abat & Deswal, 2009 

Q9FLY7 hypothetical protein Inconnue   
K.NCDVLQLEVVPRQE

K.S 

Arabidopsis 

thaliana 
  

Q70KS1 NAM1 protein Inconnue   
R.LDPSDGTNLELENAS

EFRLS 
Oryza sativa   

Q3E950 
Uncharacterized 

protein At5g25600.1 
Inconnue   R.VLRALPR.S 

Arabidopsis 

thaliana 
  

C
ry

p
to

gé
in

e
 e

t 
té

m
o

in
 

Q6ZI28 

Putative 8-

oxoguanine DNA 

glycosylase isoform 

1a; 8-hydroxyguanine 

DNA glycosylase 

Croissance 

cellulaire / 

Division 

Recombinaison / 

Réparation 
K.VATQYLMPELAGK.S Oryza sativa   

Q2PYX3 

Fructose-

bisphosphate 

aldolase 

Energie Glycolyse K.AQAAFLTR.C 
Solanum 

tuberosum 

- Lindermayr et al., 2005                        

- Abat & Deswal, 2009                 

- Abat et al., 2008                        

- Tanou et al., 2009 

Q8H9C7 
NADP-dependent 

malic enzyme 
Energie Photosynthèse K.YAESCMYTPNYR.S 

Solanum 

tuberosum 

- Romero-Puertas et al., 

2008 

Q94JJ0 

Fructose-

bisphosphate 

aldolase 

Energie Glycolyse R.GILAIDESNATCGK.R Oryza sativa 

- Lindermayr et al., 2005         

- Abat & Deswal, 2009              

- Abat et al., 2008                 

- Tanou et al., 2009 

Q84UH4 
Dehydroascorbate 

reductase 
Métabolisme Cofacteurs 

K.AAVGAPNVLGDCPF

SQR.A 

Nicotiana 

tabacum 

- Romero-Puertas et al., 

2008 

Q6IVK4 

Putative UDP-

glucuronate 

decarboxylase 2 

Métabolisme 
Sucres et 

Polysaccharides 

K.TNVIGTLNMLGLAK.

R 

Nicotiana 

tabacum 
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H84714 
Aspartate 

aminotransferase 
Métabolisme Amino-Acides 

R.ISMAGVTTGNVGYL

ANAIHEVTK.S 

Arabidopsis 

thaliana 
  

Q2V3B8 
Uncharacterized 

protein At4g34230.2 
Inconnue   R.DPSGILSPYTYTLR.E 

Arabidopsis 

thaliana 
  

Té
m

o
in

 

AAA63543 
Peptidyl-prolyl cis-

trans isomerase 

Adressage des 

protéines et 

Stockage 

Repliement et 

Stabilisation 

K.HTGPGILSMANAGP

GTNGSQFFICTAK.T  

Solanum 

lycopersicum 
- Lindermayr et al., 2005 

Q1RSM6 

AAA ATPase; 26S 

proteasome subunit 

P45 

Adressage des 

protéines et 

Stockage 

Protéolyse R.ACAAQTNATFLK.L 
Medicago 

truncatula 
  

JQ1185 Enolase Energie Glycolyse K.TGAPCR.S 
Solanum 

lycopersicum 
- Lindermayr et al., 2005 

Q9FSF0 
Malate 

dehydrogenase 
Energie Respiration 

K.VLVVANPANTNALIL

K.E 

Nicotiana 

tabacum 

- Lindermayr et al., 2005  

- Romero-Puertas et al., 

2008 

Q9XG67 

Glyceraldehyde-3-

phosphate 

dehydrogenase 

Energie Glycolyse 
R.FGIVEGLMTTVHSIT

ATQK.T 

Nicotiana 

tabacum 

- Lindermayr et al., 2005   

- Romero-Puertas et al., 

2008                                      

- Abat et al., 2008                       

- Tanou et al., 2009 

- Wawer et al., 2010 

T06407 

Mono-

dehydroascorbate 

reductase 

Métabolisme Co-Facteurs K.AYLFPEGAAR.L 
Solanum 

lycopersicum 

- Romero-Puertas et al., 

2008 

Q76MS4 LEXYL2 protein Métabolisme 
Sucres et 

Polysaccharides 
K.HYTAYDVDDWK.G  

Solanum 

lycopersicum 
  

BAD37407 
Probable GDP-L-

fucose synthase 1 
Métabolisme 

Sucres et 

Polysaccharides 
K.LLFLGSSCIYPK.F Oryza sativa   

Q6SYB9 

S-

adenosylmethionine 

synthetase 2 

Métabolisme Amino-Acides 
K.TNMVMVFGEITTK.

A 

Nicotiana 

tabacum 
- Lindermayr et al., 2005 

Q9FRY2 
Betaine aldehyde 

dehydrogenase 

Métabolisme 

Secondaire 
Amines 

K.IMTAAAQLVKPVTLE

LGGK.S 
Avicennia marina   

Q70G33 

Hydroxycinnamoyl 

CoA quinate 

transferase  

Métabolisme 

Secondaire 

Phénylpropanoïde 

/ Composés 

Phénoliques 

R.LCPPLPPGYLGNVVF

TGTPMAK.S 

Nicotiana 

tabacum 
  

CAA77130 Glutaredoxin 
Pathologie / 

Défense 
Réponse aux stress K.HIGGCDATTALHR.E  

Solanum 

lycopersicum 

- Lindermayr et al., 2005       

- Tanou et al., 2009 

Q8H976 Fructokinase Signalisation Kinases K.EAGALLSYDPNLR.L 
Nicotiana 

tabacum 
  

Q946G3 Small GTPase Rab2 Signalisation Protéines G R.AVSTEEGEQFAK.E  
Nicotiana 

tabacum 
  

UBKM 
Tubulin beta-1/beta-

2 chain 

Structure 

cellulaire 
Cytosquelette 

K.NSSYFVEWIPNNVK.

S  

Chlamydomonas 

reinhardtii 
- Lindermayr et al., 2005 

Q8VXC9 Alpha-tubulin 
Structure 

cellulaire 
Cytosquelette R.TIQFVDWCPTGFK.C 

Nicotiana 

tabacum 
- Lindermayr et al., 2005 

Q38M60 
Ribosome-associated 

protein p40-like 

Synthèse 

Protéique 

Protéines 

Ribosomales 

R.HTPGTFTNQLQTSYS

EPR.L  

Solanum 

tuberosum 
  

Q259R9 

Putative 

uncharacterized 

protein 

Inconnue   
K.LPFADASVGSVLAVI

K.K  
Oryza sativa   

Q3E6V1 
Uncharacterized 

protein At3g43153.1 
Inconnue   R.SSEIGGAVIR.V  

Arabidopsis 

thaliana 
  

Q688G5 

Putative 

uncharacterized 

protein 

OSJNBa0039A21.9 

Inconnue   R.SVKNMAELVK.K Oryza sativa   
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C
o

n
tr

ô
le

 n
é

ga
ti

f 

Q6X0N9 

Putative Rab 

geranylgeranyl 

transferase type II 

beta subunit 

Adressage des 

protéines et 

Stockage 

Modification K.LNVIDVDK.V   Glycine max   

CAC05440 

Peptidyl-prolyl cis-

trans isomerase 

CYP20-2, 

chloroplastic 

Adressage des 

protéines et 

Stockage 

Repliement et 

Stabilisation 

R.HVVFGQVIEGMEVV

K.L 

Arabidopsis 

thaliana 
- Lindermayr et al., 2005 

Q1PCD2 
Glucose-6-phosphate 

isomerase 
Energie Glycolyse K.HMVAVSTNLK.L 

Solanum 

lycopersicum 
  

AAA67087 
NADP-dependent 

malic enzyme 
Energie Photosynthèse R.RPQGLYISLK.E Vitis vinifera 

- Romero-Puertas et al., 

2008 

AAP43628 
Phosphoenolpyruvat

e carboxylase 
Energie Photosynthèse 

K.NQTVDLVLTAHPTQ

SVR.R 

Arabidopsis 

thaliana 

- Abat et al., 2008                      

- Tanou et al., 2009 

Q9ZQY1 

Pyruvate 

dehydrogenase E1 

beta subunit isoform 

3 

Energie Respiration 
K.SNYMSAGQISVPIVF

R.G  
Zea Mays   

Q1M0P0 
UDP-glucuronic acid 

decarboxylase 
Métabolisme   

 

K.TNVIGTLNMLGLAK.

R  

Populus 

tomentosa 
  

T04092 
Phospholipase D 

alpha 1 
Métabolisme Lipides et stérols K.HIVQALNAK.G  

Nicotiana 

tabacum 
  

Q6T379 
Triosephosphate 

isomerase 
Métabolisme 

Sucres et 

Polysaccharides 

K.WLQANVSAEVAAST

R.I  

Solanum 

chacoense 

- Romero-Puertas et al., 

2008                                     

- Abat & Deswal, 2009            

- Tanou et al., 2009 

Q1W7A7 
Developmental 

process IMP 
Métabolisme   K.HYLGPFELYGK.V 

Solanum 

lycopersicum 
  

Q8RWM8 Enolase Métabolisme 
Sucres et 

Polysaccharides 

K.VNQIGSVTESIEAVK.

M 

Arabidopsis 

thaliana 

- Lindermayr et al., 2005      

- Tanou et al., 2009 

Q8W3Z7 
UDP-glucose 

pyrophosphorylase 
Métabolisme 

Sucres et 

Polysaccharides 
R.LVTEDFSPLPCK.G 

Nicotiana 

tabacum 
  

Q40589 
Cytosolic ascorbate 

peroxidase 

Pathologie / 

Défense 
Réponse aux stress K.CYPTVSEEYLK.A  

Nicotiana 

tabacum 

- Abat & Deswal, 2009             

- Tanou et al., 2009 

Q50LG4 Peroxidase 
Pathologie / 

Défense 
Réponse aux stress K.LGGQGYNVALGR.R 

Nicotiana 

tabacum 
  

Q8H2B6 

Pollen specific actin-

depolymerizing 

factor 2 

Structure 

cellulaire 
Cytosquelette K.IFFIAWSPDTSK.V 

Nicotiana 

tabacum 
  

Q1EPK9 

Putative 

uncharacterized 

protein 

Inconnu   
K.QCGFHMHIGAAELR

.S 
Musa acuminata   

Q6ZB68 

Putative 

uncharacterized 

protein 

OJ1119_B10.7 

Inconnu   R.VAVVAGFTR.R  Oryza sativa   

 

 

De façon détaillée, 17 protéines ont été détectées dans le contrôle négatif pour lequel les 

extraits protéiques n’ont pas été soumis à une biotinylation lors de l’étape de biotin switch. 

Parmi les peptides ayant permis leur identification, seuls deux d’entre eux sont identifiés 

comme biotinylés (Q8W3Z7 et Q40589). Tous les autres sont non biotinylés ou contigus à un 

résidu cystéine sur la séquence primaire des protéines identifiées. Dans tous les cas, ces 
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protéines sont très probablement des faux-positifs (voir la discussion de ce chapitre) et ne 

sont pas prises en compte pour la suite des analyses.  

 

Trente-neuf protéines différentes sont détectées comme potentiellement S-nitrosylées dans 

les échantillons traités par la cryptogéine et/ou les échantillons témoins. Plus précisément, 

20 protéines ne sont retrouvées que dans les échantillons témoins, 11 protéines sont 

spécifiques aux échantillons issus de suspensions cellulaires traitées par la cryptogéine et 8 

protéines sont communément retrouvées dans ces deux types d’échantillons. Fait 

intéressant, parmi ces 39 protéines, 15 d’entre elles ont déjà été référencées comme cibles 

potentielles de la S-nitrosylation chez les plantes dans diverses analyses protéomiques à 

grande échelle (Tableau 6 ; Lindermayr et al., 2005 ; Palmieri et al., 2010 ; Tanou et al., 

2009 ; Abat et al., 2008 ; Abat & Deswal, 2009 ; Romero-puertas et al., 2008).  

 

 

La figure 15 représente la répartition des protéines candidates à la S-nitrosylation selon leurs 

fonctions putatives (Bevan et al. 1998). On remarque que celles-ci sont impliquées dans des 

processus cellulaires variés, bien qu’environ un cinquième d’entre elles soient de fonction 
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inconnue. Ces protéines participent pour leur majorité au métabolisme primaire et aux 

évènements énergétiques (respectivement 23 et 18 % des protéines identifiées), à la 

synthèse ou l’adressage et le stockage des protéines (5 et 8 %), à la structure cellulaire et 

aux phénomènes de croissance et de division cellulaire (8 et 2 %) et sont impliquées dans la 

signalisation cellulaire, le métabolisme secondaire et les défenses des plantes 

(respectivement 10, 5 et 3 %).  

 

Comme indiqué ci-dessus, seules 11 protéines ont été identifiées spécifiquement dans les 

échantillons protéiques issus de cellules de tabac soumises à un traitement par la 

cryptogéine (Tableau 6). Ces protéines présentent également des fonctions variées. Trois 

d’entre elles, les produits des gènes At5g25600 et At5g39490, ainsi qu’une protéine 

présentant un domaine NAM (no apical meristem), n’ont pas de fonction établie à ce jour. 

D'autres sont impliquées dans l’énergie ou le métabolisme primaire. C'est le cas de la sous-

unité α d’une ATPase, de l'acide acétohydroxy-isoméroreductase et de la 3-

phosphoshikimate-1-carboxyvinyltransférase 1, ces deux dernières étant impliquées dans la 

synthèse d’acides aminés. Une troisième protéine associée à la synthèse protéique a pu être 

mise en évidence, il s’agit de la sous-unité ribosomale 60S. Une autre protéine candidate, la 

GRP (glycine rich protein)-like protein 1, constitue l’un des composants de la paroi cellulaire 

(Mangeon et al., 2010). Enfin, une calmoduline (CaM) et une CDPK putative sont également 

détectées.  

 

Il est important de spécifier que parmi les 11 protéines potentiellement S-nitrosylées 

spécifiquement en réponse à la cryptogéine, une seule a été retrouvée dans plusieurs 

réplicats indépendants (tableau 6, surlignée en orange). Cette protéine est référencée sous 

le nom de CDC48 (cell division cycle 48), une protéine initialement identifiée chez la levure 

dont le rôle chez le tabac, et d'une façon plus générale dans les réactions de défense chez les 

plantes, n’a pas été clairement établi au jour d'aujourd'hui. Compte-tenu de la 

reproductibilité de ce résultat, de l'identification du résidu Cys potentiellement S-nitrosylé et 

du peu de connaissances relatives à cette protéine chez les plantes, nous avons retenu cette 

protéine pour la suite des analyses.  
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Discussion 

 

L’objectif de la première partie de mon travail de thèse a été d’identifier des protéines de 

tabac S-nitrosylées en réponse à la cryptogéine afin de mieux appréhender le rôle du NO 

dans les étapes précoces des réponses de défense de la plante. 

 

Grâce à l’utilisation de la technique biotin switch, légèrement modifiée, nous avons vérifié 

que la cryptogéine induit la S-nitrosylation potentielle d'une douzaine de protéines dès 

5 min de traitement (figure 13). Ce mécanisme est transitoire et l’intensité du signal détecté 

s'est révélée variable suivant les protéines. Ce profil de S-nitrosylation a pu être confirmé 

dans une douzaine de répétitions indépendantes. Toutefois, il est important de préciser que 

la cinétique d’apparition des protéines potentiellement S-nitrosylées s’est avérée variable 

selon les répétitions. Bien que nous n’ayons pas d’explications définitives, ces différences de 

cinétique pourraient s’expliquer par le caractère labile du NO. En effet, ce dernier pourrait 

être facilement piégé, de façon transitoire, par divers réducteurs présents dans les cellules 

de tabac (ascorbate ou glutathion par exemple) dont la concentration cellulaire varie 

probablement d’une expérience à l’autre. Il est également envisageable que la cinétique du 

NO produit en réponse à la cryptogéine varie d'une expérience à une autre et qu'une 

concentration minimale de NO soit requise pour la S-nitrosylation, cette concentration 

minimale étant atteinte à des temps différents suivant les expériences. La différence de 

cinétique observée entre les expériences a été rapportée par d’autres équipes travaillant sur 

différents modèles biologiques (M. Delledonne et C. Lindermayr, communications 

personnelles).    

 

L'analyse par spectrométrie de masse des protéines potentiellement S-nitrosylées dans nos 

différentes conditions expérimentales a conduit à l'identification de 17 protéines dans le 

contrôle négatif et d’une quarantaine de protéines dans les échantillons témoins et 

cryptogéine. 

Concernant le contrôle négatif, les extraits protéiques n'ont pas été soumis à une 

biotinylation. Les peptides identifiés, pour la plupart, ne présentent pas de résidus cystéines. 

Toutefois, deux d’entre eux sont détectés comme étant biotinylés. L’origine de ces 
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détections peut être multiple et peut s'expliquer par les limites de la méthode biotin switch 

exposées précédemment (voir paragraphe 2 de la section résultat de ce chapitre). En effet, 

des protéines constitutivement biotinylées, ou biotinylées lors de la préparation des 

suspensions cellulaires, peuvent être purifiées et détectées au cours de l'expérience. Ces 

protéines sont probablement peu abondantes comme en témoigne la figure 13 où aucun 

signal n'a été détecté dans la piste correspondant aux extraits protéiques n'ayant pas subit 

l'étape de biotinylation. Outre cette possibilité, une alkylation incomplète des thiols libres de 

protéines lors de l’étape de méthylthiolation peut contribuer à ces détections. Enfin ces 

peptides peuvent également résulter d’une contamination dans l’étape de purification des 

peptides biotinylés par chromatographie d’affinité. Ces protéines peuvent donc être 

qualifiées de faux-positifs et n’ont pas été prises en compte pour la suite des analyses.  

 

Concernant les protéines identifiées dans les échantillons témoins et ceux résultant du 

traitement par la cryptogéine, celles-ci constituent un catalogue original de protéines 

potentiellement soumises à une régulation par le NO chez N. tabacum. Quinze de ces 39 

protéines ont été précédemment référencées comme cibles potentielles du NO dans de 

précédentes analyses protéomiques menées sur plusieurs modèles (Lindermayr et al., 2005 ; 

Palmieri et al., 2010 ; Tanou et al., 2009 ; Abat et al., 2008 ; Abat & Deswal, 2009 ; Romero-

puertas et al., 2008 ; voir la partie 3 de l’introduction). Une classification fonctionnelle des 

protéines identifiées, selon Bevan et al. (1998) indique que ces candidates à la S-

nitrosylation prennent part à des processus cellulaires variés, allant du métabolisme 

primaire à la défense des plantes. Ces données confirment l'hypothèse selon laquelle le NO 

serait une molécule multifonctionnelle chez les plantes impliquée dans des processus 

cellulaires variés. 

 

Parmi les 39 protéines candidates identifiées, 8 sont présentes à la fois dans les échantillons 

issus de cellules traitées et non traitées par la cryptogéine (tableau 6). Il est donc 

envisageable que la S-nitrosylation ou dénitrosylation de ces protéines ne soit pas un 

évènement inhérent à la réponse des cellules de tabac à la cryptogéine. Toutefois, une 

analyse quantitative du taux de S-nitrosylation de chaque protéine dans les conditions 

témoins et élicitées par la cryptogéine est nécessaire afin d'étayer cette hypothèse. La 

moitié de ces protéines a déjà été référencée dans de précédentes études, confirmant leur 
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probable S-nitrosylation (Lindermayr et al., 2005 ; Tanou et al., 2009 ; Abat et al., 2008 ; Abat 

& Deswal, 2009 ; Romero-puertas et al., 2008). Fait intéressant, à l’exception d’une d’entre 

elles non caractérisée, elles sont toutes impliquées dans des fonctions cellulaires basales, à 

savoir le métabolisme énergétique et primaire, ou encore la division et la croissance 

cellulaire.  

 

Vingt protéines candidates ont été identifiées uniquement dans les échantillons protéiques 

extraits de suspensions cellulaires de tabac non traitées par la cryptogéine. Ici encore, 

environ la moitié d’entre elles ont déjà été décrites comme potentiellement S-nitrosylées 

dans de précédents travaux (Lindermayr et al., 2005 ; Tanou et al., 2009 ; Abat et al., 2008 ; 

Abat & Deswal, 2009 ; Romero-puertas et al., 2008). Si trois de ces candidates n'ont pas de 

fonction potentielle attribuée, ces protéines sont impliquées dans des fonctions cellulaires 

variées, en majorité le métabolisme primaire et énergétique. Notons toutefois la présence 

d'une glutarédoxine, protéine associée classiquement au contrôle de l’état redox des cellules 

et impliquée dans les réponses de défense des plantes (Rouhier, 2010), d’une fructokinase et 

d’une GTPase ou encore de protéines kinases impliquées dans les phénomènes de 

signalisation cellulaire et potentiellement dans la mise en place des réponses de défense des 

plantes. Une sous-unité 26S du protéasome, requise dans la régulation de la synthèse 

protéique, est également détectée. L'implication du protéasome dans les mécanismes 

cellulaires déclenchés par la cryptogéine a préalablement été rapportée par Etienne et al. 

(2000). Ces auteurs ont en effet démontré que la cryptogéine induit rapidement 

l'accumulation du transcrit tcI 7 (tobacco cryptogein induced 7) codant une sous-unité du 

protéasome. Ainsi, en réponse à l'éliciteur, suivant les sous-unités, le protéasome serait 

régulé au niveau transcriptionnel et/ou post-traductionnel. D’autres protéines candidates 

présentent un intérêt potentiel dans notre modèle, comme une hydroxycinnamoyl-CoA 

quinate transférase impliquée dans la synthèse de composés phénoliques, acteurs des 

défenses des plantes. Notons également la détection de différents fragments de la tubuline. 

Là encore, cette observation est à rapprocher de précédents travaux dans lesquels il a été 

démontré que la cryptogéine induit une modification de l'organisation du cytosquelette chez 

le tabac, notamment via une dépolymérisation des réseaux de microtubules (Binet et al., 

2001). Ces protéines candidates étant absentes dans les échantillons résultant du traitement 

par la cryptogéine, il est possible qu'elles subissent une dénitrosylation lors de la réponse 
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cellulaire à l'éliciteur. Des études ultérieures seront nécessaires afin de valider cette 

hypothèse.  

 

Enfin, 11 candidats à la S-nitrosylation n’ont été retrouvés que dans les échantillons traités 

par la cryptogéine. Ces protéines sont également impliquées dans des fonctions cellulaires 

variées. La majorité d’entre elles participent à des fonctions basales incluant le métabolisme 

primaire, énergétique, ou la synthèse protéique. Notons toutefois l'identification d’une 

calmoduline (CaM) et d’une CDPK. Ces protéines sont classiquement associées à la 

signalisation calcique, plus précisément au décodage des variations de la concentration en 

Ca2+ dans les processus de signalisation cellulaire. Leur régulation par S-nitrosylation est en 

accord avec l'existence des régulations croisées entre le NO et le second messager Ca2+ 

relevées dans diverses études et en particulier dans le modèle tabac/cryptogéine (Courtois 

et al., 2008). En plus de ces deux candidats d’intérêt, une GRP a également été identifiée. Les 

GRP, composants de la paroi cellulaire, sont entre autres potentiellement impliquées dans la 

résistance à certains stress biotiques ou abiotiques (Mangeon et al., 2010). Enfin, la liste des 

protéines potentiellement S-nitrosylées en réponse à la cryptogéine comprend une AAA-

ATPase nommée CDC48. Cette protéine est associée à divers processus cellulaires et 

participe notamment aux phénomènes de contrôle de l'adressage des protéines. Chez les 

plantes, peu d'informations sont disponibles quant à son implication dans les processus de 

signalisation cellulaire et, d'une façon plus générale, dans les réponses de défense de la 

plante. 

 

En conclusion, grâce à la technique de biotin switch couplée à une analyse en spectrométrie 

de masse, nous avons pu identifier des protéines potentiellement S-nitrosylées en réponse à 

la cryptogéine. Il s'agit d'un résultat original dans la mesure où peu de protéines S-

nitrosylées ont été identifiées dans des contextes physiologiques. Compte-tenu des 

problèmes de détections non spécifiques et de sensibilité associés à la méthode biotin 

switch, la validation de ces données nécessite des analyses complémentaires focalisées sur 

les protéines candidates. Nous avons retenu la protéine CDC48 pour la suite de nos travaux. 

Les résultats obtenus sont présentés dans le chapitre suivant.  



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CHAPITRE II : CARACTERISATION DE CDC48 
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Rappel Bibliographique : CDC48, un acteur 

moléculaire ubiquitaire 

 

1. Généralités et description 

 

CDC48 est une protéine ubiquitaire présente en grande quantité dans les cellules eucaryotes 

(environ 1 % de la masse protéique cytosolique). Elle a été identifiée en premier lieu chez la 

levure (Moir et al., 1982) puis chez les mammifères sous le nom de VCP (vasolin-containing 

protein) ou p97 (Peters et al., 1990).  

CDC48 appartient à la famille des AAA-ATPases (ATPases associated with various cellular 

activities). Ces protéines représentent une superfamille impliquée dans une large gamme de 

fonctions cellulaires, allant de la dégradation protéique au contrôle de la réplication de 

l’ADN (Tucker & Sallai, 2007). CDC48 est une protéine très conservée. En effet, l’isoforme 

principale d’A. thaliana partage plus de 65% d’identité avec les homologues de levure ou de 

mammifère (Feiler et al., 1995 ; voir le tableau 9 dans la discussion de ce chapitre).  

 

CDC48 est une protéine d’environ 90 kDa présente et active in vivo sous la forme d’un 

complexe homohexamérique organisé en cercle et présentant un pore en son centre (Aker 

et al., 2007 ; figure 16). Elle est localisée principalement dans le cytoplasme, souvent 

associée à la membrane plasmique, à la membrane du réticulum ou à l'enveloppe nucléaire, 

mais peut être relocalisée au noyau en faible quantité suite à des modifications post-

traductionnelles comme la phosphorylation (Feiler et al., 1995 ; Madeo et al., 1998).  

De nombreuses études menées aussi bien chez les plantes, les levures ou les mammifères 

ont permis de décrire la structure primaire de cette protéine de façon précise. 

CDC48 contient deux différents domaines ATPasiques fonctionnels, D1 et D2 

(respectivement résidus 207-414 et 481-691 chez A. thaliana, figure 17 ; Feiler et al. 1995). 

Cette propriété classe CDC48 dans la catégorie des AAA-ATPases de type II (Frölich et al., 

1991). La majeure partie de l’activité ATPasique est conférée par le site D2, le domaine D1 

étant plutôt impliqué dans l’oligomérisation de la protéine (Song et al., 2003). Chacun des 
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domaines ATPasiques inclut les domaines très conservés Walker A (GPPGSGKT et GPPGCGKT 

chez A. thaliana) et Walker B (DEID et DELD chez A. thaliana) respectivement impliqués dans 

la fixation et l’hydrolyse de l’ATP (Feiler et al., 1995). 

 

La fixation et l’hydrolyse de l’ATP au sein du domaine D1 provoquent des réarrangements 

conformationnels conduisant à l’héxamérisation de la protéine. Cette propriété induit une 

réorientation du domaine N-ter favorisant l’interaction de CDC48 avec ses divers partenaires 

protéiques (Rancour et al., 2004). 

CDC48 présente également dans sa région N-ter (200 premiers résidus) un domaine 

d’interaction avec des substrats ou cofacteurs (Feiler et al., 1995 ; Rancour et al., 2002, 

Rancour et al., 2004 ; Park et al., 2007b). Ce domaine intervient de façon prépondérante 

dans l’activité de CDC48. En effet, l’énergie libérée après hydrolyse enzymatique de l’ATP par 

le domaine D2 va être utilisée dans différentes fonctions cellulaires suivant la nature des 

partenaires, cofacteurs ou substrats, auxquels la protéine est associée. Ces partenaires sont 

très nombreux et sont impliqués dans des processus variés (voir ci-dessous ; Dreveny et al., 

2004 ; Yeung et al. 2008 ; Madsen et al, 2009). 

Enfin, la région C-ter de CDC48 est impliquée dans l'interaction avec des protéines 

adaptatrices ou partenaires (Madsen et al, 2009) et constitue un site de régulation de 
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l’activité de la protéine (Aker et al., 2006 ; voir ci-dessous). Par exemple, plusieurs travaux 

ont montré que cette région est soumise à phosphorylation chez la levure (Madeo et al., 

1998), les animaux (Madsen et al., 2009) ou les plantes (Rientes et al., 2005). 

 

2. Activités de CDC48 

 

Comme indiqué précédemment, CDC48 prend part à des activités cellulaires variées. En 

effet, de nombreuses études ont montré que cette protéine est impliquée dans les 

phénomènes de dynamique membranaire, dans les processus de développement cellulaire 

et intervient par ailleurs dans le contrôle de la dégradation protéique associée au réticulum 

endoplasmique (ER). D’autres fonctions ont été mises en évidence, notamment dans les 

modèles animaux, à savoir la réparation et la réplication de l’ADN ou encore l’activation de 

facteurs de transcription via leur ubiquitinylation. Nous détaillerons dans les paragraphes 

suivants chacune de ces activités en nous attardant sur celles confirmées chez les plantes.  

  

2.1 CDC48 et la progression du cycle cellulaire et le développement 

CDC48 a été initialement décrite chez la levure (Moir et al., 1982). Un mutant invalidé dans 

l’expression de cette protéine présente une altération dans la progression du cycle cellulaire, 

d’où son nom. En effet, chez le mutant cdc48 de Saccharomyces cerevisiae, on observe une 

organisation aberrante des microtubules lors de la formation des fuseaux mitotiques, 

conduisant à l’arrêt de la croissance cellulaire (Frohlich et al., 1991). Si la non-dégradation de 

régulateurs du cycle cellulaire a été proposée pour expliquer le phénotype observé chez le 

mutant cdc48, le rôle exact de CDC48 dans la régulation du cycle cellulaire chez la levure 

demeure aujourd’hui peu connu (Ye, 2006).  

p97 est également impliquée dans le contrôle de la division cellulaire des cellules animales, 

en participant à différents mécanismes, tels que la mise en place et la dégradation des 

fuseaux mitotiques, la reformation de l’appareil de Golgi ou la formation de l’enveloppe 

nucléaire (Cao et al., 2003 ; Hetzer et al., 2001). Ces évènements font intervenir des 

partenaires nombreux et les mécanismes moléculaires par lesquels p97 agit restent à 

déterminer (Meyer & Popp, 2008).  
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L’implication de VCP/p97/CDC48 dans la protection cellulaire et/ou la mise en place de 

processus apoptotiques a également été étudiée chez l’animal et la levure. Plusieurs études 

ont donné des résultats différents, voire contradictoires.  

La mutation, la déplétion ou l’oxydation de CDC48 conduisent à une modification de la 

régulation de la synthèse protéique dépendante du réticulum endoplasmique (le système 

ERAD : ER[endoplasmic reticulum]-associated-degradation ; voir paragraphe 2.3 ci-dessous). 

Ce changement conduit à une accumulation des substrats de l’ERAD qui se traduit par un 

stress de l’ER. Ces évènements vont aboutir à une mort cellulaire de type apoptotique 

(Braun & Zischka, 2008). En effet, l’expression d’une forme mutée de CDC48 chez la levure 

conduit à une mort cellulaire présentant des caractéristiques d'apoptose, telles que la 

condensation de la chromatine ou la fragmentation nucléaire (Madeo et al., 1997). Chez les 

mammifères, une déplétion ou une mutation de VCP sur son domaine D2, possédant 

l’activité ATPasique majeure (Song et al., 2003), conduit également à la mise en place d’une 

mort par apoptose (Hirabayashi et al., 2001 ; Shirogane et al., 1999). Un aspect 

particulièrement intéressant à mentionner ici est l'impact de l'oxydation du résidu cystéine 

522 de VCP. En effet, cette oxydation conduit à une diminution importante de l'activité. 

L’expression dans la levure d’une forme mutée de VCP de drosophile pour laquelle le résidu 

Cys 522 est substitué par une lysine, mimant ainsi un état oxydé constitutif, conduit à un 

stress de l’ER aboutissant à une mort des cellules de type apoptotique (Noguchi et al., 2005). 

En accord avec ces données, une surexpression de CDC48 fonctionnelle dans les cellules 

s'accompagne au contraire d'une meilleure résistance des cellules à des facteurs 

apoptotiques (Noguchi et al., 2005) et d’une prolifération cellulaire plus importante. Par 

exemple, chez le poisson-zèbre (Danio rerio), l’expression de CDC48 est induite en réponse 

au stress froid, participant à l’ajustement du métabolisme cellulaire en réponse à ce stress 

(Yamashita et al., 1996). La surexpression de CDC48 conduit dans ce modèle à une plus 

grande prolifération cellulaire (Imamura et al., 2003). Des travaux sur des cellules de 

mammifères ont également montré que p97 contrôle la dissociation de NFκB et de son 

inhibiteur IκBα, permettant l’activation de la signalisation dépendante de NFκB conduisant à 

la prolifération cellulaire (Asai et al., 2002).  

L’ensemble de ces travaux tend donc à démontrer un rôle anti-apoptotique de CDC48. 

Toutefois, des travaux menés sur des cellules de souris ont montré que VCP possède un rôle 

pro-apoptotique (Rao et al., 2004). Dans ce modèle VCP permet l’activation des caspases 9 
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et 12, faisant suite à un stress de l’ER induit chimiquement par la thapsigargine, un inhibiteur 

des ATPases calcique de l’ER. L’activation des caspases conduit à la mort cellulaire par 

apoptose. Les auteurs expliquent cette fonction pro-apoptotique en proposant que VCP 

interagit avec un complexe protéique permettant l’activation des caspases (Rao et al., 2004).  

 

Chez les plantes, CDC48 est exprimée majoritairement dans les tissus en croissance (Feiler et 

al., 1995 ; Rancour et al., 2002 ; Park et al., 2008). De plus, des mutants d’A. thaliana 

invalidés dans l'expression de CDC48 présentent des phénotypes altérés notamment lors de 

la germination et de la croissance du tube pollinique, et un arrêt de développement des 

embryons (Park et al., 2008). CDC48 est en effet nécessaire à la prolifération cellulaire 

puisque des mutants invalidés dans l’expression de cette protéine présentent un arrêt de la 

croissance des plantules à un stade précoce chez A. thaliana (Rancour et al., 2002 ; Park et 

al., 2008). De plus, une étude récente menée chez le tabac a montré que des lignées 

antisens de Nicotiana tabacum exprimant une séquence de CDC48 de Nicotiana glutinosa 

ont une croissance altérée. Les lignées obtenues présentent en effet des aberrations de 

croissance et de développement des organes végétatifs et reproductifs (Bae et al., 2009). 

Enfin, l’utilisation de lignées invalidées dans l’expression de CDC48, ainsi que des 

expériences de localisation cellulaire, ont montré que CDC48 est essentielle à 

l’établissement de la plaque cellulaire lors de la division cellulaire chez A. thaliana (Feiler et 

al, 1995 ; Rancour et al., 2002 ; Park et al., 2008). 

 

2.2 CDC48 et les mécanismes de dynamique membranaire 

CDC48 présente des homologies de séquence et de structure avec une autre AAA-ATPase, 

appelée NSF (N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein), impliquée dans les mécanismes de 

fusion membranaire mis en place dans le cadre du système sécrétoire. NSF, en association 

avec certains cofacteurs appelés SNAP (soluble NSF-attachement protein), permet 

l’adressage et la fusion de vésicules membranaires (Rancour et al., 2002 ; Grefen et al., 

2009). Cette fusion implique des protéines membranaires résidentes appelées SNARE (SNAP 

receptor), qui interagissent avec le complexe NSF/SNAP. Les SNARE présentes sur les 

vésicules ((v)-SNARE) ciblent les SNARE correspondantes des membranes cibles ((t)-SNARE) 

pour former un complexe protéique permettant la fusion des deux membranes (Jahn & 
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Südhof, 1999 ; Brunger, 2001). NSF fonctionne alors comme une protéine chaperonne et 

permet, par l’utilisation de l’énergie résultant de l’hydrolyse de l’ATP, la dissociation des 

complexes SNARE formés, libérant les protéines impliquées pour de nouveaux cycles de 

fusion membranaire (Littleton et al., 2001 ; May et al., 2001). En plus de leur implication 

dans ces processus de fusions hétérotypiques dans le cadre du système sécrétoire, les 

SNARE sont également impliquées dans les mécanismes de fusions homotypiques observés 

pour les membranes de la vacuole ou de l’ER (Nichols et al., 1997 ; Patel et al., 1998 ; Roy et 

al., 2000). 

Des études menées chez la levure et chez les animaux ont permis de montrer que CDC48 

participe à un système similaire de fusion membranaire. Ainsi, des évènements de fusions 

homotypiques de membrane de l’ER, participant à la biogénèse et la maintenance de l’ER, ou 

encore les fusions hétérotypiques des vésicules membranaires du système sécrétoire 

précoce (entre l’ER et l’appareil de Golgi) nécessitent le concours de CDC48 et de certains de 

ses partenaires, à savoir les SNARE Ufe1p et Sed5p/syntaxine 5 (Latterich et al., 1995 ; Roy et 

al., 2000). CDC48 participerait au repliement et à la régulation de la formation des 

complexes de SNARE. Chez les mammifères, p97, en interaction avec ses partenaires 

protéiques Ufd1 (ubiquitin fusion degradation 1)-Npl4 (nuclear protein localization 4) et p47, 

est également impliquée dans la reformation de l’enveloppe nucléaire suivant la mitose 

(Hetzer et al., 2001). De plus, à la suite d’une division cellulaire, p97 participe également à la 

reformation de l’appareil de Golgi, à partir de fragments vésiculaires (Kondo et al., 1997 ; 

Rabouille et al., 1995). 

Chez A. thaliana, quelques études sont disponibles concernant l’implication de CDC48 dans 

les mécanismes de dynamique membranaire. Des expériences de localisation subcellulaire 

par immunofluorescence ont montré que CDC48 est localisée au niveau de la plaque 

cellulaire (Feiler et al., 1995), de la membrane plasmique, de la membrane des organelles, 

ou de l’enveloppe nucléaire (Rancour et al., 2002). De plus, des expériences 

d'immunoprécipitation ont montré que CDC48 interagit avec SYP31, le SNARE homologue de 

Sed5p de levure et de la syntaxine 5 de mammifère (Rancour et al., 2002). Cette interaction 

nécessite la liaison et l’hydrolyse de l’ATP par CDC48, et est retrouvée au niveau de la plaque 

cellulaire lors de la division des cellules d’A. thaliana, laissant envisager un rôle de CDC48 

dans l’établissement de cette structure lors de la mitose (Feiler et al., 1995 ; Rancour et al., 

2002). 
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2.3 CDC48 et le contrôle de la synthèse protéique 

La dégradation des protéines présentant des altérations dans leur conformation ou des 

repliements incorrects est un processus cellulaire essentiel. La suppression des protéines 

mal repliées du système sécrétoire nécessite leur reconnaissance au niveau de l’ER. Cette 

perception est suivie d’une translocation de ces protéines mal repliées vers le cytosol. Ces 

protéines sont alors ubiquitinylées et vont interagir avec des protéines chaperonnes qui les 

détacheront de la membrane pour permettre leur prise en charge et leur dégradation par le 

protéasome (Raasi & Wolf, 2007). Ce système de contrôle de l’ER conduisant à la protéolyse 

des protéines incorrectement repliées est appelé système ERAD.  

Plusieurs travaux visant à identifier les acteurs moléculaires impliqués dans ce système de 

contrôle de la synthèse protéique, menés originellement chez la levure ou les mammifères, 

ont mis en évidence l’implication de CDC48. En effet, CDC48 complexée avec certains de ses 

cofacteurs, notamment Ufd1 et Npl4, permet le détachement des membranes de l’ER et 

l’adressage au cytosol puis au protéasome des substrats de l’ERAD, via son activité 

ATPasique (pour revue voir Raasi & Wolf, 2007).  

Chez les plantes, quelques travaux ont montré que CDC48 participe également à la rétro-

translocation de protéines substrats de l’ERAD, telles que des toxines ou des protéines 

tronquées, depuis l’ER vers le cytosol, participant ainsi à ce système de dégradation 

protéique (Muller et al., 2005 ; Marshall et al., 2008 ; Yamamoto et al., 2010). 

 

2.4 CDC48 et les signalisations dépendantes des RLK 

De récents travaux menés chez les plantes ont montré que l’isoforme CDC48A d’A. thaliana 

interagit avec un récepteur membranaire de type LRR-RLK, SERK1 (somatic embryogenesis 

receptor-like kinase 1 ; Rientes et al., 2005 ; Aker et al., 2006 ; Aker et al., 2007). SERK1 est 

un récepteur aux brassinostéroïdes, impliqué dans l’embryogenèse somatique (Shah et al., 

2001). Si les ligands de ce récepteur et les signalisations déclenchées suite à son activation 

demeurent peu connus, des travaux menés chez le riz ont pu mettre en évidence un rôle 

potentiel de ce récepteur dans l’établissement des réponses de défense (Hu et al., 2005b). 

En effet, l’expression du gène codant SERK1 est induite en réponse aux hormones 

classiquement impliquées dans la défense des plantes telles que le SA, le JA ou l’ABA. De 
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plus, des lignées de riz surexprimant ce récepteur présentent une résistance plus importante 

que des lignées sauvages à une infection par le champignon pathogène Magnaporthe grisea 

responsable de la pyriculariose (Hu et al., 2005b). Cette surexpression est également 

associée à une HR plus importante, notamment lors d’interactions non-compatibles (Hu et 

al., 2005b). 

Chez A. thaliana, CDC48 interagit avec le domaine kinase de SERK1, ce qui favorise sa 

phosphorylation (Rientes et al., 2005 ; Aker et al., 2006, Aker et al., 2007). L’interaction 

entre ces deux protéines se produit au sein d’un complexe proteique plus important (Rientes 

et al., 2005) et fait intervenir CDC48 sous sa forme homohexamérique (Aker et al., 2007). 

Cependant, l'impact de cette interaction en termes de signalisation cellulaire n’est pas 

clairement défini. Il a été proposé que CDC48 participerait à la régulation de la signalisation 

dépendante de l’activation de SERK1 en conduisant à sa dégradation par le protéasome 

(Aker & de Vries, 2008). 

 

2.5 CDC48 et la régulation de la transcription 

Certaines études ont proposé une implication de CDC48 dans le contrôle de la transcription. 

Ainsi, comme mentionné précédemment, VCP interagit avec IκBα, un inhibiteur de la 

signalisation dépendante de NFκB, un facteur de transcription impliqué dans la régulation de 

nombreux gènes dans les cellules animales (Dai et al. 1998). VCP régulerait ainsi la 

signalisation dépendante de NFκB en participant à la dégradation d’IκBα. 

Chez la levure, CDC48 permet également la maturation des facteurs de transcription Spt23 

et Mga2, impliqués dans la régulation de gènes contrôlant le métabolisme des acides gras 

(Hitchcock et al., 2001). CDC48 conduit au détachement du précurseur de ces protéines de la 

membrane de l’ER. Cet évènement permet la prise en charge du précurseur par le 

protéasome qui permettra la maturation des facteurs de transcription (Rape & Jentsch, 

2004). Enfin, des partenaires potentiels de VCP chez les animaux ou la levure participant au 

contrôle de l’intégrité de l’ADN ou des ARN ont été identifiés, suggérant un rôle de CDC48 

dans ces phénomènes, bien qu’aucun mécanisme moléculaire ne soit clairement établi (Ye, 

2006 ; Dreveny et al., 2004). 
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3. Les cofacteurs et partenaires protéiques de CDC48 

 

3.1 Une grande variété de partenaires protéiques 

Comme nous l’avons évoqué, CDC48 est un acteur majeur d’un grand nombre de processus 

cellulaires. Cette diversité de fonctions, associée à son ubiquité, pose la question de la 

spécificité du rôle de cette protéine dans un contexte donné. Cette spécificité est gouvernée 

par la nature de ses partenaires protéiques. C’est en effet le recrutement de ses partenaires 

qui déterminera, via l’établissement de complexes protéiques, l’utilisation de l’énergie 

libérée par l’hydrolyse de l’ATP par CDC48. En effet, CDC48 peut lier un très grand nombre 

de cofacteurs. Une liste non exhaustive de ces partenaires, rassemblée par Madsen et al., 

(2009) est présentée tableau 7 (pour revues voir Devreny et al., 2004 ; Shuberth & 

Buchberger, 2008 ; Yeung et al., 2008 ; Ye, 2006, Madsen et al., 2009). 

 

Les partenaires protéiques participent de différentes manières à l’activité de CDC48.  

CDC48 peut lier directement des protéines incorrectement repliées ou l’ubiquitine in vitro. 

Cependant, CDC48 nécessite in vivo le concours de certains de ses partenaires (substrate-

recruiting factors) pour le recrutement de substrats, permettant une stabilisation des 

complexes protéiques CDC48/cofacteurs/substrat (Shuberth & Buchberger, 2008 ; Madsen 

et al., 2009). C’est le cas par exemple des cofacteurs Ufd1-Npl4 impliqués dans la 

dégradation protéique ou la fusion membranaire.  

 

D’autres cofacteurs possèdent des activités enzymatiques propres (substrate-processing 

factors) et s’associent à CDC48 après le recrutement de substrats  (Shuberth & Buchberger, 

2008 ; Madsen et al., 2009). Ils confèrent des activités enzymatiques spécifiques au 

complexe formé par CDC48 et ses différents cofacteurs/substrats, ou peuvent participer à 

l’inhibition de l’activité de CDC48 (Madsen et al., 2009). Les adaptateurs Ufd3 (ubiquitin 

fusion degradation) et Ufd2 sont des exemples de cette classe de protéines partenaires. Elles 

sont toutes les deux impliquées dans les voies de dégradation de protéines ubiquitinylées 

(Rumpf & Jentsch, 2006).  
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Tableau 7 : Liste non exhaustive des partenaires de CDC48. D’après Madsen et al., 2009. 

Partenaires de 
CDC48/p97/VCP 

Autre noms Motif de 
liaison 

 Fonctions   Références 

 Substrate recruiting factors   
 p47  Shp1   UBX, Boite 

SHP 
Fusion membranaire, dégradation Kondo et al.  1997    

 Ufd1/Npl4 - Boite SHP Fusion membranaire, maturation 
de facteurs de transcription, ERAD 

Meyer et al.  2000    

 p37 - UBX Fusion membranaire Uchiyama et al.  2006    

 Ubxd1
a
  - PUB  ERAD Allen et al.  2006 , 

Nagahama et al.  2009    

 Erasin  Ubxd2   UBX ERAD Liang et al.  2006    

 Ubxd3
a
  - UBX Inconnue Alexandru et al.  2008    

 Ubxd4
a
  - UBX Inconnue Alexandru et al.  2008    

 Ubxd5  Socius   UBX Dynamique des microfilaments Katoh et al.  2002 , 
Alexandru et al.  2008    

 FAF1  - UBX Dégradation protéique, apoptose Song et al.  2005    

 SAKS  Y33K   UBX Dégradation protéique McNeill et al.  2004 , 
Alexandru et al.  2008    

 VIMP  SelS   Inconnu ERAD Ye et al.  2004    

 Derlin-1 - Boite SHP Rétro-translocation, ERAD Schulze et al.  2005 , Ye et 
al.  2005    

 Ubxd6
a
   Rep8  UBX Inconnue Alexandru et al.  2008    

 Ubxd7  - UBX Dégradation de HIF1α Alexandru et al.  2008    

 Ubxd8
a
  ETEA   UBX Inconnue Alexandru et al.  2008    

 Ubxd9  TUG, ASPL   UBX Import de glucose Bogan et al.  2003 , 
Alexandru et al.  2008    

     
 Substrate processing factors   
 Hrd1  Synoviolin   VBM   E3 ubiquitine ligase, ERAD  Ye et al.  2005 , Morreale et 

al.  2009    

 gp78  AMFR   VIM   E3 ubiquitine ligase, ERAD  Zhong et al.  2004    

 VCIP135  - UBX-like   Désubiquitinylation, fusion 
membranaire 

Uchiyama et al.  2002    

 Otu1  - UBX-like   Désubiquitinylation Rumpf and Jentsch 2006 

 Ataxin3  - VBM   Désubiquitinylation, ERAD Doss-Pepe et al. 2003 

 Ufd2  Ube4, E4   VBM E4, maturation de facteurs de 
transcription, ERAD  

Koeglet al. 1999 

 Ufd3  Doa1, PLAA   PUL   Inhibiteur de Ufd2 Rumpf and Jentsch 2006 

 PNGase  Png1   PUB   Déglycosylation, ERAD Park et al. 2001, Allen et al. 
2006  

 SVIP  - VIM   Inhibiteur de p97 dans l'ERAD Ballar et al. 2007 
a
 partenaires dont la fonction est inconnues mais classés parmi les substrate recruiting factors car ils ne 

possèdent pas d’activité enzymatique 
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La plupart des partenaires protéiques de CDC48 connus et étudiés sont issus de cellules 

animales ou de levure. Toutefois quelques études menées chez A. thaliana ont conduit à 

l’identification de deux partenaires de CDC48 chez les plantes (Rancour et al., 2004 ; Park et 

al., 2007b ; Chandran et al., 2009). Ces deux partenaires, PUX1 (plant UBX domain-

containing protein) et PUX2, présentent un domaine UBX (ubiquitin regulatory X ; voir 

paragraphe 3.2 ci-dessous) qui leur permet de s’associer à CDC48. 

PUX1 est une protéine soluble cytosolique d'environ 30 kDa qui interagit directement avec la 

région N-ter de CDC48 d’A. thaliana (Park et al., 2007b). Cette protéine va conduire à la 

dissociation des complexes hexamériques actifs de CDC48, participant ainsi à la régulation 

de son activité (Rancour et al., 2004 ; Park et al., 2007b). La régulation de l’activité de CDC48 

par ce mécanisme est importante puisque des lignées déficientes dans l’expression de PUX1 

présentent une croissance cellulaire accélérée (Rancour et al., 2004), bien que les  

mécanismes cellulaires mis en jeu ne soient pas connus. 

PUX2 possède également un domaine UBX et lie notamment le complexe CDC48/SYP31 chez 

A. thaliana (Rancour et al., 2004 ; Park et al., 2007b). De façon remarquable, le gène PUX2 

est induit au cours d’infections d’A. thaliana par les pathogènes P. syringae pv maculicola et 

Golovinomyces orontii. Plus précisément, des lignées mutantes d’A. thaliana pux2 

présentent une résistance plus importante à ces maladies (Chandran et al., 2009). Toutefois, 

ces observations sont préliminaires, le rôle de PUX2 dans ces phénomènes n’a pas été 

appréhendé et aucun mécanisme liant CDC48 à cette résistance n’est connu. 

 

3.2 Les domaines d’interaction protéique 

Le recrutement de CDC48 vers les substrats ubiquitinylés ou son association avec ses 

protéines adaptatrices font intervenir des domaines d’interaction protéique divers. A ce 

jour, sept motifs protéiques ont été décrits, dont deux principaux (Madsen et al., 2009). 

- les domaines UBX/UBX-like : 

Les domaines UBX ont initialement été décrits comme une séquence d’environ 80 résidus 

d'acides aminés dont la fonction était inconnue (Buchberger et al., 2001). De façon 

remarquable, cette séquence présente une conformation structurale similaire à l’ubiquitine, 

et peux donc interagir avec des protéines liant habituellement l’ubiquitine, comme CDC48. 

Cependant, l’absence d’un motif di-glycine coté C-ter de cette séquence ne permet pas au 
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motif UBX de fixer de manière covalente ses partenaires (Shuberth & Buchberger, 2008 ; 

Dreveny et al., 2004 ; Yeung et al., 2008). Des études menées sur le cofacteur p47 ont 

montré que celui-ci se lie au niveau du domaine N-ter de p97 via cette séquence UBX, 

mettant en jeu des interactions de type hydrophobe (Yuan et al., 2001). Cette séquence est 

retrouvée chez plusieurs partenaires protéiques (15 protéines sont prédites pour présenter 

un motif UBX chez A. thaliana ; Rancour et al., 2004) et lie avec plus d’affinité p97 que 

l’ubiquitine (Shuberth & Buchberger, 2008 ; Dreveny et al., 2004 ; Yeung et al., 2008).  

Dans la région N-ter de Npl4, un autre cofacteur de p97 impliqué notamment dans les 

mécanismes de fusions membranaires, se retrouve un domaine UBX-like appelé UBD 

(ubiquitin D ; Meyer et al., 2000). Malgré l’absence de similarité de séquence entre les 

domaines UBX et UBD, ce dernier présente également un arrangement structural 

comparable à l’ubiquitine, et permet l’interaction avec p97 de la même manière que le 

domaine UBX (Isaacson et al., 2007).  

L’ensemble de ces domaines UBX/UBX-like se retrouve chez un grand nombre de protéines 

adaptatrices de CDC48. Les prédictions structurales suggèrent que l’ensemble des protéines 

présentant ce type de domaines pourraient représenter des partenaires protéiques de 

CDC48 (Shuberth & Buchberger, 2008 ; Dreveny et al., 2004 ; Yeung et al., 2008). 

- le domaine PUB 

Le domaine PUB (PNGase [peptide N-glycosidase] ubiquitin-associated) a été originellement 

identifié à l’extrémité N-ter de PNGases chez les eucaryotes, des enzymes impliquées dans la 

déglycosylation de protéines et associées à leur dégradation par l’ERAD (Suzuki et al., 2001). 

Ce domaine interagit avec les résidus d'acides aminés de la région C-ter de p97 grâce à des 

liaisons hydrophobes et ioniques (Zhao et al., 2007). De manière remarquable, la 

phosphorylation du résidu Tyr 805 de p97 abolit complètement l’interaction de p97 avec le 

domaine PUB (voir ci-dessous ; Zhao et al., 2007). 

Le domaine PUB est également retrouvé chez un grand nombre de protéines, dont PUX2 

(Yeung et al., 2008). Cependant, la fonction de ces partenaires dans les mécanismes 

cellulaires dépendants de CDC48 n’a à ce jour été que peu étudiée. 
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- Autres domaines 

D’autres domaines d’interaction protéique permettant le recrutement de CDC48 par des 

protéines adaptatrice ont été décrits.  

Ainsi, le domaine PUL (PLAP [phospholipase A2-activating protein], Ufd3p, Lub1p), retrouvé 

chez certains cofacteurs de p97 et CDC48 chez les animaux ou les levures, interagit avec les 

dix derniers résidus de la région C-ter de p97 (Zhao et al., 2007). Cette interaction est, ici 

encore, sensible à la phosphorylation du résidu Tyr 805 de p97.  

Un motif protéique conservé de 8 résidus, appelé boite SHP car identifiée originellement 

chez la protéine de levure Shp1p (Sato et al., 2006), permet également la liaison à p97 et est 

retrouvé chez plusieurs de ces cofacteurs, comme p47. Cependant, les mécanismes 

permettant cette interaction demeurent inconnus (Yeung et al., 2008).  

Signalons enfin l’existence des motifs VIM (VCP-interacting motif) et VBM (VCP-binding 

motif), retrouvés chez certains partenaires de p97 chez les animaux, mais dont les fonctions 

et mécanismes moléculaires d’interaction à p97 restent à déterminer (Yeung et al., 2008).  

 

 

4. Régulation de l’activité de CDC48 par des modifications 

post-traductionnelles 

 

Si la fonction de CDC48 dépend du recrutement de partenaires protéiques, son activité est 

également modulée par des modifications post-traductionnelles. Ces modifications peuvent 

avoir une incidence sur l’activité enzymatique propre de CDC48 ou agir plus indirectement 

en modifiant l’affinité de la protéine pour ses différents partenaires.   

 

4.1 Régulation par phosphorylation 

Comme nous l'avons déjà évoqué, plusieurs études menées chez la levure ou l’animal ont 

montré que CDC48 pouvait être soumise à une régulation via phosphorylation portant sur 

différents domaines de la protéine (Egerton & Samelson., 1994 ; Madeo et al., 1998 ; Mori-

Konya et al., 2009  ; Ewens et al., 2010). Ces phosphorylations provoquent des 
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réarrangements structuraux de la protéine (Ewens et al., 2010) à l'origine de changements 

fonctionnels. 

Outre la phosphorylation du résidu Tyr 805 chez les animaux commentée précédemment et 

conduisant notamment à une baisse d’affinité de la région C-ter de p97 pour les domaines 

adaptateurs de types PUB et PUL, la phosphorylation du résidu Tyr 834 chez la levure, situé 

également dans le domaine C-ter de CDC48, conduit à une relocalisation subcellulaire de la 

protéine du cytosol au noyau (Madeo et al., 1998). Chez les mammifères, la phosphorylation 

du résidu Tyr correspondant (Tyr 805) conduit à la localisation de l’homologue p97 aux 

centrosomes (Madeo et al., 1998).  

La phosphorylation de p97 provoque également la déstabilisation du complexe 

p97/p47/syntaxine-5 nécessaire à la formation de l'ER transitionnel (ER-t). Cette structure 

est impliquée dans la transition des protéines de l’ER vers l’appareil de Golgi et sa formation 

est dépendante de l’activité de p97, permettant la fusion des membranes des deux 

organelles. Inversement, la déphosphorylation de p97 conduirait à la stabilisation du 

complexe p97/p47/syntaxine-5 (Lavoie et al. 2000). 

Des changements d’état de phosphorylation de p97 ont été également observés après 

différents stress, tels que l’hypoxie ou un stress froid, en cas de dommage de l’ADN (Ewens 

et al., 2010) ou encore d’agrégations protéiques anormales (Koike et al., 2010). De plus, un 

facteur de virulence de Salmonella, SptP, présente un domaine tyrosine phosphatase qui lie 

et déphosphoryle spécifiquement p97, permettant ainsi une inhibition de la dégradation 

protéique et une synthèse plus importante des protéines pathogènes (Humphreys et al., 

2009).  

Enfin, des études chez des cellules de mammifères ont montrées que VCP est ciblée par la 

protéine kinase Akt (Klein et al., 2005 ; Vandermoere et al., 2006). Akt participe à l’activation 

indirecte de la signalisation dépendante de NFκB, conduisant à la prolifération cellulaire 

(Karin & Greten, 2005). Akt phosphoryle VCP sur 3 différents résidus sérine localisés dans le 

domaine ATPasique D1 et la partie C-ter. Cette modification participe à la signalisation 

dépendante de l’activation d’Akt (Vandermoere et al., 2006). 

 

Chez les plantes, l’interaction de CDC48 d’A. thaliana avec la protéine SERK1 conduit à la 

phosphorylation de CDC48 sur l’un des 62 derniers résidus de sa région C-ter (Rientes et al., 

2005). Cette phosphorylation est régulée par l’interaction de CDC48 avec la phosphatase 
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KAPP (kinase-associated protein phosphatase). Aker et al. (2007) ont pu montrer plus 

récemment que le résidu sérine 41 appartenant au domaine N-ter est phosphorylé après des 

expériences de transphosphorylation avec SERK1 in vitro. Toutefois, l’impact de ces 

phosphorylations n’a pu être déterminé avec certitude. 

  

4.2 Régulation par acétylation 

CDC48 est également régulée par acétylation (Ewens et al., 2010). Une étude récente a 

permis l’identification de plusieurs sites putatifs d’acétylation, par des analyses en 

spectrométrie de masse (Mori-Konya et al., 2009). En particulier, la construction par 

mutagenèse dirigée d’une isoforme de p97 substituant le résidu lysine 696 par une 

glutamine, mimant ainsi la forme acétylée de la protéine, a montré que cette forme 

« constitutivement acétylée » possède une activité plus importante que la forme sauvage 

(Mori-Konya et al., 2009). De plus, une interaction directe entre HDAC6 (Histone 

désacétylase 6) et p97 a été démontrée (Seigneurin-Berny et al., 2001). HDAC6, en plus de 

son activité désacétylase, est capable de lier des substrats polyubiquitinylés et est donc 

impliquée dans la dégradation protéique. On peut dès lors suggérer une régulation de p97 

par acétylation dans un contexte de dégradation de protéines incorrectement repliées 

(Seigneurin-Berny et al., 2001). 

 

4.3 Régulation par oxydation  

En plus des différentes modifications post-traductionnelles exposées ci-dessus, l’activité 

ATPasique de VCP est dépendante de l’oxydation d’un de ses résidus Cys, à savoir le résidu 

Cys 522 chez la drosophile (Noguchi et al., 2005). Ce résidu cystéine est conservé chez les 

organismes multicellulaires et appartient au domaine Walker A du domaine D2. Les auteurs 

ont pu montrer que des traitements induisant un stress oxydatif, tels que l’H2O2 ou encore le 

peroxynitrite, induisent in vitro une diminution de l’activité de VCP impliquant ce résidu. De 

plus, un traitement par des agents de nitrosylation tels que le GSNO induisent une 

modification de l’activité de VCP, là encore via la modification du résidu Cys 522 (Noguchi et 

al., 2005). Une forme mutée de la protéine dans laquelle le résidu Cys 522 est substitué par 

un résidu lysine perd totalement son activité. L’expression de cette forme mutante en levure 

conduit à la vacuolisation du cytoplasme des cellules transformées et à l’accumulation de 
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protéines polyubiquitinylées. Ces changements s’accompagnent de l’induction de marqueurs 

de stress de l’ER et de l’agrégation de substrats de l’ERAD. Ces phénomènes correspondent à 

une forme de mort cellulaire programmée semblable à l’apoptose (Noguchi et al., 2005). Ces 

données témoignent de l’importance du rôle du résidu Cys 522 pour l’activité de VCP et de 

son implication dans l’ERAD. La régulation de l’activité ATPasique de VCP par oxydation via 

ce résidu permettrait le contrôle de ce système de dégradation protéique et, par extension, 

serait impliquée dans le contrôle de la mort ou de la prolifération cellulaire.  

 

5. Conclusions générales et choix du candidat  

CDC48 est donc une protéine ubiquitaire impliquée dans un très grand nombre de processus 

cellulaires, et dont l’activité est soumise à une régulation complexe. De façon très 

intéressante, le résidu Cys 522 de la protéine homologue de la drosophile est sensible à un 

traitement par des donneurs de NO (Noguchi et al., 2005). Ce résidu est l’exacte 

correspondance du résidu Cys 526 de CDC48 de tabac identifié comme cible potentielle de la 

S-nitrosylation au cours de la première partie de notre travail. De plus, l’implication de 

CDC48 dans la régulation de la synthèse protéique, de la mort et du développement 

cellulaire, ou encore son interaction avec des récepteurs membranaires laissent présager un 

rôle de cette protéine dans la mise en place des réponses de défense des plantes, en 

particulier dans notre modèle d’étude.  

L’ensemble de ces données et hypothèses nous ont conduit à choisir ce candidat pour la 

suite de nos investigations. 
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Résultats 

Comme nous l’avons spécifié au chapitre précédent, nous avons décidé de focaliser nos 

investigations sur la protéine candidate CDC48. Pour ceci, des outils permettant la 

caractérisation biochimique de ce candidat ont dû être générés. Dans ce chapitre, nous 

présenterons dans une première partie les stratégies d'obtention de ces outils, puis, dans un 

second temps, nous exposerons les résultats relatifs aux caractérisations structurale et 

enzymatique de CDC48 

 

Partie 1 : Génération d’outils permettant la 

caractérisation de CDC48 

 

1. Analyses in silico et identification de la séquence codante 

pleine longueur. 

  

1.1 Identification de la séquence codante 

L’interrogation des bases de données disponibles pour le tabac (NCBI) à partir de la 

séquence peptidique identifiée en spectrométrie de masse (voir chapitre précédent) a 

permis l’identification d’une séquence codante complète d’ADN (CDS : coding DNA 

sequence) correspondant à une isoforme du gène CDC48 de N. tabacum cv BY2. Ce cultivar 

possède un génome très similaire à celui des cellules Xanthi utilisées pour l’identification des 

protéines S-nitrosylées. Le CDS identifié a donc constitué une séquence d’intérêt pour 

dessiner des amorces PCR adaptées à notre plante modèle. En parallèle, la recherche de 

séquences codantes chez Nicotiana tabacum a conduit à l'identification d'une vingtaine 

d’EST (expressed sequenced tag). Ces EST correspondent toutes à la région du CDS CDC48 de 

Nicotiana tabacum cv BY2 codant la séquence identifiée en spectrométrie de masse. Aucune 

autre séquence codante de N. tabacum disponible dans les bases nucléotidiques publiques 

ne correspond au peptide identifié en spectrométrie de masse. 
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1.2 Clonage du CDS de CDC48 chez le tabac 

Sur la base du CDS CDC48 de N. tabacum cv BY2, des amorces PCR ont été dessinées et 

utilisées en vue de l’amplification de l’ADNc codant la protéine CDC48 complète de 

N. tabacum cv Xanthi. Plus précisément, une amorce sens (PL-F) débutant sur l’ATG de 

l’ADNc pleine longueur et précédée de la séquence CACC permettant le clonage directionnel 

de l’amplicon dans le vecteur d’entrée pENTR, ainsi qu'une amorce antisens (PL-R) contenant 

le codon stop de la séquence, ont été dessinées (tableau 5, voir section matériel et 

méthode). Grâce ce couple d’amorces, un amplicon d’une taille similaire au CDS CDC48 de 

N.  tabacum cv BY2 (2431 pb) a pu être obtenu à partir d’ADNc totaux issus de suspensions 

cellulaires de N. tabacum cv. Xanthi (figure 17, piste 1). L'identité de cette séquence, 

nommée CDCF, a été vérifiée par séquençage et correspond exactement au CDS référencé 

pour le cultivar BY2 

 

 

1.3 Alignement de séquence et structure primaire de CDC48 

Un alignement de la séquence protéique codée par CDCF et des homologues correspondants 

chez A. thaliana, Homo sapiens et Saccharomyces cerevisiae est présentée figure 18 A. Les 

protéines présentent une très forte identité de séquence d'un minimum de 67% pour les 

séquences les plus éloignées (tableau 9).  
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En particulier, les sites actifs Walker A et Walker B correspondant respectivement aux sites 

de fixation et d’hydrolyse de l’ATP des domaines ATPases D1 et D2 (Figure 18 B) sont très 

conservés. Une telle conservation de séquence entre des organismes appartenant à des 

règnes différents suggère un rôle conservé et potentiellement important de CDC48 dans le 

fonctionnement cellulaire. Il est à noter que le résidu Cys 526 de l'isoforme de N. tabacum cv 

xanthi identifié comme site potentiel de la S-nitrosylation est conservé chez l’homologue 

d’A. thaliana et humaine, mais pas chez la levure (figure 18 A, figuré en rouge). D’autres 

alignements ont montré que ce résidu cystéine est principalement conservé chez les 

organismes pluricellulaires (résultat non montré). Il est important de spécifier que chez 

l'homologue de drosophile, ce résidu a été identifié comme étant un résidu clé impliqué 

dans la régulation de l’activité de la protéine lors de son exposition au NO (Noguchi et al., 

2005). Ce résultat est en faveur de la potentielle S-nitrosylation de ce résidu et souligne son 

éventuel rôle dans la régulation de l’activité de CDC48. 

  

1.4 Obtention d’une isoforme mutée de CDC48 pour le résidu Cys 526 

En vue d’étudier le rôle de la nitrosylation du résidu Cys 526 identifié en spectrométrie de 

masse, une approche de mutagénèse dirigée par PCR a été mise en place. Pour ceci, deux 

amorces (C526A-F et C526A-R, tableau 5) ont été dessinées. Elles permettent par une 

combinaison de PCR présentée sur la figure 19 l’obtention d’un ADNc pleine longueur codant 

pour une forme mutée de CDC48, dans laquelle le résidu Cys 526 a été substitué par un 

résidu alanine (Ala). Cet acide aminé est classiquement utilisé pour substituer un résidu 

cystéine. Un amplicon de la taille attendue, CDCM a été obtenu (figure 17, piste 4) et la 

présence de la mutation vérifiée par séquençage.  

 

2. Obtention des protéines recombinantes CDCF et CDCM 

 

2.1 Clonage en vecteur d’expression : technologie GATEWAY 

Les ADNc CDCF et CDCM obtenus par PCR ont été amplifiés en utilisant des amorces 

permettant l’ajout de la séquence CACC en 5’ de l’ATG de leur séquence codante (tableau 5).  
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Cet ajout permet le clonage directionnel de ces séquences codantes dans le plasmide 

d’entrée pENTR grâce à l’utilisation de la D-TOPO isomérase (figure 11 et 20). Les différents 

plasmides obtenus pour chaque insert ont été amplifiés en système bactérien. Une 

vérification du clonage a été réalisée par digestion enzymatique (figure 17, pistes 2 et 5). Les 

clones positifs ont ensuite été validés par séquençage.  

A partir de ces clones positifs, une réaction de ligation/recombinaison a été réalisée, avec 

pour vecteur de destination le plasmide pHGWA (Busso et al., 2005 ; figures 11 et 20). Ce 

plasmide permet l’expression inductible de protéines en système bactérien et ajoute une 

étiquette poly-histidines (6xHis) en N-ter des protéines recombinantes. Cette étiquette 

permet la purification des protéines recombinantes produites par chromatographie 

d’affinité. Après recombinaison homologue, les plasmides obtenus ont été introduits dans 

des bactéries E. coli et les clones positifs sélectionnés sur milieu de culture supplémenté en 

ampicilline. Les plasmides ont été vérifiés par digestion enzymatique (figure 17, pistes 3 et 6) 

puis validés par séquençage.  

   

2.2 Expression des protéines recombinantes 

Les plasmides d’expression vérifiés contenant les séquences codantes CDCF ou CDCM ont 

été introduits dans des bactéries d’expression Rosetta, adaptées à l’expression de protéines 

eucaryotes. Les clones transformés ont été sélectionnés sur milieu de culture supplémenté 

en antibiotiques puis vérifiés par séquençage. 

 

2.3 Vérification de la solubilité des protéines recombinantes 

Après induction, les bactéries recombinantes transformées par la construction sauvage 

(CDCF) ou mutante (CDCM) ont été récoltées par centrifugation puis lysées par sonication. 

Les fractions protéiques solubles et non solubles ont été séparées par centrifugation puis 

analysées sur gel SDS PAGE. Le gel présenté figure 21 montre le profil protéique des 

différentes fractions obtenues à partir des bactéries transformées par le plasmide pHGWA 

comportant la séquence CDCF. On observe que l’expression de CDCF recombinante est 

inductible par l’IPTG. La protéine recombinante est présente en faible quantité dans la 

fraction insoluble et s'accumule fortement dans la fraction soluble. Des résultats similaires 

ont été obtenus pour la forme mutée de CDC48 (résultats non montrés). 
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2.4 Purification des protéines recombinantes  

Les protéines recombinantes ont été purifiées par chromatographie d’affinité en utilisant 

des colonnes HisTrapp chargées en nickel et donc présentant une affinité pour l’étiquette 

6xHis. Le profil d’élution a été suivi par spectrophotométrie à 280 nm (figure 22 B). L'analyse 

sur gel SDS-PAGE des différentes fractions d’élution est présentée figure 22 A. Les protéines 

recombinantes CDCF et CDCM sont principalement présentes dans la fraction 4 (figure 22 A, 

pistes 4). Cette fraction a été concentrée par filtration en centrifugeuse. La figure 22 C 

témoigne de la qualité de cette étape de concentration. Au final, une quantité de l'ordre de 

la dizaine de mg de protéines recombinantes a été obtenue à partir de 500 mL de culture 

bactérienne.  

 

2.5 Vérification de l’identité des protéines produites 

Afin de vérifier l’identité des protéines recombinantes purifiées, l'immunoréactivité des 

protéines recombinantes CDCF et CDCM purifiées vis-à-vis d'un anticorps dirigé contre 

l’homologue de CDC48 d’A. thaliana (don du Prof. Sebastian Bednarek, Madison, USA) a été 

vérifiée par Western blot (figure 23).  
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L’anticorps reconnait bien les deux formes de CDC48, native ou mutée, confirmant l’identité 

des protéines purifiées. Toutefois, nous observons la présence de deux bandes 

immunoréactives, de masses molaires légèrement différentes, pour les deux protéines 

recombinantes CDCF et CDCM (figure 23).  

 

 

2.6 Obtention d’une seconde isoforme mutée 

Une stratégie similaire à celle décrite ci-dessus a été entreprise en parallèle afin de produire 

une protéine CDC48 recombinante pour laquelle le résidu Cys 526 a été substitué par un 

aspartate (Asp). Cette protéine, nommée CDCM2, a été obtenue en quantité satisfaisante 

(résultats non montrés). 
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Partie 2 : Etude de l’impact de la S-nitrosylation de 

CDC48 sur sa structure et son activité.  

 

La stratégie de clonage, d’expression et de purification mise en place nous a permis 

l’obtention de protéines CDC48 recombinantes native (CDCF) ou mutée (CDCM et CDCM2). 

Grâce à ces outils, nous avons entrepris une analyse structurale et enzymatique afin de 

cerner l'impact de la S-nitrosylation sur CDC48. Cette analyse est détaillée dans cette 

seconde partie. 

 

 

1. Tests de S-nitrosylation in vitro 

 

Les expériences de biotin switch (figure 13) nous ont permis d'identifier CDC48 comme 

potentiellement S-nitrosylée en réponse à la cryptogéine (voir Chapitre I). Une fois la 

protéine recombinante purifiée, la possibilité qu'elle puisse effectivement être S-nitrosylée, 

en particulier sur le résidu Cys 526, a été vérifiée in vitro. Pour ceci, la protéine native CDCF a 

été exposée à deux donneurs de NO, le diéthylamine NONOate (DEA/NO) et le GSNO. Le 

DEA/NO est un donneur de NO•, le GSNO quant à lui libère NO+ (figures 9 et 10). La S-

nitrosylation in vitro des deux isoformes mutées CDCM et CDCM2 a été testée en parallèle 

via leur exposition respective au GSNO et DEA/NO. Après traitement par les donneurs de 

NO, les protéines recombinantes ont été soumises à la technique du biotin switch, séparées 

sur gel puis révélées par immunodétection en utilisant un anticorps dirigé contre la biotine. 

Les résultats obtenus sont présentés sur la figure 24. Les pistes contrôles 1 et 2, de même 

que 5 et 6, où l'efficacité du blocage par le MMTS et de la biotinylation ont été testées sur 

les protéines CDCF et CDCM2 donnent les résultats attendus, à savoir une forte biotinylation 

en absence de MMTS et l'absence de marquage lorsque le biotin switch a été réalisé sans 

biotine-HPDP. Le traitement de la protéine recombinante non mutée CDCF par les deux 

donneurs de NO, le DEA/NO ou le GSNO (respectivement pistes 3 et 9), a conduit à 

l'obtention d'une bande immuno-réactive.  
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Un signal a également été détecté lorsque la protéine non mutée CDCF a été incubée avec 

H2O ou du GSH (pistes 4 et 10, respectivement), mais de façon beaucoup moins intense. 

Cette détection peut s’expliquer par les limites de la technique du biotin switch exposées 

précédemment. En effet, il est par exemple possible que l’étape de blocage des thiols libres 

de CDCF par le MMTS ne soit pas complètement efficace, générant ainsi un faible marquage 

à la biotine de CDCF non nitrosylée, et donc une faible immunodétection de cette dernière. 

Toutefois, une quantification relative du signal de ces bandes montre que leur intensité est 

limitée. L’ensemble de ces données indiquent que la protéine recombinante non mutée 

CDCF est S-nitrosylable. 

De façon inattendue, une bande immuno-réactive a également été observée suite au 

traitement des protéines recombinantes mutées CDCM et CDCM2 respectivement par le 

GSNO (piste 11) et le DEA/NO (piste 7). Ce signal n'a pas été détecté dans les pistes contrôles 

où CDCM et CDCM2 ont été traités respectivement par du GSH (piste 12) ou H2O (piste 8), 

indiquant qu'il est bien la conséquence de l'exposition aux donneurs de NO, donc d'une S-

nitrosylation. Toutefois, une analyse quantitative montre que les bandes immuno-réactives 

correspondant aux protéines recombinantes mutées CDCM et CDCM2 sont moins intenses 

comparativement à celles détectées dans les pistes correspondant à la protéine native CDCF 

(Figure 24 B). En effet, le signal mesuré pour les échantillons mutés ne correspond qu’à 

environ 55 % du signal mesuré pour l’isoforme native. Un signal faible est également détecté 

pour les isoformes CDCM et CDCM2 traitées par le GSH ou l’H2O, respectivement. Ces 

détections sont cependant beaucoup moins intenses que celles détectées pour CDCF traitée 

par le GSNO ou le DEA/NO. 

Considéré dans son ensemble, ce résultat confirme que la protéine native CDC48 est 

nitrosylable in vitro. La substitution du résidu Cys 526 par un résidu Ala ou Asp réduit 

l'intensité de S-nitrosylation de CDC48 mais ne l'empêche pas. Il est donc envisageable que 

le résidu Cys 526 soit bien un site de S-nitrosylation mais que d'autres résidus Cys de la 

protéine soient également régulés par cette modification post-traductionnelle. Ces résultats 

sont toutefois préliminaires dans la mesure où l'expérience n'a été réalisée qu'une fois. Des 

analyses complémentaires sont en cours afin de confirmer ces observations.  
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2. Analyses structurales et impact de la S-nitrosylation 

 

Une analyse structurale a été menée afin d'analyser l'incidence de la S-nitrosylation de 

CDC48 sur ses structures supérieures (secondaire et tertiaire). Nous avons réalisé ce travail 

au sein de l’équipe du Prof. Hernan Terenzi, du Centre de Biologie Moléculaire Structurale 

du Département de Biochimie de l’Université Santa Catarina de Florianopolis, au Brésil. 

  

2.1 Modélisation de la structure tridimensionnelle de CDC48 

Via l’utilisation de logiciels bioinformatiques de modélisation basés sur les homologies de 

séquences ou la reconnaissance des repliements, nous avons déterminé in silico la structure 

tridimensionnelle de CDC48 de N. tabacum cv xanthi. Il est à noter que deux approches de 

modélisation, l’une basée sur l’homologie de séquence avec l’homologue cristallisé de Mus 

musculus (identité de 77,1%), l’autre sur la reconnaissance des repliements à partir de la 

structure primaire, ont donné un résultat identique. La structure tridimensionnelle d’un 

monomère de CDC48 de tabac complexé à deux molécules d’ATP au niveau des sites 

ATPasiques D1 et D2 est présentée figure 25 A. La protéine comporte deux principales 

régions reliées par une conformation en pelote statistique non périodique (random coil). 

Chaque région comporte un site de fixation de liaison de l’ATP. Le site Walker A du domaine 

ATPasique D2 comprend le résidu Cys 526 (figure 25 A et B). On remarque la proximité 

spatiale de ce résidu Cys 526 avec l'ATP, substrat de la protéine. 
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2.2 Analyses par dichroïsme circulaire 

Afin d’estimer le rôle du résidu Cys 526 dans l’établissement de la structure secondaire de 

CDC48 ainsi que l'impact de la S-nitrosylation sur cette structure, des analyses par 

dichroïsme circulaire ont été réalisées sur les protéines recombinantes CDCF et CDCM 

soumises ou non à un traitement par le GSNO ou le GSH. La figure 26 présente les résultats 

obtenus.  

Le spectre de dichroïsme circulaire de la protéine non mutée CDCF indique après calcul par  

l’algorithme k2d (http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/terms.shtml) que la structure 

secondaire de celle-ci comporte 43 pourcents d'hélice alpha, 12 pourcents de feuillet béta, 

et 45 pourcents de random coil. Cette proportion de structures secondaires correspond à 

celle établie in silico par reconnaissance de repliement (Roy et al., 2010 ; respectivement 

40,59 % d’hélica alpha, 13,46 % de feuillet beta et 45,95 % de random coil). De plus, ce 

spectre est strictement identique à celui de la protéine mutée CDCM, indiquant que la 

substitution du résidu Cys 526 par un résidu Ala n'affecte pas la structure secondaire. 

Lorsque la même expérience a été réalisée sur les protéines CDCF et CDCM exposées au 

GSNO, donc S-nitrosylées, les spectres obtenus se sont avérés identiques à ceux observés 

avec les protéines CDFC et CDCM non traitées (figure 26 B et C).  

Des résultats similaires ont été obtenus lorsque les protéines CDFC et CDCM ont été traitées 

par le GSH (figure 26 B et C).  

En conclusion, la S-nitrosylation de CDC48, en particulier du résidu Cys526, ne présente pas 

d'incidence sur la structure secondaire de CDC48.  
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2.3 Expériences de dénaturation thermique 

Afin de compléter les résultats précédents et d’estimer plus précisément le rôle du résidu 

Cys 526 et l’impact de sa S-nitrosylation sur la structure de la protéine, des expériences de 

dénaturation thermique ont été effectuées. Pour cela, le signal de dichroïsme circulaire à 

222 nm a été mesuré pour les protéines CDCF et CDCM soumises à des températures 

croissantes, traitées ou non par le GSNO. Les courbes de dénaturation obtenues et les 

températures de fusion correspondantes sont présentées figure 27 et tableau 8.  

La comparaison des échantillons CDCF et CDCM démontre que la substitution du résidu Cys 

526 en alanine se traduit par une baisse de la température de fusion, celle-ci passant de 

49.2°C à 46.3°C (tableau 8, figure 27 A). Ainsi, la mutation affecte la stabilité thermique de 

CDC48. En revanche, l'exposition au GSNO ou au GSH ne s'est pas accompagnée d'un 

changement de la température de fusion des protéines CDCF et CDCM, les spectres obtenus 

suite au traitement par l'un ou l'autre des composés étant identiques pour une protéine 

donnée (Tableau 8, figure 27 B et C). Il apparaît donc que la S-nitrosylation de CDC48 

n’impacte pas sa stabilité thermique. 

 

Tableau 8 : Températures de fusion calculées pour les différents échantillons. Les données représentent la 

moyenne +/- la déviation standard de trois réplicas indépendants. Les calculs statistiques ont été obtenus par 

une ANOVA suivi d’un test de Turkey. * p≤ 0.001 comparé à l’échantillon CDCF traité par le GSH 

CDCF CDCM 

GSH GSNO GSH GSNO 

49.2°C ± 0.5°C 49°C ± 0.7°C 46.3°C ± 0.4°C*  47°C ± 0.3°C 
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2.4 Expériences de fluorescence 

Afin d’estimer l’impact du résidu Cys 526 et de sa S-nitrosylation sur la structure tertiaire de 

la protéine, des expériences de mesure de fluorescence ont été réalisées. En effet, la 

fluorescence de certains résidus d'acides aminés, notamment des tryptophanes (Trp), 

dépend de l’accessibilité de ces résidus à la lumière d’excitation et donc de l'arrangement 

tridimensionnel de la protéine. CDCF présente seulement deux résidus Trp, spatialement 

proches du site Walker A du domaine ATPasique D2 comme le montre la figure 28. La 

mesure de la fluorescence intrinsèque de ces résidus Trp a donc été déterminée pour les 

protéines recombinantes CDCF et CDCM exposées préalablement ou non au GSNO. Les 

courbes de fluorescence obtenues sont présentées figure 29. 

 

 

Les protéines CDCF et CDCM non traitées présentent des spectres de fluorescence différents 

(figure 29 A). En effet, la fluorescence de la forme mutée de CDC48 présente un 

déplacement du maximum de fluorescence vers les longueurs d’ondes courtes, et une 

intensité maximum de fluorescence 20 % moins importante que celle mesurée pour CDCF.  

  



Thèse J. Astier. Mai 2011. Chapitre II. Résultats. Partie 2 

 
132 

 

  



Thèse J. Astier. Mai 2011. Chapitre II. Résultats. Partie 2 

 
133 

Ce résultat montre que la substitution du résidu Cys 526 modifie le spectre de fluorescence 

de la protéine, traduisant probablement une modification de la structure tertiaire du 

monomère de CDC48. 

Suite au traitement par le GSNO, les spectres de fluorescence obtenus pour les protéines 

CDCF et CDCM S-nitrosylées montrent une réduction de la fluorescence des résidus Trp 

(figure 29 B et C). En effet, une diminution de l’intensité de fluorescence, de 15 % pour 

chacune des isoformes testées, est observée. Ces données indiquent que la S-nitrosylation 

de la protéine native, comme celle de la mutée, affecte vraisemblablement la structure 

tertiaire. Cependant, ces résultats ne permettent pas d’établir un lien formel entre la S-

nitrosylation du résidu Cys 526 et la structure de CDC48. 

 

 

3. Tests d’activité in vitro  

 

La localisation du résidu Cys 526 dans le site actif Walker A du domaine D2, de même que 

l'impact de la S-nitrosylation sur la structure tertiaire de CDC48, suggèrent que le NO 

pourrait moduler l'activité ATPasique de la protéine. Pour répondre à cette interrogation,  

des tests d’activités enzymatiques in vitro ont été réalisés. Plus précisément, les protéines 

recombinantes native CDCF ou mutée CDCM ont été exposées ou non aux donneurs de NO 

DEA/NO ou GSNO et leurs activités ATPasiques respectives ont été mesurées in vitro via la 

quantification des phosphates libres résultant de l’hydrolyse de l'ATP. Les phosphates libérés 

ont été dosés par l’essai au vert de Malachite, en spectrophotométrie, selon la méthode 

développé par Rowlands et al., 2004. Les résultats sont présentés figure 30.  

En absence de traitement par les donneurs de NO, la protéine recombinante non mutée 

CDCF présente une activité ATPasique significative manifestée par l'accumulation croissante 

de phosphates libérés dans le milieu réactionnel au cours du temps (5, 10 et 15 minutes ; 

figure 30 A). Cette activité est plus forte que celle mesurée chez la protéine mutée CDCM 

dans les mêmes conditions. En effet, après 15 minutes de traitement, la quantité de 

phosphates libérés s'est avérée environ 65% inférieure à celle mesurée pour la protéine non 

mutée. Ainsi, le résidu Cys 526 semble jouer un rôle important dans l'activité ATPasique de 

la protéine.  
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Suite au traitement de la protéine native CDCF par le DEA/NO, une réduction de l'activité 

ATPasique a été observée, la quantité de phosphates libérés après 15 minutes étant environ 

40% inférieure à celle mesurée lorsque l'expérience a été réalisée en absence de donneur de 

NO. Cette inhibition s'est révélée beaucoup plus importante lorsque la protéine native a été 

exposée au GSNO. En effet, une baisse d'environ 80% de l'activité ATPasique a été mesurée 

après 15 minutes de traitement. De plus, l'inhibition de l’activité ATPasique induite par 

l'exposition de la protéine aux donneurs de NO est dose dépendante (figure 30 B) : dans le 

cas du DEA/NO, elle est significative à une concentration de 1 mM ; pour le GSNO elle 

s'observe dès 100 µM.  

Lorsque des expériences similaires ont été réalisées sur la protéine mutée CDCM, aucune 

inhibition significative d'activité n’a été observée après traitement par les donneurs de NO 

(figure 30 A et B). Ces résultats suggèrent fortement que l’inhibition de l’activité de la 

protéine CDC48 native induite par les donneurs de NO implique le résidu cystéine 526. De 

plus, ils confortent le rôle clé de ce résidu dans l'activité ATPasique de la protéine. 
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Discussion 

 

Dans ce second chapitre, nous nous sommes intéressés à la régulation de CDC48 par le NO, 

CDC48 constituant une cible potentielle du NO produit dans les cellules de tabac en réponse 

à la cryptogéine. 

 

Dans une première étape, nous avons cloné chez N. tabacum cv xanthi un ADNc pleine 

longueur codant CDC48. La séquence protéique déduite de l'ADNc, nommée CDCF, 

comporte le peptide ayant permis l’identification de CDC48 en MS. Chez A. thaliana, 3 

différentes isoformes de CDC48 ont été identifiées, notées de A à C, l’isoforme CDC48A étant 

majoritaire (Rancour et al., 2002). Une publication récente a également rapporté 

l’identification d’un homologue de CDC48 chez Nicotiana glutinosa, espèce proche de 

N. tabacum, présentant dans sa séquence primaire le peptide identifié en MS au cours de 

nos travaux (Bae et al., 2009). Ces observations posent la question de la possible existence 

de plusieurs isoformes de CDC48 chez le tabac. Toutefois, l’ensemble des séquences 

disponibles ne correspond qu’à une seule protéine, en l’occurrence à CDCF. Par ailleurs, nos 

tentatives de clonage de l’isoforme de N. glutinosa chez N. tabacum cv xanthi ont échoué, 

ou conduit au clonage difficile de CDCF. L’ensemble de ces observations sont en faveur de 

l’existence d’une isoforme unique de CDC48 dans notre modèle. Des approches de Southern 

blot pourraient étayer cette affirmation.  

 

Tableau 9 : Identité de séquence des homologues de CDC48 de différents organismes. L’identité de séquence 

est exprimée en pourcentage. 

 

A. thaliana H. sapiens S. cerevisiae 

N. tabacum 92,8 77,1 67,4 

A. thaliana   78 66,9 

H. sapiens     68,8 

 

CDCF présente une identité de séquence remarquable avec ses homologues humaine et de 

levure (tableau 9). Ainsi, l'isoforme de levure partage plus de 65% d’identité avec les 

séquences de tabac, humaine ou d’A. thaliana. Les isoformes de N. tabacum et d'A. thaliana 

présentent plus de 90% d’identité entre elles et plus de 75% avec l’homologue humaine. La 
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forte conservation de séquence observée n'est pas surprenante compte tenu du rôle clé de 

cette protéine dans différents processus cellulaires comme cela a été exposé en début de 

chapitre. La seconde information apportée par l’alignement de séquence présenté figure 18 

est que les différents domaines fonctionnels de CDC48 sont présents chez CDCF. En 

particulier, les domaines Walker A et Walker B des sites ATPasiques D1 et D2 sont conservés. 

Les zones les plus divergentes concernent les domaines N-ter et C-ter classiquement 

impliqués dans la fixation des partenaires protéiques.  

 

Concernant le peptide séquencé en MS ayant permis l’identification de CDCF, il est quasi 

conservé chez les quatre homologues alignés, à l’exception d’un résidu pour la levure. Il 

s'agit du résidu Cys 526, identifié comme cible potentielle de S-nitrosylation en réponse à la 

cryptogéine. Chez la levure, ce résidu est remplacé par un résidu thréonine. De manière 

générale, le résidu Cys 526 n’est présent que chez les organismes pluricellulaires. Cette 

observation suggère un rôle particulier de ce résidu pour la fonction de CDC48 chez les 

organismes supérieurs. Renforçant cette hypothèse, ce résidu est localisé dans le domaine 

Walker A du second domaine ATPasique de CDC48 possédant l’activité ATPasique majeure 

(Song et al., 2003). De plus, comme l'indique notre analyse mais également d'autre études, il 

est régulé par des processus de S-nitrosylation/oxydation (Noguchi et al., 2006 ; voir les 

pages suivantes). 

 

L'analyse du mode de régulation de CDCF par le NO a impliqué sa production en système 

hétérologue, sous forme native ou mutée (CDCM et CDCM2). Nous avons choisi d'utiliser un 

système d'expression bactérien et la technologie étiquette 6xHis. En effet, d'après les 

données de la littérature, ce système d'expression ainsi que la fusion d'une étiquette 6xHis 

ne constituent pas d'obstacles à l'obtention de CDC48 recombinantes fonctionnelles (Davies 

et al., 2008 ; Park et al., 2007 ; Wang et al., 2003). Ce choix s'est avéré judicieux et des 

quantités suffisantes de protéines ont été obtenues. Toutefois, il est à noter que deux 

bandes immunoréagissant aux anticorps dirigés contre l'isoforme d'A. thaliana de CDC48 ont 

été détectées lors de l'analyse de la production des protéines recombinantes. Nous n'avons 

pas d'explication définitive quant à la présence de ces 2 bandes. Il est envisageable qu'elles 

soient la conséquence de conformations distinctes de la protéine. En effet, CDC48 s’organise 

en hexamère in vivo, via la mise en place d’interactions faibles entre plusieurs monomères. 
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Les conditions dénaturantes dans lesquelles les gels d’électrophorèse ont été réalisés 

conduisent très probablement à la dissociation de ces structures, résultant en l’obtention de 

monomères de CDC48 pouvant être différemment repliés et présentant des propriétés 

électrophorétiques différentes. Nous ne pouvons toutefois pas exclure une contamination 

par une autre protéine, qui serait reconnue par les anticorps anti-CDC48, ou encore un 

mécanisme de protéolyse. 

 

Les tests de S-nitrosylation in vitro de la protéine recombinante CDCF se sont avérés positifs, 

quel que soit le donneur de NO testé (DEA/NO ou GSNO). Ce résultat confirme le caractère 

S-nitrosylable de l'isoforme de CDC48 de N. tabacum cv xanthi. Afin de confirmer 

l'implication du résidu Cys 526 dans ce processus, les tests de S-nitrosylation ont également 

été réalisés chez les protéines recombinantes CDCM et CDCM2 pour lesquelles le résidu Cys 

526 a été substitué respectivement par un résidu Ala ou Asp. Dans ces conditions, les deux 

isoformes mutées se sont révélées S-nitrosylées avec toutefois un taux de S-nitrosylation 

inférieur à celui mesuré pour CDCF.  Cette observation soulève deux commentaires : 

- d'une part, la moindre intensité de S-nitrosylation observée chez les isoformes 

mutantes est en adéquation avec l'hypothèse que le résidu Cys 526 constitue un site de S-

nitrosylation. Ce résultat confirme également l'efficacité de l'approche de protéomique que 

nous avons entreprise afin de purifier et d’identifier des peptides S-nitrosylés. De plus, il est 

en accord avec les travaux de Noguchi et al. (2006) suggérant que chez l'isoforme CDC48 de 

drosophile ce résidu Cys est un site de S-nitrosylation.  

- d'autre part, la détection d'un signal de S-nitrosylation chez les isoformes mutées 

indique qu'un ou plusieurs autres résidus Cys sont également S-nitrosylables in vitro. La 

protéine comporte en effet 13 autres résidus Cys qui pourraient constituer des sites 

potentiels de S-nitrosylation.  

Ces données doivent toutefois être interprétées prudemment. Premièrement, elles sont 

préliminaires puisque qu’un seul test de S-nitrosylation a été réalisé. Deuxièmement, le 

traitement de protéines recombinantes par du NO généré artificiellement peut conduire à la 

S-nitrosylation aspécifique de résidus Cys. Ce phénomène n'est pas complètement compris 

mais serait lié à la pression en oxygène (pO2) lors des essais. Eu et al. (2000) ont notamment 

montré que le récepteur à ryanodine RYR1 de muscle squelettique est poly-S-nitrosylé 

lorsque les essais de S-nitrosylation sont réalisés à une pO2 ambiante (environ 150 mm Hg) 
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alors qu'un seul résidu est S-nitrosylé lorsqu'une pO2 équivalente à celle mesurée dans les 

tissus (environ 10 mm Hg) est utilisée. Troisièmement, nous ne pouvons pas exclure la 

possibilité que la substitution du résidu Cys 526 par le résidu Ala ou Asp chez les isoformes 

mutées CDCM et CDCM2 conduise à des réarrangements conformationnels favorisant la S-

nitrosylation aspécifique de résidus Cys. Des analyses de MS comparatives entre la protéine 

native et les protéines mutées exposées à des donneurs de NO pourraient permettre 

l’identification des résidus Cys S-nitrosylés et donc de vérifier si les protéines sont ou non 

différentiellement S-nitrosylées.   

 

Via deux approches, l’une basée sur l’homologie de séquence et l’autre sur la 

reconnaissance des repliements, nous avons modélisé in silico la structure tridimensionnelle 

d’un monomère de CDC48 de tabac. Cette analyse a montré que le résidu Cys 526, présent 

dans le domaine Walker A du second site ATPasique, est localisé au sein de la poche de 

liaison au substrat et présente une proximité spatiale avec l’ATP. Cette proximité suggère 

que la S-nitrosylation du résidu Cys 526 pourrait modifier la structure locale de la protéine 

et/ou présenter une incidence soit sur l’affinité du site actif Walker A du domaine D2 pour 

l'ATP, soit sur la fixation de ce dernier. Les différentes expériences menées afin d'étayer en 

partie ces hypothèses ont conduit aux conclusions suivantes : 

- la S-nitrosylation in vitro de CDCF, de même que la substitution du résidu Cys 526 

par un résidu Ala, ne modifient pas le contenu en structures secondaires. Ce résultat était 

attendu. En effet, les structures secondaires dépendent de l’établissement de liaisons 

hydrogène établies entre le groupement carbonyle et la fonction amine des groupements α-

carboxylique et α-aminé de résidus proches et régulièrement espacés au sein de la structure 

primaire. Dans ces structures, les chaînes latérales sont positionnées à l'extérieur des 

hélices. L’unique mutation du résidu Cys 526, ou la simple S-nitrosylation de ce dernier, sont 

probablement des évènements insuffisants pour compromettre la mise en place de ces 

structures. 

- la S-nitrosylation de CDCF n’entraine pas de modification de sa stabilité thermique. 

L'analyse de la stabilité thermique de l'isoforme mutée CDCM à toutefois révélée que celle-ci 

exhibe une température de fusion significativement inférieure à la protéine native CDCF. Ce 

résultat suggère que la substitution du résidu Cys 526 par un résidu Ala pourrait introduire 

des changements de conformation fragilisant la protéine. Dans l'affirmatif, ces changements 
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n'affectent pas le contenu en structures secondaires comme l'indiquent les résultats de 

dichroïsme circulaire discutés ci-dessus. 

- la substitution du résidu Cys 526 par un résidu Ala conduit à une modification de la 

structure tridimensionnelle de la protéine comme en témoigne les expériences de mesure 

de fluorescence intrinsèque des deux résidus Trp de CDC48.  Ce constat est cohérent avec les 

résultats de stabilité thermique et désigne le résidu Cys 526 comme étant essentiel au 

repliement correct de CDC48. Ces données renforcent également l'hypothèse que les 

changements structuraux inhérents à la mutation du résidu Cys 526 pourraient faciliter la S-

nitrosylation aspécifiques de résidus Cys.  

- le traitement des protéines recombinantes CDCF et CDCM par le GSNO conduit à 

une réduction similaire de l'intensité de fluorescence des résidus Trp. Ainsi, la protéine 

native et la protéine mutée subissent un changement de conformation lors d'une exposition 

au NO. Sur la base de ce résultat, il est plausible que la baisse d’intensité de fluorescence 

observée dépende d’une réorganisation structurale indépendante du résidu Cys 526. Cette 

réorganisation pourrait impliquer la S-nitrosylation d'un ou plusieurs autres résidus Cys ou 

éventuellement s'expliquer par la réactivité du NO vis-à-vis d'autres résidus. En particulier, 

Stamler et al. (1992) ont proposé que le NO puisse réagir avec les centres aromatiques. La 

démonstration que ce mécanisme ait une réalité physiologique n'a pas été rapportée. 

 

L'importance du résidu Cys 526, et donc de l'impact potentiel de sa S-nitrosylation, a été 

confirmée via les mesures d'activité ATPasique de CDC48. D'une part, l’isoforme mutée 

CDCM a présenté une faible activité enzymatique, démontrant l’implication du résidu Cys 

526 dans l’activité ATPasique de CDC48. Ce résultat est très probablement associé à la 

localisation de ce résidu dans le domaine Walker A du second site ATPasique. Les 

modifications structurales engendrées par la substitution du résidu Cys 526 par un résidu Ala 

discutées ci-dessus pourraient également expliquer la baisse d’activité de CDCM. D'autre 

part, l'exposition de la protéine native CDCF aux donneurs de NO s'accompagne d'une 

inhibition significative de l’activité ATPasique. Sur la base des résultats de S-nitosylation in 

vitro (figure 24), il est plausible que cette baisse d'activité soit due, tout au moins en partie, 

à la S-nitrosylation du résidu Cys 526. En accord avec cette conclusion, le traitement de 

l’isoforme mutée CDCM par les donneurs de NO n'a pas conduit à une diminution de 

l’activité ATPasique résiduelle de celle-ci. Ce résultat indique que la S-nitrosylation 
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potentielle des autres résidus Cys de CDC48 ne modulerait pas l’activité de la protéine. Des 

expériences complémentaires, notamment d'analyse d'activité ATPasique et de S-

nitrosylation d'isoformes de CDC48 mutées sur les autres résidus Cys, seront nécessaires afin 

de vérifier ces hypothèses. Enfin, notons que l'inhibition de CDFC a été plus marquée lors 

des traitements par le GSNO comparativement au DEA/NO. Ces différences d'efficacité entre 

les deux donneurs sont probablement dues à leur chimie. En effet, comme souligné 

précédemment, le DEA/NO est une nitrosamine libérant du NO● alors que le GSNO est un 

agent S-nitrosylant libérant le cation nitrosonium NO+.  

 

En résumé, les données accumulées dans ce chapitre démontrent que la S-nitrosylation de 

CDC48, notamment de son résidu Cys 526, conduit à une baisse de son l’activité ATPasique, 

et pourrait ainsi constituer l’un des mécanismes de régulation post-traductionnelle de la 

protéine.  



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
CHAPITRE III : REGULATION DE LA PROTEINE 

NTOSAK ET DE SON PARTENAIRE CELLULAIRE 

GAPDH PAR LE NO EN REPONSE A UN STRESS 

SALIN 
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En parallèle des travaux centrés sur l’identification et l’étude fonctionnelle de protéines 

modulées par S-nitrosylation dans le modèle cryptogéine/tabac, j’ai participé à l’analyse de 

la régulation de la protéine kinase NtOSAK (Nicotiana tabacum osmotic stress-activated 

protein kinase) par le NO produit en réponse aux stress abiotiques.  

Présentation de la publication 1 

NtOSAK appartient à la famille des protéines SnRK (SNF1 [sucrose non-fermenting]-related 

protein kinase). Cette famille est subdivisée en trois sous-familles, les SnRK1, SnRK2 et 

SnRK3. Les enzymes de la sous-famille des SnRK1 sont apparentées aux protéines kinases 

SNF1/AMPK (AMP-activated protein kinase) des levures et animaux, respectivement. Elles 

sont impliquées dans la régulation du métabolisme global et participeraient à l'adaptation 

cellulaire aux stress nutritionnels ou environnementaux (pour revue voir Halford & Hardie, 

1998 ; Hrabak et al., 2003 ; Halford & Hey, 2009). A l’opposé, les enzymes SnRK2 et SnrK3 

sont spécifiques aux plantes. Les membres de la sous-famille SnRK3 prennent part aux 

mécanismes de défenses des plantes soumises à des stress abiotiques (Boudsocq & Lauriere, 

2005).  

 

Les protéines de la sous-famille SnrK2, à laquelle appartient NtOSAK, ont été plus 

tardivement étudiées, bien qu’un intérêt croissant porte sur la détermination de leurs 

fonctions. Ainsi, dix différents membres de cette famille sont prédits chez A. thaliana et 

O. sativa (Kobayashi et al., 2004 ; Boudsocq et al., 2004). A l’exception d’une d’entre elles, 

elles sont toutes activées par des stress abiotiques causées par des osmolytes, tels que le 

sucrose, le mannitol, NaCl ou encore le sorbitol. Certaines d’entre elles sont également 

induites par un traitement à l’ABA.  

En effet, la première protéine de la sous-famille des SnrK2 décrite chez les plantes est la 

protéine PKABA1 (protein kinase induced by abscissic acid 1) de blé, induite par un stress 

hydrique, un stress froid, un stress osmotique, un stress salin, ou par l’ABA (Anderberg & 

Walker-Simmons, 1992 ; Holapa & Walker-Simmons, 1995). L'activité de PKABA1 est corrélée 

à une répression de l'expression de gènes associés la synthèse de gibbérellines (Gomez-

Cadenas, 2001). L'homologue de PKABA1 identifié chez Vicia faba, AAPK (abscissic activated 
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protein kinase), est activé par l’ABA dans les cellules de garde en réponse à un stress 

hydrique (Li et al., 2000). Cette enzyme contrôle l'activité de canaux anioniques impliqués 

dans les mouvements stomatiques et, en conséquence, régule la fermeture des stomates, un 

processus dans lequel le NO est également engagé (Li et al., 2000 ; Garcia-Mata & Lamattina, 

2002). Une autre protéine de la famille des SnRK2 d’A. thaliana, OST1 (open stomata 1), est 

également activée à la suite d’un stress hydrique via l’ABA (Yoshida et al., 2002). Cette 

activation conduit à la fermeture des stomates et agit en amont d’une production de FAO 

(Mustilli et al., 2002). L’ensemble de ces exemples tendent à démontrer que les enzymes 

appartenant à la sous-famille SnRK2 sont impliquées d’une manière générale dans les 

réponses des plantes aux stress abiotiques (Kobayashi et al., 2004 ; Boudsocq et al., 2004). 

Précisons toutefois que OST1 est aussi activée dans les cellules de garde en réponse à des 

PAMP bactériens, démontrant que le rôle des protéines kinases SnRK2 n'est pas limité aux 

stress abiotiques (Melotto et al., 2006). 

 

NtOSAK a été identifiée il y a une dizaine d'année par le groupe de Grazyna Dobrowolska 

(Institut de Biochimie et de Biophysique de Varsovie, Pologne) s'intéressant aux protéines 

kinases impliquées dans la réponse des plantes aux stress salin et hyperosmotique 

(Mikolajczyk et al., 2000). En effet, NtOSAK est activée dès les premières minutes de 

traitement de suspensions cellulaires de tabac par de fortes concentrations de NaCl ou de 

sorbitol (Hoyos & Zhang, 2000 ; Mikolajczyk et al., 2000). Des travaux plus récents ont 

démontré que cette protéine kinase est également activée en réponse au cadmium (Cd) et, 

de façon moins reproductible, en réponse à la cryptogéine (Dahan et al., 2009b ; Kulik et al., 

article soumis). D'un point de vue mécanistique, l’activation de cette protéine implique la 

phosphorylation de deux résidus sérine (Ser) situés dans la boucle d’activation de l’enzyme, 

à savoir les résidus Ser 154 et Ser 158 (Burza et al., 2006). Son activité est indépendante du 

calcium (Kelner et al., 2004). Il est intéressant de préciser que les différents stress 

conduisant à l'activation de NtOSAK déclenchent tous une production de NO (Besson-bard et 

al., 2008b ; Besson-Bard et al., 2009 ; Gould et al., 2003).  
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Des travaux réalisés dans mon équipe d'accueil en partenariat avec celle de Grazyna 

Dobrowolska ont montré que l'activité de NtOSAK est modulée par le NO produit lors de 

l'exposition de suspensions cellulaires de tabac à un stress hyperosmotique (Lamotte et al., 

2006), la cryptogéine (Dahan et al., 2009b) et le cadmium (Kulik et al., article soumis). La 

capacité du NO à induire l'activité de NtOSAK a été vérifiée à l'aide de donneurs de NO 

(Lamotte et al., 2006 ; Besson-Bard et al., 2008c). 

NtOSAK est la première protéine kinase identifiée comme étant modulée par le NO produit 

dans un contexte physiologique (pour revue voir Courtois et al., 2008). Il nous est donc 

apparu particulièrement intéressant d'appréhender les mécanismes sous-jacents à son 

activation. Les résultats de cette étude sont décrits dans la publication présentée dans les 

pages suivantes. En résumé, nous avons démontré qu'outre les stress évoqués 

précédemment, l'activation de NtOSAK par un stress salin dans les suspensions cellulaires de 

tabac est également dépendante, au moins partiellement, du NO. Cependant, le NO n'active 

pas directement NtOSAK par S-nitrosylation, mais indirectement en promouvant la 

phosphorylation d'au moins un résidu sérine (Ser 158) localisé dans la boucle d'activation de 

l'enzyme. Afin d'approfondir cette étude, nous avons ensuite identifié par des approches de 

co-immunoprécipitation les partenaires de NtOSAK. Parmi ceux-ci figure la GAPDH, une 

enzyme préalablement décrite comme étant régulée par S-nitrosylation dans les contextes 

apoptotiques chez les mammifères et identifiée comme cible potentielle de NO chez les 

plantes (voir introduction). Nous avons également démontré qu'in vivo et in vitro NtOSAK 

forme un complexe avec 2 isoformes de GAPDH de tabac, ce complexe étant présent 

constitutivement dans les cellules de tabac, soit dans le cytosol, soit dans le cytosol et le 

noyau suivant l'isoforme de GAPDH. 

D'un point de vue fonctionnel, la GAPDH est rapidement S-nitrosylée en réponse à un stress 

salin. Cette S-nitrosylation ne concerne qu'une faible proportion de la GAPDH cellulaire et 

n'affecte aucunement la glycolyse. De plus, la S-nitrosylation de la GAPDH ne présente aucun 

impact sur le complexe avec NtOSAK et, inversement, NtOSAK ne phosphoryle pas la GAPDH.  

Notre hypothèse actuelle est qu'à l'image des mécanismes décrits chez la levure et les 

animaux, la GAPDH S-nitrosylée pourrait constituer une plateforme de signalisation cellulaire 

recrutant les substrats des protéines kinases avec lesquels elle interagit.        
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Publication 1 : Regulation of Nicotiana tabacum osmotic 

stress-activated protein kinase and its cellular partner GAPDH 

by nitric oxide in response to salinity 
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Mon travail de thèse s’est inscrit dans l'étude de la compréhension du rôle du NO dans les 

processus de signalisation cellulaire activés dans les cellules végétales lors de la réponse 

adaptative aux stress biotiques et abiotiques. Il a conduit à l'identification de plusieurs 

protéines cibles du NO, en particulier CDC48 et la GAPDH, en réponse à une élicitation par la 

cryptogéine ou à un stress salin.  

 

Les travaux relatifs à la S-nitrosylation de CDC48 sont particulièrement originaux. D'une part, 

peu de protéines S-nitrosylées ont été identifiées dans des contextes physiologiques. D'autre 

part, sa régulation directe par le NO n'a jamais été démontrée chez les plantes et, d'une 

façon plus générale, simplement suspectée chez la drosophile. Au regard de l'important 

panel de processus cellulaires dans lesquels CDC48 est potentiellement associée, 

comprendre l'impact de sa S-nitrosylation dans la mise en place des réponses de défense 

pourrait mettre à jour son implication dans d'autres processus physiologiques.  

 

En termes de perspectives, outre la nécessité de confirmer certains des résultats obtenus, ce 

travail sera poursuivi par l'analyse du rôle de CDC48 dans les réponses de défense induites 

par la cryptogéine chez le tabac. Ceci nécessitera notamment l'identification de protéines 

partenaires et des approches de génomique fonctionnelle. Cette dernière stratégie a été 

engagée par l’obtention de plants et de lignées cellulaires de tabac invalidés dans 

l'expression de CDC48. Dans la mesure où CDC48 est une protéine nécessaire à la croissance 

et au développement des cellules, nous avons opté pour une approche d'interférence à ARN 

inductible. Ainsi, nous disposons actuellement de trois lignées cellulaires transformées 

différentes et les plantes correspondantes ont été régénérées. Grâce à ces lignées, nous 

pourrons analyser le rôle de CDC48 dans les évènements déclenchés par la cryptogéine chez 

le tabac.  

Une attention particulière sera portée sur la réponse hypersensible. En effet, au regard de la 

littérature animale et plus précisément du rôle de CDC48 dans l'élimination de protéines 

incorrectement repliées via son interaction avec le protéasome, il est envisageable que 

l'inhibition de la S-nitrosylation de CDC48 conduise à une accumulation de protéines 

ubiquitinylées, processus pouvant conduire à la mort cellulaire. Cette hypothèse sera 

vérifiée en collaboration avec l'équipe de L. Dubrez-Daloz (UMR Inserm U866/Université de 
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Bourgogne Lipides, Nutrition, Cancer) spécialisée dans l'étude de l'apoptose chez les 

mammifères.  En parallèle, son implication dans la SAR devra être étudiée.  

Toujours en référence aux fonctions de CDC48 découvertes dans le domaine animal, son 

implication dans les modifications de dynamiques membranaires déclenchées par la 

cryptogéine (voir par exemple Leborgne-Castel et al., 2008) sera intéressante à appréhender 

en collaboration avec l'équipe "Microdomaines membranaires dans les interactions 

plantes/micro-organismes" de notre UMR dirigée par F. Simon-Plas.  

Enfin, une hypothèse particulièrement intéressante concerne la "manipulation" potentielle 

de CDC48 par un micro-organisme pathogène. En effet, comme cela a été présenté en 

introduction du chapitre II, Humphreys et al. (2009) ont rapporté que le facteur de virulence 

SptP de Salmonella est capable de lier et de déphosphoryler p97 via son activité tyrosine 

phosphatase. L'inhibition de la dégradation protéique résultant de ce mécanisme conduit à 

une synthèse plus importante des protéines du pathogène lors du processus infectieux. Il est 

envisageable que la S-nitrosylation de CDC48 puisse constituer une stratégie mise en place 

par le micro-organisme pour favoriser la synthèse de protéines pathogènes. 

 

Outre CDC48, nous avons identifié d'autres protéines S-nitrosylées en réponse à la 

cryptogéine, en particulier une calmoduline et une CDPK, deux protéines clés de la 

signalisation calcique. Ces données renforcent le lien fonctionnel entre le NO et le second 

messager Ca2+ préalablement démontré par l'équipe (pour revue voir Courtois et al., 2008). 

Elles indiquent que le NO, via le processus de S-nitrosylation, pourrait constituer un 

médiateur ou un régulateur des effets moléculaires du Ca2+ impliquant des calmodulines et 

des CDPK. Etayer cette hypothèse nécessitera d'appréhender l'impact de la S-nitrosylation 

des deux protéines sur leurs activités et leurs fonctions physiologiques. 

 

Enfin, nos travaux relatifs à l'analyse des mécanismes moléculaires sous-jacents à l'activation 

de NtOSAK par le NO ont révélé que cette protéine kinase formait constitutivement un 

complexe avec la GAPDH. En réponse à un stress salin, le NO concourt indirectement à 

l'activation de NtOSAK et promeut la S-nitrosylation de sa protéine partenaire, la GAPDH. Là 

encore, à l'image des processus décrits chez la levure et les mammifères, nous émettons 

l'hypothèse que ce complexe forme une plateforme de signalisation. Plus précisément, il est 

envisageable que la S-nitrosylation de la GAPDH puisse favoriser un changement de sa 
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conformation autorisant le recrutement de protéines kinases phosphorylant NtOSAK et/ou 

de substrats de NtOSAK. La recherche de protéines partenaires de la GADPH et l'étude de la 

phosphorylation potentielle des protéines cibles de NtOSAK identifiées dans notre étude 

pourraient permettre de répondre à cette interrogation. De plus, ce type d'étude permettra 

de mieux comprendre le rôle de ce complexe et d’appréhender l'incidence de sa S-

nitrosylation dans la réponse au stress salin.  
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Abstract 

Studies conducted over the past ten years indicate that nitric oxide (NO) is a physiological 

mediator involved in many physiological processes in plants, including germination, root 

development, stomatal closure or responses against biotic or abiotic stresses. Despite this 

important range of functions, the mechanisms underlying the effects of NO in plants remain 

largely unknown. The present work aims at identifying and functionally characterizing NO 

target proteins in tobacco in the context of biotic and abiotic stresses. 

We demonstrated that cryptogein, an elicitor of defense responses, induces a rapid and 

transient S-nitrosylation of several proteins in tobacco cell suspensions. After purification, a 

dozen of these proteins have been identified through mass spectrometry analysis. These 

proteins include CDC48 (Cell Division Cycle 48), a chaperone-like protein belonging to the 

AAA-ATPase family. The regulation of CDC48 by NO was deeply investigated using a 

combination of structural and biochemical analyses. Once the in vitro S-nitrosylation of 

CDC48 was confirmed, we next demonstrated that this process does not affect the 

secondary structure of the protein but induces local changes in its tertiary structure together 

with an inhibition of its ATPase activity. The cysteine residue 526, located in the second 

ATPase domain of the protein, was identified as a probable S-nitrosylation site. This crucial 

localization may explain the inhibitory effect of NO on CDC48 enzymatic activity. 

The last part of this work was focused on the analysis of the mechanisms underlying the NO-

dependent activation of the protein kinase NtOSAK (Nicotiana tabacum stress activated 

protein kinase) in tobacco. We demonstrated that NtOSAK forms a constitutive complex with 

glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH). In response to salt stress, NO 

promotes the activation of NtOSAK via the phosphorylation of two serine residues located in 

the activation loop of the enzyme. Moreover, it induces a rapid S-nitrosylation of GAPDH. 

Interestingly, this latter process does not affect the complex formation. Our hypothesis is 

that once S-nitrosylated, GAPDH might act as a phosphorelay recruiting protein substrates 

for NtOSAK. 

 

Keywords: Nicotiana tabacum, nitric oxide, cryptogein, CDC48, NtOSAK, plant defenses. 



 

 

Résumé 

Les études entreprises depuis une douzaine d'années indiquent que le monoxyde d'azote (NO) est un 

médiateur physiologique impliqué dans de nombreux processus chez les plantes, incluant la 

germination, le développement des racines, la fermeture des stomates ou encore la réponse 

adaptative aux stress biotiques et abiotiques. Malgré cet important panel de fonctions, les 

mécanismes sous-jacents aux effets du NO ont été peu appréhendés et restent pour l'essentiel 

énigmatiques. Le travail présenté dans ce manuscrit s'inscrit dans cette problématique et a consisté 

en l’identification et la caractérisation de protéines cibles du NO chez le tabac dans le contexte de 

stress biotiques et abiotiques. 

Nous avons démontré que la cryptogéine, un éliciteur des réactions de défense, induit la S-

nitrosylation rapide et transitoire de plusieurs protéines dans des suspensions cellulaires de tabac. 

Après purification, une douzaine de ces protéines ont été identifiées via une analyse par 

spectrométrie de masse. Celles-ci incluent notamment une protéine chaperonne de la famille des 

AAA-ATPase nommée CDC48 (Cell Division Cycle 48). Cette dernière a fait l'objet d'une étude 

structure/fonction approfondie afin d'appréhender l'impact de sa S-nitrosylation. Après avoir vérifié 

que la protéine recombinante était S-nitrosylable in vitro, nous avons démontré que ce processus 

n'affecte pas la structure secondaire de la protéine mais induit des modifications locales de sa 

structure tertiaire et une inhibition de son activité ATPasique. Le résidu cystéine 526, localisé dans le 

second domaine ATPasique de la protéine, a été identifié comme site probable de S-nitrosylation. 

Cette localisation stratégique pourrait expliquer l'effet inhibiteur du NO sur l'activité enzymatique de 

CDC48.  

La dernière partie de ce travail a été centrée sur l'analyse des mécanismes par lesquels le NO active 

la protéine kinase NtOSAK (Nicotiana tabacum stress activated protein kinase) chez le tabac. Nous 

avons démontré que NtOSAK forme un complexe constitutif avec la glycéraldéhyde 3 phosphate 

deshydrogénase (GAPDH). En réponse à un stress salin, le NO promeut l'activation de NtOSAK via la 

phosphorylation de deux résidus serine localisés dans la boucle d'activation de l'enzyme. De plus, il 

induit une S-nitrosylation rapide de la GAPDH, ce processus n'affectant pas la formation du 

complexe. Notre hypothèse est que ce complexe constituerait une plateforme de signalisation 

régulée par le NO et pouvant recruter les protéines cibles de NtOSAK lors de la réponse au stress 

salin.  

Mots Clés : Nicotiana tabacum, monoxyde d’azote, cryptogéine, CDC48, NtOSAK, défenses des 

plantes. 


