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Cassette génique : fragment d'ADN comportant plusieurs gènes transférés ensemble lors 

transgenèse. 
 
Promoteur 35S 
les tissus. 
 
Suppresseur de silencing viral P19 : utilisé lors de transformations génétiques pour améliorer 
le ni
ARN interférant, pour les rendre inaccessible aux gènes du « silencing » (silencing gene) dont 
la fonction est de diminuer  
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Partie I - INTRODUCTION  
 
 

1.1. CONTEXTE SCIENTIFIQUE ET ENJEUX 
 
Pour favoriser leur développement, leur croissance et leur défense face aux agressions 

extérieures constantes, les plantes sont capables de mettre en place des réseaux de 
signalisation et des mécanismes de régulation complexes. Par exemple, une agression par un 
agent pathogène est rapidement perçue par la plante et des modifications en cascades de 

défendre du stress (Benhamou et al., 2012). Les hormones végétales ont longtemps été 
considérées comme les principales molécules de signalisation au cours de ces processus. 
Cependant, la découverte de nombreux petits peptides sécrétés impliqués dans les voies de 
signalisation a stimulé les recherches dans ce domaine (De Coninck et al., 2016). Ces peptides 
sécrétés jouent un rôle important du fait de leur interaction directe avec les agents pathogènes 
ou indirecte via leur fonction dans le développement et les signaux cellulaires mis en place 
(Murphy et al., 2012; Gust et al., 2017). A présent, il devient crucial de comprendre la 
communication intercellulaire sous-jacente aux peptides sécrétés pour mieux comprendre la 
régulation des processus de développement et de défense de la plante et être capable de 
proposer de futures stratégies considérant conjointement ces deux 
mécanismes.  

 
Dans ce contexte, une approche pluridisciplinaire associant de la bioinformatique, de la 

transcriptomique et du phénotypage a per d'Arabidopsis 
thaliana (A. thaliana) codant pour des précurseurs de petits peptides sécrétés riches en 
sérines, nommés PROSCOOP 1 à 14 (Gully and Pelletier et al., 2019). Le projet SCOOP - 

s  a 

PROSCOOP12. 
Nos premiers travaux (Gully and Pelletier et al, en 2019), ont montré ce gène 
dans les mécanismes de défense contre les infections pathogènes et dans le développement 
racinaire chez A. thaliana. Afin de mieux comprendre le rôle de PROSCOOP12 dans la 
régulation  intéressantes à suivre. La 
première repose sur une caractérisation phénotypique de deux mutants pour le gène 
PROSCOOP12 pour observer ses effets propres sur le développement de la plante, et 
notamment le développement racinaire. La seconde étude consiste en la caractérisation de la 
localisation subcellulaire du propeptide afin  partenaires 
protéiques et notamment de son récepteur -récepteur, à 

induits, est en effet le challenge actuel des recherches 
dans ce domaine. Les avancées sur ces deux pistes expérimentales 

 
 
 

1.2. CONNAISSANCES SCIENTIFIQUES 
 

1.2.1. Les peptides sécrétés 
 

ractérisation des peptides sécrétés et la compréhension 
des voies de signalisation sous-jacentes ont été faits ces dernières années. En effet, il a été 
montré que les peptides sécrétés jouent un rôle majeur aussi bien dans les mécanismes de 
défense face aux agents pathogènes que dans les processus de croissance et de 
développement (Murphy et al., 2012; Marmiroli and Maestri, 2014; Gust et al., 2017). Ces 
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petits peptides sécrétés peuvent jouer également le rôle d hormones peptidiques, appelées 
aussi phytocytokines en raison de fonctions similaires aux cytokines animales, qui sont 
cruciales pour la communication intercellulaire (Watowich et al., 1996; Taverna et al., 2014).  

 
La systémine fut la première hormone peptidique identifiée chez la tomate (Ryan et al., 

1998). Elle est impliquée dans la réponse de défense contre les blessures mécaniques et 
 (Ryan et al., 1998). Chez Arabidopsis, plus 

de 1000 précurseurs de peptides sécrétés 70 à 120 acides aminés (aa) sont prédits 
mais les fonctions biologiques et e grande majorité  restent 
toujours inconnues (Lease et al., 2006). Plusieurs raisons peuvent expliquer ce manque de 
données. Leur découverte est très récente car leur très petite taille et leur faible niveau de 
conservation 
des génomes (Silverstein et al., 2007). De plus, des redondances fonctionnelles sont 

 (Matsubayashi, 2014) et rendent donc 
les approches de caractérisation via des mutants KO (mutant « Knock Out » ou encore mutant 
« nul ») difficiles à exploiter.  

 
Les peptides sécrétés peuvent être majoritairement classés dans deux groupes distincts 

(figure 1): (i) les petits peptides modifiés (5 à 20 aa) qui sont les cibles de modifications post-
traductionnelles (Murphy et al., 2012) et les (ii) peptides riches 
en cystéines ( eenviron 50 aa) qui sont caractérisés par un nombre important de résidus 
cystéines impliqués dans les ponts disulfures intramoléculaires (Tavormina et al., 2015).  

 

Figure 1 : Deux grands groupes de peptides sécrétés classés selon leurs caractéristiques 
structurelles (Matsubayashi, 2014).  

Les peptides comportant des modifications post-traductionnelles complexes suivies d'un 
traitement protéolytique sont appelés « petits peptides post-traductionnellement modifiés » ; les 
peptides comportant la formation de liaisons disulfures intramoléculaires sont définis comme des 
peptides riches en cystéine. 

Légende : en jaune, la séquence du gène codant pour le prépropeptide ; en gris, le peptide signal ; en 
rouge la séquence active du peptide sécrété. 

Ex : 
PSK, 
CLV3, 
PSY, 
CEP 

Ex :  
RALF,  
SCR/SP11 
STOMAGEN  
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Ces deux classes de peptides dérivent inactive 
appelé pré-  (De Coninck et al., 2016). Ce pré-propeptide 
présente une région appelée «  -terminale pouvant être 
prédite par les logiciels SignalP (Bendtsen et al., 2004) et PREDOTAR (Small et al., 2004) et 

 (RE). Les 
petits peptides modifiés se caractérisent par une région centrale variable et une courte 
séquence conservée (de 5 à 15 aa) -terminale, correspondant au peptide mature 
sécrété (Marshall et al., 2011; Matsubayashi, 2014). Cette dernière peut être détectée grâce 

(Bailey et al., 2015) 
homologues. Suite aux RE, le propeptide (dénué de 

subit des modifications post-traductionnelles conduisant à la 
maturation et à la sécrétion du peptide « mature » aussi dit « sécrété », via sa voie de sécrétion 
spécifique (Matsubayashi, 2014).  

 
Outre leur rôle dans les mécanismes de défense comme molécules clés de signalisation 

du système immunitaire, de nombreux petits peptides post-traductionnellement modifiés sont 
également impliqués dans les processus de développement (Segonzac et al., 2019; Gust et 
al., 2017) et notamment dans le contrôle du développement racinaire chez A. thaliana. 
le cas des peptides AtPep1, ou encore des familles de peptides CEP (C-TERMINALLY 
ENCODED PEPTIDE) et CLE (CLV3/ESR-related peptide) (Bartels et al., 2015; Delay et al., 
2013; Wang et al., 2010). Le phénotype du mutant proscoop12 chez A. thaliana, montre 
également une implication du peptide SCOOP12 dans le développement de la racine (Gully 
and Pelletier et al., 2019). Ce mémoire se concentre ainsi particulièrement sur son rôle dans 
cet organe. 

 
 

1.2.2. Croissance et développement des racines 
 
L  A. thaliana est compartimentée en trois zones distinctes (figure 

2): la zone méristématique ou de division cellulaire  cellulaire et la zone 
de différenciation cellulaire (Dolan et al., 1993; Schiefelbein et al., 1991; Dunand et al., 2007). 

 
La zone méristématique est la région dans laquelle se trouvent les cellules initiales 

indifférenciées (Van den Berg et al., 1997). De nombreuses divisions cellulaires ont lieu dans 
cette zone pour produire de nouvelles cellules (Verbelen et al., 2006). Celles-

se diviser mais subissent 
s 

cytosquelette et des modifications de la paroi (Verbelen et al., 2006). Cette dernière joue un 
expansion cellulaire. En effet, le relâchement de la paroi permet aux 

cellules de se dilater, tandis que la réticulation de la paroi empêche leur allongement. Enfin, 
dans la zone de différenciation, les cellules ralentissent progressivement leur allongement et 

te 
(Verbelen et al., 2006). Les cellules commencent à acquérir leurs attributs différenciés finaux 

Figure 2 : Organisation de la racine d'Arabidopsis thaliana en trois zones distinctes. 
Barre verticale noire = 100µm. (Dunand et al., 2007). 
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comme la formation de poils racinaires (Steeves et al., 1989). Au-delà de cette zone, les 
cellules sont différenciées et matures et e plus (Schiefelbein et al., 1991). 
Il est estimé que les cellules atteignent ce stade après 25 à 30 jours de croissance (Wang et 
al., 2000). Les cellules matures sont ainsi spécialisées et ont acquis leurs caractéristiques et 
leurs fonctions spécifiques (Verbelen et al., 2006). 

 
cellulaire entre ces différentes zones est très coordonnée (Schaefer, 2014) 

et les frontières 
caractéristiques (Verbelen et al., 2006). En conditions optimales, la croissance de la racine 
primaire chez A. thaliana 
ne produit plus de nouvelles cellules (Baum et al., 2002; De Tullio et al., 2010). Néanmoins, la 
racine est très sensible et réactive aux conditions environnementales influençant 
du méristème. Dans des conditions non favorables, le méristème se réorganise 
immédiatement et . La croissance de la racine est inhibée 
et la production de racines secondaires peut augmenter. Par exemple, une déficience en 
phosphate provoque chez A. thaliana la différenciation progressive des cellules 
méristématiques et un arrêt précoce de la croissance de la racine (Sanchez Calderon et al., 
2005). 

 
 Le développement de la racine est ainsi sous contrôle génétique, hormonal et 

environnemental et cette régulation complexe en fait un organe très sensible (Torrey, 1976; 
Feldman, 1984; Garay-Arroyo et al., 2012). Mais, son développement peut également être 
soumis à une régulation par la teneur en certains métabolites secondaires que produit la plante 

(ROS pour Reactive Oxygen Species) ont été identifiées comme impliquées dans les 
processus de développement (Schopfer et al., 2002). 
 
 

1.2.3. Les espèces réactives de  
 

Au cours des nombreuses réactions métaboliques des cellules, comme la consommation 
 sont 

produits. Ces ROS sont des radicaux oxygénés très réactifs chimiquement du fait de la 
(Podgórska et al., 2017). 

 
1.2.3.a Implication dans les processus de défense de la plante 
  
Les ROS ont longtemps été considérés comme des métabolites associés à des 

évènements toxiques. En effet, ils sont impliqués dans de nombreuses réactions de défense 
des plantes et notamment dans la réponse hypersensible et la mort cellulaire programmée 

 (Mur et al., 2008). Plus 
précisément, les divers stress environnementaux, biotiques et abiotiques, entraînent une 
production de ROS excessive et cette surproduction conduit les cellules vers un état de 
« stress oxydatif ».  Celui-ci provoque progressivement la peroxydation des lipides, l'oxydation 
des protéines, l'endommagement des acides nucléiques, l'inhibition enzymatique, l'activation 
de la voie de la mort cellulaire programmée et finalement la mort des cellules (Shah et al., 
2001; Mittler, 2002; Sharma et al., 2012; Maheshwari and Dubey, 2009; Srivastava and Dubey, 
2011; Meriga et al., 2004). 

  
Cependant, en absence de stress les plantes produisent également des ROS en quantité 

constante. L  ; , entre la quantité 
de ROS produits et leur élimination. Des ROS 
homéostatique et leur rôle en tant que messagers secondaires responsables des 
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communications intercellulaires impliquées dans les processus de développement de la plante 
(Schopfer et al., 2002). 

 
1.2.3.b Rôle dans le développement racinaire  
 
Que les ROS agissent comme « molécules dommageables » ou comme molécules de 

signalisation dépend de l'équilibre délicat entre la production de ROS et leur piégeage et 
élimination. En raison des rôles multifonctionnels des ROS, il est nécessaire que les cellules 
contrôlent étroitement leur quantité pour éviter tout stress oxydatif et 
leur élimination totale. Le piégeage, ou la détoxification, de l'excès de ROS est réalisé par un 
système antioxydant efficace comprenant des antioxydants non enzymatiques ainsi que des 
antioxydants enzymatiques (Sharma et al., 2012). Via cette régulation des ROS, les cellules 
contrôlent de nombreux processus de développement et cela est particulièrement le cas dans 
la racine. Foreman et al. (2003) et Renew et al. (2005) 
rhd2 présentant des racines 20% plus courtes que celles du sauvage ; phénotype corrélé à un 
niveau de ROS plus faible. Ils ont ainsi montré que le gène RHD2 code pour une NADPH 
oxydase (NOX), une protéine capable de transférer des électrons du NADPH à 
conduisant ainsi à la formation de ROS. 

 
Au sein de l  racinaire, trois principales ROS jouent un rôle majeur dans la 

signalisation cellulaire et la croissance. I 2
.-, du peroxyde 

2O2 et du radical hydroxyle OH . Chez A. thaliana, chacun de ces ROS possède 
un rôle complexe et spécifique et leur répartition spatiale dans les différentes zones de la 
racine influence leur fonction (Sadhukhan et al., 2019), (figure 3).   
 

Les NADPH oxydases (NOX) présentes dans les membranes plasmiques des cellules 
méristématiques sont capables 2) à la 
surface des cellules et conduisent ainsi à la formation de superoxyde O2

.- (Foreman et 
al., 2003). H2O2, de manière 
spontanée ou via la catalyse enzymatique de la superoxyde dismutase (SOD) (Dunand et al., 
2007) H2O2 peut également être produit O2

.- 

enzymes, telles les peroxydases (POD) de type III présentes  
(Elstner et al., 1976) 2

.-  H2O2 sont accumulés dans les zones méristématiques et 
  dans la zone 

(Liszkay et al., 2004). Ce radical hydroxyle 
parois des cellules (Liszkay et al., 2004; Renew et al., 2005) et, en favorisant la scission des 
polymères de pectines et de xyloglucanes, il contribue au relâchement de la paroi et ainsi à 

(Fry, 1998; Miller, 1986).  
 

elles se différencient 
dans la zone de différenciation. Une production plus importante d 2O2 catalysée par les 
peroxydases pariétales dans cette zone contribue, cette fois-ci, à une réticulation des 
polymères et à la formation de liaisons complexes dans la paroi (Hohl et al., 1992; Schopfer, 
2002). Celle- son élongation. 

étroite corrélation entre la production 
H2O2 e 

une inhibition du développement racinaire (Schopfer, 1996) et un str A. 
thaliana H2O2 et un arrêt de la croissance (Lin et al., 2001).  
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es ROS sont donc impliqués dans chacune des zones de la racine 

(Potikha et al., 1999; Liszkay et al., 2004) et leur rigidification 
et de leur différenciation (Pomar et al., 2002). Leur rôle dépend de la zone dans laquelle ils 

s 
enzymatiques, hormonales et peptidiques. Il a par exemple été montré chez A. thaliana que 
les peroxydases de type III sont régulées par le facteur de transcription RSL4, lui-même activé 
par (Marzol, 2018).   
 
 

1.3. INTRODUCTION AU STAGE 
 
 

1.3.1. Expression du gène précurseur PROSCOOP12 
 

Une analyse approfondie a débuté en 2016 sur le 12ème membre de la famille PROSCOOP 
qui est composée de 14 gènes homologues chez Arabidopsis. Ce gène est référencé dans le 
site de référence Il a été nommé PROSCOOP12, la protéine 
codée PROSCOOP12 et le peptide putatif sécrété SCOOP12. Une étude de données 
transcriptomiques accumulées autour de ce gène, 
nombreux processus et notamment dans les mécanismes de défense contre les agents 
pathogènes, contre le stress oxydatif mais aussi dans le processus de développement 
racinaire chez A. thaliana (figure 4).   

Figure 3 : Répartition spatiale des ROS selon les trois zones de la racine d'Arabidopsis thaliana.
Barre horizontale noire = 100 µm. Adapté de Dunand et al., 2007. 
Enzymes NOX : NADPH oxydases - SOD : superoxyde dismutase - POD : peroxydases 

SOD 

SOD 
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1.3.2. Etudes préliminaires du précurseur et du peptide prédit  
 
1.3.2.a La mutation KO du gène précurseur PROSCOOP12 induit un phénotype 

racinaire  
 
Le gène PROSCOOP12 -T 

FLAG_394H10 (Gully and Pelletier et al., 2019)), de manière à inactiver son expression dans 

Figure 4 : Bilan des 136 expériences dans lesquelles le gène AT5G44585 est différentiellement 
transcrit. (Gully and Pelletier et al, 2019). 

WS     proscoop12 (WS) 

Figure 5 : Comparaison phénotypique entre les mutants proscoop12 et les plantes sauvages WS et 
Col-0. (Gully and Pelletier et al, 2019). 

(A, B) Phénotypes de croissance racinaire après 10 jours de croissance en jour court. Un test de Student 
a révélé que la différence de longueur de racine entre les types sauvages et mutants est très significative 
(*P<0,05). (C) Poids frais de plantules déterminé après 10 jours de croissance.   

Les barres indiquent la combinaison de deux répétitions biologiques (25 plantules chacune) et les barres d'erreur 
indiquent ± écart-type standard de la moyenne. 

 

WS     proscoop12 (WS) WS     proscoop12 (WS) 
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les lignées mutantes. Un phénotype racinaire a été mis en évidence sur les mutants KO 
proscoop12, dans les fonds génétiques Col-0 et WS : un allongement de la racine principale 
(figure 5), observable après 11 jours de croissance. Aucune différence entre le poids frais des 

croissance des plantules. 
 
1.3.2.b Prédiction du peptide sécrété SCOOP12  
 

La protéine PROSCOOP12 est constituée de 78 acides aminés (figure 6). Elle contient un 
peptide signal de 28 acides aminés en position N-terminale, prédit par les logiciels SIGNALP 
(Nielsen, 2017) et PREDOTAR (Small et al., 2004). En prenant en compte les 60 protéines 
homologues détectées dans les bases de données, exclusivement chez les Brassicaceae, 
algorithme MEME (Bailey et al., 2015) prédit un motif relativement conservé de 13 aa, du côté 

C-terminal. 
de la présence  sites de clivage protéolytique dans le précurseur protéique 
PROSCOOP12. 

 

1.3.2.c Application exogène du peptide de synthèse SCOOP12  
 

(figure 6) a été 
synthétisée (Eurogentec ®
peptide de synthèse sur des plantu A. thaliana -0 a montré 
que le peptide induit une réponse immunitaire (Annexe I) en augmentant la synthèse de ROS, 

FLG22-INDUCED 
RECEPTOR-LIKE KINASE1 (FRK1), ou encore en induisant la déposition de callose dans les 
feuilles (Gully and Pelletier et al., 2019) , 
à une concentration de 1µM, conduit à une inhibition du développement des plantules.  

 Ce peptide est donc impliqué dans deux processus, à savoir la défense et le 
développement de la plante. De plus, son 
Brassicacées comme le colza, les Solanacées, montre une 
spécificité du peptide à la plante A. thaliana (Annexe II).  
 

1.3.2.d Localisation du propeptide 
 

Nicotiana benthamiana (N. benthamiana) 
du gène PROSCOOP12 fusionné au gène codant pour le marqueur fluorescent RFP (cassette 
en annexe III), la localisation cellulaire de la protéine PROSCOOP12 a été observée sous 
microscopie confocale à balayage laser (figure 7).  

 
Plusieurs marqueurs fluorescents ont été utilisés pour différencier les compartiments 

cellulaires et localiser la protéine fusion PROSCOOP12::RFP. Les feuilles infiltrées ont été 
colorées au calcofluor dont la fluorescence bleue est détectée à 417-488nm et marque la paroi 
pectocellulosique (figure 8, c-f). La molécule YFP, de fluorescence jaune, est détectée à 500-
550nm. Fusionnée aux aquaporines membranaires, elle permet de visualiser la membrane 
plasmique (figure 7, d-f). La RFP est détectée à 568-614nm. Fusionnée à la protéine 

Figure 6 : Séquence de la protéine PROSCOOP12.  

peptide signal de 28 acides aminés en N- 2015) prédit 
un peptide mature côté C-terminal de 13 acides aminés (en vert). 
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PROSCOOP12, elle permet de visualiser en rouge sa localisation au niveau cellulaire (figure 
7, e-f). Ces images révèlent une fluorescence spécifique de la protéine fusion qui co-localise 
avec les fluorescences des marqueurs membranaire et pariétal, au niveau des extrémités des 
cellules. identifier plus clairement la localisation de la protéine fusion 

. Une plasmolyse est une technique qui pourra 
être appliquée afin de provoquer un stress osmotique et décoller la membrane plasmique de 
la paroi. De cette manière, il sera possible la localisation de la 
fluorescence rouge émise par la protéine fusion PROSCOOP12::RFP.  

 

 
1.3.2.e Conclusion des premières recherches 
 
En conclusion, SCOOP12 appartient à une nouvelle famille de peptides prétendument 

sécrétés, spécifiques A. thaliana  fonctionnel, ce peptide est classé comme 
une phytocytokine (comme la systémine, et les PIP (Vie et al., 2015). 
PROSCOOP12 et précisément du peptide SCOOP12 dans les processus de défense a été 
clairement définie par Gully and Pelletier et al., en 2019 et des résultats ont également montrés 

mplication du gène dans certains processus de développement. De plus, les analyses de 
données transcriptomiques recueillies à partir de feuilles d A. thaliana mutants et sauvages 
ont mis en évidence  négative du gène PROSCOOP12, codant pour le 
peptide SCOOP12, sur la réponse antioxydante et son effet positif sur la 
production de ROS au niveau des feuilles. Par analogie, nous pouvons supposer une action 
similaire du peptide sur la régulation des ROS au niveau racinaire, ce qui pourrait expliquer le 

des racines chez le mutant proscoop12. Ainsi, SCOOP12 pourrait 

Figure 7 : Localisation de la protéine fusion PROSCOOP12::RFP.  
(a) Feuille de N. 

sans bactéries. (b-e) Cellules épidermales de feuilles de N.Benthamiana non 
plasmolysées. (b) Champ clair. (c) Fluorescence du calcofluor, marqueur 
pariétal. (d) Fluorescence de la fusion aquaporines::YFP, marqueur 
membranaire (Nelson et al, 2007). (e) Fluorescence de la fusion 
PROSCOOP12::RFP.(f) superposition des photos (c), (d) et (e). Grossissement 
x20 (a). Grossissement x20x2,92. 
25µm. (MC. Guillou) 
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jouer un rôle en tant que modérateur 
des racines (figure 8) (Walters et al., 2007).   

 
 

 
Figure 8 : Modèle putatif expliquant les fonctions du peptide SCOOP12 dans le 
développement racinaire et la réponse au stress biotique par l'inhibition de la protection 
contre le stress oxydatif. (Gully and Pelletier et al, 2019). 
Les flèches en pointillés rouges nts pathogènes ; les effets 

-PLC, 
phospholipase C spécifique du phosphatidylinositol ; DGK, diacylglycérol kinase. 

 
 

1.3.3. Problématique, objectifs du stage et stratégie mise en place 
 

Les fonctions des peptides sécrétés tels que SCOOP12, aux frontières du développement 
et de la défense, ouvrent la voie à de futures stratégies considérant à la fois la 
qualité de développement des plantes et de nouveaux traits de résistance. Dans ce contexte, 
il est nécessaire de mieux identifier les voies de signalisation sous-jacentes à ces peptides 
afin de mieux comprendre leurs mécanismes  

 
Dans ce sens, la problématique de ce stage est de mieux comprendre u gène 

PROSCOOP12 dans les processus de développement chez A. thaliana afin identifier les 
voies de signalisation déclenchées par le peptide SCOOP12. Comment participe-t-il au 
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contrôle du développement racinaire ? Régule-t-il 
ROS dans la racine comme précédemment identifié dans les feuilles (Gully and 
Pelletier et al, 2019) ? Où est localisé le propeptide de SCOOP12 dans la cellule, prélude au 
développement de stratégies pour identifier ses interacteurs ?  

 
Les objectifs de ce stage sont donc doubles. Nous souhaitons étudier plus 

précisément l u gène PROSCOOP12 dans le contrôle du développement racinaire 
de la plante et nous cherchons à localiser le propeptide au niveau cellulaire afin 
de valider sa fonction biochimique et  la recherche de ses partenaires protéiques. 

 
Pour répondre aux objectifs, deux stratégies expérimentales sont mises en place. La 

première stratégie concerne l es effets de deux mutations : (i) la première empêchant 
PROSCOOP12 (mutant KO proscoop12) et (ii) la seconde induisant sa 

surexpression de manière constitutive grâce à un promoteur 35S situé en amont (mutant 
surexpresseur). En approches complémentaires 
biochimie, nous cherchons à expliquer le phénotype d racinaire observé chez le 
mutant proscoop12. En effet, grâce aux techniques de coloration ciblant spécifiquement les 
différents RO accumulation respective au sein des extrémités racinaires 
sauvages et mutante identifier un lien Le 
second axe stratégique consiste à localiser la protéine fusion 35S::PROSCOOP12::RFP au 
niveau cellulaire . 

est étudiée en transitoir Nicotiana 
benthamiana). Sa localisation permettra de cibler plus précisément les compartiments 
cellulaires dans lesquels le récepteur pourrait être isolé. 
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Partie II - MATERIEL ET METHODE 
 
 

2.1. MATERIEL 
 
Le matériel végétal utilisé est le type sauvage Arabidopsis thaliana L. Heynh écotypes 

Columbia (Col-0) et Wassilewskija (WS).  
Trois lignées mutantes ont été étudiées :  
- Le mutant KO homozygote proscoop12 dans le fond génétique WS est un descendant 

homozygote de la lignée ADN-T FLAG_394H10 (Gully and Pelletier et 
al., 2019).  

- Le mutant KO homozygote proscoop12 dans le fond génétique Col-0, créé par la 
technique du CRISPR/Cas9 par Gully and Pelletier et al, 2019.  

- Le mutant 35S::PROSCOOP12::RFP (cassette génique en annexe III), générations F0 
et F1 dans le fond génétique WS contient la construction génique 
35S::PROSCOOP12::RFP. Il sera nommé mutant « surexpresseur » dans ce mémoire 
car les plantes transformées surexpriment de manière constitutive le gène 
PROSCOOP12.  

Nicotiana benthamiana. 
 

La a construction aquaporine::YFP (produite par Nelson 
et al., 2007) a été fournie par les auteurs. La souche bactérienne contenant la construction 
35S::PROSCOOP12::RFP a été du 
vecteur de destination pEAQ-RFP fourni par Albenne et al., 2014 (Evrogen réf.# FP141). La 

Agrobacterium tumefaciens a été utilisée comme vecteur de transformation 
génétique. 

 
 

2.2. METHODES 
 
 

2.2.1. Conditions de culture des plantes  
 
 Les graines des mutants proscoop12 dans les fonds génétiques WS et Col-0 ainsi que les 

graines sauvages correspondantes ont été ont été semées in 
vitro sur milieu « Murashige and Skoog » (MS, Duchefa ®). Après 48h de stratification à 

 ont été mises en culture verticale en condition de jours courts : 8h de 
e de 70%.  

Les mutants surexpresseurs ont été cultivés sur terreau (Traysubstrat ®) en condition de 
jours longs : 
relative de 70%. 

Les plants de tabac Nicotiana benthamiana ont été cultivés sur terreau (Traysubstrat ®) en 
condition de jours longs : 
une humidité relative de 80%. 

 

2.2.2. Conditions de culture des bactéries 
 

constructions aquaporine::YFP et 35S::P19 ont 
été cultivées dans 25 ml de milieu LB (Lysogeny Broth ou Luria-Bertani) contenant 50 µg/µl 

35S::PROSCOOP12::RFP a été cultivée dans 25 ml de milieu LB contenant 50 µg/µl de 
Kanamycine.  
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2.2.3.  
 
2.2.2.a Observation morphologique des cellules  
 

proscoop12 dans les fonds 
génétiques Col-0 et WS, des racines mutantes et sauvages de 11 jours ont été mises à tremper 

 de propidium (IP, Sigma ®) à 5µl/ml pendant 3 minutes. 
de marquer les parois des cellules végétales grâce à sa fixation autour des contours 
cellulaires. Utilisé en microscopie confocale logie des cellules 
du tissu racinaire chez Arabidopsis thaliana (Amano et al., 2007). IP a été excité à 514nm 

. Les racines ont été montées entre lame et lamelle 
 

NIKON Instruments Europe, France  plateau IMAC).  
 
2.2.2.b Observation des ROS 
 

 2
.- au Nitro Blue Tetrazolium (NBT) 

 
Après 11 jours de croissance les racines mutantes proscoop12 (fonds génétiques WS et 

Col-0) et les racines sauvages (WS et Col-0) ont été colorées par trempage 15min dans une 
solution de Nitro Blue Tetrazolium (NBT, Sigma-Aldrich ®) 2µM diluée dans du tampon 
phosphate 20mM à pH 6.1. La réaction a été stoppée en transférant les racines dans de 
distillée puis les extrémités racinaires ont été montées entre lame et lamelle et observées à la 
loupe Olympus modèle SZX16 (plateau IMAC). Les paramètres ont été identiques pour toutes 
les photos et l a été répétée deux fois sur 10 plantules pour chaque écotype. 

2
.- et forme des dépôts de 

formazan de couleur bleue-violette (Liszkay et al, 2004). Les photos ont été prises à la loupe 
binoculaire avec le logiciel « Cell Sens ». La longueur de la surface colorée a été mesurée via 
le logiciel imageJ  Straight » et renseigne sur la longueur du site 

2
.-  

 
 2O2 intracellulaire au -Diaminobenzidine (DAB) 

 
Après 11 jours de croissance, les racines mutantes proscoop12 (fond génétique Col-0) et 

les racines sauvages (Col-0) ont été mises à tremper pendant 1 heure dans une solution 
.5 contenant du DAB ( -Diaminobenzidine ; Sigma-Aldrich ®) à 

1mg/ml. Les racines ont ensuite été  distillée puis montées entre lame et lamelle 
pour une observation à la loupe Olympus modèle SZX16 (plateau IMAC). Les paramètres ont 

plantules pour chaque écotype. 
Le DAB est oxydé par 2O2 présent dans les cellules et donne une couleur brun foncé au 

tissu végétal. Les photos ont été prises à la loupe binoculaire avec le logiciel « Cell Sens » et 
la longueur de la surface colorée a été mesurée  Straight » du logiciel imageJ 
et renseigne sur la longueur du accumulation de 2O2 dans la racine.  

 
2.2.2.3. Observation des parois pectocellulosiques au sein des cellules 
 
Des échantillons de feuilles de N. benthamiana ont été colorés par trempage dans une 

solution de calcofluor à 0,1% pendant 15 minutes. Le calcofluor est une molécule fluorescente 
qui se lie aux structures contenant de la cellulose et de la chitine et permet ainsi de délimiter 
les parois pectocellulosiques des cellules végétales (Albenne et al., 2014). 
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2.2.4. Technique de phénotypage  
 
Le mutant 35S::PROSCOOP12::RFP A. thaliana a été obtenu lors 

. La protéine PROSCOOP12 a été fusionnée au marqueur RFP et se 
situe en aval du promoteur 35S. Ce dernier constitutive du gène 
PROSCOOP12. er le phénotype à , induit par la 
surexpression du gène. 
Différentes étapes de sélection ont donc été mises en place. Les graines ayant intégré la 
construction (génération F0) ont été sélectionnées sur milieu gélosé nutritif (milieu MS) avec 
antibiotique (kanamycine 50µg/µl) selon la méthode décrite par Harrison et al., 2006. Les 
graines transformées, hétérozygotes 
distinguent facilement par des cotylédons verts alors que les semis non résistants, sauvages, 
ont des cotylédons pâles. Les plantes F0 obtenues (toutes hétérozygotes) ont été repiquées 
sur terreau et autofécondées pour donner la génération F1, qui ségrège pour la construction 

génotypées par PCR (figure 9).  
 

 
 

2.2.5. Génotypage 
 

Le génotypage des plantules F1 permet d
déterminer les plantes F1 à conserver pour une nouvelle autofécondation qui permettra 

plantes homozygotes en F1 et donc de stabiliser la lignée mutante et le phénotype.   
 

Figure 9 : Schéma d'obtention de graines ayant intégré la construction permettant la surexpression 
de PROSCOOP12.  

MC. Guillou.  
Au stade F0, les graines peuvent être hétérozygotes pour la mutation ou sauvages. Après autofécondation, 

les graines de la génération F1 peuvent être hétérozygotes, homozygotes ou sauvages, en proportions ¼, ½, 
¼, respectivement, selon les lois de Mendel. 
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Edwards et al., 1991; à 
partir de prélèvements de feuilles pour plusieurs plantules résistantes à la kanamycine. Une 

 a été ajouté au mélange PCR contenant 2µM des 
- -5  CCTCAGGGAAGGACTGCTTA. Ces 

 spécifique de la séquence ADN comprenant la fin du gène 
PROSCOOP12 et le début de la molécule RFP. Après PCR, un amplicon de 493 paires de 
bases (pb) spécifique de ce morces 
construction dans le génome de la plante étudiée. enzyme GoTaq® G2 DNA Polymérase, 
chez Promega , a été utilisée pour la réaction PCR.  
 

Les amplicons obtenus après PCR ont été déposés 30 minutes à voltage 90 V sur gel 
Eurobio  pour 100 ml de tampon TE 0,5X Eurobio ).  

 

2.2.6. Expression transitoire de 35S::PROSCOOP12::RFP  
 
2.2.5.a Transformation transitoire de feuilles de N. benthamiana par agro-infiltration  
 
Les plants de N. benthamiana ont été transformés simultanément par les trois constructions 

suivantes : 
1 - aquaporine::YFP, témoin de localisation dans la membrane plasmique, dans laquelle 

sont enchâssées les aquaporines. Ce contrôle permet de mettre en évidence les contours du 
compartiment membranaire (Nelson et al., 2007), 

2 - 35S::PROSCOOP12:: RFP pour suivre la localisation du propeptide 
3 - 35S::P19 , suppresseur de « silencing 

(Voinnet et al., 
2003).  

 
Chaque souche a  La face inférieure des 

feuilles, de plants de N. benthamiana âgés de 4 semaines, a été infiltrée avec une suspension 
des trois souches 1, 2 et 3 à une DO finale respective de 1, 1 et 0.5 dans un mélange 
réactionnel contenant du MES 10 mM pH 5.6, du MgCl2 10 mM et 150 
mM. 72h après agro-infiltration, la fluorescence a été observée par microscopie confocale. 

 
8 plants de N. benthamiana. Pour chaque plants, 

3 feuilles ont été agro-infiltrées. Lors de chaque répétition, un plant contrôle a également été 
bactérie. 

 
2.2.5.b Microscopie confocale à balayage laser 
 
Les observations ont été réalisées avec un microscope confocal à balayage laser (NIKON 

A1  NIKON Instruments Europe, France  plateau IMAC). Les feuilles infiltrées ont été 
colorées au calcofluor 0.1% et ont ensuite subi une plasmolyse au glycérol 30% ou au CaCl2 
1M (Albenne et al., 2014). Ces solutions très concentrées créent une pression osmotique 

afin de mieux les différencier.  plasmolysé ». Le calcofluor est 
excité à 405nm et détecté à 417-488nm. La molécule YFP est excitée à 514nm et détectée à 
500-550nm. La RFP est excitée à 561nm et détectée à 568-614nm. 
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Partie III - RESULTATS 
 
 

3.1. CARACTERISATION RACINAIRE DU MUTANT PROSCOOP12 
 

3.1.1. Observation morphologique des cellules  
 

avons comparé la morphologie des cellules entre des racines mutantes et des racines 
sauvages. Pour cela, les mutants proscoop12 dans les fonds génétiques Col-0 et WS et les 
sauvages correspondants ont été mis en cultures pendant 25 jours. En effet, nous avons 
observé que ces 25 jours correspondent à une durée de croissance où les racines atteignent 
leur longueur maximale sur milieu gélosé et où la différence de phénotype entre plantes 
sauvages et mutantes est exacerbée.  

Figure 10 : Comparaison de racines sauvages  thaliana à j+25.  
(A-B, D- -D) et mutante (B-E) au confocal après 
coloration au IP.  
(C, F) Comparaison de la taille des cellules (en unité arbitraire U.A.) et analyse statistique. Un test de 
Student a révélé que la différence de longueur des cellules différenciées entre le type sauvage et le mutant 
est significative (*P<0,05 ; ***P<0,001). 
Photos prise sur le plateau IMAC par MC. Guillou. 

 

A 

 

B

 

E

 

D 

 (Col-0) 

(WS) 
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Les colorations  de propidium ont été réalisées sur deux séries de 10 racines pour 
chaque génotype et les racines colorées entières ont ensuite été prises en photo au 
microscope confocal au grossissement x20. Les photos présentées sur la figure 10 montrent 

-delà de cette distance, les 
poils racinaires commencent à apparaître et indiquent que nous nous situons dans la zone 
mature.  

Les racines mutantes (figure 10, B et E) présentent des cellules différenciées 
significativement plus allongées (test de Student) que les racines sauvages (figure 10, A et D).  
En effet, leurs cellules sont en moyenne 1,5 à 2 fois plus longues que celles des racines 
sauvages (figure 10, C et F).   

 
 

3.1.2. Observation des ROS dans la racine principale 
 
Pour étudier plus précisément 

mutantes, nous a
développement racinaire, entre des racines mutantes et des racines sauvages. Pour cela, les 
mutants proscoop12 dans les fonds génétiques Col-0 et WS et les sauvages correspondants 
ont été mis en cultures pendant 11 jours ; période durant laquelle la racine est en 
développement et où les ROS peuvent donc être impliqués.  

 
3.1.2.a Mise en évidence de .-  
 
Les racines des mutants proscoop12 (Col-0) et proscoop12 (WS) et des sauvages 

respectifs ont été colorées au NBT pour mettre en évidence la distribution de l'O2
.- dans les 

extrémités racinaires. Les colorations ont été observées sur deux séries de 10 racines pour 
l écotype Col-0 et sur une série de 10 racines pour l écotype WS.  

 
'extrémité de la racine principale pour chaque génotype 

et est particulièrement forte dans la zone méristématique (figure 11, A 
et C). Les tissus internes sont particulièrement colorés. On peut également observer de 
légères colorations au niveau des contours des cellules au-

1, 
sont significativement plus importantes (test de Student) chez les mutants proscoop12 (Col-0) 
et proscoop12 (WS) en comparaison aux racines sauvages correspondantes. Les mutants KO 
accumulent plus O2

.- dans la zone méristématique et la zone par rapport aux 
sauvages. 
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Figure 11 : 2

.- dans les racines mutantes et 
sauvages. 

(A-C) Coloration des racines au NBT. (B-D) Comparaison des zones colorées (en unité 
arbitraire U.A.) et analyse statistique. Un test de Student a révélé que les différences de 
longueur des zones .- sont significatives (***P<0,001). Photos prises sur 
le plateau IMAC par MC.Guillou. 

 

  

2O2 
 
Les racines du mutant proscoop12 (Col-0) et du témoin sauvage Col-0 ont été colorées au 

DAB pour mettre en évidence 202 issu de (figure 
12, A). Les colorations ont été réalisées sur deux séries de 10 racines pour chaque génotype. 

 (Col-0) 

 (WS) 
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Figure 12 : Observation de 2O2 dans les racines mutantes et 

sauvages.  
(A) Coloration des racines au DAB et (B) analyse statistique de la longueur de la zone 

2O2 entre les deux génotypes. Un test de Student a révélé que la différence 
de longueur de la zone H2O2 est significative (*P<0,05). Photos prises sur 
le plateau IMAC par MC.Guillou. 

'extrémité de la racine principale, pour chaque 
génotype, dans la zone méristématique et la zone 

proscoop12 (Col-0) en comparaison aux racines sauvage. Le mutant KO accumule plus 
H2O2

- -0. 
 

 

3.2. OBTENTION ET PHENOTYPAGE DU MUTANT SUREXPRESSEUR 
 

A. thaliana ont été transformées par agro-infiltration avec la construction 
35S::PROSCOOP12:: PROSCOOP12 
sur le développement racinaire. Plusieurs étapes de sélection ont été mises en place afin de 
sélectionner des lignées transformées stables. Les lignées mutantes ont été nommées lignées 
« surexpresseur ». En parallèle des étapes de sélection, nous avons mis en évidence des 
phénotypes aux stades rosette et silique pour les mutants transformés.  

 

3.2.1. Lignées mutantes obtenues 
 
Plusieurs lignées transformées ont été obtenues aux stades de générations F0 et F1 

(tableau 1).  Au stade F0 nous avons identifié 11 lignées indépendantes résistantes à la 
kanamycine (50µg/µl). Ce résultat signifie qu  plante sélectionnée possède au 
moins une version allélique de la construction 35S::PROSCOOP12::RFP à chaque site 

 (Col-0) 
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lui conférant le caractère de résistance 
plantes nommées plante n°1 à 11, une autofécondation a permi 1 
suivante.   

 
Tableau 1: Lignées surexpresseurs obtenues. 

 
La plante n°1 de la génération F0 a été autofécondée pour obtenir une génération F1. Les 

graines obtenues ont été mises en culture et douze plantules ont été génotypées par PCR, 
après 4 semaines de culture en terre, afin de déterminer les plantes F1 à conserver pour 
autofécondation et obtention de la génération F2.  

 
Les résultats de ce génotypage sont présentés sur la figure 13. Un témoin négatif contenant 

de e l
aspécifique  dans les puits. L

a été utilisé comme témoin non transformé. 
cible spécifiquement la séquence du gène PROSCOOP12 fusionnée à la RFP. Pour le puit 

 comme attendu. Sur les 12 plantules étudiées nommées 
A à L, 6 plantules (A, B, E, G, H, L) présentent une bande PCR de forte intensité et de taille 
attendue. Les puits correspondants aux plantules C, D, F, I, J et K ne présentent pas de bande.   

 

 
 Nous pouvons ainsi dire que les plantes A, B, E, G, H et L, au stade F1, contiennent au 

moins une version allélique de la construction 35S::PROSCOOP12::RFP et sont donc 
transformées.  En revanche, les autres plantes ont ségrégé 
vers la récupération du génotype sauvage.  

 
 

Individu Test Effectif 

Génération F0 
Sélection sur kanamycine 

50µg/µl 
11 plantes résistantes 
numérotées de 1 à 12 

Génération F1 
A partir de la plante F0 

n°1 
 

Génotypage de 12 plantules 
nommées de A à L 

6 plantes transformées / 
12 

Eau A B C D E F G H I J K L WS1  

Figure 13 : Génotypage des plantes transformées à la génération F1.  
Marqueur de taille ThermoFisher 1kb  Témoin « Eau »  ADN génomiques testés « A à L »  ADN 

contrôle « WS1 ». (MC. Guillou) 

Marqueur taille  
 

500 pb  
 

1000 pb  
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3.2.2. Phénotypage au stade F1  
 
 
3.2.2.a Stade rosette 
 
En parallèle du génotypage, les lignées F1 A à L ont été phénotypées au stade rosette 

après 2 semaines de croissance en jours longs. Leur phénotype a été comparé à celui de la 
plante sauvage WS du même âge. 

 
Les plantes ayant intégrées la construction 35S::PROSCOOP12::RFP (A, B, E, G, H et L) 

ont montré des feuilles dentelées et une croissance moindre par rapport au témoin (figure 14). 
Les plantes au génotype sauvage ne montrent pas de différences phénotypiques par rapport 
au sauvage (figure 14 - « plante C » - et annexe IV). 

 
La photo de la figure 15 montre le phénotype plus marqué de feuilles dentelées observé au 

stade rosette  la plante E, après 4 semaines de croissance.  
 

 

Figure 14 : Comparaison des phénotypes au stade « rosette » entre le sauvage WS, une 
plante non transformée et une plante transformée.  

(Photo MC. Guillou) WS est le type sauvage. La plante C correspond à une plante non 
transformée et la plante E est un mutant « surexpresseur ». 

Figure 15 : Phénotype au stade rosette du mutant surexpresseur E (F1). 
(Photo MC. Guillou).  
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3.2.2.b Stade silique  
 
Les plantes de la lignée F1 A à L ont également été phénotypées au stade siliques après 8 

semaines de croissance en jours longs. Leur phénotype a été comparé à celui de la plante 
sauvage WS du même âge. 

 
Les siliques des 6 mutants surexpresseurs validés par PCR présentent un phénotype de 

taille significativement réduite par rapport aux siliques sauvages (figure 16, photos et test de 
Student pour le mutant surexpresseur E). En effet, la longueur des siliques mutantes est en 
moyenne 4 fois plus petite. vides pour certaines ou très 
pauvres en graines par rapport au contrôle WS. Pour chacune de ces plantes, seulement une 
dizaine de graines a été récoltée. En revanche, les siliques des plantes considérées comme 

rapport au type WS à ce stade.  
 

Figure 16 : Comparaison des phénotypes au stade « silique » entre le sauvage WS (plante à 
gauche) et le mutant surexpresseur E (plante à droite).  

(Photos MC. Guillou). Un test de Student a révélé que les différences de longueur des siliques sont 
significatives (***P<0,001). 
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3.2.2.c Phénotypage des racines 
 
Les plantes « surexpresseurs » A, B, E, G, H et L ont été autofécondées 

obtenir la F2 pour étudier le phénotype racinaire. Cependant, seulement une dizaine de 
graines environ a été récoltée pour chaque plante. Ces graines semblent de très petite taille 
et il est difficile de les différencier des résidus de siliques, même après une étape de triage et 
tamisage. car il semble au préalable nécessaire de mettre 
au point une technique de culture adaptée. 

 
 

3.3. LOCALISATION CELLULAIRE DE LA PROTEINE FUSION 
PROSCOOP12::RFP 
 

Les études préliminaires ont montré une localisation de la protéine fusion 
PROSCOOP12::RFP au niveau des contours cellulaires. Une plasmolyse a été réalisée afin 
de mieux différencier les différents compartiments cellulaires dans cette zone et identifier plus 
finement la localisation de la protéine fusion.   

 
Les feuilles de N. benthamiana e -fluorescence en conditions normales 

 (partie 1.3.2.d, figure 7). Les 
fluorescences observées après agro-infiltration avec les différentes constructions sont donc 
spécifiques des molécules concernées (figure 17, a-e et 18, a-e).  

 

Figure 17 : Localisation membranaire de la protéine fusion PROSCOOP12::RFP suite à une plasmolyse au 
glycérol 30%. (MC. Guillou). 

(a-e) Cellules épidermales de feuilles de N. Benthamiana plasmolysées au glycérol 30%. Grossissement x20x2,92. 
(a) Champ clair. (b) Fluorescence du calcofluor, marqueur pariétal. (c) Fluorescence de la protéine fusion 
aquaporines::YFP, marqueur membranaire (Nelson et al, 2007). (d) Fluorescence de la protéine fusion 
PROSCOOP12::RFP. (e) superposition des photos (b), (c) et (d). Les flèches blanches permettent de différencier la 
paroi (bleue) de la membrane plasmique (orange).  
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Après une plasmolyse obtenue grâce à une solution de glycérol (figure 17, a-e) ou à une 

solution saline (figure 18, a-e), les cellules montrent un décollement de la paroi (figures 17, b 
et 18, b) et de la membrane plasmique (figures 17, c et 18, c). Dans ce contexte, on observe 
que la fluorescence rouge (figures 17, d et 18, d) de la protéine fusion colocalise avec celle du 
marqueur aquaporine::YFP en jaune, au niveau de la membrane plasmique (coloration 
orange ; figures 17, e et 18, e).  

 

 

 

 

 

 

  

Figure 18 : Localisation de la protéine fusion PROSCOOP12::RFP suite à une plasmolyse au CaCl2 1M. (MC. 
Guillou) 

(a-e) Cellules épidermales de feuilles de N. Benthamiana plasmolysées au CaCl2 1M. Grossissement x20x2,92. (a) 
Champ clair. (b) Fluorescence du calcofluor, marqueur pariétal. (c) Fluorescence de la protéine fusion 
aquaporines::YFP, marqueur membranaire (Nelson et al, 2007). (d) Fluorescence de la protéine fusion 
PROSCOOP12::RFP. (e) superposition des photos (b), (c) et (d). Les flèches blanches permettent de différencier la 
paroi (bleue) de la membrane plasmique (orange).  
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Partie IV - DISCUSSION 
 

 

4.1. IMPLICATION DU GENE PROSCOOP12 DANS LA CROISSANCE 
RACINAIRE 
 

La mutation KO du précurseur protéique PROSCOOP12 induit un allongement de la racine 
(Gully and Pelletier et al., 2019). Nous avons montré que ce phénotype peut  
une élongation significative des cellules observées, opérant d  et 

érenciation où les tissus acquièrent leur spécificité (figure 10).  
 
Cette élongation cellulaire peut être favorisée par plusieurs processus et il est à présent 

vérifié que les ROS y contribuent (Sadhukhan et al., 2019; Foreman et al., 2003; Gapper et 
al., 2006; Liszkay et al., 2004). Dans ce sens, nous avons mis en évidence que le mutant 
proscoop12 présente une plus forte accumulation superoxyde O2

.- (figure 11) et du 
H2O2 (figure 12) dans la zone méristématique et la zone . 

L'O2
.- est la première forme réduite de l'oxygène générée par les NADPH oxydases des cellules 

méristématiques H2O2. H2O2 est également 
catalysée par les peroxydases présentes dans les parois, ce que nous avons mis en évidence 
avec la coloration des racines au DAB. Il est reconnu que ces deux espèces participent à la 
formation d'OH. (Dunand et al., 2007; Liszkay et al., 2004). Les 
racines de nos mutants proscoop12 sembleraient donc produire ce radical hydroxyle en plus 
forte quantité. Il est connu comme participant à la scission des polymères pariétaux et favorise 
de cette façon à étirement de la paroi (Liszkay et al., 2004; Fry, 1998; Miller, 1986). Les 
cellules sont ainsi et deviennent 
matures,  et elles gardent leur taille plus ou moins allongée 
(Schiefelbein et al., 1991)
cellules observé dans la zone mature (figure 10) O2

.- (figure 11) et de 
H2O2 (figure 12) plus importante dans les pointes racinaires des mutants proscoop12. Nous 

. y est également plus fortement concentré Une 
coloration spécifique de ce radical hydroxyle devra être envisagée pour le confirmer. 

 
Ces résultats établissent clairement un lien entre le gène PROSCOOP12 et l

des ROS. Plus précisément, ils valident le modèle que nous avions proposé (figure 8 (Gully 
and Pelletier et al., 2019)), prédisant le rôle de PROSCOOP12 dans le contrôle du 
développement racinaire via une régulation des ROS. Lorsque le gène PROSCOOP12 ne 

 mais de manière 
non létale pour la plante. Cela conduit à une dilatation des parois et une élongation des cellules 
et donc  de la racine principale. Lorsque le gène est présent , il 
exerce un contrôle négatif sur la production de ROS, conduisant à une plus faible teneur et 

Le gène PROSCOOP12 éviterait de cette manière un 
allongement trop importante de la racine et peut-être non nécessaire en condition non 
stressante (Walters et al., 2007). Il serait intéressant  de comparer les phénotypes 
racinaires des sauvages et des mutants en situation de stress, par exemple suite à une 
carence en azote ou un stress hydrique, pour confirmer le rôle modulateur du gène.  

 
 

4.2. UNE SUREXPRESSION DE PROSCOOP12 PERTURBE LE 
DEVELOPPEMENT GENERAL 
 

La surexpression du gène PROSCOOP12 chez A. thaliana (écotype WS) a été réalisée 
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rapport à la plante sauvage. Cependant, au cours des étapes de sélection, nous avons mis en 
évidence des phénotypes aux stades rosette et silique pour les mutants transformés, dits 
surexpresseurs, et nous avons ainsi pu observer un impact de la surexpression de 
PROSCOOP12 au niveau du développement de la plante entière. forte et 
continue du gène (sous le promoteur 35S) semble entraîner un désordre important au niveau 
du développement global chez A. thaliana. En effet la plante présente des feuilles dentelées 
et sa croissance est moindre par rapport au type sauvage (figures 14 et 15). Ce phénotype a 
déjà été observé chez plusieurs lignées mutantes (Hasson et al., 2011) et rappelle plus 
particulièrement celui de mutants qui surexpriment les KRP (pour Kip-related protein), des 
inhibiteurs du cycle cellulaire (Ormenese et al., 2004). Il a été montré que la surexpression 

(Wang et al., 2000; De Veylder et al., 
2001), les « cyclin-dependant-kinases », responsables du cycle cellulaire et de la division 
cellulaire (Mironov et al., 1999). La surexpression de PROSCOOP12 pourrait jouer un rôle 

fit des inhibiteurs du cycle cellulaire comme 
ICK1 (Wang et al., 2000). De cette manière, cela favoriserait une inhibition du développement 
de la plante en réduisant la prolifération cellulaire dans les feuilles. Ceci pourrait expliquer les 
deux phénotypes que nous observons à savoir que (i) les organes sont, de manière générale, 
de taille plus petite que le type sauvage et (ii) que les feuilles  plus de bords lisses mais 
sont dentelées.  

 

plantules,  induisait une inhibition de leur développement et était associée à une augmentation 
de la production de ROS (Gully and Pelletier et al., 2019). Ainsi, la surexpression continue du 
gène ne serait pas létale pour la plante mais pourrait générer un signal de stress et favoriser 

. Associés 
racines chez le mutant KO, par 
PROSCOOP12 dans la plante et semblent préciser son rôle de « modulateur » des ROS pour 
optimiser le développement de la plante en fonction de son état de stress et de 

.  
 
 

4.3. LOCALISATION MEMBRANAIRE DE LA PROTEINE FUSION 
PROSCOOP12::RFP 
 

plus précise chez le tabac de la protéine fusion 
35S::PROSCOOP12::RFP, grâce à une plasmolyse au glycérol, montre une fluorescence de 
la protéine fusion  Ceci indique que la 
protéine fusion pourrait être associée à la membrane plasmique. Une solution saline comme 
le CaCl2 permet aussi de plasmolyser les cellules et peut également être utilisée afin de 
relarguer -ci sont en interaction ionique avec un 

 (Albenne et al., 2014). A 

PROSCOOP12, plus précisément le propeptide, ne 
semble donc pas contenir interaction ionique avec un récepteur membranaire. Toutefois, 

notamment 
via des liaisons hydrogènes par exemple (Zhang et al., 2016). 

(Han et al., 2014). Nos résultats (figures 17, e et 18, e) permettent 
que le pré-propeptide PROSCOOP12 subirait un clivage en N-terminal au niveau de son 
peptide  et que le propeptide serait adressé au réticulum endoplasmique (RE) 
pour se retrouver finalement au niveau de la membrane plasmique. Cependant, ce résultat est 
inattendu puisque les prédictions bioinformatiques identifient pas de domaine 
transmembranaire au sein de la séquence protéique du propeptide PROSCOOP12 (logiciel 
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THHMM (Krogh et al., 2001)). Ce résultat peut néanmoins de plusieurs manières : 
(i) la protéine PROSCOOP12 est fusionnée au marqueur RFP et ce dernier peut perturber 

par un partenaire ou son récepteur, (ii) le 
marqueur RFP peut également perturber le rôle des endoprotéases générant le peptide 
mature qui lui est capable de se fixer à un récepteur, (iii) enfin nous avons étudié 
transitoire de la protéine fusion chez N. benthamiana, or SCOOP12 est un peptide spécifique 

A. thaliana (annexe II) ; il se peut aussi que le récepteur de SCOOP12 ne soit pas présent 
chez le tabac.  
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Partie V - CONCLUSIONS ET 
PERSPECTIVES 

 
 

 

4.1. CONCLUSIONS SCIENTIFIQUES 
 

mutants proscoop12. Nous avons montré en effet que la mutation du gène entraînait une 
élongation des cellules racinaires et nous avons pu mettre ce résultat en lien avec une 
accumulation de ROS plus importante, favorisant le relâchement des parois et la dilatation des 
cellules. Nous avons ainsi validé le modèle que nous avions prédit en confirmant que 
PROSCOOP12 régule le développement racinaire, notamment via une régulation de 

La surexpression continue du gène entraîne quant à elle une 
inhibition du développement de la plante et oriente de nouvelles recherches vers une 
potentielle interaction du gène avec des inhibiteurs du cycle cellulaire, notamment au niveau 
foliaire. Ensemble, ces données illustrent la régulation primordiale par le gène PROSCOOP12 
dans la plante et son rôle essentiel de modulateur du développement.  

 

L a protéine fusion PROSCOOP12::RFP chez N. 
benthamiana a permis de mettre en évidence une fluorescence qui colocalise avec un 
marqueur de la membrane plasmique. Ce résultat constitue une donnée 
peut r 
compartiment cellulaire.  

 

 

4.2. PERSPECTIVES SCIENTIFIQUES 
 
Cette étude a permis de mieux comprendre le rôle du gène PROSCOOP12 dans le contrôle 

du développement chez A. thaliana et  au niveau cellulaire la localisation du 
propeptide PROSCOOP12 fusionné à la RFP.  

 
 cellulaire ont permis de mettre en évidence 

., dans la 

proscoop12. De plus, une étude 
 par analyse du transcriptome entre racines 

mutantes et sauvages per PROSCOOP12 
générale 

que le gène induit ou réprime. Cette analyse transcriptomique sur racines permettra également 
de renforcer le rôle de PROSCOOP12 dans la racine, que nous avions prédit à partir des 
données transcriptomiques obtenues sur feuilles (Gully and Pelletier et al., 2019). 

 

La surexpression du gène PROSCOOP12 a montré un phénotype au stade rosette et 
silique particulier, similaire à plusieurs autres lignées mutantes (Hasson et al., 2011). Dans un 

PROSCOOP12 par 
RT-

l serait intéressant de mesurer également le niveau 
expression des gènes codant pour les CDK (Mironov et al., 1999), les KRP (De Veylder et 
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al., 2001), et notamment ICK1 (Wang et al., 2000) dans les mutants surexpresseurs et de les 
comparer à leur niveau  dans les types sauvages. Ceci pourrait permettre 

identifier un éventuel lien entre PROSCOOP12 et les inhibiteurs du cycle cellulaire. Enfin, il 
faudra poursuivre le génotypage des plantes obtenues au stade F2 pour identifier les plantes 
F1 homozygotes et donc stabiliser le phénotype. Sur ces lignées stables, le phénotype 

le de nos résultats, 
nous nous attendons à observer des racines de taille plus courte par rapport au sauvage.  
Dans cette situation, la technique de culture en hydroponie semble être une solution adaptée 
(Schiefelbein et al., 2003), contrairement à la culture in vitro, en raison des caractéristiques 

présence de déchets de récolte et de débris 
de siliques). 

 

ne fluorescence qui colocalise avec un marqueur de la membrane 
le mutant surexpresseur stable 

A. thaliana pour des questions de spécificité, et de valider sa localisation par un western blot 
(Voinnet et al., 2003). Pour cette étape de western blot, il est important de noter que la protéine 
PROSCOOP12 est de très petite taille (1,3 kDa) et la protéine RFP de taille bien plus 
importante (29 kDA). La différence de masse entre le complexe PROSCOOP12::RFP et la 
RFP seule ne serait peut-être pas suffisamment importante pour permettre de distinguer les 
deux signaux par SDS-PAGE, en utilisant un anticorps antiRFP pour isoler le complexe « 
antiRFP - AT5G44585::RFP » dans la membrane plasmique. Un séquençage des produits 

séquence exacte effective de la protéine PROSCOOP12 fusionnée au marqueur RFP. La 
autre 

stratégie 
e étape difficile (Stein et al., 1996). 

une solution alternative pour vérifier la présence de la 
par 

fluorescence la localisation et les niveaux d'expression de protéines endogènes (Karampelias 
et al., 2018), -SCOOP12. Enfin, les 
résultats chez N. benthamiana associant la protéine fusion à la membrane plasmique peuvent 
également être dû (i) à un problème de spécificité puisque nous avons identifié que le peptide 

A. thaliana, (ii) à une perturbation engendrée par la molécule RPF ou bien (iii) 
nduit dans ces conditions. Ainsi, il sera 

nécessaire de déterminer les conditions dans lesquelles nous pourrions être capables 

et identifier sa séquence active in vivo. 

 

 

4.3. AMELIORATIONS METHODOLOGIQUES 
 
Au cours de cette étude quelques difficultés ont été rencontrées et certains points sont à 

relevés  

 

proscoop12 a été difficile à préserver et à 
stabiliser au cours du temps. En effet, celui-ci est extrêmement sensible aux conditions de 

s
le gène PROSCOOP12 joue un rôle important dans la régulation des processus de 
développement . Cependant, il est primordial de pouvoir 
contrôler la mise en évidence du phénotype pour les études futures. La priorité sera donc 
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identifier les conditions dans lesquelles il est possible de stabiliser le phénotype (conditions 
de carence hydrique ou azotée par exemple).  

 

Suites aux colorations des racines mutantes et sauvages pour la détection de ROS, les 
images ont été analysées avec le logiciel Imag
la surface colorée et de réaliser les comparaisons entre les génotypes, la longueur du site 

 Straight les surfaces 
les intensités de coloration pourraient être mesurées plus précisément 

avec le logiciel ImageJ rien à la véracité des conclusions présentées 
dans ce mémoire. 

Également, la communauté scientifique est de plus en plus exigeante concernant les 
colorations des ROS dans les pointes des racines ; celles-ci étant parfois jugées non 
suffisamment spécifiques. Dans ce sens, nous pourrions envisager de compléter nos données 

s cette étude 
(O2

.-, H2O2). Par exemple, le kit Superoxide Anion Assay ® (Sigma-Aldrich) permet de mettre 
en évidence de manière spécifique 2

.- dans les extrémités racinaires et 
yl fluorescein solution (HPF®, Sigma-Aldrich) quant à elle peut être utilisée 

comme seconde méthode de coloration pour la détection 202. Ces nouvelles observations 
permettraient de consolider nos résultats,  

 

un peu faible pour des 
analyses statistiques robustes. Nous avons généralement travaillé sur deux répétitions 

 troisième répétition 
pour conforter les résultats. 

202  ; les 
difficultés de maintien du phénotype ayant fait perdre du temps pour sa réalisation au cours 
de ce stage. 
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ANNEXES 
 
 
Annexe I : Induction des réponses de défense immunitaire par SCOOP12. 

  

Légende : 
 thaliana type Col-0, traités

avec ou sans (« control ») . (B) Induction de la transcription du gène FRK1 chez des 

par flg22, Atpep1 et SCOOP12. (D) Localisation du dépôt de callose par coloration au bleu d'aniline. (E-G) 
Mesure des poids frais et des longueurs de racines de plantules traitées avec 1µM de chaque éliciteur ou sans 
éliciteur (« control ») après 13 jours. 

 s :  
- Les barres d'erreur indiquent ±SE de la moyenne de six répétitions biologiques.  
- Les différences significatives selon les résultats du test de Student : *P<0,05 ; **P<0,01 ; ***P<0.001. 
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Annexe II : Effets du peptide SCOOP12 spécifiques à A. thaliana. 

  

Légende : 
(A) Production de ROS en RLU (unités légères relatives), sur disques foliaires de 13 jours de Arabidopsis 

thaliana, Lycopersicon esculentum, Nicotiana bentamiana, Brassica napus, traités avec ou sans (« control ») 
1µM de chaque peptide (flg22 ou SCOOP12).  

- Les barres d'erreur indiquent ±SE de la moyenne de six répétitions biologiques.  
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Annexe III : Schéma de la construction 35S::PROSCOOP12::RFP. 
 
 

 
  

Légende : 
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Annexe IV : Phénotypes des plantes F1 A à L et du témoin WS âgés de 2 semaines au 
stade rosette.  

 

  

A B 

C D 

F E 

G H 

J I 

K L 
WS WS 

Légende : 
Photos de rosettes âgées de 2 semaines. Photo prise par MC.Guillou.  
Echelle horizontale blanche de 480 pixels.  
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restent toujours inconnues. Une approche bioinformatique (Gully and Pelletier et al., 2019) a permis 
A. thaliana codant pour des précurseurs de Serine riCh 
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