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Resume en Frangais 5

RESUME EN FRANCAIS

Cette these est relative a 1’étude fonctionnelle d’un géne codant pour un facteur
d’¢élongation Le-EF-Tsy; chez la tomate. Ce géne participe au processus de synthése des
protéines dans la mitochondrie et présente une forte expression au cours de la maturation par
comparaison avec d’autres organes. Nous démontrons qu’il est fortement exprimé pendant les
premiers stades de la maturation en paraléle avec la crise respiratoire climactérique et que
son expression est stimulée par 1’éthyléne, la blessure et de hautes températures. Cependant,
les mutants de tomate insensibles a I’éthyléne présentent une expression assez élevée
indiquant la présence d’un régulation indépendante de 1’éthyléne. Des fruits transgéniques ont
été générés dans lesquels LeEF-Ts,, a été sur- et sous-exprimé de fagon constitutive.
Cependant, I|’altération de I’expression du geéne par transformation génétique avec des
constructions sens et antisens de LeEF-Ts,,; Naffecte pas la respiration et la production
d’éthyléne pendant la maturation et aprés blessure. De plus, I’expression du géne de
I’alternative oxydase qui est connue pour jouer un role important dans la respiration
climactérique n’est pa affectée. Toutes ces données indiquent que malgré sa forte régulation
Le-EF-Tsy N’est pas limitant de 1’activité respiratoire mitochondriale.

L’expression du gene LeEF-Ts,, est stimulée sous I’effet de stress oxydatifs
induits dans les parties végétatives par la sécheresse et le paraquat. La sensibilité aux stress
oxydatifs évaluée chez les feuilles par la présence de nécrose et dans des cals par la croissance
cellulaire est réduite chez les plantes antisens. Parmi les enzymes connues pour intervenir
dans la détoxication des espéces réactives d’oxygene, superoxide dismutase (SOD), catalases
(CAT), peroxydases (PX) et glutathion réductases (GR), nous avons montré que la GR et les
PX ont une activité accrue chez les lignées antisens permettant d’expliquer, au moins en
partie, leur meilleure tolérance aux stress.

Le role de la protéine LeEF-Tsy dans la synthése des protéines
mitochondriales a été étudié par une analyse du protéome mitochondrial de lignées antisens et
sens pour le géne LeEF-Ts,,. La comparaison des protéomes des lignées transformées et
sauvage été abordée a 1’aide d’une technique de double marquage 14N/15N appliquée a des
tissus de tomates cultivés in vitro. Il apparait que les lignées sens sur-expriment fortement la
protéine alors que les lignées antisens la sous-expriment faiblement. Une protéine de type
«heat-shock» accompagne les variations de LeEF-Tsy,; suggérant un role possible de
chaperonne. Par ailleurs, I’analyse globale du protéome mitochondrial fournit des données

générales nouvelles sur un ensemble de pres de 500 protéines mitochondriales de tomate.
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RESUME EN ANGLAIS

This thesis is related to the fonctionnal study of a gene encoding an elongation factor
LeEF-Tsy: in tomato. This gene participates in the protein synthesis process in mitochondria
and shows strong expression in ripening fruit as compared to other organs. We demonstrate
that it is strongly up-regulated during the first stages of the ripening process in parale with
the climacteric rise in respiration and that its expression is stimulated by ethylene, wounding
and high temperature. However, ethylene-insensitive mutants exhibit rather high expression
indicating the presence of an important ethylene-independent regulation. Transgenic fruit
have been generated in which LeEF-Ts,, has been constitutively up and down-regulated.
However, atering the expression of the gene by genetic transformation with antisense and
sense LeEF-Ts,,, constructs did not affect the pattern of respiration and ethylene production
during ripening and upon wounding. In addition, expression of the alternate oxidase gene
which is known to play an important role in respiratory climacteric was not affected. All these
data indicate that LeEF-Ts.y, despite its strong regulation, is not limiting of the mitochondrial
respiratory activity.

The expression of the LeEF-Ts,, gene is stimulated by oxidative stresses induced in
the vegetative parts of the plant by drought and paraquat. Sensitivity to stresses evaluated in
leaves by the presence of necrosis and in calluses by cellular growth was reduced in antisense
plants. Among the enzymes known for playing a role in the detoxication of reactive oxygen
species, superoxide dismutase (SOD), catalases (CAT), peroxydases (PX) and glutathion
reductases (GR), we have shown that GR and PX exhibit higher activity in antisense lines,
thus explaining, at least partly, a better tolerance to stress.

The role of the LEEF-Tsy: protein in the synthesis of mitochondria proteins has been
studied through the analysis of the mitochondrial proteome of LeEF-Ts,, sense and antisense
lines. The comparison of the proteomes of the wild type and transformed lines ahas been
made using dual 14N/15N labelling applied to tissues cultured in vitro. It appeared that the
sense lines greatly over-express the protein while the antisense lines under-express lightly.
An heat-shock protein tightly follows the variations of the LeEF-Tsy protein suggesting a
possible role of chaperon. A globa analysis of the mitochondrial proteome has been
performed that provides new information on a set of around 500 mitochondrial proteins of

tomato.
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RESUME EN PORTUGAIS

Esta tese ¢ relacionada ao estudo funcional de um gene que codifica um fator de
eongacido LeEF-Tsy: em tomate. Este gene participa no processo de sintese de proteina em
mitocondrias e apresenta uma forte expressio durante o processo de maturacao quando
comparado a outros o6rgaos. Nos demonstramos que 0 mesmo se exprime fortemente durante
as primeiras fases do processo maturagiao em paralelo com a crise respiratoria climatérica e
que sua expressio ¢ estimulada pelo etileno, ferimento e atas temperaturas. Porém, oS
mutantes de tomate insensivels ao etileno, exibem uma expressio normal. Frutos transgénicos
foram gerados, nos quais o LeEF-Ts,, foi aumentado ou inibido de uma forma constitutiva
Porém, a dteracdo da expressio do gene através da transformagdo genética com construgdes
sentido e antisense do gene LeEF-Ts,,, ndo afeta 0 padrdo de respiragdo e produgdo de etileno
durante a maturagdo e apos o ferimento. Além disso, a expressio do gene da alternativa
oxidase, que é conhecida por apresentar um papel importante no climatério respiratorio, ndo
foi afetada. Todos estes dados indicam que apesar de sua forte regulagio, o LeEF-Ts,, ndo é
limitante da atividade respiratoria mitocondrial.

A expressio do gene de LeEF-Ts,, ¢ estimulada pelo efeito do estresse oxidativo
induzido nas partes vegetativas da planta pela seca e o0 paraquat. A sensibilidade ao estresse
oxidativo avaliado em folhas pela presenga de necrose e em calos através de crescimento
celular, foi reduzido em plantas antisentido. Entre as enzimas conhecidas por apresentar um
papel na detoxificagdo de espécies reativas de oxigénio, superoxido dismutase (SOD),
catalases (CAT), peroxidase (PX) e glutation redutase (GR), nos demostramos que a GR e PX
exibem atividade mais ata em linhas antisentido, explicando assim, pelo menos em parte, sua
melhor tolerancia ao estresse.

O papel da proteina de LeEF-Tsy; na sintese de proteinas mitocondriais foi estudado
pela analise do protedma mitocondrial em linhas antisentido e sentido do gene LeEF-Ts,,. A
comparagao dos protedmas de linhas transformadas e selvagem foi tratado com a guda de
umatécnica de dupla marcagem 14N/15N aplicadas a tecidos de tomate cultivados in vitro. A
linha sentido super expressa fortemente a proteina, enquanto que as linhas antisentidos
diminuem ligeiramente. Uma proteina do tipo “heat-shock” segue as variagdes da proteina
LeEF-Tsy, sugerindo um possivel papel chaperona. Uma analise global do protedma
mitocondrial foi executada, fornecendo novas informagcdes sobre um conjunto de ao redor 500

proteinas mitocondriais de tomate.
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BREVE PRESENTATION GENERALE ET OBJECTIFS

De nombreuses études ont été consacrées a la détermination de la nature de la crise
climactérique respiratoire et a la compréhension du role des mitochondries qui sont le si¢ge de
la respiration. Une augmentation du flux de carbone via la glycolyse a été démontré pendant
la crise respiratoire associée a une importante augmentation d’ATP (Barker and Solomos,
1962). L’accroissement de la glycolyse est supposé 1lié a I’activation de la
phosphofructokinase et de la pyrophosphate:fructose-6-phosphate phosphotranférase (Bennett
et a., 1987). Cependant la démonstration que I’activation de ces deux enzymes est
directement responsable de |a crise climactérique n’a jamais été apportée. La crise respiratoire
aété également attribuée a 1’accroissement de I’activité¢ d’un oxydase alternative insensible au
cyanure (AOX) et au découplage du transport des électrons de la phosphorylation oxydative
del’ATP (Solomos, 1977). Les génes codant pour I’AOX (Mclntosh, 1994) et une protéine de
découplage (Laloi et al., 1997) ont été isolés et I’expression de certains membres de ces
familles de génes augmente au cours de la maturation. Néanmoins, 1’implication directe de
ces génes (protéines) dans la crise respiratoire n’a pas encore été démontrée. De plus, il existe
une contradiction entre I’accroissement d’ATP et 1’augmentation de ’activité des systémes
dits «dissipateurs d’énergie» que sont I’AOX et la protéine de découplage qui, au contraire,
sont découplés des phosphorylations oxydatives et libérent uniquement de la chaleur.

Il est connu que la crise respiratoire est sous la dépendance de 1’éthyléne (Abeles,
1992). D’ailleurs, la suppression de la synthése d’éthyléne conduit a une suppression de la
crise respiratoire chez le melon (Bower et a. 2002 ). La respiration induite par I’éthyléne a
été associée a la stimulation de la synthése de protéines codées par le génome nucléaire et
ciblées vers la mitochondrie telles que I’AOX et la protéine de découplage (Cruz-Hernandez
and Gomez-Lim, 1995; Considine et al., 2001). Puisgque la mitochondrie est une organelle qui
ne synthétise (Diolez et al., 1986) ni ne percoit (Chen et al., 2002) I’éthyléne, la stimulation
de larespiration est donc dépendante de 1’importation de protéines et non de la stimulation de
sa propre machinerie.

Lors d’un criblage destiné a isoler des génes répondant a 1’éthyléne dans des fruits de
tomate (Lycopersicon esculentum) un MRNA a été isolé au laboratoire par “differential
display”, appelé initialement ER49 puis LeEF-Ts,,, qui montre une homologie de séquence
avec les facteurs d’élongation de type Ts (EF-Ts) a la fois de procaryotes et de mitochondries
d’eucaryotes (Zegzouti et al., 1999). Bénichou et al., (2003) ont montré que la protéine codée

par ce géne est impliquée dans 1’échange de nucléotides avec le facteur Tu (EF-Tu) en
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régénérant le GDP en GTP et est capable des diriger la synthése de peptides in vitro. Le
fonctionnement de I’ensemble de la machinerie peut étre expliqué de la fagon suivante. Le
facteur d’¢élongation factor Tu (EF-Tu) facilite la liaison de I’aminoacyl-tRNA (aa-tRNA) au
ribosome pendant le cycle de I’élongation de la biosynthése des protéines (Rave et al., 1969).
Aprés la liaison du aa-tRNA au site A du ribosome, EF-Tu catalyse I’hydrolyse du GTP, et
I’EF-Tu:GDP est libéré du ribosome. EF-Ts catalyse I’échange de nucléotide en réalisant la
formation de EF-Tu:GTP a partir de EF-Tu:GDP (Miller and Weissbach, 1970). L’échange du
nucléotide de guanine se fait via la formation d’un intermédiaire correspondant au complexe
EF-Tu:Ts complex. Ensuite, le GTP remplace EF-Ts dans le complexe et le complexe EF-
Tu:GTP liele aatRNA permettant un autre cycle de liaison au ribosome. Un schéma de cette
réaction est présenté danslafigure 1.

La découverte du geéne LeEF-Ts,, la démonstration de I’activit¢é de la protéine
correspondante et le fait que son expression soit stimulée par 1’éthyléne nous a conduit a
rechercher son role fonctionnel chez la tomate. C’est pourquoi nouS avons entrepris tout
d’abord une étude précise de son expression spatio-temporelle dans différents organes de la
tomate en attachant une attention particuliére au fruit au cours de la maturation et aux effets
de I’éthyléne exogene et de stress abiotiques. Nous avons recherché les effets de la sur- et de
la sous-expression de ce gene sur ’activité respiratoire des fruits (Chapitre 1). Nous avons
ensuite étudié les effets de stress abiotiques sur la physiologie des parties végétatives de
plants de tomates affectés par transgénése dans 1’expression de LeEF-Ts,,,. Cette étude nous a
amené a évaluer 1’activité de plusieurs enzymes (Superoxyde dismutase, catalase, gaiacol
péroxydase, glutation reductase) sous I’effet de divers stress abiotiques (Chapitre I1). Enfin
nous avons entrepris une étude des modifications induites au niveau du protéome
mitochondrial, ce qui a exigé 1’obtention de mitochondries hautement purifiées, 1’application
de méthodes de protéomique différentielle utilisant le double marquage NI14/N15 et

I’exploitation des résultats de protéomique par des méthodes de bio-informatique (Chapitre

1.



Breve Presentation Generale et Ubjectifs -10 -

ribosomes

mitochondrial
| L Illélll mRNA

Figure 1: Schematic representation of the function of EF-Tsy (TS) protein in promoting
the exchange of GDP to GTP for the activation of the EF-Tuyy, (Tu) elongation factor.
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INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

La maturation des fruits correspond a un ensemble de modifications biochimiques,
physiologiques et structurales qui conférent au fruit ses qualités organoleptiques et le rendent
consommable. Bien que ces processus varient d’un type de fruit a un autre, on classe les fruits
en deux catégories, climactériques et non climactériques (Biale, 1964). Le classement dans
Iune ou I’autre de ces deux catégories dépende de la présence ou non d’une crise respiratoire
et d’un pic de synthése d’éthyléne au moment de la maturation (McMurchie et al., 1972).
L augmentation brutale de synthése d’éthyléne observé chez les fruits climactériques est
considérée comme responsable des modifications de couleur, d’ardmes, de texture, de saveur
et d’autres parameétres biochimiques et physiologiques. A I’inverse, chez les fruits non-
climactériques, on considére que les modifications survenant au cours de la maturation ne
sont pas dépendantes de 1’éthyléne et on ignore les facteurs de régulation impliqués.

Au cours des deux derniéres décennies, avec 1’apparition des méthodes et
concepts de la biologie moléculaire, la maturation est apparue comme un phénomeéne de
développement génétiquement programmé et impliquant 1’expression de genes spécifiques
(Grierson, 1987). Les mécanismes de maturation des fruits climactériques ont de loin été les
plus étudiés en raison du role majeur de 1’éthyléne et des progres importants réalisés dans la
connaissance de la biosynthése (Sato et Theologis, 1989 ; Van der Straeten et al., 1990,
Hamilton et al.,1990; Spanu et al., 1994) et de I’action de cette hormone (Ecker, 1995,
Stepanova et Ecker, 2000).

De nombreuses revues ont été consacrées aux mécanismes de maturation des fruits en
termes biochimiques, physiologiques et moléculaires (Giovannoni, 2001 ; Leliévre et al.,
1997; Brady, 1987). Dans ce chapitre, nous résumerons tout d’abord le rdle de 1’éthyléne et
les mécanismes de la respiration. Nous aborderons ensuite de fagon plus approfondie 1’état
des connaissances dans les domaines qui font plus précisément 1’objet de nos travaux, ¢’est-a-
dire en premier lieu le fonctionnement des mitochondries et plus particuliérement les
mécanismes de traduction des protéines dans les mitochondries. Ensuite, nous ferons une
bréve description des connaissances sur les stress oxydatifs. Enfin nous donnerons quelques

informations sur la protéomique des mitochondries.
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1-Biosynthése et role de I’éthyléne.

Les ¢étapes de biosynthese de I’éthyléne ont été totalement €lucidées, en particulier
grace aux travaux de Yang et Hoffman, (1984). La figure 2 donne le schéma général de la
biosynthése de 1’éthyléne. Le contrdle de la biosynthése de 1’éthyléne se fait grace a deux
enzymes clefs. L’ ACC synthase (ACS) qui transforme la S-adénosyl-L-méthionine (SAM) en
acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylique (ACC) et I’ACC oxydase (ACO) qui assure
I’oxydation de I’ACC en ¢éthyléne. Ces deux enzymes sont codées par des familles
multigéniques. On considére classiquement qu’il existe deux systémes de régulation de la
biosynthése de 1’éthyléne chez les plantes supérieures (Lelievre et al., 1997). Le systéme 1 est
fonctionnel durant la croissance végétative, controlé négativement par I’éthyléne, et permet la
production d’un niveau basal d’éthyléne détectable dans tous les tissus et méme dans les fruits
jeunes. Par contre le systéme 2 est fonctionnel durant le mirissement des fruits climactériques
et durant la sénescence des pétales. Ce systéme est controlé positivement par 1’éthyléne et
nécessite I’induction de ’expression de géne ACS et ACO (synthése auto-catalytique). Les
voies de transduction conduisant a cette induction sont encore inconnues mais il est possible
gue ce soit dii a une combinaison de facteurs dépendant de 1’éthyléne et du développement
(Picton et al., 1993; Guis et al., 1997). Chez latomate, le systéme 1 continue tout au long du
développement du fruit jusqu’a ce qu’une phase de transition apparaisse, correspondant au
stade ou le fruit a acquit la compétence a mirir. Ensuite, le systéme 2 se met en place (Barry
et al., 1996).

Toujours chez la tomate, une étude sur la régulation des différents membres de la
famille multigénique codant pour des ACS a été réalisée au cours du développement et de la
maturation du fruit (Barry et a., 2000). Certains de ces génes (LeACS6 et LeACS1A ) associés
au systéme 1, d’autres a la transitions systémel/systéme 2 et a I’acquisition de la compétence
a murir (LeACSIA et LeACS4) et d’autres au systéme 2 exclusivement (Le4ACS2). A I’instar
des génes ACS, les génes ACO sont codés par une famille multigénique et il existe au moins
trois membres chez la tomate dont le profil d’expression est spécifique pour chacun des
membres (Barry et a., 1996 ; Bidonde et al., 1998). Les transcrits de LeACOL et LeACO3
S’accumulent au cours de la sénescence des feuilles, dans les fruits et dans les fleurs.
L’expression de LeACO1 est aussi régulée par la blessure sur les feuilles. Par contre, les
transcrits de LeACO2 sont principalement visibles dans les tissus associés a 1’anthére (Barry
et a., 1996)
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Figure 2: Chaine de biosynthése de 1’éthyléne



Introduction Bibliographique -14 -

1-1- Facteurs externes influant sur la synthése d’éthyléne et sur
maturation

Parmi les stimulis externes au fruit, certains ont une conséquence importante sur la
maturation du fruit car ils peuvent modifier la biosynthése de I’éthyléne. Les basses
températures sont appliquées d’une fagon générale pour prolonger la durée de survie des fruits
danslalimite de leur sensibilité aux basses températures. Le séjour au froid se traduit, chez la
poire Passe-crassane par une accumulation importante de transcripts correspondants a I’ACC
oxydase et I’ACC synthase (Lelievre et al., 1997). Chez d’autres types de fruits, tels que le
Kiwi et la pomme, les basses températures accélérent la capacité du fruit a produire de
I’éthyléne et synchronise la maturation (Knee et al., 1983 ; Jobling et a., 1991). Par contre, de
nombreux fruits tropicaux ou sub-tropicaux subissent, a la suite d’un séjour plus ou moins
prolongé a basse température, des désordres physiologiques appelés la maladie du froid
(Marcelin, 1992 ; Wang, 1989). L’oxygéne joue un role important dans la maturation car il
intervient dans la chaine respiratoire. Par ailleurs, 1’oxygéne est un substrat de I’ACC
oxydase. Des fables niveaux d’oxygéne réduisent I’expression de genes régulés par
I’éthyléne et impliqués dans la maturation des fruits (Kanellis et al., 1990). Lors de la
conservation en atmosphére modifiée ou controlée, les faibles niveaux d’oxygéne et les
niveaux élevés de gaz carbonique agissent en combinaison pour modifier le métabolisme des
fruits et la synthése ou la sensibilité a 1’éthyléne (Kader, 1997). D’autres stress tels que les
blessures, les attaques par des agents pathogénes ou les métaux lourds provoquent la
stimulation de I’ACC synthase (Yang et Hoffmann, 1984). Il est donc primordial d’éviter ces
causes de stress pour prolonger la durée de vie du fruit apres la récolte. Il existe une relation
entre le stress hydrique et |la maturation. Chez les fruits climactériques tels que 1’avocat ou la
banane (Adato et Gazit, 1974), I’augmentation du déficit hydrique aprés la récolte accélére
I’apparition du pic de synthése d’éthyléne.

En conclusion, la biosynthése de 1’éthyléne est régulée par le développement de la

plante et par de nombreux stress biotiques et abiotiques

1-2 Les mécanismes dépendants de I'éthylene au cours de la maturation des
fruits.

La création de lignées transgéniques de tomate (Murray et al., 1993 ; Picton et al.,
1993; Theologis et al., 1993) et de melon (Ayub et al., 1996) dont la synthése d’éthyléne a été
inhibée a 1’aide d’une construction ACO ou ACS en orientation anti-sens ont permis de
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distinguer les phénomeénes du mirissement qui dépendent de 1’éthyléne et ceux qui ne
dépendent pas de 1’éthyléne. Le changement de couleur peut étre dépendant ou indépendant
de I’éthyléne en fonction du pigment et du type de fruit. Par exemple, I’accumulation du
lycopéne dans les tomates ne produisant plus d’éthyléne est fortement réduite (Oeller et al.,
1991; Murray et al., 1993). Par contre, dans le melon, la synthése de caroténoides est un
phénoméne indépendant de 1’éthyléne (Guis et al., 1997). La dégradation des chlorophylles
est totalement dépendante de 1’éthyléne, en accord avec 1’observation que 1’éthyléne stimule
I’expression d’un géne codant pour une chlorophyllase (Jacob-Wilk et al, 1999).
L’accumulation des sucres et des acides n’est pas affectée par 1’absence d’éthyléne. Le
ramollissement et la détérioration des membranes sont partiellement controlés par 1’éthyléne.
Par exemple, dans la famille de génes codant pour une polygalacturonase (enzyme de la
dégradation des parois) de melon, certains membres sont régulés par 1’éthyléne et d’autres
non (Guis et al., 1997). La synthése d’ar6mes volatiles est dépendante de 1’éthyléne dans la
tomate et le melon (Baldwin et al., 2000) ; (Bauchot et al., 1998), méme si certaines voies de
biosynthése des ardmes échappent au controle de 1’éthyléne (Flores et al., 2002). Aing, le
marissement des fruits climactériques est un processus complexe dans lequel 1’éthyléne joue
un role important en association avec d’autres hormones et des facteurs du développement. Ce
processus met en jeu des mécanismes dépendants de 1’éthyléne mais aussi indépendant de

I’éthyléne.

2- Mécanismes de la crise respiratoire

L’augmentation de la respiration nommée crise climactérique a été¢ décrite pour la
premiére fois chez la pomme par Kidd and West (1925). Plus tard ce phénoméne a été
démontré chez de nombreux autres fruits dits « climactériques ». Cependant il n’est pas
universel et de trés nombreux fruits muirissent sans crise respiratoire. Ils ont été dénommés
«non-climactériques» (Biale and Young, 1981).

La nature de la crise climactérique respiratoire et la compréhension du role des
mitochondries dans cette crise respiratoire a fait I’objet de nombreuses études. Cependant les
Mmécanismes intimes ne sont pas encore ¢lucidés. Il a été établi que le flux de carbone via la
glycolyse augmente pendant la crise respiratoire en méme temps que la synthése
d’ATP.(Barker and Solomos, 1962).Ceci serait di a 1’activation de la phosphofructokinase et
de la pyrophosphate:fructose-6-phosphate phosphotranférase (Bennett et al., 1987). Un

deuxiéme mécanisme a été décrit dans lequel la crise respiratoire a ét¢ également attribuée a
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I’accroissement de I’activité d’un oxydase alternative insensible au cyanure (AOX) et au
découplage du transport des électrons de la phosphorylation oxydative de I’ATP (Solomos,
1977). L’AOX oxyde 1’'ubiquinol et réduit I’oxygéne sans production d’ATP mais avec
dissipation d’énergie. En plus de cette alternative oxydase, les mitochondries de fruits
contiennent un autre systéme de dissipation d’énergie. 1l s’agit d’une protéine de découplage
appelée PUMP qui agirait comme un transporteur mitochondrial qui exporterait des acides
gras libres sous forme anionique a travers la membrane interne mitochondriale (Sluse et
Jarmuskiewski , 2000). Les acides gras protonés entreraient a nouveau dans la matrice interne
par diffusion, ce qui correspondrait a une entrée de H+, a un détournement de la voie de
I’ATP synthase et en conséquence un découplage du transport d’électrons et de la
phosphorylation oxydative. Une augmentation de la température a été observée chez des fruits
intacts tels que la mangue et la banane lors de la maturation démontrant ainsi le role probable
de I’AOX et/ou de la PUMP dans la crise respiratoire (Kumar et Sinha, 1992, Sluse et
Jarmuskiewski 1998). Les genes codant pour I’AOX (Mclntosh, 1994) et une protéine PUMP
(Laloi et a., 1997) ont été isolés et I’expression de certains membres de ces familles de génes
augmente au cours de la maturation. Néanmoins, chez la tomate, il semblerait que la protéine
AOX diminue au cours des stades précoces de maturation et la protéine PUMP au dela du
stage tournant indiquant I’absence de corrélation directe avec la crise respiratoire (Sluse et
Jarmuskiewski , 2000). Autrement dit, I’implication directe de ces génes (protéines) dans la
crise respiratoire n’a pas encore été démontrée. Par ailleurs on ignore pourquoi la teneur en
ATP saccroit au cours de la crise respiratoire alors que [’activité des systémes dits
«dissipateurs d’énergie» que sont ’AOX et la PUMP augmenterait également. Ces systémes
sont au contraire découplés des phosphorylations oxydatives et devraient conduire a une

moindre production d’ ATP.

3- Fonctionnement et role des mitochondries

Une des fonctions les plus importantes et les plus connues de la mitochondrie est la
production d‘énergie par le cycle de Krebs et la phosphorylation oxydative. La glycolyse
Située dans le cytoplasme permet la production de pyruvate, d¢ NADH et d°ATP a partir de
glucose. Une certaine proportion du pyruvate est impliquée dans la fermentation alcoolique et
une autre partie est transportée dans la mitochondrie. Son oxydation en acétylcoenzyme A
permet au cycle de Krebs de produire du CO,, 2 molécules d*ATP, 6 molécules de NADH et

2 molécules de FADH2. Le cycle de Krebs fournit ainsi les différents substrats des complexes
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respiratoires et du métabolisme général de la cellule. Ces substrats diffusent passivement ou
alors sont transportés activement hors de la mitochondrie pour participer a de nombreux
mécanismes cellulaires. Si le cycle de Krebs est un carrefour métabolique dans le
fonctionnement cellulaire, la production d°ATP est principalement due a la phosphorylation
oxydative au sein de la chaine respiratoire (Mackenzie and MclIntosh, 1999). Elle est
composée de cing complexes protéiques membranaires appelés complexes I, II, III, IV et V
Situés dans la membrane interne mitochondriale (figure 3). Chez les végétaux, les génomes
nucléaire et mitochondrial participent tous les deux au codage des sous-unités des complexes
excepté pour le complexe II ou seul le génome nucléaire est impliqué. La phosphorylation
oxydative est caractérisée par un transfert d*électrons du complexe I au complexe IV, permis
par |‘oxydation et la réduction de différentes molécules comme 1‘ubiquinone et le cytochrome
c. Ce transfert est accompagné d‘une consommation d‘oxygéne et d“une production d‘ATP
utilisant le gradient électrochimique de protons généré par les complexes I, III et IV
(Anderson et al., 1981).

Contrairement aux mammiféres, les plantes et quelques autres espéces possedent une
activité respiratoire qui est partiellement résistante au cyanure. Cette caractéristique a été
établie depuis la fin des années 20. Cette originalité est due a la présence d‘une enzyme qui a
été nommeée 1‘alternative oxydase (AOX) (Hugq et al. 1978; Rich et al. 1978). Cette enzyme a
été retrouvée chez toutes les plantes supérieures examinées a ce jour mais aussi chez de
nombreuses algues, champignons, levures et protozoaires. Cette enzyme ne participe pas a la
formation du gradient électrochimique de protons nécessaire au fonctionnement du complexe
V (Molle 2002), contrairement au cytochrome ¢ oxydase par exemple. La chaleur dégagée par
cette activité a permis d‘expliquer certaines caractéristiques des plantes thermogéniques. Ces
plantes exploitent ce dégagement de chaleur pour volatiliser des composés attractifs pour les
insectes pollinisateurs (Meeuse 1975). Cependant, le fait que cette protéine soit présente dans
tout le régne végétal tend a prouver qu‘elle posséde un role physiologique plus général. Il
apparait, par exemple, que laprésence de 1°AOX est importante dans des conditions ou la voie
du cytochrome c est altérée (Wagner et al. 1997). Deux hypothéses principales sont émises
aujourd‘hui pour expliquer le role physiologique de 1'AOX: 1- I‘activité AOX permettrait un
recyclage rapide du pool d‘ubiquinone quand I‘activité respiratoire est élevée permettant ainsi
aux activités liées au cycle de Krebs de ne plus étre limitantes. 2- |‘activité AOX permettrait
de protéger la mitochondrie contre des attaques oxydatives (Vanlerberghe et a. 1997; Wagner
et a. 1997). En effet, les plantes subissent des stress environnementaux trés séveéres liés entre

autres a leur immobilité. Une forte activité alternative oxydase dans des conditions ou le taux
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de ROS augmente permet de limiter |‘apport de ROS par le complexe III en réduisant la voie
du cytochrome c (Vanlerberghe et al. 1992).
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Figure 3 : Représentation schématique de la chaine de transfert des électrons de la membrane
mitochondriale interne (Buchanan et al., 2000).

4 - Le génome mitochondrial et son expression

Les mitochondries résultent d'un seul événement d'endosymbiose d'une bactérie
pourpre photosynthétique appartenant a la classe des a-protéobactéries (Gray and Doolittle,
1982). L'organisme le plus proche des mitochondries est Rickettsia prowazekii, un parasite
intracellulaire obligatoire (Andersson et al., 1998). Ainsi cette bactérie posséde le génome le
plus proche des génomes mitochondriaux. La taille des génomes mitochondriaux varie de
moins de 6 kb chez Plasmodium falciparum a 16 kb pour les génomes mitochondriaux
d'animaux (Anderson et al., 1981; Bibb et al., 1981) et jusqua plus de 500 kb pour les
génomes mitochondriaux de plantes terrestres (Fauron et al., 2004). Le plus grand génome
mitochondrial de plante séquencé pour l'instant est celui d'4. thaliana dont lataille est de 366
Kb (Unseld ef al., 1997). Il est a peu pres trois fois plus petit que le génome de Rickettsia
prowazekii, le plus proche ancétre des mitochondries (Andersson et al., 1998). Par contre, le
génome mitochondrial d'A. thaliana ne code que pour un petit nombre de protéines (32)

comparé a celui des protéines codées par le génome de R. prowazekii (834). Ce faible
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pourcentage de protéines codées est dii a la présence d'une forte proportion de séquences non
codantes (>80%) (24% pour R. prowazekii) (Gray et al., 1999). Les génes présents sur le
génome mitochondrial d'4. thaliana peuvent étre classés en deux groupes, ceux codant pour
des éléments du métabolisme mitochondrial (des composants des complexes respiratoires et
des protéines impliquées dans la biogenese des cytochromes de type ¢) et ceux impliqués dans
la machinerie traductionnelle (protéines ribosomales, ARNr, ARNt).

Les fonctions mitochondriales actuelles sont donc le fruit d‘une co-évolution entre le
génome mitochondrial et le génome nucléaire, les rendant dépendants 1’un de 1’autre. Cette
évolution s‘est traduite notamment par un transfert trés important d‘information génétique de
le noyau vers la mitochondrie. En effet, environ 98% des génes codant des protéines
mitochondriales sont des génes nucléaires. Chez Arabidopsis thaliana, par exemple, cela a
conduit a un génome mitochondrial ne comportant plus que 32 génes (Unseld et al. 1997). Les
mammiféres et les eucaryotes inférieurs possédent pour la plupart des génomes
mitochondriaux compactés alors que ceux des plantes sont les plus expansés (Gray et al.
1999). Cette différence des tailles entre eucaryotes est due a la proportion extraordinairement
¢levée (80%) de séquences non codantes dans le génome mitochondrial d‘Arabidopsis
comparé au génome de Rickettsia (24%) (Andersson et al. 1998).

La caractéristique principale de 1‘expression des génes mitochondriaux végétaux est
|‘existence, la plupart du temps, d‘un nombre élevé d’ARN messagers observés pour un gene
donné, associée a une complexité variable des mécanismes d‘expression (pour une revue voir
Gray 1992; Binder et a. 2003). En effet, il existe plusieurs sites d’initiation et de terminaison
de transcription ainsi que des phénomeénes de clivages post-transcriptionnels et d’épissages
importants. La régulation des génes mitochondriaux s’effectue essentiellement par le produit
de genes nucléaires (Binder et a. 2003). Cest le cas, par exemple, de certains génes de
restauration de la fertilitt qui influencent I‘accumulation de transcrits de génes
mitochondriaux responsables de stérilités males cytoplasmiques (Dill et al. 1997). Le
transfert des génes de la mitochondrie vers le noyau chez les plantes est facilité par le fait qu'il
ny a pas de barriécre de code génétique : les machineries de traduction protéique
mitochondriale et cytoplasmique utilisent le méme code génétique. Chez les animaux, les
mitochondries utilisent un code génétique modifié. Ainsi le contenu génique mitochondrial ne
peut plus séchapper (Berg and Kurland, 2000; Gray, 2000). 11 est essentiel que le transfert des
geénes mitochondriaux de plantes ait lieu aprés transcription inverse de I'’ARNM épissé et édité
(Nugent and Palmer, 1991; Brennicke er al., 1993). Dans le noyau, des recombinaisons

permettent 'acquisition des promoteurs et des pré-séquences d'adressage (Henze and Martin,
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2001). Ces deux étapes permettent qu'un messager fonctionnel soit produit et que la protéine
traduite soit importée dans les mitochondries. Un exemple de transfert récent d'un géne
mitochondrial vers le noyau par l'intermédiaire d'un intermédiaire ARN est celui de cox2
(sous unité 2 du complexe IV) chez les |égumineuses (Nugent and Palmer, 1991; Covello and
Gray, 1992).

5- L’importation des protéines dans les mitochondries

La mitochondrie est un organite comprenant plusieurs centaines de protéines
différentes et plus de 98% des ces protéines sont codées pas des génes nucléaires. Ces
protéines sont traduites dans le cytosol puis transportées jusqu‘a la mitochondrie. Le génome
mitochondrial d'4. thaliana ne code que pour 32 protéines (Unseld et al., 1997) et seules 16
de ces protéines (parmi les plus hydrophobes) sont produites dans la mitochondrie chez 4.
thaliana (Unseld et al., 1997). Les autres doivent étre importées du cytoplasme. L’immense
majorité des protéines mitochondriales est codée par le génome nucléaire, synthétisée dans le
cytoplasme puis importée dans les mitochondries. Ces protéines possédent un signal
d'adressage qui leur permet d'étre importées dans les mitochondries. Deux types de signaux
d’adressage mitochondrial sont généralement décrits : les pré-séquences et les signaux
internes. La pré-séquence consiste en une extension N-terminale de la protéine a importer. Les
pré-séquences ne contiennent pas de séquence consensus d’adressage mitochondrial mais
elles possedent quelques particularités. Au niveau de leur structure primaire, elles sont riches
en acides aminés basiques, hydrophobes et hydroxylés et elles ont une taille de 10 a 80 acides
aminés. Au niveau de leur structure secondaire, elles se replient en une hélice oo amphiphile
possédant un coté chargé positivement et un c6té hydrophobe (von Heijne ef al., 1989).

Le systéme a été largement décrit chez la levure Saccharomyces cerevisiae €t chez
Neurospora crassa (Revues par Neupert 1997). Néanmoins, les mécanismes et les spécificités
liés au phénomeéne d‘importation sont suffisamment partagés par tous les eucaryotes, pour que
des protéines de levures puissent étre importées par des mitochondries végétales et également
gue des préséquences végétales permettent un adressage mitochondrial chez lalevure (Huang
et a. 1995).
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6- Roéle de LeEF-Ts,; et mécanismes de synthése des protéines chez les
mitochondries

Les mitochondries possedent leur propre systeme de synthése des protéines. Les
eucaryotes ont des systémes de traduction a la fois dans la mitochondrie et dans le
cytoplasme. Les plantes possedent un troisiéme systéme dans le chloroplaste. La fonction de
la protéine LeEF-Tsy, que nous étudions dans cette thése a été présentée de fagon
schématique plus haut. Nous nous attacherons ici a décrire les similitudes et les différences
entre les différents modéles eucaryotes et procaryotes. La liaison GTP-dépendante d’un aa-
tRNA au ribosome et la libération du facteur d’¢longation en tant que complexe avec le GDP
sont conservés parmi les procaryotes, eucaryotes et organelles d’eucaryotes. En général, les
facteurs d’¢longation mitochondriaux et chloroplastiques sont plus proches de leur équivalent
bactérien que les facteurs d’élongation cytoplasmiques. L’EF-Tu (EF-Tuy,) mitochondrial de
mammiféres posséde un identité de séquence significative (~60%) avec le facteur
procaryotique correspondant. Par contre la séquence de EF-Ts est moins conservée que celle
du EF-Tu, et des schémas différents sont observés pour les interaction entre EF-Tu et EF-Ts
dans différents systémes (Blank et al., 1995). L’EF-Tun de bovin selie a des nucleotides de
guanine moins fortement que les facteurs bactériens (Cal et al., 2000a). L activité de I’EF-Tu
de E. coli peut étre stimulée a lafoispar I’EF-Tsde E. coli and EF-Tsy. Par contre, I’activité
de EF-Tupy Nest pas stimulée par ’EF-Tsde E. coli (Bullard et al., 1999). EF-Tun, forme des
complexes ternaires avec les aa-tRNA de mitochondries ou de bactéries et les cible ensuite au
site A du ribosome. Cependant, bien que L’EF-Tu de E. coli puisse former un complexe
ternaire avec les aa-tRNAs de mitochondries, il a une faible capacité a promouvoir la liaison
de ces complexes au site A des ribosomes de E. coli ou de ribosomes mitochondriaux de
mammiferes (Kumazawa et al., 1991). Les séquences de EF-Tu et EF-Ts de nombreux
procaryotes sont connues (Sprinzl, 1994) mais chez les plantes les facteurs d’élongation
mitochondriaux n’avaient pas été caractérisés avant le travail de Bénichou et al. (2003).
Seules des séquences partielles d’Arabidopsis et d’orge étaient disponibles. En général, les
séquences de plantes n’ont pas été identifiées clairement comme des EF-TS et n’ont pas été
affectées au chloroplaste ou a la mitochondrie. Bénichou et a (2003) ont clairement identifié
ER-49 comme un EF-Tsy; de tomate (L. esculentum ;LeEF-Tsy) non seulement sur la base
d’homologies de séquence avec des EF-Ts de bactéries et d’animaux, mais également par sa

capacité¢ a stimuler la synthése de peptides avec un EF-Tu de E. coli et a promouvoir
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I’échange de nucléotides de guanine avec ce facteur bactérien. Enfin il est clairement

démontré que LeEF-Tsy est localisé dans la mitochondrie et non dans le chloroplaste.

7- Les stress oxydatifs et le role de la mitochondrie

L oxydo-réduction est le transfert d’un ou plusieurs électrons d’un atome vers un
autre. Un tel processus est nécessaire pour la vie en aérobie, puisque 1’oxygeéne est 1’accepteur
ultime d’¢lectrons au niveau de la chaine respiratoire pour former de I’énergie sous forme
d’ATP. Cependant, dans le cas ou il y a transfert d’'un nombre d’électrons impair, nous
assistons a la formation d’espéces toxiques ayant des électrons non appariés (célibataires),
appelées radicaux libres. Parmi ceux-ci, peuvent étre cités les radicaux |‘anion superoxyde
(O2), le peroxyde d‘hydrogéne (H20,) et I’hydroxyle radicalaire (OH’). Ces radicaux centrés
sur I’oxygéne (appelés ainsi parce que 1’¢lectron célibataire est porté par 1’atome d’oxygéne)
sont reconnus par leur grande réactivité et font partie des espéces oxygénées réactives (ROS
Reactive Oxygen Species, selon la terminologie anglo-saxonne). |l a été démontré que les
ROS oxydent les lipides, les protéines, les enzymes et I’ADN. Alors, le stress oxydatif résulte
du déséquilibre entre la production d’espéces réactif d'oxygeéne (ROS) et du systéme de
détoxication, commun dans situations de stress |'environnement y compris attaque de
pathogéne (Maxwell et al, 1999). Les ROS sont considérées comme des sous produits du
métabolisme cellulaire. Elles sont impliquées dans la transduction de signaux de nombreuses
voies cellulaires chez les plantes (pour une revue voir Laloi et a. 2004). Dans les tissus
végétaux, diverses conditions physiologiques peuvent conduire a des variations tres
importantes et trés soudaines de la quantité de ROS intracellulaire. Le role central des ROS
dans le végétal a surtout ét¢ montré lors de la réponse hypersensible (HR) a une attaque de
pathogéne (Heath 2000). Dans ce cas, le stress oxydant est rapide, transitoire et localisé au
site d’infection. La mort des cellules touchées empéche la diffusion de 1‘infection aux cellules
voisines et constitue un mécanisme de résistance. La réponse de la cellule au stress oxydant
est modulée en fonction de la concentration en ROS. Une forte dose de ROS induit la mort
cellulare, une faible dose permet la mise en place d‘enzymes antioxydantes et 1‘arrét du cycle
cellulaire (Vranova et a. 2002). Le role des ROS dans la signalisation cellulaire a été bien
¢tabli, mais les mécanismes par lesquels ces signaux sont pergus par la cellule restent
inconnus. Une étude a montré que le peroxyde d’hydrogéne était un activateur potentiel de
cascades MAPK (mitogen activated protein kinase) (Grant et al. 2000). Ces cascades de

kinases induisent |‘expression de certains geénes lors dun stress et répriment les génes
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habituellement induits par |‘auxine. Ce phénomeéne d‘activation d‘une voie de signalisation
MAPK dépendante a également été décrit a la suite d‘une attaque de pathogéne chez A.
thaliana ou lors du processus d‘auto-incompatibilité chez le pavot (Rudd et al. 2003).

La production de ROS est une conséquence inévitable de respiration aérobie. Au cours
de la respiration, un ensemble de complexes multi-protéiques intégrés dans la membrane
interne mitochondriale et de transporteurs d'électrons tels que 1'ubiquinone et le cytochrome C
catalysent le transfert d'électrons provenant des intermédiaires réduits du catabolisme
(NADH/FADH,) vers un accepteur final, I'oxygéne moléculaire. Cependant, pour une
guantit¢ non négligeable d'oxygéne (5 a 10%, voire plus dans certaines conditions
physiopathologiques), des réactions de transfert mono électronique pourront étre favorisées.
Bien gu'acceptant toujours au total quatre électrons pour former H,O, I'oxygeéne sera réduit
par étapes monovalentes, produisant ainsi trois types d'intermédiaires réactifs, le radical
superoxyde, O,", le peroxyde d’hydrogéne H,O, et le radical hydroxyle OH". Ces espéces
vont alors soit indirectement favoriser, soit directement initier des réactions en chaine dont la
premicére étape est souvent la rupture homolytique des liaisons carbone-hydrogéne ou
I’addition sur les doubles liaisons carbone-carbone des biomolécules constituant le "squelette"
delacellule (phospholipides, protéines, acides nucléiques) (Meoller, 2001).

Une des premiéres études ayant mise en évidence la production de H,O, par des
mitochondries intactes a été réalisée par Boveris et al en 1972. C’est le fonctionnement méme
de la chaine respiratoire qui produit des ROS en conditions physiologiques. Rapidement, il a
été montré que cette production d’H,O, est directement liée a la dismutation de I’anion
superoxyde. Selon certains auteurs, le pourcentage d’O, qui entre dans la chaine respiratoire
pour donner des ROS est de 1 a 4 % Il est vraisemblable que la production de ROS
mitochondriale in vivo soit beaucoup plus faible (0,2 a 0,4%) (Gonzalez-Flecha, 1995). Le
débit de production de ROS est fonction du flux d’électrons dans la chaine respiratoire et du
degré de réduction des transporteurs d’électrons. Ainsi, I’inhibition de la chaine respiratoire
augmente |’état de réduction des transporteurs d’électrons du coté du substrat, alors que le
reste de la chaine respiratoire (coté oxygéne) est trés oxydé (Dai et al., 1998).

Le maintien d’un niveau non cytotoxique de ROS est assuré¢ par des systémes
antioxydants Un antioxydant peut étre défini comme toute substance qui est capable,
concentration relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et
ains retarder ou empécher 1’oxydation de ces substrats (Meister, 1983). Les antioxydants
cellulaires sont non-enzymatiques et enzymatiques (Maxwell et al, 1999). Les principales

enzymes antioxydantes sont |es peroxydases, superoxyde dismutase, la glutathion peroxydase
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et la catalase. Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au
niveau du superoxyde et du peroxyde d’hydrogéne, conduisant finalement a la formation

d’cau et d’oxygeéne moléculaire (Meller, 2001).

8- Protéomique de la mitochondrie

Afin d’étudier le role fonctionnel de LeEF-Ts,,, nous avons entrepris dans cette thése
I’analyse du protéome mitochondrial. Il était donc important de connaitre I’avancement des
connaissances dans ce domaine.

Les protéines présentes dans la mitochondrie dépendent de deux systémes génétiques,
la mitochondrie elle méme et le noyau. Cependant, la trés grande majorité des protéines
mitochondriales sont codées par des génes nucléaires et sont importées dans la mitochondrie.
Un grand nombre de ces protéines posseédent un peptide signal dans la partie N-terminale et
on peut prédire leur ciblage vers la mitochondrie par des outils bio-informatiques. On a pu
ains déterminer que plusieurs centaines de protéines étaient dans ce cas. Cependant il est
possible que de nombreuses protéines soient transportées par des mécanismes différents, de
sorte gu’on ne peut pas évaluer de fagcon précise par des méthodes prédictives le nombre de
protéines mitochondriales. Les prédictions faites dans ce domaine donnent des chiffres allant
de 500 a 1000 jusqu’a 3000 ou plus chez Arabidopsis (Millar et a, 2004). L’analyse du
génome mitochondrial prédit un nombre de génes de moins de 60 répartis sur ’ensemble des
chromosomes d’ Arabidopsis ( Elo et al., 2003).  Avec le séquencage de nombreuses EST
et de I’ensemble du génome chez les plantes telles que 1’Arabidopsis et le riz, une masse
importantes de données est disponible qui permet de prédire quelles sont les protéines codées
par le noyau qui ont une localisation dans la mitochondrie. En utilisant des outils de la bio-
informatique et sur la base de la séquence signal présente dans la protéine (Claros et Vincens,
1996, Shneider et Fechner, 2004), plusieurs centaines de protéines codées par le génome
nucléaire d’Arabidopsis ont été prédites comme étant ciblées vers la mitochondrie
(Heazelwood et a., 2004). A I’intérieur de ce génome, les génes codant pour des protéines du
métabolisme de I’ARN et de I’ADN sont sur le méme cluster (Elo et al., 2003). Par ailleurs le
séquencage du génome mitochondrial d’ Arabidopsis a donné acces a 57 genes (Unseld et al.,
1997). Cependant au dela des ces méthodes prédictives basées sur les séquences
nucléotidiques, 1’analyse directe du protéome mitochondrial a été entreprise en utilisant les
méthodes de protéomique qui combinent I’isolement de mitochondries a un haut degré de

pureté, la séparation des protéines sur gel ou par chromatographie et 1’identification par
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spectrométrie de masse. Des études trés poussées ont été réalisées sur le protéome
mitochondrial du ceeur humain, de la souris et de la levure (Millar et al., 2005). Chez les
plantes I’analyse a grande échelle de protéomes d’Arabidopsis €t deriz est en cours (ref 2 et 6
de Millar). L’analyse du protéome mitochondrial de riz a été entreprise (Heazlewood et a.,
2003). Un ensemble de 136 protéines a été identifié en recherchant les séquences codantes
issues du séquencage du génome et de séquences d’ESTs. La trés grande majorité a une
fonction correspondant aux principales activités métaboliques de la mitochondrie. Cependant
23 d’entr’elles n’ont pas pu étre affectées d’une fonction. Chez Arabidopsis, un nombre
beaucoup plus important de 416 protéines a été identifié (Heazlewood et al., 2004). En dehors
des protéines impliquées dans les complexes de la chaine respiratoire, des supercomplexes
mitochondriaux et des protéines du métabolisme et des stress oxydatifs, cet ensemble
comprend un nombre assez important de protéines peu abondantes impliquées dans la
synthése de DNA, dans la régulation de la transcription, dans 1’assemblage des complexes
protéiques et dans la signalisation cellulaire. Prés de 20% des protéines n’ont pas de fonction
connue suggérant qu’il reste encore des fonctions de la mitochondrie & découvrir. Il est
intéressant de noter que parmi cet ensemble de protéines seulement la moitié pouvait étre
prévue comme ciblées vers la mitochondrie par des programmes de prédiction, montrant ainsi
les limites de ces programmes. Une comparaison avec le protéome d’autres organismes
montre que les protéines impliquées dans les fonctions métaboliques de la mitochondrie
d’Arabidopsis ont leurs orthologues chez d’autres espéces. Par contre il semblerait qu’une
grande diversité existe dans un grand nombre de fonctions de signalisation et de régulation.
Ces différences peuvent également étre dues au type de tissu dont sont issues les
mitochondries et le stade de développement. A notre connaissance aucun travail de
protéomique de la mitochondrie n’a été publié chez la tomate. C’est la raison pour lagquelle
nous avons entrepris d’isoler et de séquencer les protéines de mitochondries de cultures de
cellules de tomate afin d’étudier le role du geéne LeEF-Ts,, sur la synthése de protéines

mitochondriales.
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A lafin de cette ¢tude bibliographique nous rappellerons le contenu de cette thése qui
est divisée en trois chapitres:

- Chapitre I: Etude spatio-temporelle de LeEF-Ts,,, dans différents organes de la
tomate, plus particulierement dans le fruit au cours de la maturation et sous |’effet de
I’éthyléne exogene et de stress abiotiques. Conséquences de la sur- et sous-expression de ce
gene sur I’activité respiratoire des fruits.

- Chapitre II: Effets de stress abiotiques sur la métabolisme oxydatif des parties
végétatives de plants de tomates affectés par transgénese dans 1’expression de LeEF-Ts,,.

- Chapitre III: Etude des modifications induites au niveau du protéome

mitochondrial.
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CHAPITRE |

The mitochondrial elongation factor LeEF-Ts, is regulated during
tomato fruit ripening and upon wounding and ethylene treatment

Cesar Luis Girardi, Kalina Bermudez!, Anne Bernadac, Ana Chavez?, Mohamed

Zouine, Fabiola Jaimes Miranda, Mondher Bouzayen, Jean-Claude Pech, Alain Latché*
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Tolosan Cedex, France

*Corresponding author. A. Latché Tel.: +33 562 19 35 60; Fax +33 562 19 35 73; E-
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Abstract

A gene encoding an elongation factor LeEF-Tsy: that participates in the protein
synthesis process in mitochondria shows strong expression in ripening fruit as compared to
other organs. It is strongly up-regulated during the first stages of the ripening process in
parallel with the climacteric rise in respiration. LeEF-Ts,, expression is stimulated by
ethylene, wounding and high temperature but ethylene-insensitive mutants exhibit normal
expression. Transgenic fruit have been generated in which LeEF-Ts,,, has been congtitutively
up and down-regulated. Surprisingly, atering the expression of the gene by genetic
transformation with antisense and sense LeEF-Ts,,, constructs did not affect the pattern of
respiration and ethylene production during ripening and upon wounding. In addition,
expression of the aternative oxidase gene which is known to play an important role in
respiratory climacteric was not affected. Possible reasons for the absence of effect on

respiration of variations of LeEF-Tsy gene expression are discussed.

Keywords: Mitochondrial elongation factor; Lycopersicon esculentum; ethylene;
respiration; transgenic plants; wounding
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1. Introduction

In climacteric fruit, including tomato, ripening is closely associated with an increase in
respiration and the plant hormone ethylene stimulates both processes (Abeles, 1992). The
ethylene-induced respiration has been related to the stimulation of the synthesis of nuclear-
encoded proteins that are targeted to the mitochondria such as an aternative oxidase and
uncoupling protein (Cruz-Hernandez and Gomez-Lim, 1995; Considine et a., 2001). Data of
the screening of genes expressed during tomato ripening using cDNA micro-arrays (Alba et
a., 2005) show that four genes putatively encoding mitochondria proteins are up-regulated
by ethylene: the 7 kDa subunit of a translocase of outer membrane (accession number: SGN-
U147420), an NAD aldehyde dehydrogenase (SGN-U149764), a protoporphyrinogen 1X
oxidase isozyme (SGN-U147910) and a serine hydroxymethyltransferase (SGN-U148661).
Since mitochondria are neither a site for ethylene synthesis (Diolez et al., 1986) nor for
ethylene perception (Chen et al., 2002), stimulation of respiration appeared to be related to
imported proteins only and not to the stimulation of its endogenous machinery. However,
Zegzouti et al. (1999) showed that treating mature green tomato fruit by ethylene resulted in a
transient enhanced accumulation of a transcript named ER49 encoded by a nuclear gene later
denominated LeEF-Ts,,, and corresponding to a mitochondrial elongation factor involved in
protein synthesis in the mitochondria (Benichou et al., 2003). EF-Ts are nucleotide exchange
factors that promote the exchange of GDP for GTP with elongation factors of the EF-Tu type
(Merrick, 1992). The elongation steps of mitochondria transation are well documented in
mammals and prokaryotes but not in plants. We have recently carried out a study aimed at
assessing the function of the LeEF-Tsy: protein. It was demonstrated that the protein was
targeted to the mitochondria rather than to the chloroplasts. Biochemical studies with an E
coli recombinant protein further demonstrated that LeEF-Tsy; was capable of stimulating the
poly(U)-directed polymerisation of phenylalanine and to catalyse the nucleotide exchange
reaction with EF-Tu (Benichou et a ., 2003).

In order to further investigate the role of LeEF-Ts,, we have studied the spatio-
temporal expression of the gene in different organs of tomato plants with specia attention to
the ripening fruit and to the effect of ethylene and abiotic stress conditions. Tomato plantsin
which the LeEF-Ts,,, gene has been over-expressed and down-regulated have been generated.
Biochemical and physiological studies have shown that the level of LeEF-Tsy RNA has no
influence on fruit respiratory activity.
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2. Materials and methods
2.1. Plant material

Tomato (Lycopersicon esculentum Mill. cv Micro-Tom and Ailsa Craig) plants were
grown in pots in a culture chamber. The conditions were as follows. 14-h-day/10-h-night
cycle, 25/20°C day/night temperature, 70% humidity, 250 pmol.m™?.s” light intensity. Seeds
were surface-sterilised in 50% bleach solution for 10 min, thoroughly rinsed with sterile
distilled water, and were then sown in pots filled with a peat substrate (Klasmann-Deilmann,
R.H.P. 15).

2.2. Ethylene and MCP treatment, wounding and temperature shocks

Ethylene treatments were performed for 15 min and 5 h in 25 L sealed glass boxes.
Tomato fruits at the “mature green” (MG) stage were treated with 50 pl.I™" ethylene and
control fruits were exposed to air alone. For wounding treatment, fruits were wounded by
inserting 30 times a 0.6 x 23 mm needle through the fruit pericarp. The ethylene inhibitor 1-
MCP was applied to detached MG fruit in 3| jars at 1ul I during 16 h at room temperature.
For the temperature treatments, three set of fruit at the “breaker” (Br) stage were placed in a
dark chamber at 4°C for 6 days, at 30°C for 2 h and at 4°C for 6 days followed by 2 h at 30°C.
After treatments, tissues were immediately frozen in liquid nitrogen and stored at —80°C until
RNA extraction.

2.3. Phylogenic tree

Phylogenetic analysis of EF-Ts sequences was performed using the neighbour-joining
method (Saitou and Nei, 1987) of PHYLIP (Felsenstein, 1992). Bootstrapping was performed
by re-sampling from the data 100 times. The tree was drown by TreeView (Page, 1996). The
sequences of the EF-Ts genes used in this study were obtained from the GenBank
(http://www.nchi.nim.nih.gov/) and SGN (http://sgn.cornell.edu) databases. The predicted
amino acid sequences were aligned using CLUSTAL X (Jeanmougin et a., 1998) based on
the GONNET protein weight matrix.

2.4. RNA isolation, RT-PCR and real-time PCR

Total RNA was extracted as described in Jones et a. (2002). RT-PCR was performed
as described previously (Zegzouti et a., 1999). Forward (F) and reverse (R) primers used for



Lhapitle [ - Materials and methods -30 -

RT-PCR amplification of the target genes in each RNA sample are the following: for LeAOX
(F 5’-AGCTGAAAACGAGAGGATGC -3’ and R 5’-AAGTGGTGCTGGTGAGTCC-3’), and for
LeUbi3 (F 5’-AGAAGAAGACCTACACCAAGCC-3” and R 5’-TCCCAAGGGTTGTCACATACATC-
3).

For real-time PCR, DNase-treated RNA (2 pg) was reverse transcribed in a total
volume of 20 uL using Omniscript Reverse Transcription Kit (Qiagen, Vaencia, CA, USA)
and then PCR was performed using 2 ng of total RNA in a 10 pL reaction volume using
SYBR GREEN PCR Master Mix (PE-Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) on an ABI
PRISM 7900HT sequence-detection system. PRIMER EXPRESS software (PE-Applied
Biosystems) was used to design gene-specific primers. for LeEF-Ts,, (F 5'-
CAGCCGAGATTTCCTCTTCTGA-3’, R 5’-TGCTAGTGACAAGAGCAGCTTTG-3” and 3’UTR F 5°-
TGTCAGGATCGTGAGAGAAACTACCT-3’ et R 5 CACGTTCAGAAGTGCCCACCA for AS RNA)
and for Ledctin (F  5’-TGTCCCTATTTACGAGGGTTATGC-3 and R  5-
CAGTTAAATCACGACCAGCAAGAT-3’). Optimal primer concentration was 50 nM. RT-PCR
conditions were as follow: 50°C for 2 min, 95°C for 10 min, followed by 40 cycles of 95°C
for 15 sand 60°C for 1 min and one cycle 95°C for 15s and 60° for 15s. Samples were run in
triplicate on a 384-well plate. For each sample, a Ct (threshold cycle) value was calculated
from the amplification curves by selecting the optimal ARn (emission of reporter dye over
starting background fluorescence) in the exponential portion of the amplification plot.
Relative fold differences were calculated based on the comparative Ct method using the -

actin as an internal standard.

2.5. CO;, and ethylene production measurements

Individual fruit of the Micro-Tom variety were placed in sealed 120 ml-flasks for 1h
(entire fruit) or 20 min (wounded fruit) at 25°C. Gas samples (1 ml) were withdrawn from the
headspace for evaluation of CO, by infra-red gas analyzer (LI-COR model LI 820, Lincoln,
Nebraska) and ethylene by gas chromatography (Intersmat IGC 120 FB). Following
measurements, flasks containing the fruit were fully ventilated. Results were expressed as

mmoles CO, kg™ h™ and pmoles ethylene kg™ h™.

2.6. Generation of sense and antisense LeEF-Tsn plants

The coding region of the LeEF-Ts,,; gene was obtained by PCR using Vent polymerase

(New England Biolabs) and the following primes : forward 5°-
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CCTCCTGATTAGCATCACAGATC-3' and reverse 5’-ATCAAGCAGCATTAGCCAAAGG-3'. This
fragment was then cloned into pGA643 binary vector either in antisense and sense orientation
under the transcriptional control of the cauliflower mosaic virus 35S promoter and the Nos
terminator. Transgenic plants were generated by Agrobacterium-mediated transformation
according to Jones et a. (2002) and transformed lines were first selected on kanamycin (70
mg 1) and then analyzed by PCR to check the presence of the T-DNA insertions.
Homozygous plants of the R2 and further generations were used for subsequent physiological
experiments.

3. Results
3.1. Tomato LeEF-Tsp; is encoded by a single copy gene

Lycopersicon esculentum unigenes BLASTn similarity search (http://sgn.cornell.edu)

of the mitochondrial LeEF-Ts,; nucleotidic sequence gave no other similar sequence than
LeEF-Tsy itsalf. In addition, tBLASTn showed that the chloroplastic EF-Tsy, was also an
unigene. Arabidopsis thaliana genome analysis and database search aso identified AtEF-Tsy
and AtEF-Tsy as single-copy genes. These results show that nucleotidic sequences of
mitochondrial and chloroplastic EF-Ts are highly divergent and strongly suggest that like
Arabidopsis thaliana, the corresponding genes of tomato are unique. Moreover, phylogenetic
relationship of EF-Ts predicted amino acid sequences from prokaryotic and eukaryotic
organelles indicates that mitochondrial EF-Ts are more related to bacterial genomes (Fig.l 1)

and are highly divergent from their chloroplastic homologs.

3.2 LeEF-Tsy: gene is expressed at higher levels in fruit and is

regulated during fruit ripening
RNA extracted from stem, leaf, flower, root and fruit tissues of the Ailsa Craig variety
were used to assess the accumulation of tomato LeEF-Tsy transcripts by real-time PCR.
Figure 1. 2 shows that transcript were present in all tissues tested. Accumulation in flowers
and roots was about 12 and 8 times higher respectively than in stems. However the most
striking observation is that accumulation in ripening fruit was about 80 times higher than in
stems. This prompted us to study with more details the pattern of LeEF-Ts,,, gene expression
at different stages of ripening and in non ripening tomato mutants. Figure I. 3 shows that
LeEF-Ts,,; gene undergoes a ripening-associated regulation with increasing expression from

mature-green to turning and decreasing thereafter. Ripening impaired mutants rin, nor and Nr
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taken at stages equivalent to red, show substantial expression. The comparison of data
of figures |. 2 and 3 shows that the level of LeEF-Ts,, transcripts in the rin and Nr fruit is
similar to leaves and roots, while expression in nor is higher and similar to breaker fruit.
Since these mutants are affected for ethylene response, it can be concluded that the regulation
of LeEF-Ts,, gene (at least for rin and Nr) has a major developmental component independent
of ethylene action corresponding to expression in vegetative tissues.
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Figure 1.1: Consensus neighbour-joining tree based on EF-Ts sequences (bootstrapped 100 times)
showing the relationship between various prokaryotic and eukaryotic organelles homologs. Accession
numbers of sequences and corresponding databases are: Lycopersicum esculentum LeEF-Ts,,
(GenBank, AF096247 1) and LeEF-Ts., (SGN, SGN-U218510); Arabidopsis thaliana AtEF-Ts,,
(GenBank, NP_192850) and chloroplastic =~ AtEF-Ts,, (GenBank, NP_567820);, Oryza sativa
mitochondrial OsEF-Ts (GenBank, XP_482256.1); Rickettsia felis RfEF-Ts (GenBank, AAY60921.1);
Agrobacterium tumefaciens AtuEF-Ts (GenBank, AAK87167.1); Escherichia coli EcEF-Ts (GenBantk,
BAB96746.1) and Homo sapiens mitochondrial HsEF-Ts (GenBank, NP_005717.2).
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Figure I 2: Levels of LeEF-Ts,, transcripts in various organs of tomato of the Ailsa Craig variety
assessed by real-time PCR. The X-axis represents various organs of tomato stem, leaf, root, flower and fruit at
Tu (turning stage).AACt in the Y-axis refers to the fold difference in LeEF-Ts,, expression relative to stems.
Values are the mean of 3 replicates +SE
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Figure 1. 3: Levels of LeEF-Ts,, transcripts during ripening of Ailsa Craig tomatoes and in ripening
mutants (rin, nor and Nr) assessed by real-time PCR. The X-axis represents various stages of fruit ripening
(MG= mature-green,; Br= breaker, Tu = turning; Or = orange and R = red) and ripening mutants collected 70
days after anthesis. AACt in the Y-axis refers to the fold difference in LeEF-Ts,,, expression relative to MG stage.
Values are the mean of 3 replicates + SE.
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3.3. LeEF-Tsy: gene expression is stimulated in fruit by ethylene,
wounding and temperature shocks

Since ethylene is known to control respiratory activity, the ethylene responsiveness of
the gene was further assessed upon ethylene and 1-MCP treatment of fruit and upon
wounding and temperature shock. Figure I. 4 indicates that ethylene treatment of mature-
green of Ailsa Craig tomato fruit results in almost a 3-fold increase in transcript accumulation
after 15 min. Accumulation was somewhat lower after 5 hours. Fruit treated with 1-MCP
showed reduced expression (about half of the control) indicating that ethylene plays an
important role in the stimulation of LeEF-Ts,, expression. Wounding, which is known to
stimulate both ethylene production and respiration, resulted in a 3.5-fold stimulation of LeEF-
Ts.: gene expression after 72 hours in mature-green Micro-Tom tomato fruit (Fig.l 5A).
Stimulation was prevented by treating wound fruit tissues with 1-MCP indicating that the
bulk of wound-induced stimulation of LeEF-Ts,, gene expression is mediated by ethylene.
Since the LeEF-Ts,,, gene has been isolated by mRNA differential display on the basis of
ethylene response (Zegzouti et al.,1999), these data represent a new demonstration of the role
of ethyleneinregulating LeEF-Ts,,; geneexpression.

In considering the role of ethylene in abiotic stresses, an assessment was made of the
effect of temperature shocks on Micro-Tom fruit. Figure 5B indicates that continuous
application of low (4°C) or high (30°C) temperatures had no effect on LeEF-Tsy RNA
accumulation. However, fruits that were first stored at 4°C for 6 days and then transferred to

30°C for 2 hours showed strong stimulation of gene expression.

5
4 =
3
3
2 |-
1 b=
0
Control Ethylene Ethylene MCP
15 min 5h 16h

Figure I. 4: Effects of treating Ailsa Craig MG fruit with ethylene and 1-MCP on the levels of LeEF-
Ts,: transcripts assessed by real-time PCR. The X-axis represents control fruit, fruit treated for
15min and 5h with 50ul I ethylene and fruit treated with 1ul I’ 1-MCP for 16h. AACt in the Y-axis
refers to the fold difference in LeEF-Ts,, expression relative to untreated control fruit. Values are the
mean of 3 replicates +SE



Lhapitle | - Results -35-

AA Ct

Control -MCP + MCP

10

AA Ct

oL N ..

Control 6d 4°C 2h 30°C 6d 4°C
2h 30°C

Figure L 5: Effects of wounding in the presence or absence of 1-MCP (4) and temperature treatments
(B) on the levels of LeEF-Ts,, transcripts assessed by real-time PCR in Micro-Tom tomato fruit at the breaker
stage. Wounding, 1-MCP and temperature treatments were performed as described in ‘Material and Methods .
AACE in the Y-axis refers to the fold difference in LeEF-Ts,, expression relative to untreated control fruit. Values

are the mean of 3 replicates +SE
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3.4. Physiological characterisation of sense and antisense LeEF-Tsy;
plants

In order to address the function of the LeEF-Ts,, gene in planta, transgenic tomato
plants of the Micro-Tom genotype were generated and brought to homozygocy by successive
self-pollinations. Among the various lines generated, two sense lines showed strong over-
expression (up to 60 times in line S8/22) in the leaves, while two antisense lines showed
moderate reduction of gene expression, specially the AS 77/11 line (Fig.l. 6A). The reduction
in the levels of transcriptsis similar in AS leaves and fruit at the turning stage with about 40%
and 30% reduction, respectively (Fig.l. 6B).

Respiratory activity of untransformed (Wild Type, WT) and up- (S) and down-
regulated (AS) Micro-Tom tomato fruit was evaluated after harvesting fruit at the mature-
green stage and ripening at 25°C. Figure I. 7A shows a smooth climacteric respiratory risein
all type of fruit without any statistical difference between WT, S and AS fruit. In addition, the
climacteric rise in ethylene production was not significantly affected by the genetic
transformation in both intensity and timing (Fig.l. 7B), indicating that the overall ripening
process remained unchanged. An attempt was made to strongly stimulate respiratory activity
by wounding of mature-green fruit tissues. Although wounding resulted in about 3-fold
stimulation of respiration (Fig. I 7C) and 20-fold stimulation of ethylene production (Fig. I.
7D), no difference could be observed between WT fruit and S and AS fruit.

It has been proposed that cyanide-insensitive respiration plays a major role in the
climacteric respiration (Solomos, 1977; Pirrung and Brauman, 1987; Kumar et al., 1990).
Therefore, the expression of the aternative oxidase (40X) gene was evaluated in WT, S and
AS ripening fruit. Figure |. 8 clearly indicates that the amount of AOX mRNA isincreasing
similarly in WT, AS and Sfruit during ripening.
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Figure I 6: Expression of the LeEF-Ts,,, gene in wild type (WT), sense (S) and antisense (AS) in leaves
(4) and leaves and fruit at the turning stage (B) of Micro-Tom tomato plants. The level of LeEF-Ts,, transcripts
were assessed by real-time PCR. AACt in the Y-axis refers to the fold difference in LeEF-Ts,,, expression relative
to WT leaves (A) and WT leaves or fruit (B). Values are the mean of 3 replicates +SE
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Figure L.7: Respiration and ethylene production of WT Micro-Tom fruit (®) and transgenic fruit in
which the LeEF-Ts,, gene has been over (®) or down-regulated (m). CO, production of whole (4) and wounded

fruit (C). Ethylene production of whole (B) and wounded (D) fruit. Each data represents the mean of 5 replicates
+SE.
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Figure 1.8: RT-PCR analysis of LeAOX transcript accumulation in wild type (WT), sense (S) and
antisense (AS) Micro-Tom tomato fruit at the MG, Tu and R stages. In each sample, the internal reference

LeUbi3 was co-amplified with the cDNA as described in Experimental procedures.
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4. Discussion and conclusion

The up-regulation of the LeEF-Tsy: gene during fruit ripening suggest that the
protein synthesis machinery of the mitochondriais stimulated. A stimulation of the trandation
machinery for nuclear encoded proteins is well documented during fruit ripening (Brady,
1984). To our knowledge, changes in the translation machinery in the mitochondria has never
been evaluated. Cytosolic elongation factors of the EF-Tu type are generally considered as
constitutively expressed, including during fruit ripening of tomato (Bartley, 2003) and
strawberry (Wilkinson, 1995) but nothing is known on the mitochondrial EF-Tu in plants. No
information is available on elongation factors of the EF-Ts type. LeEF-Tsy: is the first
mitochondrial elongation factor characterised in plants (Benichou et a., 2003). The LeEF-Ts,,,
gene has been isolated on the basis of the response to the plant hormone ethylene (Zegzouti et
a., 1999). It encodes a functional elongation factor involved in providing energy for the
synthesis of proteins in the mitochondria (Benichou et al., 2003). Knowing the essential role
of ethylene in the stimulation of the respiration, it was hypothesised that LeEF-Ts,,, could play
arole in the respiratory rise accompanying climacteric fruit. This hypothesis is supported by
the high expression of LeEF-Ts,, in fruit as compared to other plant tissues and by its up-
regulation during the first steps of the ripening process. Ethylene stimulates and 1-MCP
partidly inhibits LeEF-Ts,, expression in fruit. However non-ripening mutants exhibit
significant expression indicating that the gene has a basal constitutive expression which is
ethylene independent. Wounding of fruit tissues, which is known to greatly enhance
respiration (McGlasson and Pratt, 1964) also stimulates LeEF-Ts,, gene expression in a
partia ethylene-dependent manner as well as temperature shocks. The stimulation of the
translation mitochondrial machinery via the up-regulation of the LeEF-Ts,, gene could
correspond to an adaptation of the mitochondrial protein complexes to the hosting of
increased levels of imported proteins that are know to be stimulated during ripening and upon
ethylene action such as the alternate oxidase and uncoupler protein. The peculiar expression
pattern of LeEF-Ts,,, gene prompted us to generate transgenic tomatoes in which the LeEF-
Ts,. gene was up- or down-regulated. Despite a strong difference in LeEF-Ts,,; gene
expression between transgenic mutants and control fruit, the respiratory activity of either
intact or wounded fruit remained unaffected. Since the gene is present in single copy in the
tomato genome, the absence of effect on respiration cannot be attributed to a compensation by
an homolog gene. A possible explanation is that the down-regulation of the gene was not

sufficient to render the LeEF-Ts, protein limiting of the protein synthesis process.
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Transgenic lines with complete inhibition of the gene may not be viable and may have been
deleted during the transformation procedure. This hypothesis is supported by the fact that all
Arabidopsis plants mutated for this gene are mutated in introns and never in the open-reading

frame of the AtEF-TS,,, gene (The Arabidopsis Information Resource, http://arabidopsis.org/),

indicating that the absence of transcription of the protein is probably lethal. The absence of
effect on respiration could also be related to the presence of regulatory processes that would
prevent the alteration of such an important function in plants. Some chaperon proteins of the
heat-shock (Hs) type are known to be involved in the transport of nuclear-encoded proteins
from the cytosol to the mitochondria (Kang et al., 1990) and in stabilizing the target protein
under stress conditions (Jinn et al., 1995). Interestingly, a gene encoding an Hsp70 type of
proteins, named ER21, is ethylene-regulated and exhibits a pattern of expression which is
similar to LeEF-Ts,, (Zegzouti et a.,1999). It can be speculated that these proteins regulate
the transport and/or the stability of the LeEF-Tsy protein so as to modulate the turn-over of
the protein and thus extend the energy supplying function for protein synthesis under stress
conditions or when the level of LeEF-Ts, protein is decreasing. However, we have so far no
information on variation of the LeEF-Tsy protein under stress conditions in WT and AS
plants. In any case, these data show that, despite a strong effect of ethylene, the respiratory
activity of mitochondria appears to be unaffected by variations of the expression of the LeEF-
Ts.: gene. The regulation of respiration would rather depend upon a signal transmitted to the
nucleus for enhancing the expression of genes such as the alternative oxidase or the
uncoupling protein (Almeida et al., 1999; 2002). Further work is needed (i) to determine
whether changes in the expression of LeEF-Ts,, result in aterations of the synthesis of
proteins in the mitochondrion, (ii) to understand the role of ethylene in stimulating LeEF-Ts,,,
expression and (iii) to know whether post-translation regulatory processes exist that prevent

the synthesis of proteins in mitochondrion from alteration.
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CHAPITRE II

EFFETS DE LA SUR OU SOUS-EXPRESSION DU GENE LeEF-Tsp;
SUR LA REPONSE AUX STRESS OXYDATIFS DES PLANTES DE
TOMATE

1. INTRODUCTION

Il est établi que les stress abiotiques tels que la blessure, les chocs thermiques,
I’exposition a 1’ozone stimulent 1’activité respiratoire des plantes. Par ailleurs, ces stress
conduisent a un déséquilibre de la production d’espéces réactives d’oxygeéne, ROS
(Scandalios, 2002). Or la mitochondrie via I’activité de la chaine respiratoire est une des
sources importantes d’espéces réactives d’oxygeéne. Les mécanismes de production de ROS et
leur régulation ont fait I’objet d’une mise au point en 2001 (Meller, 2001). Les autres sources
majeures de ROS chez les plantes sont les chloroplastes et les péroxysomes ( Apel et Hirt,
2004).

Pendant la respiration I’oxygéne moléculaire subit une réduction au niveau des
sites de régénération des ROS que sont les complexes I et Il de la chaine respiratoire. Il en
résulte la formation de superoxyde qui est ensuite transformé en peroxyde d’hydrogene. En
raison de I’effet toxique des ROS sur le métabolisme, les plantes possédent des systémes de
défense pour lutter contre une production excessive de ces espéces moléculaires. Ces
Systémes antioxydatifs comprennent des composés tels que I’acide ascorbique et le glutathion,
I”a-tocophérol et les caroténoides, mais également un ensemble d’enzymes fonctionnant de
facon coordonnée et capables d’éliminer les espéces a radicaux libres. Le systéme peut étre

décrit de fagcon schématique de la fagon suivante (Figure 11-1)
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Figure II-1 : Mécanismes de détoxification cellulaire. (Buchanan, 2000)

La Superoxide dismutase (SOD) pi¢ge I’anion superoxide conduisant a la formation
d’H20, qui peut étre éliminé par la catalase (CAT) ou par ’ascorbate peroxidase (APX) en
formant de I’eau et de I’oxygeéne. Le glutathion réduit le dehydroascorbate en ascorbate. La
Glutathione Reductase (GR) réduit le glutathion oxydé.

Etant donné I’implication des mitochondries dans la régulation de la formation
des ROS il est envisageable que la modification de la synthése des protéines mitochondriales
affecte la réponse des plantes aux stress oxydatifs. Ce chapitre est consacré tout d’abord a
I’évaluation de I’expression du géne LeEF-Ts,, sous |’effet de différents stress oxydatifs
appliqués aux parties végétatives de la plante: chocs thermiques, sécheresse et paraquat. Le
paraquat (methyl viologen dichloride hydrate) est un herbicide non <sélectif, utilisé en
application sur les feuilles et dont |’efficacité nécessite lumiére et chlorophylle. 11 est reconnu
gue le paraguat exerce son action toxique en catalysant le transfert d’électrons du
photosystéme I du chloroplaste vers 1’oxygeéne conduisant a la formation d’anion superoxide
(Farrington et a., 1973). Nous avons ensuite évalué la sensibilité aux stress oxydatifs des
feuilles et des cals des différentes lignées S et AS. Enfin, I’activité de différentes enzymes
connues pour intervenir dans la détoxication des ROS (SOD, CAT, PX, GR) a été mesurée

dans les feuilles des différentes lignées transformées (S et AS) et des plantes témoins (WT).
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2- MATERIEL ET METHODES

2.1 - Matériel végétal

Les expériences de réponse aux stress oxydatifs ont été réalisées sur des plantes de
tomate des variétés Micro-Tom et Aisla Craig. Les plantes transgéniques en orientation sens
et antisens ont été obtenues aprés transformation par Agrobacterium tumefaciens. La région
codante du géne LeEF-Ts,, a été amplifi¢ par PCR en utilisant la Vent polymerase (New
England Biolabs) a I’aide des amorces suivantes : forward CCTCCTGATTAGCATCACAGATC &t
reverse ATCAAGCAGCATTAGCCAAAGG. Ce fragment a ensuite été introduit dans le vecteur
binaire PGA643 en orientation sens et antisens et sous le contréle du promoteur 35S du virus
de la mosaique du chou-fleur et du terminateur Nos. Les plantes transgéniques ont été
Sélectionnées sur la base de la résistance a la kanamycine (70 mgL™). Des plantes
homozygotes de la génération R2 et des générations suivantes ont été utilisées pour la
comparaison aux plantes non transformées. Les plantes ont été cultivées dans un phytotron
sous conditions controlées de photopériode (14" jour/8" nuit), de température (25 °C),
d’humidité (80%) et de luminosité (250 uE.s™*.m).

2.2 - Application des stress

2.2.1- Traitement avec Paraquat
Les plantes de la variété Micro-Tom ont été traitées avec une solution de 50uM

Paraguat (methyl viologen dichloride hydrate ,Sigma) auquel on a gouté du Tween 20 (0,1%
v/v) comme fixateur. Cette solution a été pulvérisée de facon homogéne sur les feuilles
jusqu’a formation de gouttes. Les plantes ont été placées ensuite en condition de lumiére
constante a 25°C. Les feuilles de chaque plante ont été rassemblées dans leur intégralité a 0
heure (controle), 5, 21, 29 et 48 heures aprés traitement et congelées immédiatement dans
I'azote liquide. Chagque plante a constitué 1 répétition avec 5 répétitions par intervalle

d’évaluation.
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2.2.2 - Traitement Sécheresse
Des plantes Micro-Tom ont été cultivées en phytotron jusgu’au stade 4-5 feuilles. Le

traitement a consisté en ’arrét de I’irrigation pendant une période de 8 jours. A ce stade, les
plantes présentaient un flétrissement marqué et des tests préliminaires en RT-PCR ont montré
une forte augmentation de I’expression du gene LeEF-Ts,,. Les échantillons (5 répétitions)

ont été congelés dans 1’azote liquide et stocké a -80°C.

2.2.3 - Traitement a la Chaleur
Des plantes de la variété Micro-Tom au stade 4-5 feuilles ont été placées dans une

étuve (Memmert) a 45°C pendant 6 heures. Les échantillons ont été congelés dés la sortie de

[”étuve.

2.3 — Dosage des activités enzymatiques

2.3.1 - Extraction et dosage des protéines
Un grame de feuilles congelées ont été broyé dans l'azote liquide avec 4 mL de

tampon phosphate de sodium 0,1M (pH 7,8) contenant 1 mM d’EDTA, 1 mg/mL de DTT et 1
mM PMSF. Le PPVP qui est insoluble, a été ajouté séparément (20 mg par chaque
échantillon). Apres le broyage, le mélange est mis a décongeler dans la glace jusqu'a
obtention d’une suspension visqueuse. Une premicére centrifugation a 2100 rpm pendant 3 min
a ¢té effectuée pour €liminer les plus gros débris. Le surnageant est repris et centrifugé a
20000 rpm pendant 20 min. Le surnageant qui représente la fraction soluble des protéines est
repris et dessalé sur des colonnes Sephadex P10 (Pharmacia). Les échantillons ont été
conservés a -20°C, jusqu'a la détermination des activités enzymatiques.

Le dosage des protéines a été effectué par la méthode de Bradford (1976).
Cette méthode mesure la concentration protéique basée sur une réaction colorimétrique entre
les protéines et le colorant bleu de Coomassie G250. On ajoute 5 pL d’extrait protéique a 200
uL de réactif de Bradford et 795 pL de tampon phosphate (pH 7,8). Puis on effectue lalecture
d’absorbance a 595 nm au spectrophotométre Beckman DU 640B. Le blanc est fait sur un
échantillon auquel on n’ajoute pas d’extrait protéique. La concentration en protéines de
I’échantillon est déterminé a 1’aide d’une courbe étalon réalisée dans les mémes conditions
avec des échantillons d’albumine sérique bovine (BSA) de concentrations connus (0, 0.2, 0.4,

0.6, 0.8 et 1 mg/mL).
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2.3.2 - Dosage de P’activité de la Superoxide Dismutase (SOD - CE 1.15.1.1)
La méthode utilisée est celle de McCord & Fridovich (1969). Cette méthode repose

sur les usages compétitifs du radical superoxide O, de plusieurs réactions. L’anion
superoxide est produit par I'activité de la xanthine oxydase (XOD) qui transforme la xanthine
en acide urique. La réduction du cytochrome c utilise O, et cette réaction peut étre quantifiée
par la mesure d’absorbance a 550nm. L’activit¢ de la SOD inhibe cette réaction par
I’utilisation du O, pour produire H,O,. L’activité de la SOD est donc quantifiée en fonction

du degré d’inhibition de la réduction du cytochrome C.

Xanthine Oxydase (XOD)

Xanthine > Hypoxanthine + acide urique

l

Oz Réaction inhibée par la
présence de SOD qui utilise Oy

@ pour |a réaction suivante:

Cytochrome C oxydé Cytochrome C réduit | 202+2H" =>H;0,+ 0,

La mesure de I'activité enzymatique a été faite a 550 nm pour 2 min. 30 sec. ("délai"
de 30 sec.) avec spectrophotomeétre Beckman DU 640B dans tampon phosphate 0,05 M (pH
7,8) en contenant 50 uM xanthine, 10 uM cytochrome C et 0,1 mM EDTA . Le volume de
xanthine oxydase a ajouter (0,015 Unités/mL) pour avoir une réduction du cytochrome C
oxydé suffisant pour avoir I’ajustement de la solution substrat avec une D.O de 0,025/minute.
Une unité d’activité SOD est définie comme la quantité d’enzyme nécessaire pour inhiber
50% la réaction du cytochrome ¢ oxydé. Les activités sont exprimes en U/100 de protéines
totales.

Cdcul de la activité enzymatique : Avec le valeur obtenu dans lecture a 550 nm de la
solution substrat et sur le échantillon, nous pouvons calculé la % d’inhibition de la réduction
du cytochrome C pour la SOD.

% Inhibition = [(dAbs550/min)contrate — (AADBSS550/MIiN)schantition) )/ (AADS550/MinN) contrsle] * 100
(dADbsS550/min)conirsle - différence de absorbance par minute avec la XOD

(dADbs550/MiN)schantiiion : différence de absorbance pour minute avec la XOD et échantillon
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L’activité de I’enzyme SOD est calculée utilisant la formule suivante:
U SOD /ml = (% inhibition/50 V) f
Ve = volume échantillon utilisé pour faire mesure en pLL
f = facteur de dilution utilisé, si provisoirement nous avons besoin de dilué
I’échantillon pour reste dans un valeur mois que 40% d’inhibition de la réduction du

cytochrome C pour la SOD.

2.3.3 - Dosage de I’activité de la Catalase (CAT - CE 1.11.1.6)

L’activité de la catalase est déterminée par la méthode décrite par Beers et Sizer
(1952). Cette méthode est basée sur la mesure de la disparition du peroxyde d’hydrogéne du
fait del’activité de la catalase selon la réaction suivante :

2H,0,—2H,0+0,

On prépare une solution substrat composée de 60 mL de tampon phosphate 0,05 M
(pH 7,0) et de 0,1 mL de H2O,a 30%. Cette solution doit avoir une absorbance entre 0,550 et
0,520 a la longueur d'onde de 240 nm. On mesure la baisse de 1’absorbance a 240 nm sur un
volume de 3 mL (2,950 mL de solution substrat et 50 uL d’extrait de protéines) pendant 1
min. et 44 sec apreés un temps d’attente de 20 sec. Le blanc est fait sur la méme solution
substrat auquel on agouté 50 uL. de tampon phosphate.

Calcul del’activité enzymatique :

umoles H,O,/min/mg protéine = ((Pentexg) x1000xVr)/(CxVs)

Pente = dAbsbyse/ min : différence d’absorbance par minute

¢ . Coefficient d’extinction de H,O, (36 M'lCm'l)

Vr : Volume de laréaction (ml)

C : Concentration en protéines de 1’échantillon (mg/ml)

Vs volume de I’extrait protéique (ml)
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2.3.4 - Dosage de P’activité de la Guaiacol Peroxydase (G-POX - CE
1.11.1.7)

La méthode utilisée a été rapportée par Nickerson et al. (1993). Le principe de la
détermination de cette enzyme réside dans 1’utilisation du peroxyde d'hydrogéne pour former

un produit coloré en présence du guaiacol qui est dosé a 470 nm.

Guaiacol oxydé
@ La G-POX transforme le substrat H,O,

H,0, Guaiacol réduit en H,O en oxydant le guaiacol.

G-POX

La mesure a été réalisée dans un volume d'échantillon contenant 40 pg de protéine, qui
a été ajouté dans un volume de tampon d'acétate de sodium 50 mM (pH 5,0) pour un volume
final 900 pL. Dans ce mélange, on ajoute 100 pL de guaiacol 2% puis 10 pL de H,O..
L'évolution de l'absorbance par minute a été mesurée a 470 nm apres un temps d’attente de 5
sec. Le blanc est effectué sur le méme mélange sans ajout d’extrait protéique.

Calcul del’activité enzymatique :

ADbs 470/min./mg protéine = (dAbsb4zo/ min)*Vr)/0,04

dAbsbsze/ min: différence d’absorbance pour minute (pente de la droite de
linéarisation)

Vr : Volume delaréaction (ml)

0,04 : quantité de protéine dans réaction (mg)

2.3.5 - Dosage de I’activité de la Glutathione réductase (GR - CE 1.6.4.2)
La méthode utilisée a été rapportée par Edwars et a. (1990). Cette méthode est basée

sur lamesure a 340nm de la disparition du NADPH oxydé lors de la réduction par la GR.

NADP" Glutathion réduit
La GR transforme |e substrat
NADPH en NADP' en réduisant le

glutathion qui est dans laforme
NADPH

Glutathion Oxydé OXydé.

GR
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Le mélange réactionnel contient 910 puL. de tampon Hepes 0,1M (pH 7.,8), 50 uL
d’échantillon auquel on a ajouté du DTT (10 ul) et 20 uL de NADPH. La cinétique a été
mesure pendante 1 minute.

Cacul del’activité enzymatique :

nmoles NADPH/min./mg protéine = ((Pente*€)* 1000* Vr)/(C*Vs)

Pente = dAbsbsse/ min : différence d’absorbance par minute

&: Coefficient d’extinction de NADPH (6,22 M*Cm™)

Vr : Volume de laréaction (mL)

C : Concentration de protéine d’échantillon (mg/mL)

Vs: quantité de protéine dans réaction (p1g)

3 - RESULTATS

3.1- Expression du gene LeEF-Ts: dans les plantes transgéniques

La mise en oeuvre de la technique de PCR en temps réel nous a permis
d’évaluer de fagon précise I’expression du gene LeEF-Ts,,, dans |les plantes transformées avec

une construction sens et antisens.

60 4
A
40} B
3F
20|

WT AS77/11 AS99/1 S8/22 S91/1 WT AS77/11 S8/22

AACt
N
AACt
Y

Figure II-2 : Expression du gene LeEF-Ts,,, par PCR en temps réel dans des feuilles (A)
et des cals (B) de tomates de la variété Micro-Tom sauvages (WT) ou transformées avec
une construction antisens (lignées AS77/11 et AS99/11) ou sens (lignées S8/22 et S91/1).
L’axe des abscisses représente les différentes lignées. L’axe des ordonnées correspond au
AACt, ¢’est-a-dire a la différence d’expression du gene LeEF-Ts,, par rapport au WT qui
est affecté de la valeur 1. Les valeurs correspondent a la moyenne de 3 répétitions +/-
Erreur Standard.

La figure 11-2 montre gque I’expression du gene LeEF-Tsy: est sensiblement réduite
d’environ la moitié dans les 2 lignées antisens tant chez les feuilles que dans les cals. On

remarque que la lignée AS77/11 est la plus inhibée dans les deux cas. Il est probable, que
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compte-tenu de I’importance de ce géne dans le fonctionnement mitochondrial, les
plantes transformées présentant une forte inhibition n’ont pas pu étre sélectionnées soit parce
gu’elles n’étaient pas viables, soit parce qu’elles avaient un développement fortement ralenti.
Les lignées transformées avec une construction Sens, par contre présentent une
trés forte sur-expression du gene de pres de 30 (lignée S91/1) a 60 fois (lignée S8/22) chez les
feuilles et de 3 fois chez les cals de la lignée S8/22. La différence d’expression entre les
feuilles et les cals pourrait étre due a des degrés différents d’efficacité du promoteur 35S dans
différents tissus, d’autant plus que les cals sont cultivées en présence de régulateurs de

croissance.

3.2- Expression du gene LeEF-Tsp,: en réponse a des stress abiotiques.

Les travaux du chapitre précédent ont montré que la blessure et les chocs de
température stimulaient 1’expression du géne LeEF-Tsy; chez les fruits. Nous avons voulu
évaluer ici les effets de différents stress sur I’expression de ce géne dans les feuilles. La figure
[1-3 montre que |’application de températures élevée (45°C) a un effet trés faible. Par contre,
le paraguat, provoque un accroissement de 6 fois environ de I’expression de LeEF-TSy:.
Quant a la sécheresse, elle a un effet encore plus marqué avec une stimulation de pres de 10
fois. L’absence de stimulation par des températures de 30°C avait été observée chez les fruits
ou seuls les chocs thermiques (sé¢jour a 4°C puis retour a 30°C) avaient un effet trés net

(Figure -5, chapitre.).

12

10

Témoin Chaleur Paraquat Sécheresse

Figure 1I-3: Expression du gene Le-EF-Ts,, par PCR en temps réel dans des feuilles de
tomates sauvages (WT) de la variété Micro-Tom sous [’effet de différents stress abiotiques.
L’axe des abscisses représente les différents types de stress dont [’application est décrite
dans Matériel et Méthodes. L’axe des ordonnées correspond au AACt, c’est-a-dire a la
différence d’expression du gene LeEF-Ts,, par rapport au témoin ne subissant pas de
stress qui est affecté de la valeur 1. Les valeurs correspondent a la moyenne de 3
répétitions +/- Erreur Standard.
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3.3- Phénotypes des plantes de tomates sous ou sur-exprimant le gene
LeEF-Tspy:en réponse a des stress abiotiques.

Figure II-4 : Phénotype de brilure périphérique des feuilles dans une plante de la lignée
sens (367/8) de la variété Aisla Craig attribué a un traitement phytosanitaire. Noter
[’absence de symptomes dans la lignée téemoin (WT).

Lors d’une culture en phytotron de lignées témoins et sens, nous avons observé
des symptomes de brilures sur la périphérie des feuilles (Fig. 11-4) uniquement dans le cas des
plantes des deux lignées sens et pas dans les témoins. Nous ne disposons pas de lignées
antisens chez Aisla Craig. Nous avons pensé que ces symptomes €taient dus aux traitements
phytosanitaires. Un recensement des traitements a été fait. Les produit chimique utilisé étaient
le suivant : Benlate (benomil).

Cette observation nous a encouragés a rechercher de fagon mieux controlée les
effets de stress chimiques sur les plantes témoins et transformées. Notre choix S’est porté sur
le paraquat qui est connu pour produite des espéces réactives d’oxygeéne et conduire a un
stress oxydatif.

"8 367/8

Figure II-5 : Phénotype de jaunissement sur des feuilles de la lignée sens (367/8) chez la
variété Aisla Craig a la suite d’un traitement par pulvérisation au paraquat (50 uM).
Noter I’absence de symptomes dans la lignée témoin (WT).
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Le traitement au paraquat a été réalisé par pulvérisation d’une solution a 50uM sur des
plantes adultes. Environ 2 jours apres le traitement, nous avons observé des taches jaunes sur
les feuilles des plantes sens uniquement (Figure 11-5). Les plantes témoins (WT) ne
présentaient aucun symptome. Afin de procéder a une nouvelle vérification de ces
observations, nous avons réalisé une expérience avec la variété Micro-Tom pour laguelle nous
disposons de lignées sens et antisens. Les observations dans le cadre de cette expérience n’ont
montré aucune différence de sensibilité au paraquat des lignées sens et antisens aux faibles
doses (50uM) ou aucun symptdme n’apparait, et a des doses plus €levées (100 uM) ou toutes
les plantes étaient affectées de la méme fagon.

Nous avons également réalisé un autre type de stress consistant en une
combinaison chaleur (6h 45°C) et sécheresse (8 jours sans irrigation). Dans ces conditions
nous N’avons pas, non plus, observé de différences de sensibilité entre les lignées et les

plantes en termes de date et intensité du flétrissement et en récupération apres réhydratation.

3.4- Effets du paraquat sur le développement de cals de tomates WT, S
et AS.

Il est possible que le type de matériel plante entiére ne soit pas bien adapté
pour permettre la discrimination des effets dose de paraguat en raison par exemple de
I’interférence due a I’absorption du produit ou d’uniformité de la pulvérisation. Nous avons
alors orienté notre étude vers un autre type de matériel constitué par des cals en culture in
vitro destroistypes de plantes: WT, Set AS.

Nous avons dans un premier temps recherché les doses de paraquat gjoutées au milieu
de culture qui pouvaient provoquer des effets toxiques. La dose de 10 uM S’est avérée tres
toxique, provoquant un arrét total de la prolifération. Nous avons donc testé des doses

inférieures allant de 2 a 8 uM.

Figure II-6. Photographie de cals de tomates Micro-Tom WT, AS et S, soumis a des doses variables de
paraquat dans le milieu de culture allant de 2 a 8 uM.
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La simple observation de la figure I1-6 montre que I’effet négatif du paraquat sur la
prolifération cellulaire est plus important dans les cals de la lignée sens. Les cals de la lignée
AS sont les moins affectés et ceux de la lignée WT ont une sensibilité intermédiaire. Il semble
donc que I’ordre croissant de sensibilité au paraquat est le suivant : Sens, WT et antisens.

Une analyse plus fine de la masse de matiére séche des cals dans les différentes
conditions (Figure 11-7) confirme la plus grande sensibilité des cals de la lignée S8/22,
particulicrement visibles aux doses de 2 et 4 uM. Les cals de la lignée AS77/11 conservent
une croissance en termes de matiére séche importante et supérieure aux autres types de cals
jusqu’a la dose de 4uM. Au-dela de 4uM, la différence entre les types de cals est beaucoup

moins marquée.

120
[ wt
100 | N AS77/11
1 S8/22
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Figure II-7: Croissance de cals de tomates Micro-Tom WT, AS et S, soumis a des doses
variables de paraquat dans le milieu de culture allant de 0 a 8 uM. Les résultats sont
exprimés en pourcentage de la masse seche des cals témoins (0 paraquat). Les valeurs

représentent la moyenne de 3 répétitions +SD

3.5- Effets du paraquat sur l'activité de quatre enzymes intervenant
dans les processus anti-oxydatifs chez des plantes témoins (WT) évaluée a des
durées variables apres traitement

Malgré I’absence de phénotype clair di aux effets du paraquat, il est possible
gue la seule observation d’une toxicité foliaire ne soit pas suffisamment représentative. Etant
donné le role du paraquat dans la génération de radicaux libres, nous avons évalué les effets
de cette substance sur |’activité de certaines enzymes connues pour intervenir dans les stress

oxydatifs, servant ici de marqueurs. catalase (CAT), glutathion réductase (GR), supéroxyde
dismutase (SOD) et péroxydase (PER).
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Dans un premier temps nous avons mesuré 1’activité de ces enzymes dans les
feuilles de plantes WT a des durées variables apres traitement afin de déterminer le temps de
réponse optimal. La figure II-8 A a D montre que les activités de la SOD et de la GR évoluent
faiblement entre O et 48h. Par contre I’activité CAT et PER augmentent sensiblement pour

atteindre un maximum a 29h. Cette durée a été retenue pour comparer ’activité de ces

U SOD mg-1 protéine

umolH202 min-1 mg'1 proteine

enzymes dans les différentes lignées traitées au paraquat.
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Figure II-8 : Activité de la superoxide dismutase (A), glutathion réductase (B), Catalase
(C) et Guaicol péroxydase (D) dans des feuilles de

tomates Micro-Tom a des durées

variables apres un traitement par pulvérisation avec du paraquat a 50 uM. Les valeurs

correspondent a la moyenne de 5 mesures indépendantes +/- Erreur Standard.
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3.6- Activité de la catalase dans les plantes WT, AS et S en réponse a
différents stress.
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Figure 1I-9 : Activit¢e de la catalase (CAT)
o 70 consecutive a des stress de chaleur, de
;g eof © LSD 0,05 paraquat et de sécheresse. Les mesures ont été
S effectuées immédiatement aprés [’application
Q r \ .
" de 45°C pendant 6 h (A), 30h apres traitement
£ 40 au paraquat (B), et apres 8 jours sans
£ 5l irrigation (C) (Voir «Matériel et Méthodes»).
EN Les histogrammes pleins correspondent aux
% 20r plantes traitées et les histogrammes vides aux
S 10} plantes témoins non traitées. Les valeurs
E correspondent a la moyenne de 5 mesures
0

o v
AS 77111 AS 9911 S822 S91M  WT indépendantes +/- Erreur Standard.

Lafigure 11-9 montre que I’activité catalase est dans tous les cas plus faible dans les
feuilles stressées (histogrammes pleins) par la chaleur et la sécheresse que dans les feuilles
non stress¢es (histogrammes vides). Toutefois, en raison d’une grande variabilité, ces
différences ne sont pas statistiquement significatives. Par contre le traitement au paraquat
donne des moyennes tres voisines pour les feuilles traitées ou non. Par ailleurs, 1’activité de la
catalase est comparable dans les différentes lignées transformées (AS ou S) et dans les plantes
WT.
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3.7- Activité de la superoxyde dismutase dans les plantes WT, AS et S
en réponse a différents stress.
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Figure 1I-10 : Activité de la superoxyde
dismutase (SOD) consécutive a des stress
30 de chaleur, de paraquat et de secheresse.
c LsD O,OSI Les  mesures ont été  effectuées
immédiatement apreés I’application de 45°C
pendant 6 h (A), 30h aprés traitement au
paraquat (B), et aprées 8 jours sans
15} irrigation (C)  (Voir  «Matériel et
Meéthodes»). Les histogrammes pleins
10r correspondent aux plantes traitées et les
histogrammes vides aux plantes témoins
non traitées. Les valeurs correspondent a
la moyenne de 5 mesures indépendantes
AST77/11 AS991 S822 S911  WT +/- Erreur Standard.
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Comme pour I’activité catalase, les différents stress appliqués n’ont pas d’effet sur
I’activité de la superoxyde dismutase (histogrammes vides a comparer aux histogrammes
noirs) et I’activité est comparable dans les différentes lignées transformées (AS ou S) et dans

les plantes WT (Figure 11-10).
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3.8- Activité de la Glutathion réductase dans les plantes WT, AS et S en

réponse a différents stress.
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Figure II-11: Activit¢ de la glutathion
reductase (GR) consécutive a des stress de
chaleur, de paraquat et de seécheresse. Les
mesures ont été effectuées immédiatement
apres application de 45°C pendant 6 h (A),
30h apres traitement au paraquat (B), et apres
8 jours sans irrigation (C) (Voir «Matériel et
Méthodes»).  Les  histogrammes  pleins
correspondent aux plantes traitées et les
histogrammes vides aux plantes témoins non
traitées. Les valeurs correspondent a la
moyenne de 5 mesures indépendantes +/-
Erreur Standard.

Les différents stress appliqués n’ont pas d’effet sur I’activité de la glutathion

réductase. Par contre, les lignées antisens présentent une activité significativement supérieure

a celle des WT et S aussi bien dans les conditions standards qu’apres application de stress

(Figure11-11). Il est intéressant de noter que cette activité plus élevée des AS se retrouve pour

toutes les conditions de stress appliquées. Il n’y a pas de différences entre les activités GR

deslignées S et WT.
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3.9- Activité de la Guaicol péroxydase dans les plantes WT, AS et S en

réponse a différents stress.
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Figure II-12 : Activité de la guaicol péroxydase
(PER) consécutive a des stress de chaleur, de
paraquat et de secheresse. Les mesures ont été
effectuées imméediatement aprés ['application
de 45°C pendant 6 h (A), 30h apres traitement
au paraquat (B), et apres 8 jours sans
irrigation (C) (Voir «Matériel et Méthodes»).
Les histogrammes pleins correspondent aux
plantes traitées et les histogrammes vides aux
plantes témoins non traitées. Les valeurs
correspondent a la moyenne de 5 mesures
indépendantes +/- Erreur Standard.

Contrairement aux activités évaluées jusque 1a, la guaicol péroxydase est nettement

stimulée par les 3 types de stress avec des activités 2 a 3 fois supérieures a celles des plantes

témoins non traitées (Figure 11-12). C’est le stress sécheresse qui affecte le plus fortement

I’activité Per. De plus, dans le cas du traitement a la chaleur et de la sécheresse, les plantes

des deux lignées AS réagissent par une activité PER significativement supérieure a celle des S

et WT.
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4- DISCUSSION ET CONCLUSION

4.1- Expression du gene LeEF-TSpy;

Un des résultats le plus remarquable de ce travail est la démonstration de la
stimulation de I’expression du gene LeEF-Ts,, sous |’effet de divers stress. Nous n’avons noté
cependant aucune stimulation sous I’effet de hautes températures seules comme dans le cas du
fruit. Il aurait été intéressant de coupler ’application de températures élevées a un séjour
préalable a basse température. Chez le fruit, ce type de traitement induit une forte stimulation
de I’expression de LeEF-Tsy (Chapitre |). Aucune observation de ce type n’a pas été rapporté
chez d’autres plantes, mais il faut rappeler cependant que LeEF-Ts,, est le premier géne
caractérisé chez les plantes (Benichou et al., 2003). Les seules données disponibles
concernent la forte stimulation par la chaleur de I’expression d’un géne codant pour une
protéine de type EF-Tu chloroplastique et de la protéine correspondante chez le mais
(Bhadula et al., 2001). Les protéines EF-TU ont une fonction est trés étroitement liée a celle
de EF-Ts en jouant le role de chaperonnes. Chez les bactéries les propriétés chaperones des
EF-Tu ont été démontrées et leur interaction avec EF-TS conduit a une plus forte activité du
complexe (Caldas et a., 1998 ; Krab et a, 2001). On peut imaginer que des protéines
chaperonnes de type EF-Tu ou autres varient en parall¢le avec la protéine EF-Tsy au cours de
stress. Ce probléme est traité dans le dernier chapitre de cette thése consacré a une étude

protéomique des mitochondries.

4.2- Activités des enzymes en réponse aux stress

Dans ce travail, nous n’avons pas observé de variations marquées de ’activité de la
SOD et de la GR avec le stress. L’activité de la catalase a tendance a baisser en situation de
S¢cheresse et de fortes températures. Seule 1’activité des péroxidases est largement augmentée
en réponse aux différents stress et en particulier en réponse a la sécheresse. Les stress
oxydatifs sont connus pour modifier I’activité des enzymes du systéme antioxidant parmi
lesquelles les SOD, CAT, PER et GR et ains réguler la réponse et la résistance aux stress. De
nombreux travaux mettent en évidence une augmentation de l’activité des enzymes du
systéme antioxydant en réponse aux stress. Ainsi, des plantes de tomate soumises a la
Sécheresse montrent une augmentation relative de ’activité des SOD (Perl-Treves et Galun,
1991). En réponse au froid Bruggemann et al., (1999), on observe dans les feuilles de tomate

une augmentation de I’activité de la SOD et de I’APX mais une baisse de la GR. Mais, du fait
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de la complexité du systéme, la réponse aux stress en terme d’activité enzymatique ne permet
pas de proposer un schéma systématique et reproductible. Ainsi, chez la tomate en situation
de stress salin, une baisse de I’activité SOD a pu étre mise en évidence, indiquant aussi la
possibilité d’une réduction non enzymatique des superoxides (Mittova et al., 2003). Cette
possibilité peut également étre envisagée dans notre cas. Par ailleurs, nous n’avons considéré
ici gu’une partie du systéme enzymatique impliqué dans la détoxication des ROS. D’autres
enzymes, comme celles du cycle glutathione-ascorbate (DHAR, MDHAR, Fig I1-1) jouent
¢galement un rdle et leur activité aurait mérité d’étre évaluée.

De plus, nous avons mesuré ’activité des enzymes de la fraction soluble des protéines.
Les valeurs obtenues sont cohérentes avec les valeurs issues de la littérature portant sur des
feuilles de tomate (Mohamed et a., 2003, Shalata et Tal, 1998 ; Gianinetti et a., 1993) maisil
faut noter que les enzymes étudiées existent sous plusieurs iso-formes et parfois sous
différents types n’ayant pas la méme localisation cellulaire. Ainsi, chez les plantes, quatre
types de SOD (Cu/Zn SOD, Mn/SOD, FeSOD et NiSOD) sont présents et chacune posséde
plusieurs formes codées par des genes différents (Scandalios, 1997), ce qui suggére une
régulation complexe. On sait que les feuilles de tomate possedent des Mn-SOD
mitochondriales, un type FeSOD chloroplastique et un type Cu/Zn SOD chloroplastique ou
cytosolique (Perl-Treves et Galun, 1991). Les catalases sont essentiellement localisées dans
les peroxisomes et les APX sont présentes dans tous les autres compartiments cellulaires
(Mittova et a., 2004). Malgré leur taux de réaction catalytiques trés €levé, les catalases ont
une affinité assez faible avec le H,O, et seraient donc moins efficientes que les APX (Noctor
et Foyer, 1998). Chez les plantes supéricures, les peroxidases présentent de trés nombreuses
isoformes encodées par des familles multigéniques (Yoshida et al., 2003). Chez la tomate, 4
genes codant pour des peroxidases ont été isolés et caractérisés. La glutathione reductase
présente également des localisations multiples : elle serait majoritairement localisée dans les
chloroplastes mais aussi dans la mitochondrie et le cytoplasme (Edwards et a., 1990). Elley
est représentée par plusieurs isoformes (Anderson et al., 1995).

Chez Arabidopsis, une synthése portant sur les différents isozymes de la SOD dans des
situations de stress oxidatifs trés variées (Alscher et al., 2002) montrent qu’il existe des
différences importantes de la variation des activités en réponse aux stress et donc des
régulations spécifiques en fonction en particulier de la localisation de ces enzymes.

L’absence d’augmentation d’activité enzymatique en réponse aux stress que nous
observons pour certaines enzymes mesurées peut s’expliquer par le fait que nous n’avons pas

différencié les différents types, en particulier pour la SOD. Une autre possibilité est que dans
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notre cas, ces enzymes ne participent pas de fagon majeure a la réponse aux stress et que

d’autres enzymes ou des processus non enzymatiques puissent participer a 1’élimination des

ROS.

4.3 — Réponse aux stress des plantes transformées pour LeEF-Tsy

Les plantes entiéres issues de 2 lignées antisens et deux lignées sens ont été
comparées aux témoins sauvages aprés des traitements de sécheresse, de chaleur et
pulvérisation de paraguat. Nous avons parfois obtenu des phénotypes de tolérance au paraquat
des plantes AS, mais ces résultats n’ont pas toujours pu é&tre reproduits. Il est possible que
I’application par pulvérisation ne soit pas reproductible. D’ailleurs certains auteurs ont
procédé en traitant des disques foliaires par flottation (Mohamed et al., 2003), obtenant ainsi
une réponse plus homogéne. Dans notre cas, nous avons mis en oeuvre un modele plus
simple, les cals de tomate. Sur ce type de matériel, les lignées antisens présentent une
meilleure tolérance au paraquat que les WT et les lignées sens. Par ailleurs, ces lignées AS
présentent des activités GR et peroxidases supérieures a celles des WT.

L’¢tude de génotypes plus ou moins résistants aux stress oxydatifs montre une
corrélation entre la résistance et des activités accrues des enzymes du systeme antioxydant.
Ainsi Lycopersicon pennellii, une espéce de tomate résistante aux sels présente une
augmentation des activités de la plupart des enzymes antioxydantes en réponse aux stress
salin par rapport a I’espéce cultivée Lycopersicon esculentum (Mittova et a., 2003, Mittova et
a., 2004). Un mutant de tomate possédant une activité peroxidase plus forte que I’espéce
sauvage montre une meilleure résistance au froid évalué par la mesure de la fuite ionique
(Gianinetti et al., 1993). L étude de plantes transgéniques modifiées pour I’expression des
génes codant pour les enzymes du systéme anti-oxydant montre la plupart du temps larelation
directe entre activité de ces enzymes et résistance aux stress (Sen Gupta et al.1993 ; Polidoros
et al., 2001). La surexpression d’une catalase d’origine bactérienne dans les chloroplastes de
feuilles de tomate améliore la tolérance au stress photo-oxidatif (Mohamed et al., 2003). Des
plantes transgéniques de tomate (Amaya et al., 1999) et de tabac (Yun et al., 2000)
surexprimant des geénes de peroxidases montre respectivement une meilleure résistance a la
sdinité et au paraquat. Une plus faible activité GR chez des plantes de tabac transformées en
antisens a pour conséquence une augmentation de la sensibilité au paraquat (Aono et a.,

1995). Par contre, la surexpression d’une GR d’E.coli chez la tomate n’améliore pas la
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résistance au froid (Briiggemann et al., 1999) suggérant que 1’activité de cette n’est pas le
facteur limitant.

En résumé, on peut globalement relier ’activité des enzymes du systéme antioxydant a
la capacité de plantes a tolérer différents types de stress débouchant sur un stress oxydatif.
Nos résultats suggerent que I’activité accrue de la GR et des peroxidases chez les lignées
antisens leur conférent une meilleure tolérance aux stress.

En conclusion, le mécanisme précis qui permet d’expliquer que des plantes sous-
exprimant le géne LeEF-Ts,, présentent certaines activités enzymatiques impliquées dans les
stress oxydatifs plus élevées reste a élucider. On peut envisager que |’altération de la synthése
des protéines mitochondriales conduit a un dysfonctionnement de la réduction de 1’oxygéne
au niveau de la chaine respiratoire, entrainant une augmentation des ROS. Cette production
accrue de ROS pourrait étre a I’origine de 1’induction des enzymes du systéme antioxydant,
aussi bien dans des conditions normales que dans des conditions de stress oxydatifs. Ces
activités plus fortes permettraient aux lignées AS d’étre plus tolérantes aux stress oxydatifs.
Une analyse plus détaillée des différentes composantes du systéme serait nécessaire pour

conclure.
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CHAPITRE il

EFFETS DE LA SOUS ET SUR EXPRESSION DE LeEF-TS,,:SUR LE
PROTEOME MITOCHONDRIAL DE CALS DE TOMATES

1. INTRODUCTION

Les mitochondries assurent un grand nombre de fonctions biochimiques dans
les cellules d’cucaryotes. Leur role principal réside dans I’oxydation des acides organiques du
cycle tricarboxylique et la synthése d’ATP couplée au transfert d’électrons du NADP+ réduit
a l'oxygeéne via la chaine de transport d’électrons. Cependant, les mitochondries ont
également d’autres fonctions importantes telles que la synthése de nucéotides, d’acides
aminés, de lipides et de vitamines (Unseld et al., 1997). On estime que les mitochondries de
plantes possedent 2000 a 3000 protéines (Millar et al., 2005, Trends), la majorité d’entr’elles
¢tant codées par le noyau et importées dans la mitochondrie. Cependant les mitochondries
possédent leur propre génome (Gray et al., 1999 ) et sont capables de réaliser la transcription
et la traduction de protéines intrinséques qu’on estime au nombre de 300 environ (Brennicke
et al., 1999). Dans ce schéma, la protéine LeEF-Tsy;, codée par le génome nucléaire a une
place particuliere puisqu’elle est ciblée vers la mitochondrie et intervient dans les processus
de traduction des protéines codées par le génome mitochondrial (Benichou et al., 2003).

Afin de connaitre le rdle précis de la protéine LeEF-Tsy: dans la synthése des
protéines mitochondriales nous avons mis en oeuvre une approche de protéomique pour
comparer le protéome mitochondrial de matériel végétal sur ou sous-exprimant le géne LeEF-
Tsy.. La comparaison des protéomes a été abordée a 1’aide d’une technique de double
marquage 14N/15N appliquée a des tissus de tomates cultivés in vitro. De plus, |’analyse
protéomique en tant que telle permettra d’obtenir des données nouvelles sur les protéines

mitochondria es de tomate.
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2 - MATERIEL ET METHODES

2.1- Cultures de cals

Les culture de cals sont établies a partir d'explants de tige de tomate (Lycopersicon
esculentum var. Micro-Tom) transformées (AS 77/11 et S 8/22) et sauvage (WT), agées de 15
jours et cultivées in vitro sur un milieu de culture MS/2 (Murashige & Skoog, 1962). La
caulogénése est initiée par la mise en culture d’explants de 1 cm de longueur, dans des boites
de Pétri (5 cm de diamétre) sur un milieu MS normal additionné de 2,4-D (1 mg/L), de BAP
(0,2 mg/L), de vitamine de Morel (1950)(1 mL/L), de saccharose (20 g/L) et d’agar (8 g/L).
Les cals obtenus sont repiqués tous les 20 jours sur le méme milieu neuf et cultivés a 25°C,
sous un éclairement de 300 pmol.m™.s?, une photopériode de 16 h jours et 8 h nuit et une

hygrométrie relative de 70%.

2.2 - Marquage isotopique différentiel des protéines

Afin de réaliser le marquage isotopique différentiel des protéines, les cals sont cultivés
pendant 3 cycles de culture sur le milieu décrit ci-dessus, soit en présence de **NH,**NO; et
de K¥NOs, soit en présence de NH4NO3 et K®NO; (Cortec).

2.3 - Isolement et purification des mitochondries

Les mitochondries ont été isolées selon laméthode décrite par Holtzapffel et al. (1998)
et Millar et al. (2001) que nous avons adaptée a notre matériel végétal. Toutes les Etapes
suivantes ont été exécutées a 4°C. L’extraction des mitochondries est réalisée a partir de 16 g
des cals agés de 20 jours, provenant de 8 g des cals cultivés en présence de N et 8 g de cals
cultivés en présence de °N. Ce mélange est placé dans un tube a centrifuger de 50 mL et
additionné de 16 ml de tampon extraction (0,3 M mannitol, 50 mM pyrophosphate du sodium,
25 mM TES [pH 80], 05% [v/v] abumine sérum bovine [BSA], 05% [v/V]
polyvynilpyrrolidone PVP-40, 2 mM EDTA, 20 mM ascorbate). Le broyage des tissus est
réalisé a I’aide d’un homogénéiseur Polytron ( Kinematica GMBH, Luzern, Schweiz) a raison
de 15 impulsions de 1 s. L'homogénat est filtré sur une toile de 40 um. Les débris cellulaires
restant sur latoile sont repris de nouveau dans 16 ml de tampon d’extraction et sont soumisa
nouveau broyage et filtration. Les 2 filtrats sont réunis et sont centrifugésa 1.000 g pendant 5
min (Sorvall RC5C, Rotor SS-34). Le surnageant obtenu est de nouveau centrifugé a 18.000 g

pendant 15 min et le culot contenant les mitochondries est remis en suspension avec 30 mL de
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tampon d’extraction. Cette suspension est centrifugée 10 min. a 1.000 g et le surnageant
récupéré est de nouveau centrifugée 15 min a 18 000 g. Le culot de cette derniére
centrifugation est re-suspendu dans 2 mL de tampon de lavage pH 7,5 (0,3M mannitol, 10
mM TES, 0,1% [w/v] abumine sérum bovine [BSA]) et déposé délicatement sur un gradient
discontinu de Percoll 1:4:2 (5 mL 55% Percoll - 20 mL 23% Percoll - 10 mL 18% Percoll -
Amersham Biosciences). Ce gradient est préparé avec le tampon de lavage doublement
concentré. Aprés centrifugation a 40 000 g pendant 45 min, le contenu du tube est fractionné
en aliquotesde 2 mL. Le repérage des fractions contenant les mitochondries est effectué par la
mesure de I’activité cytochrome C oxydase. Les fractions contenant les mitochondries sont
rassemblées (environ 8 mL) et déposées dans un tube a centrifuger de 50 mL contenant 20
mL d’un gradient autogénéré de Percoll a 28%, préparé dans un tampon suivant: 0,6 M
saccharose, 2 mM EDTA, 20 mM TES; pH 7,5. Aprés centrifugation 30 min a 40 000 g, le
contenu du tube est fractionné en aliquotes de 2 mL. Dans chague fraction ont effectue les
analyses enzymatiques permettant de révéler les fractions enrichies en mitochondries et le
degré de contamination par des protéines extramitochondriales. Les fractions ayant le plus
haut niveau d’activité cytochrome C oxydase sont rassemblées et diluées 1:10 avec tampon de
lavage pH 7,5 (0,3M mannitol, 10mM TES, 2mM EDTA). Aprés centrifugation 30 min a
15 000 g, le culot contenant les mitochondrie pures est repris par 2 mL de tampon de lavage et
centrifugé dans un tube conique 5 min a 15 000 g (centrifugeuse Eppendorf 5415R). Le culot
final est repris dans du tampon de lavage (volume final de 200 uL) et conservé a -20°C
jusqu'a usage. L’ensemble de ces opérations est résumée dans la figure I11-1.

La concentration de protéine dans les échantillons est déterminée par la méthode de
Bradford (1976).
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Figure IlI-1. Récapitulatif des opérations effectuée pour 1’obtention de mitochondries

pures de cals de tomate.

2.4 - Mesure de l'activité Cytochrome C Oxydase (CcO - EC 1.9.3.1)

La méthode utilisée a été rapportée par Chervin & Thibaud (1992) et Chen et al
(2004). Le principe de la méthode est basé sur 1’oxydation du cytochrome C réduit par la
cytochrome C oxydase. Préalablement au dosage de 1’activité enzymatique, il nécessaire de
préparer le cytochrome C réduit, substrat de ’enzyme. Pour cela, on prépare 50 ml d’une
solution 80 uM de cytochrome C oxydé dans un tampon phosphate de sodium 50 mM (pH
7,0) additionné de 0,4% de triton X-100 et on réduit le cytochrome C par pour I’addition
progressive de 5 pL de solution 0,14 M de ditionite de sodium jusqu’a avoir une absorbance
stable a 550 nm environ égale a 2 (Absss=2), mesuré avec spectrophotomeétre Uvikon 930.
L’ exces de ditionite de sodium est supprime pour la addition de cytochrome C oxydé jusqu’a
une diminution sensible de I’ absorbance (~Absss=1,8). La mesure de I’activité cytochrome
C oxydase est initiée par 1’addition de 50 puL d’échantillon protéique et la cinétique

d’oxydation est mesurée a 550 nm pendant 2 min.
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Calcul delaactivité enzymatique :
Activité = [(d Abs550/min)/( € red 550 - £ ox 550) x VT )]/(C x VM)
d Abs550/min: différence d’absorbance par minute (d Abs550/min)
& 0x 550: Ceefficient d’extinction du cytochrome C oxyde: 29,5 x mM™* cm™
¢ red 550: Ceefficient d’extinction du cytochrome C réduit : 9,5x mM™ cm™
VT: Volumetotal delaréaction (mL)
C: Concentration de la protéine dans I’échantillon (mg/mL)
VM: Volume d’échantillon (mL)

|: longueur cuvette en cm

2.5 - Détermination de la pureté des mitochondries
Afin de vérifier a présence de contaminations provenant des autres

compartiments de la cellule, I’activité des marqueurs enzymatiques suivants ont été mesurés
dans chaque fraction (2 mL): I'alcool dehydrogenase pour le cytosol (Tesniére & Verriés,
2000; Bozcuk et al. 2004), la catadase pour les peroxisomes (Beers & Sizer, 1952), et
I”alcaline pyrophosphatase pour les chloroplastes (Hemalatha & Prasad, 2002; Bailey, 1965).

2.5.1- Alcool deshydrogenase (ADH - EC 1.1.1.1) : La méthode utilisée est celle
décrite par Tesniere & Verries (2000) et Bozcuk et al. (2004). Le principe de cette méthode
consiste a mesurer la réduction de 1’acetaldehyde par le NADH. La mesure de I'activité
enzymatique est réalisée un volume de 1 mL de tampon phosphate de sodium 50 mM (pH
5,8) contenant 0,24 mM NADH et 5 mM acetaldehyde. La réaction est initi¢e par |’addition
de 50 uL d’extrait enzymatique et mesurée pendant 3 min a 340 nm avec spectrophotomeétre
Uvikon 930.
Cadlcul delaactivité enzymatique :

Activité = umoles NADPH/min/mg proteines = [(dAbszg/Min)/e X VT)]/(C x VM)

d Abszso/min: différence d’absorbance par minuto (d Absszso/min)

&: Ceefficient d’extinction du NADPH (6.22mM x 1 cm™)

VT: Volumetotal delaréaction (ml)

C: Concentration de la protéine dans I’ échantillon (mg/ml)

VM: Volume d’échantillon (ml)

|: longueur cuvette en cm
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2.5.2 - Alcaline Pyrophosphatase (alkPP - EC 3.6.1.1): La méthode utilisée est
celle rapportée par Hemalatha & Prasad (2000). Le principe de la méthode est basée que
I”alcaline pyrophosphatase en présence de Mg" catalyse la réaction P,O;* + H,O = 2HPO,%
Le ortophosphate qui reste, est déterminé par colorimétrie avec le méthode de Fiske &
Subbarow (1925). La réaction est réalisée dans un volume de 2 mL contenant 2,5 mM de
pyrophosphate de sodium, 5 mM MgCl; et 0,05 M de tampon Tris-HCI (pH 8,6). Ce mélange
est incubé 5 min a 37°C, puis additionné de 50 pL. d’extractif enzymatique mitochondrial et
de nouveau incubé 10 min a 37°C. La réaction est arrétée par ajout de 1 mL d’acide
trichloracétique (TCA) a 10%. Dans une tube de verre de 10 mL, 504 puL du mélange
réactionnel précédent sont mélangés avec 500 uL de molybdate d’ammonium
[(NH4)6M0;024, 4H,0] a 0,02 M et 400 uL de sulfate ferrique (FeSO4 7H20) a 0,36 M
préparé dans une solution d’acide sulfurique 0,02 M. Le volume final de 5 mL a été ajusté
avec I’cau. Parallélement, une courbe étalon comprise entre 0 et 200 pg de PO4¥/mL a partir
d’une solution de KH,PO4 est réalisée selon le protocole de Bailey (1965). Pour réaliser la
courbe étalon, les réactions sont effectuées a température ambiante pendant 30 min. Le
phosphate inorganique se complexe avec le molybdate pour donner une coloration jaune
mesurée par spectrophotométrie a 600 nm. La quantité de phosphate est calculée a partir
I’équation de la courbe étalon y = ax + b ou pgP/min.= (Absgoo— b)/a).

Calcul delaactivité enzymatique (umol Pi g protéine™ min™) :

Activité = (ugP x 0.0322)/10 (VM C)

0.0322: conversion pg en pmol (0,0322 umol PO4>/ug KH2PO4)

10: Temps de réaction (min)

C: Concentration de protéine dans échantillon (mg/mL)

VM: Volume d’échantillon (mL)

2.5.3 — Catalase : Laméthode est décrite dans le chapitre 11
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2.6 - Electrophorése monodimensionnelle en conditions dénaturantes
(SDS/PAGE)

Environ 40 nug de protéines ont été solubilisées a partir des mitochondries
issues des cals des lignées Sens, Antisens et Sauvage dans 115 pL du tampon de dénaturation
(Tris 62,5 mM (pH 6,8), SDS 2%, glycérol 10%, B-mercaptoéthanol 5%, DTT 10 mM
contenant une goutte de Bleu de bromophénol ). La solubilisation s’effectue durant la nuit a
température ambiante (20°C). Les protéines sont ensuite dénaturées a 100°C pendant 5
minutes. Pour la Séparation, un gel (dimensions: 14 cm de large, 16 cm de hauteur et 1,5 mm
d’épaisseur) de polyacrylamide a été utilisé (4% en acrylamide pour le gel de concentration et
12% pour le gel de séparation). L’électrophorése est réalisée sous une intensité de 30mA
pendant 15 minutes durant la concentration des protéines, puis a 20-25mA dans le gel de
Séparation pendant 5 a 6 hs. Des marqueurs de poids moléculaire (10 uL, Sigma) sont déposés
sur une piste voisine des échantillons protéiques mitochondriaux.

En fin de migration, les gels sont bri¢vement rincés dans de 1'eau milliQ (2-3
minutes) avant d'étre fixés. La fixation est réalisée sous agitation lente toute la nuit dans un
mélange eau milliQ/éthanol/acide acétique (50/40/10) en vue d’une coloration au Bleu de
Coomassie R250 ou dans une solution de méthanol 50% pour une coloration au Bleu
Colloidal G250.

2.7 - Coloration et décoloration des gels.

Les gels sont colorés pendant une heure avec le Bleu de Coomassie R250 a raison de
0,025-0,05% dans le mélange fixateur décrit ci-dessus. La coloration au Bleu Colloidal G250
Nécessite une ¢étape de  sensibilisation dans le mélange  méthanol/acide
phosphorique/ammonium sulfate (34/2/17) pendant 1 heure. Le gel est ensuite coloré dans la
solution précédente contenant le colorant G250 a raison de 0.66g/1 sous agitation lente durant
une nuit a température ambiante. Aprés coloration, I’excés de Bleu de Coomassie R250 est
¢liminé sous agitation lente a 4°C dans le mélange éthanol, eau et acide acétique (25/67/8).
Plusieurs ringages sont nécessaires pour que les protéines apparaissent sur un fond
transparent. Le Bleu Colloidal G250 en excés est éliminé par 1’eau et aprés quelques heures
de rincage les protéines colorées apparaissent sur le fond transparent. Les gels sont conservés

a 4°C dans une solution contenant 1 a 2% d'acide acétique.
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2.8 - Analyse d’image

L’image des gels est numérisée a l’aide d’un scanner en lumiere visible
(Imagescanner, Amersham). L’image numérisée est quantifiée avec le logiciel ImageQuant-
TL.

2.9 - Excision et lavage des zones de gel

Les zones dintérét qui ont été repérées sur le gel, sont soigneusement découpées a
I’aide d’un scalpel et les morceaux sont placés dans des tubes eppendorfs en polypropyléne de
0,5 mL (TREFF). lls sont lavées a 1’eau ultrapure milliQ puis 2 fois avec 100 puL d’une
solution de bicarbonate d’ammonium (NH4HCO3z) 25mM/acétonitrile (50%/50%). Aprés

¢limination des surnageants, les morceaux de gels sont séchés au speed Vac a 45°C.

2.10 - Digestion trypsique, extraction des peptides et préparation des
échantillons pour I'analyse en spectrométrie de masse.

Les morceaux de gels sont réhydratés avec 20 pL d’une solution de trypsine
(Promega) a 10 ng/uL dans le tampon bicarbonate d’ammonium 25 mM, pH 8. Ils sont placés
dans un four a micro-ondes (300 W) pour 5 min apres addition de 10 pL de bicarbonate 25
mM, la digestion protéolytique s’effectue a 37°C pour la nuit.

Avant I’analyse en spectrométrie de masse, les peptides libérés par I’action de la
trypsine doivent étre extraits selon les protocoles suivants :

A - Pour I’analyse par spectrométric de masse MALDI-TOF, 40 pL de la
solution HCOOH/CH3CN/H,O (10/62,5/27,5 viv) sont goutés dans chaque échantillon. Ils
sont agités au vortex pendant 5 min, soumis a sonication pendant 5 min puis incubés 10 min.
a 38°C. Apres addition de 25 pL d’acétonitrile pur, ils sont traités selon les mémes étapes
décrites au paragraphe précédent. Le surnageant d’extraction est récupéré et €vaporé a sec au
speedvac pour 45 min. Le résidu est repris par 4ul. d’une solution CH3CN/H,O (50/50)
contenant de I’acide trifluoroacétique (TFA) a 0,1%. Une aliquote (environ 1ul) de la
solution peptidique obtenue est déposée sur la plaque MALDI et mélangée avec 1 uL de
matrice (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid , 6 mg/ml dans CH3CN/H,O/TFA (70/30/0.1).

Pour certains échantillons dont les signaux en spectrométrie de masse MALDI-TOF
sont faibles, il est nécessaire d’effectuer un dessalage. Ceci S’effectue sur des micro-supports
de phase reverse du type Cig (Cig Zip-Tip™ ). Aprés équilibration du micro-support dans une
solution de TFA a 0.1%, I’échantillon peptidique dilué¢ dans 10uls de TFA a 0.1% est filtré a
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travers le support sur lequel se fixent les peptides ; Aprées un lavage par 10uls de TFA 4 0.1%,
les peptides sont élués dans 2 uls de solution CH3CN/H,O/TFA (70/30/0.1%) directement sur
la plague du spectrometre MALDI. Aprés évaporation partielle du solvant, 1’échantillon est

recouvert par 1ul de solution de matrice (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid ).

B - Pour I’analyse par spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MYS), les
peptides sont extraits de la méme maniére que pour 1’analyse par MALDI-TOF. Apreés
¢vaporation du surnageant d’extraction, le résidu est repris dans 12uls du solvant
CH3CN/H,O/HCOOH (2/98/0.1). Dans ce cas, I’acide formique (HCOOH) remplace 1’acide
trifluoroacétique (TFA) qui provoque des phénomeénes de suppression ionique lors de
I’ionisation en source electrospray. Cing ul de la solution peptidique sont ensuite utilisés pour

I’analyse en spectrométrie de masse en tandem LC-MS/MS.

2.11 - Analyses par spectrométrie de masse

Les analyses des protéines ont été effectuées sur la plate-forme protéomique de
I’IFR40 de Toulouse. Les appareils utilisées sont un spectromeétre de masse du type MALDI-
TOF (VoyagerDE STR, Applied Biosystens, USA) et un systéme de couplage composé d’une
HPLC a nano-débit (DIONEX) et d’un spectrométre de masse de géométrie hybride
comprenant un triple quadripole et une trappe lineaire (Q-TRAP, Applied Biosystems USA)

muni d’une source nano-€electrospray.

2.12 - Identification des protéines par spectrométrie de masse MALDI-TOF

Cette technique consiste a comparer la liste des masses des peptides obtenues
expérimentalement a celles contenues dans les bases de données qui ont ét¢ déduites des
s¢quences génomiques. L’efficacité de cette méthode est donc dépendante du séquencage du
génome de ’espece étudiée.

L’ acquisition des spectres se fait en mode positif en utilisant le mode
réflectron. L’accélération est de 20 kV, le délai de 200 ns et la tension de grille de 68%.
L’ acquisition des masses est réalisée entre 750 et 3000 Da. Les spectres sont calibrés de facon
interne avec les produits d’autolyse de la trypsine (ions monoisotopiques MH™ : 842.51 et
2211.10).

L’identification des protéines est réalisée en utilisant 1’outil MS-FIT du

progiciel Protein Prospector (http://prospector.ucsf.edu/). Les recherches ont été effectuées
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sur la base de données protéiques non redondantes du National Centre for Biotechnology
Information (NCBI, http://www.nchi.nim.nih.gov). Une seule omission de coupure par

peptide a été autorisée et la tolérance de masse est de 20 ppm.

2.13 - Identification des protéines par spectrométrie de masse en
tandem LC/MS/MS.

Briévement, les peptides issus de la digestion trypsique sont injectés (LC Packings
Famos autosampler) et concentrés sur une p-Precolumn™ Cartdrige (PepMap™, LC Packings)
C18, 5 pm, 100A° dans le tampon A (2% d’acétonitrile et 0,1% acide formique dans 1’eau).
Les peptides sont ensuite Séparés sur une colonne 75 pm ID X 150 mm C18 3 um (PepMap™,
LC Packings) par un gradient linéaire de 0 a 60% de tampon B (90% acétonitrile et 0,1%
acide formique dans I’eau) durant 30 min. Le débit est de 200 nL/min avec 1’utilisation d’une
pompe LC Packings Ultimate™ LC. Au cours de leur élution, les peptides sont infusés en
continu dans la source du spectrometre.

L’acquisition sur le spectromeétre est effectuée par une succession de cycles durant
environ 4 secondes. Chague cycle comporte une premiére phase consistant en un balayage
pour évaluer les masses des peptides, dans une deuxiéme phase I’état de charge de chaque
peptide est évalué par un balayage sélectif et a haute résolution sur les ions détectés dans la
premic¢re phase et finalement les ions présentant un état de charge égal a 2 ou 3 sont
fragmentés pendant 2 phases successives.

Les données collectées pendant cette analyse sont compilées par le logiciel Analyst
(AppliedBiosystems/MDS Sciex, USA) et soumises au logiciel Mascot (Matrix Science,
London, UK) pour réaliser la recherche dans les bases de données. Les recherches sont
réalisées avec une tolérance de la mesure de la masse de 0,5 Da en mode MS et 0,3 Da en
mode MS/MS. L’identification des protéines est accomplie par blast sur la banque protéique
viridiplantae de NCBI.

2.14 - Quantification relative des protéines par spectrometrie de masse

en tandem LC-MS/MS aprés marquage métabolique a 'azote "’ N.
La culture d’un organisme sur un milieu fortement enrichi en azote N permet de
marquer uniformément les protéines produites par cet organisme. Ainsi, chaque peptide issu
de la digestion trypsique de la séquence protéique voit sa masse augmentée d’une unité

(Dalton) par atome d’azote présent dans la séquence.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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A titre d’exemple, la séquence d’acides aminés suivante, C-E-S-A-R, a une
composition élémentaire de C23 H42 N9 O10 S1 et une masse de 636.2775 en azote "N et
de 636.2775 + 9 = 645.2775 en azote '*N. Ainsi, lors de I’analyse des masses (mode MS) en

spectrométrie de masse par couplage LC-MS/MS, chague peptide infusé apparaitra sous la
forme d’un signal double, I’un correspondant & I’isotope **N et I’autre a ’isotope *°N. Ces 2
signaux seront strictement simultanés. Le rapport des intensités totales de ces 2 signaux sera
représentatif de 1’abondance relative du peptide et donc de la protéine dont il est issu si ce
peptide n’est présent que dans cette protéine. Pour une méme protéine, si plusieurs peptides
sont identifiés, on disposera donc de plusieurs rapports qui seront identiques pour tous les
peptides présents uniquement dans cette protéine. Pour chaque peptide identifi¢, 1’intégration
des surfaces totales des signaux en mode MS est réalisé avec ’aide du logiciel Analyst
(Applied Biosystems), le rapport des intensités est calculé et reporté dans le tableau de

résultats. L’ensemble de ces opérations sont illustrées danslafigure [11-2.

2.15 — Sequencgage du proteome total mitochondrial

Latotalité de la piste monodimentionnelle du gel d’électrophorése (figure I11- 4A piste
WT) aété découpée en 47 spots et chacun des spots aprés digestion et extraction des peptides
a été analysé comme précédemment en mode fragmentation (LC/MS/MS). Pour la
séquencage, un banque blast généré a partir des séquences fasta de protéines prédites a partir

des unigens de latomate (http://www.sgn.cornell.edu/) a été utilisée.
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Figure I1I-2. Résumé des opérations mises en ceuvre pour la quantification relative des protéines par
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3 - RESULTATS

3.1 — Purification des mitochondries

L ¢étude des marqueurs enzymatiques dans les différentes fractions obtenues
aprés séparation de 1’extrait de cals de tomates sur le gradient discontinu de Percoll fait
apparaitre 2 pics d’activité cytochrome C oxydase, marqueur des mitochondries ; un premier
pic étalé entre les fractions 2-7 et un second pic resserré dans les fractions 14-17. L’activité
alcaline pyrophosphatase, marqueur des chloroplastes, est présente dans toutes les fractions
avec un maximum observé dans le pic 2 contenant les mitochondries. Les autres activités,
catalase (peroxisomes) et ADH (cytosol), sont trés faibles dans toutes fractions (fig. 111-3A).
Seules les fractions 14-17 (8 ml) ont été retenues pour effectuer la suite de la purification sur
un gradient autogénéré de Percoll a 28 %. Les analyses des marqueurs enzymatiques montrent
gue seules les trois premiéres fraction du gradient (1-3) contiennent les mitochondrie et ces
fractions sont trés faiblement contaminées par les enzymes des autres compartiments, moins
de 0,03% des activités initiales (fig. 111-2B).
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Figure II1.3. Isolation et purification de mitochondries de cals de tomate par
centrifugation sur gradient de densité de Percoll. A. Fractionnement sur un gradient
discontinue de Percoll [55% (fractions 17-19), 23% (fractions 6-17) et 18% (fractions 1-6)].
B. Fractionnement sur un gradient autogénéré de Percoll 28% des fractions 14-16 de la
premiere séparation.. Activités :  cytochrome C oxidase (0), catalase (o), alkaline
pyrophospahtase (x) et alcool deshydrogenase (») dosées dans chaque fraction. Les valeurs
sont exprimées en % des activités totales présentes dans le surnageant de la premiere

centrifugation.
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3.2 — Effet de la transgénése sur les modification des profils protéiques

3.2.1 - Etude des profils de séparation par SDS-PAGE de protéines de
mitochondries issues de cals WT, AS et S colorées au bleu de Coomassie
R250.

La coloration au bleu de Coomassie R250 ne permet pas une quantification des
protéines mais autorise a une estimation visuelle. Cette analyse visuelle du gel montre que la
sous-expression ou la sur-expression de LeEF-Ts,,, ne provogue pas d’importantes variations
entre les 3 profils protéiques, excepté 1’apparition d’une bande nettement plus importante
danslapiste "S" au niveau de 40 kD (Fig. I11-4). L’analyse par MALDI-TOF de cette zone a
permis d’identifier des peptides appartenant a la protéine LeEF-Tsy (tableau 111-1).

Tableau I11.1: Résultats de ’analyse MALDI-TOF des peptides contenus dans la bande'LeEF-
Tsy" observée dans la piste "S" de la figure 111-4A.

Acc. #:Species: LYCOPERSICON ESCULENTUM Name: ethylene-responsive elongation factor EF-Ts
precursor Index: MW: 42767 Da pl: 8.8

m/z MH*

Delta

Modifications Start End

Submitted Matched ppm

Missed Database
Cleavages Sequence

1286.7233 1286.7208 2.0 248259 0 (R (N)
1456.8015 1456.7760 18 122135 0 (R (K)
1509.8507 1509.8317 13 152164 0 (R) (L)
1616.8534 1616.8284 15 91105 0 (K) (D)
2611.4045 26114136 -3.5 16518 0  (K) (L)
2630.3201 2630.3401 -7.6 222247 0 (R ()
2646.3105 2646.3350 -9.2 IMet-0x 222 247 0  (R)IGFAMSAPSLGVISTYLHTSPQPGVGR(l)

3.2.2 - Etude des profils de séparation par SDS-PAGE de protéines de
mitochondries issues de cals WT, AS et S colorées au bleu colloidal G250.

L’analyse visuelle du gel d’électrophorése coloré au bleu colloidal (Fig. 111-4B) ne
permet pas d’observer des différences entre les profils de protéines WT, AS et S. Par contre,
apres numérisation du gel a I’aide d’un scanner en lumiére visible et quantification de I’image
numérisée avec le logiciel ImageQuant-TL, il possible de repérer un dizaines de zones dans
lesquelles les bandes de protéines "AS" semblent moins abondantes ou identiques a celles des
protéines "WT" et ou les bandes de protéines "S" paraissent plus abondantes que dans les

bandes "WT" (Fig.!l1. 4).
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Figure III. 4. Séparation des proteines issues de mitochondries de cals AS, WT et S par SDS-
PAGE et coloration au bleu de Coomassie R250 (A) ou au bleu colloidal (B). La fleche rouge
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Figure IlI-5 . Comparaison des profils protéiques de mitochondries AS vs WT (A) et S vs WT
(B) obtenus par analyse d’image de gels SDS-PAGE. Les étoiles bleues et rouges indiquent
les bandes protéiques susceptibles d’étre affectées par la sous- ou sur-expression de LeEF-
T respectivement
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3.2.3 - Quantification relative des protéines par spectromeétrie de masse en
tandem LC-MS/MS aprés marquage métabolique a I’azote "°N.

Les proportions relatives des protéines contenues dans les différentes zones
repérées en analyse d’images peuvent étre déterminées, d’une part grace au marquage
métabolique par ’azote N et °N des cals et par ailleurs grace a la digestion trypsique du
contenu de chaque zone suivie de I’extraction des peptides libérés qui fournit un échantillon
analysable par chromatographie liquide (LC) et spectrométrie de masse (MS ou MS/MS)
associées en tandem.

L’¢étude simultanée de I’ensemble des protéines contenues dans une zone de gel
est désignée par le terme anglo-saxon de « shotgun » et I’approche consistant a identifier les
protéines a partir des peptides libérés par digestion enzymatique est appelée « bottom-up ».
Pour chaque peptide dont la fragmentation (mode MS/MS du spectrométre) a permis
I’identification de la séquence et ainsi son attribution a une protéine, le spectrométre de masse
a auss fournit la proportion relative du peptide portant I’isotope **N et de celui portant
I”isotope °N. Nous avons pu ainsi identifier a partir du séquencage de 98 peptides dont la
fragmentation individuelle a été validée par le logiciel "MASCOT", 43 protéines dont
I’origine mitochondriale est confirmée par leur annotation sur la banque "UniProtKB".
L’ensemble de ces résultats, identification des protéines et valeur d’intensité relative 1N /15N,
est reporté dans le tableau 111-2.

Pour résumer les données quantitatives, les valeurs des rapports correspondant
a chaque peptide ont été rapportées sur les graphes de la Figure I11-6. Les graphes
correspondant aux rapports AS®/WT™ et AS®/WT™ (Fig 111-6A et Fig 111-6B) indiquent
gu’aucun des peptides identifiés, y compris les peptides issus de LeEF-Tsy, ne présente
aucune variation significative de sa teneur a 1’exception de la protéine de choc thermique
spécifique de la mitochondrie MT-HSP28.3 pour laquelle 2 peptides ont été trouvés plus de 2
fois moins représentés dans 1’échantillon AS que dans I’échantillon WT. Par contre, I’examen
des graphes représentant les rapports S®/WT™ et S/ WT™ (Fig. I11-6C et Fig. 111-6D) font
apparaitre 3 protéines sur-représentées dans 1’échantillon "sens':

- la protéine LeEF-Tsy (AF096247) dont le rapport mesuré sur 4 peptides
indique une quantité 4 a 7 fois supérieure dans les mitochondries des cellules transformées.

- laprotéine MT-HSP23.8 (BAA32547) dont la quantité est également multipliée
par un facteur 5 dans les mitochondries « sens ».



Tableau IlI. 2 : Liste des séquences peptidiques obtenues par MS/MS, identification des protéines pour
chacune des zones repérées par analyse d’image et quantification relative des protéines grdce au
marquage a l'azote "N

Spot Peptide Description ASTWT™  ASYWT®  SUWT®  sYwT'®

1 KVOEIVSFIFGK.S dnaK-type molecular chaperone HSP68, mitochondrial - potato 1,008 1,829 133 1,392
R IINEPTAAAL SYGMNSK E 0841 2,646 1,061 0,72
K.GVNPDEAVAMGAALQOGGILR.G 1,088 2,105 1,26 0,873

2 K FAIFFDI AFGYR F malate dehydrogenase (decarboxylating) (EC 1.1.1.39) 62K chain precursor, mitochondrial - potato 0,743 1,296 1
R.QOGLSEGATLAEVWWR E 0,857 1,512 1,033 0,898
K.IVVAGAGSAGIGVLNAAR K 0,749 1,48 1,38 0,709

2  RAFGGOSLDFGK G succinate dehydrogenase (EC 1.3.99.1) flavoprotein alpha chain [imported] - Arabidopsis thaliana 0,987 1,855 1,146 1,181
R LGANSLLDIVWFGR A 0,83 2,185 0,984
K.AVIELENYGLPESR.T 0,956 2,051 1,782 1,26

3 RVLNTGSPITVPVGR.A ATPase beta subunit.- Nicotiana sylvestris (Wood tobacco). 1,058

3 RVGLTGLTVAEHFR.D H+-transporting two-sector ATPase (EC 3.6.3.14) beta-1 chain, mitochondrial - curled-leaved tobacco 1,729
R.VLNTGSPITVPVGR.A 2,082
K.TVI IMFI INNVAK A 2,15
R FDEGLPPILTALEVLDNQIR L 1,78

3 R.VLNTGSPITVPVGR.A H+-transporting two-sector ATPase (EC 3.6.3.14) beta-1 chain, mitochondrial - curled-leaved tobacco 0,584
R FDEGLPPILTALEVLDNQIR L 09

3 K.GEDFPAENYIVK.D Formate dehydrogenase (EC 1.2.1.2).- Lycopersicon esculentum (Tomato). 1,337 0,992
KNI QI | TAGIGSDHVDI K A 1,008
K.AAAAAGLTVAEVTGSNTVSVAEDELM 154 1,718

3 K.OGLEALKPELLSSIEK.G Mitochondrial malate dehydrogenase.- Lycopersicon esculentum (Tomato). 2,7432 0,835
K VAVLGAAGGIGOPLSLLMK L 0,751
K LNPLVSSLSLYDIAGTPGVAADVSHIN 0,623 1,922 0,88
R.SEVAGFAGEEOLGOALEGADVVIIPA 0,71 2,526 1,016

3 KIGVSMLEVFK.O Succinyl-CoA ligase alpha subunit (EC 6.2.1.5).- Lycopersicon esculentum (Tomato). 1,285 0,798
K KGGTEHLGLPVFNTVEEAK A 1,041
K FIADPQTEGIVLIGEIGGTAEEDAAALI 1,034 1,452 1,141 1,598

3 KYFEEWLMEQKF Ethylene-responsive elongation factor EF-Ts precursor.- Lycopersicon esculentum (Tomato). 1,896 5,347
R.NEIFQYLALSLAK L 1,209 4,026 5,226
K AALVTSNWDIEAAQK D 4,486
K.SVONAITEVAAMMGENVK.L 147 4,865
K.LALLLEGSQQSFAAFPIGHLEELK.L 7,345
R.GFAMSAPSLGVISTYLHTSPQPGVG 2,043

3 KEGISAEVINLR.S Pyruvate dehydrogenase E1 beta subunit isoform 3 (EC 1.2.4.1).- Zea mays (Maize). 0,789 1,466 1,088 1,208

4 RINOQTSIIVORF Cytochrome oxidase subunit 2.- Ruscus aculeatus (Butcher's broom). 2,14 1,291
R.MIVTSADVLHSWAVPSLGVK C 0,836 2,16

4 RISHFYTNFQVDFIGR V ATP1.- Daucus carota (Carrot). 0,988 1,32 1,306

4 KTAIAIDTILNQK.Q ATP synthase alpha subunit (Fragment).- Palaquium formosanum. 1,359
R FVAAFAQFGSNI DAATOAI I NR G 1,247

4 RVINTGSPITVPVGR A ATPase beta subunit.- Nicotiana sylvestris (Wood tobacco). 3,962

4 R.DIVGVAYTFFFVK A Cytochrome c1, heme protein, mitochondrial precursor (Clone PC18l) (Fragment).- Solanum tuberosum 0,974 1,977 1,679
K LSDRFPQPYPNEAAAR F 0,868 2,367 1,33 0,944
K.DVVSFLTWAAEPEMEER K 2178 0,994 1,124

4 RYFPTOALNFAFKD ADP,ATP carrier protein precursor - potato 1,435

4 KAVVAQYNASOLITQR.E 1777 Prohibitin-like protein.- Arabidopsis thaliana (Mouse-ear cress). 0,947 2,212 1,178 1,736
K GEDFPAENYIVK D Formate dehydrogenase (EC 1.2.1.2).- Lycopersicon esculentum (Tomato). 1,662 0,922
K NLOLLLTAGIGSDHVDLK A 0,989 1,69 1,246
K.AAAAAGLTVAEVTGSNTVSVAEDELM 0,933 1,384 1,045

4 KSISSGFGVLLKE Mitochondrial phosphate transporter.- Lotus japonicus. 1,306 14 1,06 1,234
K FASFETIVEMIYK H 0,85 1,292 1,133

— R IVMIGTI TGAQWGIYDAFK V 0,72 1,623 1,046

5 REVAAFAOFGSNLDAATOALLNR.G ATP synthase alpha subunit (Fragment).- Palaquium formosanum. 1,046 1,38 1,824

5 RVLNTGSPITVPVGRA Putative ATP synthase beta subunit.- Oryza sativa (japonica cultivar-group). 2,673
R.EAPAFVEQATEQQILVTGIK.V 2,275

5 RVINTGSPITVPVGRA Putative ATP synthase beta subunit.- Oryza sativa (japonica cultivar-group). 2,51

5 K.SSIDAFSQIVKN ADP/ATP translocator.- Lycopersicon esculentum (Tomato). 1,103 1,785 1,756 1,547
R.OFNGLVDVYRK 798 0,698
R YFPTOALNFAFK D 0,776 1,785 1,346 1,273

5 K.SLFTVSGEVDTK.S 34 kDa outer mitochondrial membrane protein porin (Voltage-dependent anion-selective channel 1,355 1,392 1,286 1,223
K.KGDLFLADVNTOLK.N 1565 0,884 2,108 1,584 0,76
KESITTYSPTGVVITSSGSK.K 1763 0,95 2,337 1,07 1,03

6 K ESINSFOGVLDGKY ATPase beta subunit.- Nicotiana sylvestris (Wood tobacco). 0,578
RVLNTGSPITVPVGR A 1,103

6 K ESINSFQGVLDGKY H+-transporting two-sector ATPase (EC 3.6.3.14) beta-1 chain, mitochondrial - curled-leaved tobacco 1,27
R LVLEVAQHLGENMVR.T 1,87
RIPSAVGYOQPTLATDLGGLOER.| 1,617
R.FDEGLPPILTALEVLDNOIR.L 2277 1,252

6 RVLNTGSPITVPVGR.A H+-transporting two-sector ATPase (EC 3.6.3.14) beta-1 chain, mitochondrial - curled-leaved tobacco 1,438
R EAPAFVEQATEQQILVTGIK V 1,385
R.IPSAVGYQPTLATDLGGLQER.| 1,022

6 RIAADEGVLALWK.G 973 AC128642 NID: - Oryza sativa (japonica cultivar-group) 1 1 0,895 1,25

6 K SSLDAFSQIVK.N ADP/ATP translocator.- Lycopersicon esculentum (Tomato). 1,09 1,645 0,871 1,17
R.OFNGLVDVYR.K 1,02 1,657 1,163
R.YFPTOALNFAFK.D 0,968 1,775 1,146 1518

_6  KIISDATAAAGMGIIFIRR prohibitin - common tobacco 0,954 2,238 1,35 1,188

7 RVINTGSPITVPVGR.A H+-transporting two-sector ATPase (EC 3.6.3.14) beta chain, mitochondrial - maize 0,68
R.FAPAFVFQATFQQII VTGIK .V 0,74

7 RVLNTGSPITVPVGRA H+-transporting two-sector ATPase (EC 3.6.3.14) beta-1 chain, mitochondrial - curled-leaved tobacco 1,837
R.IPSAVGYOPTLATDLGGLOER.| 2,84

7 K.SSIDAFSOIVK N ADP,ATP carrier protein precursor - potato 18 1,326
R.YFPTOAI NFAFK D 0,896 2,1 1,292 1,42
K Sl TISSFENTK A Pom30 protein.- Solanum tuberosum (Potato). 0,733 1,426 1,349 1,223

8 K DFPLSGYVEVRY NADH-ubiquinone oxidoreductase 27 kDa subunit (EC 1.6.5.3) (EC 1.6.99.3) (Complex |-27KD) (Cl- 0,881 2,6 1,354 1,048
R FEVVYNLLSIRY 1,187 2,74 1,695 0,82
R YFDFASPWEQR.S 0,834 2,55 1,318
R.VVSEPIEMTOEFR.Y 0,975 2,172 1,174 0,75
R.ISSVVSLFPSAGWWER.E 0,994 1,647 1,302 0,86

8 KLATLLNAISSRR ATPase subunit 4.- Zea mays (Maize). 1,482 1,196 1579
K_LANSVDLGTLR.D ubiquinol-cytochrome-c reductase (EC 1.10.2.2) Rieske iron-sulfur protein - potato 17 1,228
R AFAYFVLTGGR.F 2,395
K | ANSVDI GTI RDPQODAFR V 1,95 1,445 1,176

9 KLATLLNAISSRR ATPase subunit 4.- Zea mays (Maize). 0,913 2,328 1,334 1,046

9 REVAAFAQFGSNLDAATOQALLNR.G ATP synthase alpha subunit (Fragment).- Palaquium formosanum. 1,077 2,337 132 1,03

9 R.IOAIQFFLOQFLNPNEWLLESNEQQ Orf25 protein.- Beta vulgaris subsp. vulgaris. 1,163 2 1,566

9 KVAVEENTLIK.G heat shock protein MTSHP precursor, mitochondrial - tomato 0,474 1,309 5,86
R.SVSOLLNMMDOMMDSPEVAAPR.A 2 0,343

10 R.AFDDVNSQI QOTKF Putative mitochondrial ATP synthase.- Solanum demissum (Wild potato). 1,112 1,498 1,653
K LSTMTAEEYFAK H 1,035 2,193 1,752 1,297
K.FSOEPEPINWEYYR.K 0,825 2,199 1,67 0,971
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Les résultats concernant la quantification relative de la protéine LeEF-T sy, sont

en accord avec ceux obtenus sur I’étude de 1’expression par PCR en temps réel du géne LeEF-

Ts,: dans les tissus sous-exprimant ou sur-exprimant ce gene (voir chapitre 1l, paragraphe

3.1). En effet, cette protéine est fortement représentée dans les cellules transformées en

position "sens' corrélativement avec la forte sur-expression de LeEF-Ts,, aors que le tres

faible effet de la sous-expression dans les tissus "antisens' se traduit par de trés faibles

variations de la protéine (Fig 111-6 B). Il est cependant intéressant de noter que les

modifications observées sur la protéine MT-HSP semblent suivre celles de la protéine LeEF-

Tsni, Cest-a-dire, une forte augmentation dans les tissus "sens' et une trés faible diminution

dansle cas destissus "anti-sens’ (Figll1- 6 A, B et C)
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Figure III. 6. Variations des ratios des isotopes "N/"*N et ""N/°N dans les peptides

issus de protéines mitochondriales de cals WT, sous-exprimant (AS) ou sur-exprimant (S)

LeEF-Ts,, analysés par chromatographie liquide et spectrométrie de masse (LC/MS).
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3.3 - Analyse globale du protéome mitochondrial

3.3.1 - Identification des protéines mitochondriales de la tomate.

Nous avons pu identifiée 492 unigenes de tomate a partir du séquengage de peptides
dont la fragmentation individuelle a été validée par le logiciel MASCOT (voir matériel et
méthode). Chaque unigene a été assigné a une catégorie fonctionnelle en utilisant des
divisions fonctionnelles communes (Heazlewood et al., 2004). Suite a cette analyse, 13
groupes fonctionnels ont été identifiés (Fig 111-7). Parmi ces groupes fonctionnels, les plus
fortement représentées dans l'ensemble du proteome mitochondrial sont ceux qui sont
impliquées dans 1'énergie (117), métabolisme (51), compartimentation (39) et synthése
protéique (33). Les protéines appartenant a ces groupes fonctionnels sont généralement des
composants mitochondriaux bien caractérisés qui sont impliqués dans le cycle de Krebs, la
chaine respiratoire, l'importation des protéines mitochondriale et la machinerie de synthése et
de dégradation de protéines. L'analyse des annotations a montré que 23 des protéines
identifiées sont impliquées dans le mécanisme de transport, 14 protéines de stress et de
détoxification, 14 implique dans le signal de traduction et communication cellulaire, 11 dans
le processus de synthése d'ARN, 2 protéines dans la structure et 1'organisation cellulaire, 2
protéines impliquées dans la synthése d'ADN et 2 de fonctions diverses. Cette méme
recherche ne nous a pas permis de prédire avec certitude une fonction pour 61 séquences
protéiques que nous avons groupé en "protéines non classifiées". Aussi, de I'ensemble des

protéines identifiées, 123 n'ont été validées que par la méthode LC/MS/MS.

3.3.2 - Comparaison avec d'autres orthologues mitochondriaux.

Les comparaisons par le programme blastp (http://www.nchi.nlm.nih.gov/BLAST/)
de I'ensemble de séquences de protéines identifié dans la mitochondrie de la tomate avec
celles d'Arabidopsis nous ont permis didentifier 261 paires d'orthologs potentiels. De la
méme manire, nous avons réalisé une comparaisons avec le proteome mitochondrial de
I'nomme et I'ensemble du protéome de Rickettsia prowazekii qui représente l'organisme
vivant (bactérie) le plus proche de la mitochondrie. Cette analyse nous a permis d'identifiée

91 et 142 orthologues potentiel s respectivement.
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3.3.3 -Prédictions bioinformatiques de 1'adressage subcellulaire.

Nous avons réalisée une étude bioinformatique visant a prédire la localisation
subcellulaire des protéines que nous avons identifié. Pour cela, nous avons recherché la
présence de peptides signaux spécifique pour l'adressage mitochondriale en utilisant les
logiciels Target (Emanuelsson et al., 2000), MitoProt 11 (Claros et Vincens, 1996) et Predotar
(http://www.inrafr / predotar ). Ceci nous a permis de prédire 1'adressage mitochondrial de
91, 66 et 57 protéines respectivement (Fig 111-8).

L'ensemble des résultats issues de la recherches d'orthologues a de protéines
mitochondriales connues ou issues de la recherche de peptides signaux d'adressage a la
mitochondrie nous ont permis de valider 369 protéines parmi l'ensemble des 492 unigénes
identifiées par MASCOT (voir tableau annexe). Les 123 protéines restantes, bien qu’étant été
identifiées a partir de séquence obtenue par LC/MS/MS, sont des protéines dont nous n’avons
pas trouvé d’orthologues chez Homo sapiens, Arabidopsis thaliana et Rickettsia prowazkii et

aussi aucune prédiction d’adressage mitochondrial.

Structure et
Organisation
Cellulaire; 2

Synthese RNA; 11

Communication
cellulaire / Signal
Traduction; 13

Synthesis DNA,; 2

Fonctions diverses; 2|

Transcription; 1

Protéines non
Classifiées; 61

Stress et
Détoxification; 14]

Mécanisme de|
transport; 23

Synthésis des
protéines; 33

Energie; 11

Compartimentation;
39

Métabolisme; 51

Figure III-7. Répartition des protéines du protéome mitochondrial de cals de tomate par groupes
fonctionnels.
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Arabidopsis
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Figure III-9. Recherches des protéines orthologues de tomate dans les protéomes
mitochondriaux d’Homo sapiens, Arabidopsis thaliana et Rickettsia prowazkii a l’aide

du programme Blastp et prédiction de I’adressage mitochondrial a I’aide des logiciels
Target, MitoProt Il et Predotar.

Ricketftsia
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4 — Discussion et Conclusions

L’analyse partielle du protéome mitochondrial montre que la technique
d’obtention et de purification des mitochondries mise en ceuvre dans cette étude est trés
performante. En effet, parmi les protéines identifiées, trés peu sont d’origine extra-
mitochondriales. Le haut degré de pureté de ces organites est un élément déterminant pour
engager I’¢tude des effets de la sous-expression ou de la sur-expression du géne LeEF-Ts,,, Sur
les modifications du protéome mitochondrial.

Les principaux résultats obtenus dans ce travail a travers 1’analyse du protéome
aprés marquage des protéines a 1’azote >N, font apparaitre que la transgénése ne provoque
pas de grands bouleversements tant qualitatifs que quantitatifs des protéines mitochondriales.
L’absence ou le peu d’effet de la sous-expression de LeEF-Ts,; Sexplique par le peu
d’efficacité du transgéne en position antisens a inhiber 1’expression du géne endogene (voir
chapitre I1). Par contre, la sur-expression de LeEF-Ts,,, controlée par la PCR en temp réel est
en parfait accord avec lateneur en protéine LeEF-Ts,,; mesurée dans les mitochondries "sens'.
Ce résultat conforte la localisation de cette protéine dans la mitochondrie (Benichou et al.,
2003).

La plus importante modification observée dans le protéome des mitochondries
"sens' concerne I’augmentation, entre 4 et 5 fois, d’une petite "heat shock protein"
mitochondriale de 23.8 kDa (MT-sHSP23.8) et les variations des teneurs de cette protéine
sont concomitantes a celles observées pour LeEF-Tsy. Une possible fonction des HSP est
associ¢é au transport des protéines cytosoliques vers les organites.

Le géne codant cette MT-sHSP23.8 a été déja clonée et caractérisé par Liu et Shono
(1999) dans des tomates ayant subit un shock thermique. Il est maintenant connu que ce type
de sHSP jouent un role important dans la protection des organites contre des stress
hyperthermiques (De Jong et al., 1993). Plusieurs travaux montrent que ces sHSP agissent
comme des chaperonnes (Lee et al., 1997). La fonction de chaperone de MT-sHSP a été
démontré in vitro par Liu et Shono (1999). Il a été aussi démontré, par exemple, que cette
MT-sHSP protége la NADH :ubiquinone oxidoréductase de la chaine de transport d’électrons
au cours d’un stress hyperthermique (Downs et Heckathorn, 1998). Plus récemment, il a été
démontré que des plantes de tabac (Sanmiya et al., 2004) et de tomate (Nautiyal et al., 2005)
surexprimant le géne LeMT-SHSP présentent une meilleure tolérance a la chaleur. Il sera
intéressant de vérifier si 1’augmentation de la MT-sHSP, due a la surexpression de LeEF-

Tsmt, provoque aussi une thermotolérance dans nos plants de tomates transgéniques.
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DISCUSSION GENERALE

Chacun des trois chapitres de cette thése comportent des discussions particuliéres.
Nous nous proposons ici de discuter brievement ’ensemble des résultats de fagon plus
intégrée.

Le géne LeEF-Ts,, aété isolé aprés criblage par la méthode de «differential display»
sur la base de la réponse de fruits de tomate a 1’éthyléne (Zegzouti et al.,1999). La
caractérisation fonctionnelle du geéne a été réalisée par expression dans E.coli €t étude
biochimique des propriétés de la protéine recombinante (Bénichou et al., 2003). Il a ainsi été
démontré que le géne code bien pour un facteur d’¢longation de la traduction capable de
régénérer le GDP et de réaliser la synthese peptidique en présence de EF-Tu. Par ailleurs, il a
été démontré par introduction d’une construction du géne associée au geéne rapporteur GFP
dans des protoplastes de tabac que la protéine était bien ciblée dans la mitochondrie
(Bénichou et al., 2003). Les analyses de protéomique réalisées dans cette thése ont confirmé
cette localisation mitochondriale. En raison de la stimulation de I’expression du géne LeEF-
Ts,: par I’éthyléne et du role de la mitochondrie dans la respiration, nous avons pensé que ce
géne pourrait intervenir dans la crise climactérique respiratoire. Une telle hypothése est
¢galement étayée par la forte stimulation de I’expression de ce geéne pendant les premiéres
étapes de la maturation, au moment ou s’initie la crise climactérique. Les données
d’expression par real-time PCR obtenuesici confirment parfaitement ce profil d’expression.

Cependant, malgré ces prédictions, I’analyse de la respiration de fruits dans lesquels le
géne LeEF-Ts,, aété sur- Ou Sous-exprimé ne montre aucun effet sur la crise climactérique et
sur la synthése d’éthyléne. La stimulation de la respiration par blessure destinée a solliciter
encore davantage le systéme respiratoire n’a pas non plus donné de différences entre les
lignées de tomates sauvages et transformées. Comme nous 1’avons indiqué dans la discussion
du chapitre I, on ne peut pas attribuer cet absence d’effet dans les fruits transgéniques par un
phénomeéne de compensation par un géne de la méme famille car toutes les données d’EST et
de séquencage disponibles a ce jour indiquent que ce geéne est unique. Une explication
possible consiste a penser que la sous-expression du géne dans les lignées antisens est
insuffisante pour rendre la protéine limitante. Cependant les études d’expression par PCR en
temp réel (chapitre 11) et les analyses de protéomique (chapitre III) montrent en fait une
expression faible au niveau des ARN et de la protéine. Il est probable, étant donné le rdle

crucial de ce géne, que les plantes transformées ayant une forte sous-expression ne soient pas
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viables ou se développent trés faiblement, de sorte qu’elles n"ont pas été retenues au cours du
processus de transformation. Malgré tout, il est troublant de constater que ce géne est assez
fortement régulé lors de la maturation et par 1’éthyléne. D’ailleurs le 1-MCP inhibe son
expression. Cependant, des mutants de non-maturation insensibles a 1’éthyléne présentent une
expression importante, indiquant une expression basale congtitutive indépendante de
I’éthyléne. La blessure qui stimule 1’expression de LeEF-Ts,, est connue pour stimuler la
respiration d’une fagon indépendante de 1I’é¢thyléne (Bouquin et al. 1997).

Etant donné I’implication des mitochondries dans la régulation de la formation des
especes réactives d’oxygene (ROS), il était envisageable que la modification de la synthése
des protéines mitochondriales affecte la réponse des plantes aux stress oxydatifs. Nous avons
en effet montré que la sensibilité aux stress oxydatifs évaluée chez les feuilles par la présence
de nécrose et dans des cals par la croissance cellulaire est réduite chez les plantes antisens.
L’activit¢ de différentes enzymes connues pour intervenir dans la détoxication des ROS:
supéroxide dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbate péroxidase (APX) et glutathione
réductase (GR) a été évaluée. .Nous avons montré que la GR et les APX ont une activité
accrue chez les lignées antisens permettant d’expliquer, au moins en partie, leur meilleure
tolérance aux stress.

Un des résultats intéressants de ce travail est la démonstration de la stimulation de
I’expression du géne LeEF-Ts,, sous I’effet de divers stress. chocs thermiques, secheresse et
paraquat. Le paraquat agit en catalysant le transfert d’¢lectrons du photosystéme 1 du
chloroplaste vers |’oxygéne conduisant a la formation d’anion superoxide. Aucune
observation de ce type n’a pas été rapporté chez d’autres plantes, mais il faut rappeler
cependant que LeEF-Ts,; est le premier géne caractérisé chez les plantes (Benichou et al.,
2003). Une forte stimulation par la chaleur a été observée pour une protéine de type EF-Tu
chloroplastique et de la protéine correspondante chez le mais (Bhadula et al., 2001). On sait
gue les protéines EF-TU ont une fonction trés étroitement liée a celle de EF-Ts en jouant le
role de chaperonnes. Des protéines chaperones du type heat-shock (Hsp) sont connues pour
intervenir dans le transport de protéines du cytosol vers la mitochondrie et pour stabiliser ces
protéines dans des conditions de stress (Jinn et al., 1995). Zegzouti et al (1999) ont montré
gu’un gene codant pour une protéine de type Hsp70, appelée ER21, est régulé par I’éthylene
est possede un profil d’expression similaire a LeEF-Ts,, . La protéine correspondant n’a pas
été trouvée parmi les protéines mitochondriales indiquant qu’elle ne pouvait pas jouer le role
de chaperonne pour LeEF-Ts,, Cependant, les résultats de |’analyse de mitochondries de

plantes sur-exprimant le gene LeEF-Ts,,, ont une teneur 4 a 5 fois plus importante d’une petite
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"heat shock protein™ mitochondriale de 23.8 kDa (MT-sHSP23.8) et les variations des teneurs
de cette protéine sont concomitantes a celles observées pour LeEF-Ts,,. L’augmentation de
MT-sHSP pourrait indiquer que cette HSP joue un réle dans le ciblage et le transport de
LeEF-Ts,, vers ma mitochondrie, mais également dans la stabilisation. Ce probléme est
discuté a la fin du chapitre I1l. La démonstration d’une interaction entre LeEF-TS,,; et MT-
SsHSP23.8 reste a faire.

Une retombée importante du travail de protéomique entrepris dans cette thése
réside dans le séquengage du protéome de tomate. Les données sont fournies en annexe. Elles
montrent que I'ensemble des résultats issues de la recherches d'orthologues a de protéines
mitochondriales connues ou issues de la recherche de peptides signaux d'adressage a la
mitochondrie nous ont permis de valider 369 protéines parmi l'ensemble des 492 unigénes
identifiées par MASCOT. Les 123 protéines restantes, bien qu’étant été identifiées a partir de
séquence obtenue par LC/MS/MS, sont des protéines dont nous n’avons pas trouvé
d’orthologues chez Homo sapiens, Arabidopsis thaliana et Rickettsia prowazkii € aussi

aucune prédiction d’adressage mitochondrial.
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Arabidopsis

Numero UNIGENE pfam name pfam desc Biological Process Fonction Moléculaire Cellular Component Fonction LC/MS/MS thaliana BLAST MIPS Bactérie Humain TARGET PREDOTAR MITOPROT
4Fe-4S ferredoxin, iron-sulfur electron transport electron transporter activity
1 sgn|U225510 Ferd binding (G0:0006118) (G0O:0005489) Energy oul AT1G79010.1 oul oul oul oul oul
4Fe-4S ferredoxin, iron-sulfur electron transport electron transporter activity
2 sgn_U225511 Fer4 binding (GO:0006118) (G0:0005489) Energy oul AT1G79010.1 oul oul oul oul oul
glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase
Glyceraldehyde 3-phosphate (phosphorylating) activity
3 sgn_U225514 Gp_dh_C dehydrogenase glycolysis (GO:0006096) (G0:0004365) Energy oul AT1G13440.1 oul
ribulose bisphosphate
carbon utilization by ribulose-bisphosphate carboxylase complex (sensu
Ribulose bisphosphate fixation of carbon dioxide carboxylase activity Magnoliophyta)
4 sgn_U225527 RuBisCO_small carboxylase, small chain (G0:0015977) (G0:0016984) (G0:0009573) Unknown oul
Glu/Leu/Phe/Val
dehydrogenase, dimerisation ~ amino acid metabolism oxidoreductase activity
5 sgn_U225530 ELFV_dehydrog_N region (G0:0006520) (G0:0016491) Metabolism oul AT5G18170.1 oul oul oul
Elongation factor Tu, C-
6 sgn_U212838 GTP_EFTU_D3 terminal GTP binding (GO:0005525) Protein Synthesis oul AT5G60390.1 oul oul
Protein synthesis factor, GTP- protein biosynthesis
7 sgn_U212845 GTP_EFTU binding (G0:0006412) GTP binding (GO:0005525) Protein Synthesis oul AT5G60390.1 oul oul
Protein synthesis factor, GTP- protein biosynthesis
8 sgn_U212847 GTP_EFTU binding (G0:0006412) GTP binding (GO:0005525) Protein Synthesis oul AT5G60390.1 oul oul
9 sgn_U212795 Peptidase_M16 Peptidase M16, N-terminal Protein Fate oul AT3G02090.1 oul
protein biosynthesis structural constituent of intracellular (GO:0005622),
10 sgn_U212553 Ribosomal_L5_C Ribosomal protein L5 (G0:0006412) ribosome (GO:0003735) ribosome (G0O:0005840) Protein Synthesis oul oul
protein folding unfolded protein binding
11 sgn_U212640 HSP90 Heat shock protein Hsp90 (G0O:0006457) (G0:0051082) Protein Fate oul AT4G24190.1 oui oul
ATP-binding region, ATPase-
12 sgn_U212643 HATPase_c like ATP binding (GO:0005524) Protein Fate oul AT2G04030.1 oui oul
electron transport
(G0:0006118),response
to oxidative stress catalase activity Defence Stress and
13 sgn_U212687 Catalase Catalase, N-terminal (GO:0006979) (G0O:0004096) Detoxification oul AT4G35090.1 oul
14 sgn_U212696 HSP20 Heat shock protein Hsp20 Protein Fate oul oul oul oul
Peptidyl-prolyl cis-trans protein folding
15 sgn_U212746 Pro_isomerase isomerase, cyclophilin type (G0:0006457) Protein Fate oul
tricarboxylic acid cycle
intermediate metabolism oxidoreductase activity
16 sgn_U212714 Ldh_1_N Lactate/malate dehydrogenase (G0:0006100) (G0:0016491) Energy oul AT5G58330.1



17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

sgn_U212730

sgn_U212768

sgn_U212764

sgn_U212765

sgn_U212761

sgn_U212825

sgn_U212777

sgn_U212817

sgn_U212857

sgn_U212890

sgn_U212911

sgn_U212989

sgn_U212968

sgn_U212969

sgn_U212994

sgn_U213055

sgn_U213119

Porin_3

Arf

ADH_zinc_N

Rieske

Enolase_N

RRM_1

Nifu

efhand

CBS

Mito_carr

Bet_v_I

Glycolytic

ATP-synt_ DE_N

2-Hacid_dh_C

Glycos_transf_1

Porin, eukaryotic type

ARF/SAR superfamily

Alcohol dehydrogenase

superfamily, zinc-containing

Rieske [2Fe-2S] region

Enolase

RNA-binding region RNP-1
(RNA recognition motif)

Nitrogen-fixing NifU, C-terminal

Calcium-binding EF-hand

CBS

Mitochondrial substrate carrier

Betv | allergen

Fructose-bisphosphate
aldolase, class-|

H+-transporting two-sector

ATPase, delta/epsilon subunit

D-isomer specific 2-

hydroxyacid dehydrogenase,

NAD-binding

Glycosyl transferase, group 1

anion transport
(GO:0006820)

voltage-gated ion-selective mitochondrial outer
channel activity (GO:0008308) membrane (GO:0005741)

GTP binding (GO:0005525)

zinc ion binding
(G0:0008270),0xidoreductase
activity (GO:0016491)

electron transport
(GO:0006118)

oxidoreductase activity
(GO:0016491)

phosphopyruvate hydratase

glycolysis (GO:0006096) activity (GO:0004634)

nucleic acid binding
(GO:0003676)

calcium ion binding
(GO:0005509)

transport (GO:0006810) binding (G0O:0005488) membrane (GO:0016020)

fructose-bisphosphate
aldolase activity

glycolysis (GO:0006096) (G0:0004332)

hydrogen-transporting ATP

ATP synthesis coupled synthase activity, rotational

proton transport mechanism (GO:0046933)
(G0:0015986) (GO:0046961)

proton-transporting two-
sector ATPase complex
(GO:0016469)

oxidoreductase activity, acting
on the CH-OH group of donors,
NAD or NADP as acceptor
(GO:0016616)

L-serine biosynthesis
(GO:0006564)

biosynthesis
(GO:0009058)

Cellular Transport
and Transport
Mechanisms
Cellular
Communication /
Signal Transduction

Unclassified Protein

Energy

Energy

Energy

RNA Processing

Unknown
Cellular Transport
and Transport
Mechanisms

Metabolism
Cellular Transport
and Transport
Mechanisms

Unknown

Energy

Energy

Metabolism

Unknown

Protein Synthesis

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

AT5G67500.1

AT2G22290.1

AT5G13430.1

AT4G13850.1

AT5G10860.1

AT3G08580.1

AT2G01140.1

AT5G47030.1

AT5G14780.1

oul
oul oul
oui
oui
oul
oul
oul
oul
oul
oul
oul oul oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul



34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

sgn_U213153

sgn_U213194

sgn_U213204

sgn_U213255

sgn_U213261

sgn_U213307

sgn_U213330

sgn_U213331

sgn_U213361

sgn_U213386

sgn_U213394

sgn_U213402

sgn_U213425

sgn_U213432

sgn_U213490

Ribosomal_S4

Ribosomal_S7

IMPDH

Pollen_Ole_e_|I

Tim17

Ribosomal_L37ae

NDK

HSP70

Succ_DH_flav_C

Ribosomal_L11

Ldh_1_N

GCV_H

Methionine_synt

UCR_14kD

TPR_1

structural constituent of
ribosome (GO:0003735)

protein biosynthesis

Ribosomal protein S4 (G0:0006412)

structural constituent of
ribosome (GO:0003735)

protein biosynthesis

Ribosomal protein S7 (G0:0006412)

IMP dehydrogenase/GMP catalytic activity
reductase (G0:0003824)

Pollen Ole e 1 allergen and
extensin

Mitochondrial import inner
membrane translocase,
subunit Tim17/22

protein transport
(GO:0015031)

protein transporter activity
(GO:0008565)

structural constituent of
ribosome (GO:0003735)

protein biosynthesis

Ribosomal L37ae protein (G0:0006412)

GTP biosynthesis
(G0:0006183), UTP
biosynthesis

(G0:0006228), CTP nucleoside diphosphate kinase
activity (GO:0004550), ATP

biosynthesis

Nucleoside diphosphate kinase (G0:0006241) binding (GO:0005524)

Heat shock protein Hsp70

Fumarate reductase/succinate
dehydrogenase flavoprotein, C- electron transport
terminal (G0:0006118)

oxidoreductase activity
(GO:0016491)

structural constituent of
ribosome (GO:0003735)

protein biosynthesis

Ribosomal protein L11 (G0:0006412)

tricarboxylic acid cycle
intermediate metabolism
(GO:0006100)

oxidoreductase activity

Lactate/malate dehydrogenase (G0:0016491)

glycine catabolism
Glycine cleavage H-protein (G0:0006546)

5-

methyltetrahydropteroyltrigluta

mate-homocysteine S-
Methionine synthase, vitamin- methionine biosynthesis methyltransferase activity
B12 independent (GO:0009086) (GO:0003871)

electron transport
(G0:0006118),
mitochondrial electron
transport, ubiquinol to
cytochrome ¢
(GO:0006122)

ubiquinol-cytochrome-c
reductase activity
(GO:0008121)

Cytochrome bd ubiquinol
oxidase, 14 kDa subunit

TPR repeat

ATP binding (GO:0005524)

intracellular (GO:0005622),
ribosome (GO:0005840)

intracellular (GO:0005622),
ribosome (GO:0005840)

mitochondrial inner
membrane (GO:0005743)

intracellular (GO:0005622),
ribosome (GO:0005840)

intracellular (GO:0005622),
ribosome (GO:0005840)

glycine cleavage complex
(GO:0005960)

Protein Synthesis

Protein Synthesis

Protein Fate

Unknown

Energy

Energy

Cellular
Communication /
Signal Transduction

Protein Fate

Energy

Protein Synthesis

Energy

Metabolism

Protein Synthesis

Energy

Protein Fate

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

AT4G37910.1

AT2G42210.1

AT5G50850.1

AT4G11010.1

AT5G09590.1

AT5G66760.1

AT1G53240.1

AT1G32470.1

AT5G25450.1

AT5G09420.1

oul

oul

oul

oul

oul

oul oul oul

oul

oul

oul oul

oul

oul

oul

oul



49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

sgn_U213556

sgn_U213541

sgn_U213573

sgn_U213584

sgn_U213585

sgn_U213579

sgn_U213569

sgn_U213570

sgn_U213596

sgn_U213597

sgn_U213605

sgn_U213606

sgn_U213635

sgn_U213653

sgn_U213650

sgn_U213651

sgn_U213652

Ribosomal_S24e

peroxidase

Cytochrom_C1

Ribosomal_S13

Ribosomal_S13

Thioredoxin

Aminotran_1_2

Biotin_lipoyl

2-oxoacid_dh

Mito_carr

Mito_carr

Aminotran_3

Aldedh

Aconitase

Aconitase_C

Ribosomal protein S24e

Haem peroxidase,
plant/fungal/bacterial

Cytochrome c1

Ribosomal protein S13

Ribosomal protein S13

Thioredoxin-related

Aminotransferase, class | and
1}

Biotin/lipoyl attachment

Catalytic domain of
components of various
dehydrogenase complexes

Mitochondrial substrate carrier

Mitochondrial substrate carrier

Aminotransferase class-Ill

Aldehyde dehydrogenase

Aconitate hydratase, N-
terminal

Aconitate hydratase, C-
terminal

protein biosynthesis
(GO:0006412)

response to oxidative
stress (GO:0006979)

electron transport
(GO:0006118)

protein biosynthesis
(GO:0006412)

protein biosynthesis
(GO:0006412)

electron transport
(GO:0006118)

biosynthesis
(GO:0009058)

metabolism (GO:0008152)

transport (GO:0006810)

transport (GO:0006810)

metabolism (GO:0008152)

metabolism
(GO:0008152)

metabolism (GO:0008152)

structural constituent of
ribosome (GO:0003735)

peroxidase activity
(GO:0004601)

electron transporter activity
(GO:0005489)

RNA binding (GO:0003723),
structural constituent of
ribosome (GO:0003735)

RNA binding (GO:0003723),
structural constituent of
ribosome (GO:0003735)

electron transporter activity
(GO:0005489)
transferase activity,

transferring nitrogenous
groups (GO:0016769)

acyltransferase activity
(GO:0008415)

binding (GO:0005488)

binding (GO:0005488)

transaminase activity
(G0:0008483), pyridoxal
phosphate binding
(GO:0030170)

oxidoreductase activity

(G0:0016491)

lyase activity (GO:0016829)

hydro-lyase activity
(GO:0016836)

intracellular (GO:0005622),
ribosome (GO:0005840)

Protein Synthesis
Defence Stress and
Detoxification

mitochondrial electron
transport chain
(GO:0005746) Energy

intracellular (GO:0005622),

ribosome (GO:0005840) Protein Synthesis

intracellular (GO:0005622),

ribosome (GO:0005840) Protein Synthesis

Defence Stress and
Detoxification

Metabolism

Metabolism

Energy

Energy
Cellular Transport
and Transport
Mechanisms
Cellular Transport
and Transport
Mechanisms

membrane (GO:0016020)

membrane (GO:0016020)

Metabolism

Metabolism

Energy

Energy

Energy

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

AT5G40810.1

AT5G60640.1

AT1G17290.1

AT1G17290.1

AT5G55070.1

AT5G55070.1

AT5G19760.1

AT5G19760.1

AT3G22200.1

AT3G48000.1

AT2G05710.1

AT4G26970.1

AT2G05710.1

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul



66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

7

78

79

80

sgn_U213654

sgn_U213655

sgn_U213662

sgn_U213681

sgn_U213716

sgn_U213745

sgn_U213753

sgn_U213793

sgn_U213885

sgn_U213872

sgn_U213912

sgn_U213941

sgn_U213988

sgn_U214064

sgn_U214083

ATP-synt_ab_C

ATP-synt_ab

B12D

DUF506

RRM_1

Dehydrin

HATPase_c

V-ATPase_G

Oxidored_q6

GCV_T

Sod_Fe_C

ATP-synt

PALP

hydrogen-transporting ATP
synthase activity, rotational

ATP biosynthesis

H+-transporting two-sector (GO:0006754), ATP

ATPase, alpha/beta subunit, C- synthesis coupled proton  mechanism (GO:0046933),

terminal transport (GO:0015986) (G0:0046961)
hydrogen-transporting ATP
H+-transporting two-sector ATP synthesis coupled synthase activity, rotational
ATPase, alpha/beta subunit, proton transport mechanism (GO:0046933)
central region (G0:0015986) (G0O:0046961)

B12D

Protein of unknown function
DUF5086, plant

RNA-binding region RNP-1
(RNA recognition motif)

nucleic acid binding
(GO:0003676)

response to stress
(G0O:0006950), response
Dehydrin to water (GO:0009415)

ATP-binding region, ATPase-
like ATP binding (GO:0005524)

Vacuolar (H+)-ATPase G
subunit

NADH dehydrogenase
(ubiquinone) activity
(GO:0008137)

NADH ubiquinone mitochondrial electron
oxidoreductase, 20 kDa transport, NADH to
subunit ubiquinone (GO:0006120)

Glycine cleavage T protein
(aminomethyl transferase)

glycine catabolism
(GO:0006546)

aminomethyltransferase
activity (GO:0004047)

superoxide dismutase activity

Manganese and iron
superoxide dismutase

superoxide metabolism
(GO:0006801)

(G0O:0004784), metal ion
binding (GO:0046872)

AAA ATPase, central region ATP binding (GO:0005524)

hydrogen-transporting ATP

ATP synthesis coupled synthase activity, rotational

proton transport mechanism (GO:0046933)
(GO:0015986) (GO:0046961)

H+-transporting two-sector
ATPase, gamma subunit

Pyridoxal-5'-phosphate-
dependent enzyme, beta
subunit metabolism (GO:0008152)

catalytic activity
(GO:0003824)

proton-transporting two-
sector ATPase complex
(GO:0016469)

proton-transporting two-
sector ATPase complex
(GO:0016469)

cytoplasm (GO:0005737)

membrane (GO:0016020)

Energy

Energy

Unknown

Unknown

Protein Synthesis

Unknown

Protein Fate

Unclassified Protein

Unknown

Energy

Metabolism

Defence Stress and
Detoxification

Protein Fate

Energy

Metabolism

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

AT5G08690.1

AT5G08690.1

AT5G61030.1

AT4G24190.1

AT5G11770.1

AT3G10920.1

AT2G29080.1

AT2G33040.1

AT3G61440.1

oul oul oul
oul oul oul
oul
oul
oul
oul
oul
oul oul
oul oul
oul oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul



81

82

83

84

85

86

87

88

89

920

91

92

93

94

95

96

sgn_U214106

sgn_U214155

sgn_U214173

sgn_U214170

sgn_U214220

sgn_U214237

sgn_U214249

sgn_U214272

sgn_U214273

sgn_U214337

sgn_U214338

sgn_U214350

sgn_U214410

sgn_U214420

sgn_U214460

sgn_U214473

Mito_carr

adh_short

NDK

peroxidase

AUX_IAA

Mito_carr

Fer2

Fer2

Transket_pyr

Mitochondrial substrate carrier

Short-chain
dehydrogenase/reductase
SDR

Nucleoside diphosphate kinase

Haem peroxidase,
plant/fungal/bacterial

AUXIIAA protein

Mitochondrial substrate carrier

Ferredoxin

Ferredoxin

Transketolase, central region

Trar

Transket_pyr

Bet_v_I

Trar , N-terminal

Transketolase, central region

Betv | allergen

transport (GO:0006810)

metabolism (GO:0008152)

GTP biosynthesis
(G0:0006183), UTP
biosynthesis
(G0:0006228), CTP
biosynthesis
(GO:0006241)

response to oxidative
stress (GO:0006979)

regulation of transcription
(GO:0045449)

transport (GO:0006810)

electron transport
(GO:0006118)

electron transport
(GO:0006118)

binding (GO:0005488)

oxidoreductase activity
(GO:0016491)

nucleoside diphosphate kinase
activity (GO:0004550), ATP
binding (GO:0005524)

peroxidase activity
(GO:0004601)

binding (GO:0005488)

electron transporter activity
(G0:0005489), iron ion binding
(GO:0005506)

electron transporter activity
(G0:0005489), iron ion binding
(GO:0005506)

membrane (GO:0016020)

nucleus (GO:0005634)

membrane (GO:0016020)

Cellular Transport
and Transport
Mechanisms

Energy

Cellular
Communication /
Signal Transduction

Defence Stress and
Detoxification

Unknown
Cellular Transport
and Transport
Mechanisms

Unknown

Energy

Energy

Unknown

Unknown

Unknown

Energy

Energy

Unknown

Energy

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

AT5G46800.1

AT1G49670.1

AT4G11010.1

AT4G08390.1

AT5G14040.1

AT5G40650.1

AT5G40650.1

AT3G52300.1

AT5G50850.1

AT2G21870.1

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul oul

oul

oul

oul

oul



97

98

929

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

sgn_U214520

sgn_U214537

sgn_U214563

sgn_U214564

sgn_U214575

sgn_U214570

sgn_U214573

sgn_U214583

sgn_U214585

sgn_U214615

sgn_U214616

sgn_U214691

sgn_U214705

sgn_U214718

sgn_U214772

sgn_U214778

sgn_U214779

Ribosomal_L23eN

ACBP

Pyr_redox_2

Pyr_redox_2

MIF

Invertase_neut

Aldedh

tRNA-synt_1c

IMPDH

oscp

Ligase_CoA

AOX

TIM

Iso_dh

TPR_1

Ribosomal protein L23, N-
terminal

Acyl-coA-binding protein,

ACBP

NULL

NULL

Macrophage migration

inhibitory factor

Plant neutral invertase

Aldehyde dehydrogenase

Glutamyl-tRNA synthetase,

class Ic

IMP dehydrogenase/GMP
reductase

H+-transporting two-sector

ATPase, delta (OSCP) subunit

ATP-citrate lyase/succinyl-CoA

ligase

Alternative oxidase

Triosephosphate isomerase

Isocitrate/isopropylmalate
dehydrogenase

TPR repeat

acyl-CoA binding
(GO:0000062)

oxidoreductase activity

metabolism (GO:0008152) (G0:0016491)

glutamyl-tRNA
aminoacylation
(GO:0006424)

glutamate-tRNA ligase activity
(G0:0004818), ATP binding
(GO:0005524)

catalytic activity
(GO:0003824)

hydrogen-transporting ATP

ATP synthesis coupled synthase activity, rotational

proton transport mechanism (GO:0046933)
(G0:0015986) (GO:0046961)

proton-transporting two-
sector ATPase complex
(G0:0016469),

catalytic activity

metabolism (GO:0008152) (G0:0003824)

mitochondrial membrane
(GO:0005740)

respiratory gaseous
exchange (G0O:0007585)

metabolism
(GO:0008152)

triose-phosphate isomerase
activity (GO:0004807)

oxidoreductase activity

metabolism (GO:0008152) (G0:0016491)

Protein Synthesis

Metabolism

Energy

Energy

Unknown

Unknown

Metabolism

RNA processing

Unclassified Protein

Energy

Energy

Energy

Energy

Energy

Protein Fate

DNA Synthesis and
Processing

DNA Synthesis and
Processing

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

AT3G17240.1

AT1G48030.1

AT5G62530.1

AT1G72270.1

AT5G13450.1

AT2G20420.1

AT3G22370.1

AT2G21170.1

AT5G03290.1

AT5G09420.1

AT3G15000.1

AT3G15000.1

oul
oul oul
oul oul oul
oul
oul
oul oul
oul oul oul
oul oul
oul
oul oul

oul

oul

oul

oul



114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

sgn_U214828

sgn_U214865

sgn_U214866

sgn_U214875

sgn_U214899

sgn_U214950

sgn_U214952

sgn_U214953

sgn_U214969

sgn_U214970

sgn_U214996

sgn_U215032

sgn_U215030

sgn_U215053

sgn_U215087

sgn_U215104

sgn_U215132

GDC-P

Ligase_CoA

Ligase_CoA

AIG1

Cytochrom_C

Cpn60_TCP1

Band_7

Porin_3

MAM33

Malate_synthase

Bac_surface_Ag

GCV_H

Glycine cleavage system P-
protein

ATP-citrate lyase/succinyl-CoA
ligase

ATP-citrate lyase/succinyl-CoA

ligase

AIG1

Cytochrome c, class |

Chaperonin Cpn60/TCP-1

Band 7 protein

Porin, eukaryotic type

Mitochondrial glycoprotein

Malate synthase

Bacterial surface antigen

(D15)

Glycine cleavage H-protein

Ras GTPase

glycine dehydrogenase
(decarboxylating) activity
(GO:0004375)

glycine metabolism
(GO:0006544)

catalytic activity

metabolism (GO:0008152) (G0:0003824)

metabolism
(GO:0008152)

catalytic activity
(GO:0003824)

GTP binding (GO:0005525)

electron transport
(GO:0006118)

electron transporter activity
(GO:0005489)

cellular protein protein binding (GO:0005515),
metabolism (GO:0044267)  ATP binding (GO:0005524)

anion transport
(GO:0006820)

voltage-gated ion-selective
channel activity (GO:0008308)

mitochondrial matrix
(GO:0005759)

glyoxylate cycle

(G0:0006097),
tricarboxylic acid cycle

(GO:0006099)

malate synthase activity
(GO:0004474)

glycine catabolism
(GO:0006546)

glycine cleavage complex
(GO:0005960)

small GTPase mediated
signal transduction

(G0:0007264) GTP binding (GO:0005525)

glycine dehydrogenase

complex (decarboxylating)

(G0:0005961)

mitochondrial outer
membrane (GO:0005741)

mitochondrial matrix
(GO:0005759)

glycine cleavage complex
(GO:0005960)

Metabolism

Energy

Energy
Cellular
Communication /
Signal Transduction

Energy

Unknown

Protein Fate

Protein Fate

Protein Fate

Unknown
Cellular Transport
and Transport
Mechanisms

Miscellaneous
Function

Energy

Unknown

Metabolism
Cellular
Communication /
Signal Transduction

Unclassified Protein

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

AT4G33010.1

AT5G23250.1

AT5G23250.1

AT1G22840.1

AT3G23990.1

AT3G23990.1

AT4G28510.1

AT3G01280.1

AT2G39795.1

AT1G32470.1

AT2G22290.1

AT3G55250.1

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul
oul oul oul
oul oul oul

oul oul

oul

oul

oul

oul



131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

sgn_U215170

sgn_U215171

sgn_U215229

sgn_U215267

sgn_U215277

sgn_U215318

sgn_U215324

sgn_U215374

sgn_U215379

sgn_U215415

sgn_U215433

sgn_U215479

sgn_U215491

sgn_U215498

sgn_U215504

sgn_U215543

El_dh

HSP90

Pyr_redox_2

Sod_Fe_C

Porin_3

Glutaredoxin

RRM_1

PD40

PD40

Dehydrogenase, E1
component

Heat shock protein Hsp90

NULL

Manganese and iron
superoxide dismutase

Porin, eukaryotic type

Glutaredoxin

RNA-binding region RNP-1
(RNA recognition motif)

WD40-like Beta Propeller

WD40-like Beta Propeller

metabolism
(GO:0008152)

protein folding
(GO:0006457)

superoxide metabolism
(GO:0006801)

anion transport
(GO:0006820)

electron transport

(G0:0006118), cell redox

homeostasis
(GO:0045454)

oxidoreductase activity, acting

on the aldehyde or oxo group
of donors, disulfide as
acceptor (GO:0016624)

unfolded protein binding
(G0:0051082)

superoxide dismutase activity
(G0O:0004784), metal ion
binding (GO:0046872)

voltage-gated ion-selective mitochondrial outer
channel activity (GO:0008308) membrane (GO:0005741)

electron transporter activity
(GO:0005489)

nucleic acid binding
(GO:0003676)

Energy

Energy
Protein Fate
Defence Stress and

Detoxification

Unknown

Defence Stress and
Detoxification

Unknown

Cellular Transport
and Transport
Mechanisms

Unclassified Protein

Energy

Unknown
Cellular
Communication /
Signal Transduction

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

AT1G59900.1 oul
AT1G59900.1 oul
AT3G07770.1 oul
AT1G63940.1 oul
AT3G10920.1 oul oul

AT3G01280.1

AT2G46540.1

oul oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul



147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

sgn_U215545

sgn_U215572

sgn_U215591

sgn_U215599

sgn_U215655

sgn_U215686

sgn_U215733

sgn_U215744

sgn_U215742

sgn_U215769

sgn_U215781

sgn_U215902

sgn_U215934

sgn_U215965

sgn_U215978

sgn_U215998

sgn_U215999

DUF1068

ADK

FBPase

DUF568

Complex1_24kDa

COX5B

ATP-synt_ab

Aldedh

Pkinase

FMN_red

Aminotran_1_2

ATP-synt_ DE_N

Biotin_lipoyl

2-oxoacid_dh

Protein of unknown function
DUF1068

nucleobase, nucleoside,
nucleotide and nucleic ATP binding (GO:0005524),
acid metabolism nucleotide kinase activity

Adenylate kinase (G0:0006139) (G0:0019201)

Inositol phosphatase/fructose- carbohydrate metabolism  phosphoric ester hydrolase
1,6-bisphosphatase (G0O:0005975) activity (GO:0042578)

Protein of unknown function
DUF568

mitochondrial electron
NADH dehydrogenase transport, NADH to
(ubiquinone), 24 kDa subunit ubiquinone (GO:0006120)

NADH dehydrogenase
(ubiquinone) activity
(GO:0008137)

Cytochrome c oxidase, subunit electron transport
Vb (G0:0006118)

cytochrome-c oxidase activity
(GO:0004129)

hydrogen-transporting ATP

ATP synthesis coupled synthase activity, rotational

proton transport mechanism (GO:0046933)
(G0:0015986) (GO:0046961)

H+-transporting two-sector
ATPase, alpha/beta subunit,
central region

oxidoreductase activity

Aldehyde dehydrogenase  metabolism (GO:0008152) (G0:0016491)

protein amino acid
phosphorylation
(GO:0006468)

protein kinase activity
(G0:0004672), ATP binding

Protein kinase (G0:0005524)

NADPH-dependent FMN
reductase

transferase activity,
transferring nitrogenous
groups (GO:0016769)

Aminotransferase, class | and biosynthesis
1} (G0:0009058)

hydrogen-transporting ATP

ATP synthesis coupled synthase activity, rotational

proton transport mechanism (GO:0046933)
(G0:0015986) (GO:0046961)

H+-transporting two-sector
ATPase, delta/epsilon subunit

Biotin/lipoyl attachment

Catalytic domain of
components of various
dehydrogenase complexes metabolism (GO:0008152)

acyltransferase activity
(GO:0008415)

Unknown
Metabolism
Metabolism
Metabolism
Unknown
Energy
mitochondrial membrane
(G0:0005740) Energy
proton-transporting two-
sector ATPase complex
(G0:0016469) Energy
Metabolism
Cellular

Communication /
Signal Transduction

Unclassified Protein

Energy
Energy
Metabolism
proton-transporting two-
sector ATPase complex
(G0:0016469) Energy
Energy

Energy

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

AT5G26780.1

AT5G50370.1

AT4G02580.1

AT1G80230.1

AT5G08690.1

AT2G14170.1

AT1G69220.1

AT1G72270.1

AT2G20360.1

AT2G30970.1

AT5G47030.1

AT3G52200.1

AT3G52200.1

oul
oul
oul
oul oul
oul oul
oul oul oul
oul
oul
oul oul
oul
oul
oul oul oul

oul

oul

oul



164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

sgn_U216006

sgn_U216013

sgn_U216018

sgn_U216036

sgn_U216067

sgn_U216084

sgn_U216103

sgn_U216108

sgn_U216130

sgn_U216163

sgn_U216212

sgn_U216214

sgn_U216221

sgn_U216222

sgn_U216252

sgn_U216253

sgn_U216320

PP2C

L51_S25_CI-B8

Band_7

Profilin

Molybdopterin

2-oxoacid_dh

Iso_dh

ADH_zinc_N

Ribosomal_L17

Ribosomal_L17

ETC_C1_NDUFAS

ATP-synt_G

catalytic activity

Protein phosphatase 2C-like (G0:0003824)

Mitochondrial ribosome

Band 7 protein

cytoskeleton organization
and biogenesis
(G0:0007010)

Profilin/allergen actin binding (GO:0003779)

oxidoreductase activity
Molybdopterin oxidoreductase (G0:0016491)
Catalytic domain of
components of various
dehydrogenase complexes metabolism (GO:0008152)

acyltransferase activity
(GO:0008415)

metabolism
(GO:0008152)

Isocitrate/isopropylmalate
dehydrogenase

oxidoreductase activity
(GO:0016491)

zinc ion binding (GO:0008270),

Alcohol dehydrogenase
superfamily, zinc-containing

oxidoreductase activity
(GO:0016491)

structural constituent of
ribosome (GO:0003735)

protein biosynthesis

Ribosomal protein L17 (G0:0006412)

structural constituent of
ribosome (GO:0003735)

protein biosynthesis

Ribosomal protein L17 (G0:0006412)

oxidoreductase activity, acting
on NADH or NADPH
(GO:0016651)

electron transport

ETC complex | subunit (G0:0006118)

hydrogen-transporting ATP

ATP synthesis coupled synthase activity, rotational

Mitochondrial ATP synthase g proton transport mechanism (GO:0046933)
subunit (G0:0015986) (GO:0046961)

Unknown

Metabolism

Metabolism

Protein Synthesis

Miscellaneous
Function

actin cytoskeleton

(G0:0015629) Unknown

Unclassified Protein

Energy

Energy

Unclassified Protein

Energy

Metabolism

intracellular (GO:0005622),

ribosome (GO:0005840) Protein Synthesis

intracellular (GO:0005622),
ribosome (GO:0005840)

Protein Synthesis
Defence Stress and
Detoxification

mitochondrial inner
membrane (GO:0005743) Energy

proton-transporting two-
sector ATPase complex
(GO:0016469) Energy

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

AT1G47260.1

oul
oul
AT4G27585.1
oul
AT5G37510.1
AT3G13930.1
AT2G45060.1
AT4G35260.1
oul
oul
AT5G42150.1
AT5G52840.1
oul

oul

oul

oul oul

oul oul

oul

oul

oul

oul oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul



181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

sgn_U216362

sgn_U216408

sgn_U216422

sgn_U216470

sgn_U216536

sgn_U216619

sgn_U216646

sgn_U216679

sgn_U216726

sgn_U216738

sgn_U216751

sgn_U216755

sgn_U216757

sgn_U216763

sgn_U216764

sgn_U216771

sgn_U216772

GRIM-19

EFG_IV

PLDc

Complex1_LYR

Aminotran_1_2

Complex1_17_2kD

Peptidase_M16

Band_7

PBD

Porin_3

Porin_3

ECH

DUF1138

GRIM-19

Elongation factor G, domain IV

Phospholipase
D/Transphosphatidylase

Complex 1 LYR protein

Aminotransferase, class | and
1}

NADH:ubiquinone
oxidoreductase 17.2 kD
subunit

Peptidase M16, N-terminal

Band 7 protein

PAK-box/P21-Rho-binding

Porin, eukaryotic type

Porin, eukaryotic type

Enoyl-CoA
hydratase/isomerase

Protein of unknown function
DUF1138

metabolism
(GO:0008152)

electron transport
(GO:0006118)

biosynthesis
(GO:0009058)

electron transport
(GO:0006118)

anion transport
(GO:0006820)

anion transport
(GO:0006820)

metabolism (GO:0008152)

GTP binding (GO:0005525)

catalytic activity
(GO:0003824)

oxidoreductase activity, acting
on NADH or NADPH
(GO:0016651)

transferase activity,
transferring nitrogenous
groups (GO:0016769)

electron transporter activity
(G0:0005489), NADH

dehydrogenase (ubiquinone)
activity (GO:0008137)

voltage-gated ion-selective
channel activity (GO:0008308)

voltage-gated ion-selective
channel activity (GO:0008308)

catalytic activity
(GO:0003824)

Energy

Energy

Energy

Protein Synthesis

Metabolism
Unknown
mitochondrial inner
membrane (GO:0005743) Energy
Metabolism
mitochondrial inner
membrane (GO:0005743) Energy

Protein Fate

Protein Fate

Unknown

Unclassified Protein

mitochondrial outer

membrane (GO:0005741) Protein Fate

mitochondrial outer
membrane (GO:0005741)

Protein Fate

Metabolism

Energy

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

AT2G33220.1

AT2G20360.1

AT1G49140.1

AT2G45030.1

AT1G17290.1

AT3G03100.1

AT3G02090.1

AT5G40770.1

AT3G20000.1

AT3G20000.1

AT4G31810.1

AT4G00860.1

oul
oul oul
oui
oul
oul
oul oul oul oul
oul
oul
oul
oul
oul
oul oul

oul



198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

sgn_U216796

sgn_U216829

sgn_U216857

sgn_U216887

sgn_U216891

sgn_U216974

sgn_U216980

sgn_U216981

sgn_U217019

sgn_U217049

sgn_U217091

sgn_U217220

sgn_U217256

sgn_U217303

sgn_U217344

sgn_U217413

sgn_U217416

NAD_binding_1

PPR

GTP_EFTU_D3

Citrate_synt

Porin_3

Porin_3

HIT

Aldo_ket_red

efhand

AhpC-TSA

Thioredoxin

Yippee

Oxidoreductase FAD/NAD(P)- electron transport
binding (GO:0006118)

Pentatricopeptide repeat

Elongation factor Tu, C-
terminal

main pathways of

oxidoreductase activity
(GO:0016491)

GTP binding (GO:0005525)

transferase activity,
transferring acyl groups, acyl

carbohydrate metabolism groups converted into alkyl on

Citrate synthase (G0:0006092)

anion transport

Porin, eukaryotic type (G0:0006820)

anion transport

Porin, eukaryotic type (G0:0006820)

Histidine triad (HIT) protein

Aldo/keto reductase

Calcium-binding EF-hand

Alkyl hydroperoxide reductase/
Thiol specific antioxidant/ Mal
allergen

electron transport

Thioredoxin-related (G0:0006118)

Yippee-like protein

transfer (GO:0046912)

voltage-gated ion-selective mitochondrial outer
channel activity (GO:0008308) membrane (GO:0005741)

voltage-gated ion-selective mitochondrial outer
channel activity (GO:0008308) membrane (GO:0005741)

oxidoreductase activity
(GO:0016491)

calcium ion binding
(GO:0005509)

electron transporter activity
(GO:0005489)

Cellular Structural
Organization

Unclassified Protein

RNA Processing

Unclassified Protein

Protein Synthesis

Energy
Cellular Transport
and Transport
Mechanisms
Cellular Transport
and Transport
Mechanisms

Unclassified Protein

Unknown
Cellular
Communication /
Signal Transduction

Defence Stress and
Detoxification

Defence Stress and

Detoxification

Unknown

Unknown

Unknown

Unclassified Protein

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

AT5G20080.1

AT5G27540.1

AT4G35850.1

AT4G02930.1

AT2G44350.1

AT3G01280.1

AT3G01280.1

AT3G06050.1

AT5G60640.1

oul oul
oul
oul
oul oul
oul oul
oul oul
oul
oul oul
oul
oul oul oul

oul



215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

sgn_U217417

sgn_U217432

sgn_U217487

sgn_U217535

sgn_U217629

sgn_U217656

sgn_U217729

sgn_U217762

sgn_U217766

sgn_U217789

sgn_U217801

sgn_U217813

sgn_U217937

sgn_U217925

sgn_U217960

sgn_U218012

sgn_U218032

Allene_ox_cyc

GST_N

Ribosomal_L19

GTP_EFTU

ETF_alpha

Cytochrom_C1

BolA

HMA

ADK

PMSR

Caleosin

Allene oxide cyclase

Glutathione S-transferase, N-
terminal

Ribosomal protein L19

Protein synthesis factor, GTP-
binding

Electron transfer flavoprotein,
alpha subunit

Cytochrome c1

BolA-like protein

Heavy metal
transport/detoxification protein

Adenylate kinase

Methionine sulfoxide reductase
A

Caleosin related

protein biosynthesis
(GO:0006412)

protein biosynthesis
(GO:0006412)

electron transport
(GO:0006118)

electron transport
(GO:0006118)

metal ion transport
(GO:0030001)

nucleobase, nucleoside,

nucleotide and nucleic
acid metabolism
(GO:0006139)

protein metabolism
(G0:0019538)

Metabolism

Unknown

Defence Stress and
Detoxification

structural constituent of
ribosome (GO:0003735)

intracellular (GO:0005622),

ribosome (GO:0005840) Protein Synthesis

GTP binding (GO:0005525) Protein Synthesis

electron transporter activity

(GO:0005489) Energy

Unclassified Protein
mitochondrial electron

transport chain
(GO:0005746)

electron transporter activity

(GO:0005489) Energy

transcription regulator activity

(G0:0030528) Transcription

Protein Fate
Cellular Transport

metal ion binding and Transport

(GO:0046872) Mechanisms
ATP binding (GO:0005524),
nucleotide kinase activity
(G0:0019201) Metabolism
protein-methionine-S-oxide
reductase activity
(GO:0008113) Unknown
Unknown
Unknown

Unclassified Protein

Unknown

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

AT3G07480.1

AT1G02930.1

AT4G02930.1

AT1G50940.1

AT4G39690.1

AT5G40810.1

AT5G50920.1

AT5G63400.1

oul oul
oul
oul oul
oul
oul oul
oul
oul
oul
oul oul
oul
oul oul

oul

oul

oul

oul



232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

sgn_U218061

sgn_U218067

sgn_U218083

sgn_U218104

sgn_U218122

sgn_U218202

sgn_U218323

sgn_U218348

sgn_U218350

sgn_U218362

sgn_U218474

sgn_U218501

sgn_U218553

sgn_U218550

sgn_U218562

sgn_U218573

sgn_U218598

TOM20_plant

Ldh_1_N

PPR

HSP70

DUF1138

UPF0041

Peptidase_M16

Aldedh

MIP

Plant specific mitochondrial

import receptor subunit TOM20

Lactate/malate dehydrogenase

Pentatricopeptide repeat

Heat shock protein Hsp70

Protein of unknown function
DUF1138

Protein of unknown function

UPF0041

Peptidase M16, N-terminal

Aldehyde dehydrogenase

Major intrinsic protein

Unknown

mitochondrial outer
membrane translocase
protein binding (GO:0005515)  complex (GO:0005742)

mitochondrial outer
membrane protein import

(G0:0045040) Protein Fate

Unknown
tricarboxylic acid cycle
intermediate metabolism oxidoreductase activity
(G0:0006100) (G0:0016491) Energy

RNA Processing

Unknown

ATP binding (GO:0005524) Protein Fate

Unclassified Protein

Energy

Metabolism

Unknown

Energy

molecular function unknown

(GO:0005554) Unclassified Protein

Protein Fate

Unclassified Protein

oxidoreductase activity
(GO:0016491) Metabolism
Cellular Transport
and Transport

Mechanisms

metabolism (GO:0008152)

transporter activity

transport (GO:0006810) (G0:0005215) membrane (GO:0016020)

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

AT1G27390.1

AT1G53240.1

AT4G36680.1

AT4G37910.1

AT1G19140.1

AT1G47420.1

AT3G48680.1

AT4G00860.1

AT4G22310.1

AT1G51980.1

AT1G79440.1

oul
oul oul
oul
oul oul
oul
oul
oul
oul oul
oul
oul



249

250

251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

263

sgn_U218616

sgn_U218633

sgn_U218651

sgn_U218699

sgn_U218740

sgn_U218764

sgn_U218775

sgn_U218793

sgn_U218868

sgn_U218966

sgn_U218983

sgn_U219008

sgn_U219051

sgn_U219059

sgn_U219066

MCM

Complex1_51K

Pyr_redox_2

PGM_PMM_III

ADH_zinc_N

Pro_isomerase

ATP-synt_ab_N

Biotin_lipoyl

Complex1_LYR

Pro_isomerase

OTU

zf-Tim10_DDP

FabA

DNA replication initiation
MCM (G0:0006270)

Respiratory-chain NADH
dehydrogenase domain, 51 electron transport
kDa subunit (G0:0006118)

Phosphoglucomutase/phospho

domain 1l (G0O:0005975)

Alcohol dehydrogenase
superfamily, zinc-containing

Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase, cyclophilin type

protein folding
(GO:0006457)

H+-transporting two-sector ATP synthesis coupled
ATPase, alpha/beta subunit, N- proton transport
terminal (G0:0015986)

Biotin/lipoyl attachment

electron transport

Complex 1 LYR protein (G0:0006118)

Peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase, cyclophilin type

protein folding
(GO:0006457)

Ovarian tumour, otubain

protein-mitochondrial
targeting (GO:0006626),

mitochondrial inner
membrane protein import

Zinc finger, Tim10/DDP-type (G0:0045039)

NULL

DNA binding (GO:0003677),
ATP binding (GO:0005524),
DNA-dependent ATPase
activity (GO:0008094)

iron ion binding (GO:0005506),
oxidoreductase activity, acting

(G0:0016651), NAD binding

intramolecular transferase
mannomutase alpha/beta/alphe carbohydrate metabolism activity, phosphotransferases

zinc ion binding (GO:0008270),
oxidoreductase activity

hydrogen-transporting ATP
synthase activity, rotational
mechanism (GO:0046933)

oxidoreductase activity, acting

Unknown

Energy

Energy

Energy

Unknown

Energy

Unknown

proton-transporting two-
sector ATPase complex
(GO:0016469) Energy

Unclassified Protein

mitochondrial inner
membrane (GO:0005743) Energy

Energy

Protein Fate

Unknown

mitochondrial inner
membrane protein insertion

complex (GO:0042721) Protein Fate

Unknown

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

AT3G10860.1

AT5G08530.1

AT4G05020.1

AT1G49670.1

AT3G12260.1

AT1G08480.1

oul
oul oul
oul
oul oul
oul oul oul
oul
oul

oul

oul



264

265

266

267

268

269

270

271

272

273

274

275

276

277

278

279

sgn_U219131

sgn_U219133

sgn_U219215

sgn_U219213

sgn_U219231

sgn_U219299

sgn_U219346

sgn_U219367

sgn_U219411

sgn_U219432

sgn_U219444

sgn_U219456

sgn_U219510

sgn_U219613

sgn_U219628

sgn_U219653

RRM_1

El_dh

ADK

Cpnl0

CBFD_NFYB_HMF

Aminotran_3

Pyr_redox

Ribosomal_L23

FAD_binding_4

UPF0041

RNA-binding region RNP-1
(RNA recognition motif)

Dehydrogenase, E1
component

Adenylate kinase

Chaperonin Cpn10
Transcription factor CBF/NF-

Y/archaeal histone

Aminotransferase class-Ill

FAD-dependent pyridine
nucleotide-disulphide
oxidoreductase

Ribosomal L23 protein

FAD linked oxidase, N-terminal

Protein of unknown function
UPF0041

metabolism
(GO:0008152)

nucleobase, nucleoside,
nucleotide and nucleic
acid metabolism
(GO:0006139)

protein folding
(GO:0006457)

electron transport
(GO:0006118)

protein biosynthesis
(GO:0006412)

electron transport
(GO:0006118)

Unknown

nucleic acid binding

(GO:0003676) Protein Synthesis

Unknown
oxidoreductase activity, acting
on the aldehyde or oxo group
of donors, disulfide as
acceptor (GO:0016624) Energy
ATP binding (GO:0005524),
nucleotide kinase activity
(G0:0019201) Metabolism
Unknown
Energy

ATP binding (GO:0005524) Protein Fate

DNA binding (GO:0003677) Unknown
transaminase activity
(G0:0008483), pyridoxal
phosphate binding
(G0O:0030170) Metabolism

Defence Stress and
Detoxification

disulfide oxidoreductase
activity (GO:0015036)

RNA binding (GO:0003723),
structural constituent of
ribosome (GO:0003735)

intracellular (GO:0005622),

ribosome (GO:0005840) Protein Synthesis

Metabolism

Unclassified Protein

molecular function unknown

(G0:0005554) Unknown

Unclassified Protein

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

AT5G61030.1

AT1G59900.1

AT5G63400.1

AT2G27730.1

AT1G14980.1

AT3G22200.1

AT1G63940.1

AT3G47930.1

AT4G14695.1

oul

oul

oul

oul

oul oul

oul

oul

oul

oul oul
oul
oul
oul
oul

oul

oul



280

281

282

283

284

285

286

287

288

289

290

291

292

293

294

295

296

sgn_U219679

sgn_U219681

sgn_U219686

sgn_U219704

sgn_U219736

sgn_U219745

sgn_U219750

sgn_U219784

sgn_U219810

sgn_U219828

sgn_U219826

sgn_U219909

sgn_U219990

sgn_U220056

sgn_U220078

sgn_U220098

sgn_U220164

Ribosomal_L14

Mito_carr

B12D

Porin_3

DUF1640

ATP-synt_ab_C

Lyase 1

Aldedh

Aldedh

protein biosynthesis

Ribosomal protein L14b/L23e (G0:0006412)

Mitochondrial substrate carrier transport (GO:0006810)

B12D

anion transport

Porin, eukaryotic type (G0:0006820)

Protein of unknown function
DUF1640

ATP biosynthesis
H+-transporting two-sector (GO:0006754), ATP
ATPase, alpha/beta subunit, C- synthesis coupled proton
terminal transport (GO:0015986)

Fumarate lyase

Aldehyde dehydrogenase  metabolism (GO:0008152)

Aldehyde dehydrogenase  metabolism (GO:0008152)

structural constituent of
ribosome (GO:0003735)

binding (GO:0005488)

voltage-gated ion-selective

channel activity (GO:0008308)

hydrogen-transporting ATP

synthase activity, rotational

mechanism (GO:0046933)
(GO:0046961)

catalytic activity
(GO:0003824)

oxidoreductase activity
(GO:0016491)

oxidoreductase activity
(GO:0016491)

intracellular (GO:0005622),
ribosome (GO:0005840)

membrane (GO:0016020)

mitochondrial outer
membrane (GO:0005741)

proton-transporting two-
sector ATPase complex
(GO:0016469)

Unclassified Protein

Protein Synthesis

Unknown
Cellular Transport
and Transport
Mechanisms

Unknown

Unknown
Cellular Transport
and Transport
Mechanisms

Energy

Protein Fate

Unknown

Energy

Energy

Protein Fate

Unknown

Metabolism

Metabolism

Energy

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul
AT5G46800.1

oul
AT5G57490.1
AT2G16460.1
AT2G19080.1

oul

AT5G08690.1

AT2G47510.1

AT4G37910.1

AT1G79440.1

AT3G48000.1

AT3G03070.1

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul



297

298

299

300

301

302

303

304

305

306

307

308

309

310

311

312

313

sgn_U220194

sgn_U220382

sgn_U220460

sgn_U220551

sgn_U220568

sgn_U220603

sgn_U220605

sgn_U220637

sgn_U220789

sgn_U220797

sgn_U220906

sgn_U220921

sgn_U220925

sgn_U221033

sgn_U221091

sgn_U221206

sgn_U221220

Ribosomal_L1

Band_7

UCR_UQCRX_QCR9

Myb_DNA-binding

bzIP_2

G-patch

Acyl-CoA_dh_N

Str_synth

MRP-L47

Ribosomal protein L1

Band 7 protein

Ubiquinol-cytochrome C
reductase, UQCRXQCRS like

Myb, DNA-binding

Basic leucine zipper

D111/G-patch

Acyl-CoA dehydrogenase, N-
terminal

Strictosidine synthase

Mitochondrial 39-S ribosomal
L47

protein biosynthesis
(GO:0006412)

mitochondrial electron
transport, ubiquinol to

cytochrome ¢
(GO:0006122)

regulation of transcription,

DNA-dependent
(GO:0006355)

electron transport
(GO:0006118)

biosynthesis
(GO:0009058)

protein biosynthesis
(GO:0006412)

structural constituent of
ribosome (GO:0003735)

ubiquinol-cytochrome-c
reductase activity
(GO:0008121)

DNA binding (GO:0003677)

DNA binding (G0:0003677)

nucleic acid binding
(GO:0003676)

acyl-CoA dehydrogenase
activity (GO:0003995)

strictosidine synthase activity
(GO:0016844)

structural constituent of
ribosome (GO:0003735)

intracellular (GO:0005622),
ribosome (GO:0005840)

mitochondrial membrane
(GO:0005740)

nucleus (GO:0005634)

intracellular (GO:0005622)

mitochondrial ribosome
(GO:0005761)

Protein Synthesis

Unclassified Protein

RNA Processing

Protein Fate

Energy

Unclassified Protein

Metabolism

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Unclassified Protein

Unclassified Protein

Metabolism

Unknown

Energy

Protein Synthesis

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul oul
oul
AT1G26460.1
AT5G40770.1
AT3G52730.1 oul
oul oul
AT3G47930.1
oul
oul oul
oul oul
AT3G45300.1 oul oul oul
AT5G65750.1 oul
oul

oul

oul

oul



314

315

316

317

318

319

320

321

322

323

324

325

326

327

328

329

330

sgn_U221352

sgn_U221368

sgn_U221372

sgn_U221455

sgn_U221460

sgn_U221505

sgn_U221582

sgn_U221605

sgn_U221662

sgn_U221685

sgn_U221770

sgn_U221776

sgn_U221882

sgn_U221991

sgn_U222073

sgn_U222363

sgn_U222371

FMN_dh

Pyrophosphatase

ECH

Frataxin_Cyay

Actin

2-oxoacid_dh

Ldh_1_N

Psfl

CPSase_L_D2

FMN-dependent alpha-hydroxy

acid dehydrogenase

Inorganic pyrophosphatase

Enoyl-CoA
hydratase/isomerase

Frataxin-like

Actin/actin-like

Catalytic domain of
components of various
dehydrogenase complexes

Lactate/malate dehydrogenase

GINS complex, Psfl
component

AAA ATPase, central region

Carbamoyl-phosphate

synthase L chain, ATP-binding

electron transport
(GO:0006118)

metabolism (GO:0008152)

metabolism (GO:0008152)

metabolism (GO:0008152)

tricarboxylic acid cycle
intermediate metabolism
(GO:0006100)

oxidoreductase activity
(GO:0016491)

magnesium ion binding
(G0:0000287),

pyrophosphatase activity
(GO:0016462)

catalytic activity
(GO:0003824)

protein binding (GO:0005515)

acyltransferase activity
(GO:0008415)

oxidoreductase activity
(GO:0016491)

ATP binding (GO:0005524)

ATP binding (GO:0005524)

Energy

Metabolism

Unknown

Metabolism

Unclassified Protein

Unknown

Energy

Cellular Structural

Organization

Unknown

RNA Processing

Energy

Energy

Unknown

Unknown

Unknown

Protein Fate

Protein Fate

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

AT4G31810.1

AT5G08530.1

AT3G12110.1

AT1G60770.1

AT3G52200.1

AT3G47520.1

AT5G53170.1

oul oul
oul oul
oul
oul
oul
oul
oul
oul oul

oul
oul oul
oul
oul
oul
oul
oul



331

332

333

334

335

336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

346

347

348

sgn_U222372

sgn_U222375

sgn_U222485

sgn_U222626

sgn_U222670

sgn_U222672

sgn_U222677

sgn_U222692

sgn_U222731

sgn_U222760

sgn_U222759

sgn_U222856

sgn_U222867

sgn_U222939

sgn_U223038

sgn_U223115

sgn_U223117

sgn_U223220

Unclassified Protein

Unknown

Protein Fate

Unknown
Unknown
Unknown
transferase activity,
carbohydrate biosynthesis transferring hexosyl groups
Glyco_transf_8 Glycosyl transferase, family 8 (G0:0016051) (G0:0016758) Metabolism
Metabolism

PPR Pentatricopeptide repeat RNA Processing

Unknown

Unclassified Protein

Target SNARE coiled-coil

SNARE region Unknown

Unclassified Protein

protein biosynthesis
(GO:0006412)

structural constituent of intracellular (GO:0005622),

Ribosomal_L13 Ribosomal protein L13 ribosome (G0O:0003735) ribosome (G0O:0005840) Protein Synthesis

glycine catabolism glycine cleavage complex

GCV_H Glycine cleavage H-protein (GO:0006546) (GO:0005960) Metabolism
Unclassified Protein
PPR Pentatricopeptide repeat RNA Processing
- ’ o - Cellular
protein amino acid protein kinase activity . .
phosphorylation (GO:0004672), ATP binding Communication /
Pkinase Protein kinase (GO:0006468) (G0:0005524) Signal Transduction

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

AT3G07770.1

AT3G48000.1

AT3G13160.1

AT2G43780.1

AT2G35120.1

AT3G13160.1

AT1G69220.1

oul oul
oul
oul
oul
oul
oul
oul
oul oul
oul
oul
oul

oul



349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

sgn_U223235

sgn_U223295

sgn_U223312

sgn_U223398

sgn_U223464

sgn_U223600

sgn_U223754

sgn_U223993

sgn_U224011

sgn_U224048

sgn_U224045

sgn_U224122

sgn_U224137

sgn_U224138

sgn_U224228

sgn_U224310

sgn_U224322

NDUF_B7

DUF598

ELFV_dehydrog_N

Rhodanese

RRM_1

NADH-ubiquinone
oxidoreductase B18 subunit

electron transport
(GO:0006118)

Protein of unknown function
DUF598

Glu/Leu/Phe/Val
dehydrogenase, dimerisation amino acid metabolism
region (G0:0006520)

1Q calmodulin-binding region

Rhodanese-like

RNA-binding region RNP-1
(RNA recognition motif)

NADH dehydrogenase activity
(G0:0003954), NADH
dehydrogenase (ubiquinone)
activity (GO:0008137)

mitochondrion
(GO:0005739) Energy

Cellular
Communication /
Signal Transduction

Protein Fate

Unclassified Protein

Metabolism

Unclassified Protein

Energy

oxidoreductase activity
(GO:0016491)

Metabolism

Unclassified Protein

Unclassified Protein

Unknown

Unknown

Unknown

Defence Stress and

Detoxification

Unclassified Protein

mitochondrial inner
membrane protein insertion
complex (GO:0042721)

nucleic acid binding

(GO:0003676) Protein Synthesis

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

AT2G02050.1

AT3G59820.1

AT3G13860.1

AT3G07480.1

AT4G05020.1

AT5G07440.1

AT1G79230.1

AT5G08060.1

AT5G61030.1

oul oul

oul

oul oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul



366

367

368

369

370

371

372

373

374

375

376

377

378

379

380

381

382

sgn_U224371

sgn_U224444

sgn_U224716

sgn_U224714

sgn_U224775

sgn_U224887

sgn_U224898

sgn_U225181

sgn_U225426

sgn_U225567

sgn_U225620

sgn_U225643

sgn_U225681

sgn_U225724

sgn_U225790

sgn_U225940

sgn_U226038

zf-Tim10_DDP

Pkinase

ABC_tran

FAD_binding_4

Ribosomal_L22

Ribosomal_L11_N

Ribosomal_L15

ATP-synt_G

GST_N

protein-mitochonarial
targeting (GO:0006626),

mitochondrial inner
membrane protein import

Zinc finger, Tim10/DDP-type (G0:0045039)
protein amino acid protein kinase activity
phosphorylation (G0:0004672), ATP binding
Protein kinase (G0:0006468) (G0:0005524)

ATP binding (GO:0005524),

ABC transporter related ATPase activity (GO:0016887)

electron transport

FAD linked oxidase, N-terminal (G0:0006118)
protein biosynthesis structural constituent of
Ribosomal protein L22/L17 (G0:0006412) ribosome (GO:0003735) intracellular (GO:0005622)
protein biosynthesis structural constituent of
Ribosomal protein L11 (G0:0006412) ribosome (GO:0003735) intracellular (GO:0005622)
protein biosynthesis structural constituent of
Ribosomal protein L15 (G0:0006412) ribosome (GO:0003735) intracellular (GO:0005622)
hydrogen-transporting ATP
ATP synthesis coupled synthase activity, rotational proton-transporting two-
Mitochondrial ATP synthase g proton transport mechanism (GO:0046933) sector ATPase complex
subunit (G0:0015986) (GO:0046961) (GO:0016469)

Glutathione S-transferase, N-
terminal

Protein Fate
Cellular
Communication /
Signal Transduction
Cellular Transport
and Transport
Mechanisms

Unknown

Unclassified Protein

Unclassified Protein

Protein Synthesis

Protein Synthesis

Unclassified Protein

Metabolism

Metabolism

Protein Synthesis

Unknown

Unknown

Unknown

Energy

Defence Stress and
Detoxification

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

AT1G61570.1

AT3G18040.1

AT5G58270.1

AT2G21640.1

AT5G65720.1

AT1G47260.1

AT1G02940.1

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul oul

oul

oul

oul



383

384

385

386

387

388

389

390

391

392

393

394

395

396

397

398

399

sgn_U226105

sgn_U226594

sgn_U226666

sgn_U226680

sgn_U226764

sgn_U226898

sgn_U227073

sgn_U227108

sgn_U227220

sgn_U227265

sgn_U227410

sgn_U227471

sgn_U227643

sgn_U227736

sgn_U227800

sgn_U227821

sgn_U228020

Acyl-CoA_dh_1

FAD_binding_2

Branch

Ldh_1_C

NAM

HATPase_c

Peptidase_M41

Transket_pyr

RRM_1

Acyl-CoA dehydrogenase, C-
terminal

Fumarate reductase/succinate
dehydrogenase flavoprotein, N
terminal

Glycosyl transferase, family 14

Lactate/malate dehydrogenase

No apical meristem (NAM)
protein

ATP-binding region, ATPase-
like

Peptidase M41

Transketolase, central region

RNA-binding region RNP-1
(RNA recognition motif)

electron transport
(GO:0006118)

electron transport
(GO:0006118)

tricarboxylic acid cycle
intermediate metabolism
(GO:0006100)

proteolysis and
peptidolysis
(GO:0006508)

oxidoreductase activity
(GO:0016491)

oxidoreductase activity
(GO:0016491)

acetylglucosaminyltransferase
activity (GO:0008375)

oxidoreductase activity
(GO:0016491)

ATP binding (GO:0005524)

metalloendopeptidase activity
(G0:0004222), ATP binding
(GO:0005524)

nucleic acid binding
(GO:0003676)

membrane (GO:0016020)

RNA Processing

Unknown

Metabolism

Energy

Metabolism

Energy

Unclassified Protein

Protein Fate

Unclassified Protein

Protein Fate

Energy

Unclassified Protein

Unknown

Energy

Unknown

Protein Synthesis

Unclassified Protein

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

oul

AT4G36680.1

AT3G45300.1

AT5G66760.1

oul
AT1G53240.1
oul
oul
AT2G29080.1
AT4G16450.1
oul
AT3G55410.1
AT5G61030.1 oul
oul

oul
oul oul
oul
oul
oul
oul oul
oul
oul
oul



400

401

402

403

404

405

406

407

408

409

410

411

412

413

414

415

416

sgn_U228100

sgn_U228101

sgn_U228318

sgn_U228310

sgn_U228445

sgn_U228466

sgn_U228514

sgn_U228680

sgn_U228883

sgn_U229126

sgn_U229337

sgn_U229440

sgn_U229644

sgn_U229658

sgn_U229802

sgn_U229935

sgn_U230033

Hexokinase_2

NAD_binding_2

Suc_Fer-like

PPR

Mito_carr

RRM_1

Myb_DNA-binding

ELFV_dehydrog

Hexokinase

6-phosphogluconate
dehydrogenase, NAD-binding

Sucraseferredoxin-like

Pentatricopeptide repeat

Mitochondrial substrate carrier

RNA-binding region RNP-1
(RNA recognition motif)

Myb, DNA-binding

Glu/Leu/Phe/Val
dehydrogenase, C terminal

glycolysis (GO:0006096)

pentose-phosphate shunt
(GO:0006098)

transport (GO:0006810)

amino acid metabolism
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