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ABREVIATIONS

Aa : acides aminés

ADN : Acide DésoxyriboNucléique
ADNCc : ADN complémentaire
AGI : Initiative  pour le
d’Arabidopsis

amiR: micro ANR atrtificiel
ARN : Acide RiboNucléique
ARNmM : ARN messager
ARNi : ARN interférent

ARNt : ARN de transfert
ARNr : ARN ribosomique

génome

BLAST : Basic Local
Search Tool

BiFC: Complémentation de fluorescence
bimoléculaire

Alignment and

CMS : Cytoplasmic Male Sterility (stérilité
male cytoplasmique)

dNTP : désoxyribonucléotide

Ds-Red2 : Red Fluorescent Protein

DYW : domaine C-terminal de certaines
protéines PPR

MIARN : microARN

MEF : Facteur d’édition mitochondrial
MORF : Facteur multiple d'édition de
’ARN des organites

MS : milieu Murashige et Skoog

NCBI : National Center for Biotechnology
Information

NLS : séquence de localisation nucléaire
NUMTS; Séquence d’ADN mitochondrial
insérée dans le génome nucléaire

NUPTS; Seéquence dADN plastidial
insérée dans le génome nucléaire

ORF: Open Reading Frame (Cadre
ouverte de lecture)
OTP : Organellar Transcript Processing

PCR : Polymerase Chain Reaction
PEP : Plastidial Encoded Polymerase
PLS : sous-famille de protéines PPR
PP : Processing Peptidases

PPR : PentatricoPeptide Repeat

RPOT :
phagique
RRM : RNA Recognition Motifs

ARN polymérases de type

RT-gPCR : réaction de transcription
inverse suivie d’'une PCR quantitative
TAIR: The Arabidopsis Information
Resource

TIC : Complexe d’'import de la membrane
interne du chloroplaste

TIM : Complexe d’'import de la membrane
interne mitochondriale

TOC : Complexe d’import de la membrane
externe du chloroplaste

TOM: Complexe dimport de Ila
membrane externe mitochondriale

URGV: Unité de
Génomique Végeétale
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PREAMBULE

Cette thése s’insert dans le contexte de la |la@tais et 'analyse fonctionnelle de la famille
de protéines PentatricoPepetide Repeat (PPR)c8latement, elle analyse le phénoméne de
double localisation mitochondriale et chloroplagécau sein de la famille et se focalise sur la
caractérisation de quatre membres ayant une fanptitentielle dans I'édition des ARN des
organites cheArabidopsis thalianaPour cela, I'introduction de cette thése a étisde en
trois chapitres apportant des informations poudiscussion des résultats. Le chapitre |
présente l'origine et évolution des organites, hapitre Il traite de la translocation des
protéines chez les organites et le chapitre lls@née I'état de I'art de I'expression génique
chez les organites, notamment du role des protéi#® dans les différents mécanismes de
maturation des ARN. Au sein de ce dernier chapitre attention particuliere a été portée au
processus d’édition. Enfin, les aspects structutiureconnaissance des acides nucléiques par
les protéines PPR sont abordés de maniéere précise.
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INTRODUCTION

1. Origines et évolution des organites

1.1.0rigines des mitochondries et des plastes

La vie est apparue sur terre il y a environ 3,8ianils d’années. Au cours de cette
période, les processus évolutifs ont permis der a@éda biodiversité permettant I'adaptation
mais aussi la complexification des organismes \t&/dra cellule représente 'unité de base de
la vie, tout étre vivant étant constitué d’une wellisolée ou d’'une association de cellules.
L’origine des cellules reste un sujet tres contregeméme s’il est admis que deux principaux
groupes d'organismes, les procaryotes et les eoiesypermettent de faire la distinction
entre les étres vivants. Les premiers sont uniegles et leur matériel génétique n’est pas
enfermé dans un noyau. Les seconds ont leur magéneétique enfermé dans un noyau et ils
possedent des organites cellulaires. Plus pagieanient, dans la classification scientifique
des espeéces, le domaine Eucaryote est subdivis@par groupes: Excavates, Unikonts ou
Amorphea, SAR (Stramenopiles, Alveolata, and Riazaet Plantae ou Archeaplastida
(lignée verte; algues rouges, algues vertes aubegusé raccrochent les végétaux terrestres)
(Adl et al.,2012). Notamment, le super groupe Archeaplastdeasactérise par la présence
de mitochondries et de plastes primaires dansdbsles. Au sein de ce super groupe, les
organites ont une origine similaire et ont suivewvolution spécifique dont je donnerai ici

une vue d'ensemble.

L’origine des mitochondries et des plastes aré&lbngtemps controversée. A ce jour,
en se basant sur des données phylogénétiquesuetusttes, la communauté scientifique
propose que les mitochondries et les plastes ssns ide deux événements endosymbiotiques
séquentiels ayant eu lieu il y a plusieurs centade millions d’années (Gray M. 1999, Dyall
et al.,2004). Cette origine a initialement été proposeX 4 siécle par les scientifiques russes
Konstantin Sergeyevich Mereschkovsky, Andrey Sesgeh Famintsyn et Boris Kozo-
Polyansky ainsi que par le scientifique nord ana@midvan Emmanuel Wallin (Margulis L.
2010). Ignorée pendant plusieurs décades, cettetligge a de nouveau été étayee par les

travaux de Lynn Margulis a la fin des années 1960Hivald J. 2012). Selon cet auteur et ses
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prédécesseurs, la symbiogenése constitue un peintupture, au cours de [|'évolution,
conférant des innovations dans les processus aiedlsl Ainsi, 'émergence des eucaryotes et
du super groupe Archeaplastida seraient le frigtéd@&nements de symbiogenése majeurs. En
se basant sur des données d’observation de fosdildes estimations phylogénétiques, le
premier évenement, aboutissant a la formation @dsles eucaryotes et a l'origine des
mitochondries, aurait eu lieu il y & 1200 a 2500ioms d’années (Ma) (Parfrest al.,2011).

[l aurait impliqguéune cellule pré-eucaryote et une protéobactérigréeet al.,2011, Snih &
Matzke 2013). Malgré I'acceptation d’'un événemérnhdosymbiose primaire a I'origine de
I'émergence des cellules eucaryotes, la nature cédlsles ancestrales et les processus
impliqués font toujours I'objet de débats (Thietgatral., 2012, Gray M. 2012). En utilisant
d’autres types d’analyses, Snih & Matzke suggégest cette endosymbiose pourrait avoir eu
lieuily a 909 a 1551 Ma.

Quelle que soit l'origine de la cellule eucaryetede I'ancétre mitochondrial, il est
admis par la communauté des scientifiques étutkantégétaux que ce type de cellule a subi
un second événement de symbiogenése, donnantkspprimaires, a I'origine des cellules
de la lignée verte (Keelingt al., 2010, Green 2011). Parfrey al (2011) proposent que ces
endosymbioses aient eu lieu il y a 1428 a 1670 dfdre 896 a 1613 Ma pour Snih & Matzke
(2013). Encore une fois, ces différences s’expliqu&incipalement par le type d’analyses
réalisées dans chaque étude. Cependant, de nombréusies s'accordent et proposent que
les plastes de la lignée verte seraient issus dityarobactérie (Archibald J. 2009, Keling P.
2010, Criscuolo & Gribaldo 2011, Green B. 2011,iKglP. 2013). Malgré la connaissance de
I'origine cyanobactérienne des plastes primairésmbbranchement monophylétique ou
polyphylétique est encore controversé. Cependadétamuverte récente d’un endosymbiote
d’origine cyanobactérienne chez I'espdeaulinella chromatophoreamoeba (Nowack and
Grossman 2012, Nakayama and Archibald 2012, Bzidgl., 2012) conduisant a un plaste
primaire favorise un scénario polyphylétique.

L’évolution des plastes au sein des cellules gatas est plus complexe que celle des
mitochondries du fait d’évenements d’endosymbi@senatifs avec des eucaryotes possedant

déja des plastes primaires. Ces endosymbioses daees et tertiaires sont a l'origine de
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I'apparition de plastes secondaires et tertiaiteplus de deux membranes, dans plusieurs
groupes taxonomiques. Ces événements d’endosymlessdifferents plastes et les groupes
taxonomiques concernés sont présentés dans la figArabidopsis thalianatant une plante
terrestre possédant uniquement des plastes prenaiegles les caractéristiqgues des plastes

primaires seront présentées dans ce manuscrit.

A

Plantae
(Archeaplastida)

Mesostigmatophyceae Red algae
Plants

Mamialleles

Green algas
(UTC clade)

Alveolata

Cryptomonads

Haptophytes
Excavates

Dinoflagetiates

Eugh es
uglenophiyt (peridinin)

Other

excavates Dinoflageiiates

(fucexanthin-Karenia)

Apicomplexa

Stramenopiles.

Oplsthokonta

Chlorarachniophytes Ameebozoa  (animals & fungi)
Other rhizaria
Rhizaria Unikonts

(Amorphea)

Figure 1. Les super groupes présents chez les eugates et les événements de
symbiogenése pouvant avoir eu lieu au cours de I'éwution des plastes.

A. Relations entre les regnes de I'embranchemerst decaryotes et les processus
d’endosymbiose. Les fleches indiquent le sens defillation des plastes entre un
endiosymbiote photosynthétique et un héte eucarymephotosynthétique. (Adapté de Green
B. 2011). B. Origine polyphylétique des plastessain de différents groupes taxonomiques
(adapté de Keeling P. 2013)

L’origine endosymbiotique des mitochondries et gesstes a probablement conduit
ces organites a évoluer de facon similaire, expliquen partie, certaines caractéristiques
communes. Parmi les principales, on observe latiéte et la réduction de leur génome, le
transfert d’'informations génétiques vers le noydioue 'autre organite et la nécessité
d'importer une quantité importante de protéines éesdpar le génome nucléaire pour
permettre I'expression de leur génome et leur fonoement. Ces caractéristiques seront

présentées dans les paragraphes suivants.

13|Page



INTRODUCTION

1.2.Réduction de la taille du génome et transferts gétiques au cours de

I’évolution.

A ce jour, plusieurs milliers de génomes dorgemide différents regnes ont été
séquencés. Ces génomes présentent, entre organismesntenu génétique et une structure
génomique variable. Cependant, de facon générake réduction du contenu génétique du
génome de I'endosymbiote est observée suite adgmdbiose. Cette réduction peut étre liée
a une simple perte de matériel génétique, a usfeangénétique vers le noyau de la cellule
héte ou, moins fréquemment, entre organites dartmded’organismes possédant un autre
endosymbiote (Timmist al.,2004, Kleineet al.,2009, Selosse M. 2009).

Plusieurs hypothéses ont été avancées pour egpliguoerte de matériel génétique
des organites, parmi elles, une redondance fomitmentre le génome des endosymbiotes
et celui de la cellule héte. Par contre, le trarigfe matériel génétique est un phénomene plus
complexe participant a la formation des génomek dellule hote et des organites au cours
de leur coévolution. Ce processus est toujours amscdans des organismes ayant des
organites issus de processus endosymbiotiques aréoulier dans les organismes de sous-
regnes appartenant aux Archeaplastida (Timretred., 2004, Kleineet al., 2009, Selosse M.
2009, Michalovoveet al.,2013).

Le transfert génétique entre compartiments ceétkgdaest un mécanisme peu décrit
mais des progres majeurs ont été réalisés damsripréhension de ce processus au cours des
20 derniéres années. Actuellement, il est connwcqugpe de transfert peut avoir lieu a la fois
entre les organites et le noyau des cellules magsial’organite a organite. En détails et
comme le présente la figure 2, il est maintenamiadjue le transfert de matériel génétique
des organites vers le noyau est le processus endiiglr Les premiers travaux effectués dans
ce domaine ont montré que l'intégration de maté@iétique provenant des organites dans
les génomes nucléaires des cellules de levuresainemet de plantes était tres fréquent (pour
revue voir Kleineet al., 2009). Ce type de transferts conduit a des insEABN plastidial
(NUPTS; nuclear integrants of plastid DNA) et d’ADiitochondrial (NUMTS; nuclear
integrants of mitochondrial DNA) dans le noyau. Etes et en fréequence décroissante, ce
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transfert s’effectue des plastes vers les mitochesddu noyau vers la mitochondrie et,
uniquement dans quelques rares cas, des mitoclesnegis les plastes (Kleimt al., 2009,
Wanget al., 2012, lorizzoet al.,2012, Staulet al.,2013). Cependant Staa al. (2013) ont
récemment suggéré que le transfert des séquensBNdnitochondrial vers le plaste serait

un processus plus commun que Supposeé.

Concernant le mécanisme d’intégration, il a étégévé que I'ADN provenant des
organites serait inséré dans le génome nucléaireoats du processus de réparation des
cassures d’ADN double-brin par recombinaison nomdlogue, préférentiellement dans les
régions fortement transcrites de I'euchromatinétlide des NUMTS de mammiferes suggere
également que I'’ADN des organites s’integre dasgégions proches des rétrotransposons et
dans les régions riches en oligoméres A+T (Testgil., 2012, Wang & Timmis 2013).

Chez les plantes, I'analyse des NUMTS et NUPTS dhffiérentes especes a montré
gu’a la fois de larges et de petits fragments d’Apllstidial et mitochondrial sont présents
dans le génome nucléaire de toutes les espécegraiedes insertions étant associées a des
evénements plus récents (Michalov@taal.,2013, Yoshidat al.,2013). Par ailleurs, il a été
observé que les NUMTS et NUPTS de grande tailleuniet tendance a étre localisées dans
des régions centromériques alors que les inserparss courtes sont dispersées dans tout le
génome. L’apparition de ces fragments plus courtew distribution le long du génome
semblent résulter d’un processus de fragmentationekation avec I'évolution du génome
nucléaire de chaque espéce. Ainsi, Michaloveval. (2013) ont suggéré un modele dans
lequel le dynamisme de la mobilité des élémentsspasables de chaque espéce pouvait
rendre compte de la fragmentation et de la disperdes NUMTS et NUPTS dans le génome

des plantes.

La nature des séquences nucléotidiques a l'origie® insertions reste cependant
encore controversée. Les données actuelles suggguenl’insertion directe de séquences
d’ADN des organites dans le génome nucléaire siramécanisme préférentiel. Ainsi des
travaux destinés a analyser ces événements ddettangénétiques grace a des systemes

utilisant des plantes transplastomiquesNieotiana tabacumet des genes rapporteurs, ont
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permis de montrer que ni I'édition, ni I'épissage IBARN des organites ne sont requis pour
I'insertion du matériel génétique dans le génomeéaire (Sheppardt al., 2011,Fuenteset
al., 2012). Par exemple, Fuenttsal. (2012) ont montré que les NUPTS semblaient s’meteg
dans le génome nucléaire principalement sous fakengagments d’ADN et que la présence
d’'introns dans la séquence des organites ne asaistipas un obstacle a lintégration.
Néanmoins, ces mémes auteurs ont suggéré queadstetts par le biais d’ARN et/ou ADNc

pourraient également se produire mais de facondoe@umoins fréquente.

Nuclear
genome

et
Mitochondrial
g . genome ’u.

Plastid
% ’ o

Figure 2. Transferts de matériel génétique au seides cellules des plantes.

Cette figure présente de facon schématique l'inanoe relative (épaisseur des fleches) de
chaque type de transfert entre compartiments e@ld. Les plastes sont représentés en vert,
les mitochondries en rouge et le noyau en noirsées des fleches indique la direction du

transfert et I'épaisseur représente son intenk#é.traits en pointillés précisent que de tres

rares cas de transfert ont été détectés entrehoitdcies et plastes.

A ce jour, la compréhension du processus de gangénétique entre génomes reste
partielle et de nombreuses questions restent gressisCependant, comme il a été suggéré
auparavant, il apparait évident que le transferinddériel génétigue des organites vers le
noyau est un facteur important a considérer daneréexte de l'identification de 'origine de
nouveaux genes nucléaires (Sheppard & Timins 2009d & Timins 2011).
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1.3.Le génome des mitochondries des plantes terrestretaille, structure

et contenu génétique

Jusqu’a présent (Février 2014), les données disiesnau NCBI (National Center for
Biotechnology Information) et celles de la litténst permettent d’avoir acceés a environ 90
génomes mitochondriaux séquencés de la divisioVuekplantae, dont 23 ont été obtenus a
partir d’organises appartenant a la subdivision@eerophyteqgalgues vertes) et 67 a partir
de Streptophytega laquelle appartient les plantes terrestresy.démomes mitochondriaux de
la lignée verte présentent une trés grande hétééitgeédans leur taille, certains ayant une
taille identique a celle des génomes mitochondrianknaux (environ 10 a 20 Kbp) et
d’autres pouvant étre jusqu’a 100 fois plus graikdgo & Newton 2008, Sloaet al., 2012,
Gualbertoet al., 2013). Dans le chapitre qui va suivre, je présantgme vue d’ensemble des
données pertinentes les plus récentes concernéaitléa la structure et le contenu génétique

des génomes mitochondriaux connus de la divisigistteptophytes

La plupart des génomes mitochondriauxStiieeptophytesctuellement séquencés ont
une taille comprise entre 0,2 a 0,7 Mbp, mais @stnpas une regle générale dans cette
division. Par exemple, le génome mitochondrial Miesostigma virideune espéce basale
récemment rattachée aBtreptophytesa une taille de seulemeAR Kbp (Turmelet al.,
2002), alors que celui de I'angiosper@®@gene conicaatteint11,3 Mbp (Sloaret al., 2012).
Cette variabilité de taille est aussi observéeeegspeces du méme genre, comme par exemple
dans les genre®ryza Beta Sileneet Brassica(Darracget al.,2011, Sloaret al.,2012, Wang
et al., 2012), mais aussi a l'intérieur des espéces, cowigst le cas pouZea maysBeta
vulgaris et Triticum aestivun(Allen et al., 2007, Darraceet al., 2011, Liuet al.,2011). Du
point de vue évolutif, l'augmentation de la taitles génomes mitochondriaux semble
coincider avec la divergence du sous-régne HEewryophytes a l'origine des plantes
terrestres. Ce fait vient supporter I'hypothésersdhquelle le processus d'adaptation a
I'environnement terrestre pourrait constituer l'udes forces évolutive ayant stimulé
I'expansion du génome mitochondrial des plantesr@e l'indique les analyses comparatives
entre especes citées précédemment, ces différelecdailles sont principalement liées a
l'augmentation de la quantité de séquences nomteslau cours de I'évolution.
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Tout comme la taille, la structure du génome nhitolrial est un caractére important
a prendre en considération dans le contexte destdine évolutive des génomes
mitochondriaux des plantes. En se basant sur yaaales génomes séquencés, une premiere
hypothése, sujette a controverse depuis plusiearges, a suggéré que le génome
mitochondrial des plantes est composé d’une streictiiculaire principale ayant la capacité
de se réarranger, donnant ainsi naissance a umeusér multipartite composée de petits
génomes circulaires. Cependant, des études utildigarses stratégies de séquencage ont
remis en question cette hypothése (Kubo & NewtoB82MHanda H. 2008, Mowest al.,
2012, Sloan D. 2013). En effet, elles montrent lgustructure du génome mitochondrial des
plantes est trés variable et peut adopter deststasclinéaires et circulaires comme cela a été
observé chez la Silene et le concombre (Sloan 3,2Gualbertoet al., 2013). Sloan D.
(2013) souligne d'ailleurs que ces données soracenrd avec celles obtenues pour d’autres
eucaryotes chez lesquels la structure linéaire&home semble étre la regle (Bendich 1993,
Burgeret al.,2003).

En ce qui concerne le contenu en génes, comme le'asas pour de nombreuses
especes, le génome mitochondrial des espécesdiédmn desStreptophytesontient deux
classes de genes : les genes codant pour des AlRitusaux et des genes a phase ouverte de
lecture (ORF: Open Reading Frame) codant poteatieiht pour des protéines. Chacune de
ces deux classes est subdivisée en deux souss|®sBe la premiéere classe, on distingue la
sous-classe des genes codant les ARN ribosomaulrjAdR celle des genes codant les ARN
de transfert (ARNt). Pour la seconde classe, oaveda sous-classe des genes conserves
codant pour des protéines de fonction connue etezuée et celle des génes codant pour des
protéines de fonction non conservée (souvent ineenrbDans cette derniére sous-classe, les
genes prédits codent généralement pour des ORFHfigpés d’'une espece ou ayant une
conservation faible par rapport a d’autres espésd®xception de la sous-classe des génes
codant les ARNr, le contenu en genes des autresdasses est tres variable entre especes.
En particulier, au sein du sous-regne &msbryophytesles génomes portent entre 2 a 26
genes codant pour des ARNt et de 25 a 41 génesspomdants a des ORF conservées (Sloan
et al., 2012, Changet al., 2013). Ces difféerences en contenu en genes desmgsn

mitochondriaux constituent un indicateur de voiesldtives différentes empruntées par les
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clades de plantes. Ainsi, en se basant sur ladasse des génes conservés codant pour des
protéines de fonction connue et la classe des geodent des ARN structuraux, la figure 3

présente la vision actuelle de I'évolution des gée® mitochondriaux de plusieurs plantes

terrestres.
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Figure 3. Contenu en genes des génomes mitochondmad’une sélection de plantes
terrestres.

Le contenu en genes des génomes mitochondriauX desi@eces de plantes terrestres est
indiqué. La couleur noire indique la présence doeg®nctionnel dans le génome, le gris la
présence d'un pseudogene et le blanc I'absenceede dans le génome de l'espece en
question (Adapté de Sloat al.,2012, Changt al.,2013).

19|Page



INTRODUCTION

L’étude du contenu en génes présenté figure 3 ma@putiun processus a entrainé une perte de
genes chez plusieurs especes d’angiospermes aprésdrgence entre angiospermes et
gymnospermes. La fréquence de ces pertes est leasalon les espéces et peut étre trés
faible comme c’est le cas pour le tulipier de wnrgi(Liriodendron tulipiferg (Richardsoret

al., 2013). De plus, il semble que l'acquisition de @goodant pour des ARNt par le génome
mitochondrial a travers du processus de transf&kDMN du plaste ait pu avoir lieu a
différentes périodes, la premiére étant juste apméslivergence entre angiospermes et
gymnospermes. Méme si des différences significateestent dans la taille des génomes
mitochondriaux et leur contenu en génes entre lleggs terrestres, ces deux caractéristiques
ne sont pas corrélées. En effet, par exemple, aoesSilene conicaet Silene vulgaris
possédent un contenu en genes similaire, ellesraminine grande différence dans les tailles
de leur génome : celle d& conicaétant de 11300 Kpb alors que celleSieVulgarisest de

427 Kpb (Figure 4).
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Figure 4. Taille et nombre de genes de génomes nuktmndriaux d’'une sélection de
plantes terrestres.

Différentes especes de plantes terrestres repaggeptusieurs clades sont indiquées en
abscisse. Le nombre total de genes présents dangdeome mitochondrial (codant pour des
ORF de fonction connue et des ARNt et ARNr) estgué par la courbe rouge et la légende
sur 'axe de gauche. La taille des différents géemmmitochondriaux est indiquée par la
courbe noire pointillée et I'axe de droite ayan¢ @chelle logarithmique en base 10.

20|Page



INTRODUCTION

1.4.Le génome des plastes des plantes terrestres : @il structure et
contenu génétique

De la méme facon que pour les mitochondries, aebneuses séquences de génomes
de plastes sont disponibles. A ce jour, 429 sémsede génomes de la divisigiridiplantae
sont accessibles dans la base de données orgdmiSBI , 27 correspondant & des génomes
de plastes de la subdivision déklorophyteset 402 de la subdivision d&reptophytesLes
génomes des plastes du sous-regne Eebryophytesreprésentent d'ailleurs une part
importante de ces génomes séquencés. La plupartgélesmes chloroplastiques des
Stréptophytesnt une taille comprise entre 100 et 200 Kbp. Gseove cependant des plantes
présentant un génome plastidial de taille rédutenme par exemple celui de I'orchidée
souterraineRhizanthella gardneriqui ne fait que 60 Kbp et celui de la plante paeasi
Conopholis americanale 45 Kbp (Delannogt al., 2011, Wickeet al., 2013). De fagon
générale, la taille des génomes des chloroplastegldntes terrestres est moins variable entre
especes que celle des génomes mitochondriaux. Cdenmentre la figure 5, la taille des ces
génome n’'a pas beaucoup changé chesteptophytequtotrophesu cours de I'évolution
(Bock 2007). Cependant une réduction des génomiesophastiques s’observe dans des
plantes ou la photosynthese est peu ou pas recuisme cité précédemment chez 'orchidée
souterraine ou chez les plantes parasites (Watk,2013).

Bien qu’ils soient généralement représentés sofmine de génomes circulaires, il est
connu que les génomes plastidiaux présentent degises complexes et des formes linéaires
(Bendich 2004). Les génomes circulaires ont unéctire quadripartite constituée de deux
régions, répétées et inverséesy I& IRs, séparant une région longue unique (LSC: long
single copy region) celle-ci contenant la plupags djénes codant des ORF, et une petite

région unique (SSC : small single copy region) (B2807, Wickeet al.,2011).

La plupart des génomes chloroplastiques des @dateestres, a I'exception de ceux
des plantes hétérotrophes, comprennent entre Z00egjenes codant pour des protéines et 40
a 60 génes codant pour des ARN structuraux, quelgns d’entre eux étant organisés en
structures de type opéron (Figure 5). La perteaideg a été observée dans différentes espéeces
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de plantes et les gains ont été décrits comme\de®ments rares (Wiclet al.,2011, Straub

et al.,2013). Les plantes hétérotrophes ou non photoéigties présentent tres peu de géenes
fonctionnels en raison de lI'absence du processotopynthétique (Delannogt al., 2011,
Wicke et al., 2013). L'analyse de différents génomes d'especesla famille des
Orobanchacea@a montré qu’il existe des différences dans le élelgr réduction des génomes
en fonction de I'histoire évolutive de chaque esp&n contenu minimum de 16 genes codant
des ORF et 19 codant des ARN structuraux restantram a tous les génomes (Wiakteal.,
2013). La plupart de ces génes communs sont rgumuis la traduction et n'ont pas été
relocalisés dans le génome nucléaire. Dans cesnggEmola réduction de linformation
génétique s’accompagne d’une disparition de la grtudes introns et d’'une réduction du
pourcentage global en GC, en revanche la densit®res répétées reste similaire a celle des

génomes plastidiaux des plantes photosynthétigVeské et al.,2013).
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Figure 5. Taille et nombre de génes de génomes didplastiques d'une sélection de
plantes terrestres.

Différentes espéces de plantes terrestres repadgeptusieurs clades sont indiquées en
abscisse. Le nombre total de genes présents dangdieome plastidial (codant pour des ORF
de fonction connue ou des ARNt et ARNr) est indigaé la courbe rouge et la |Iégende sur
'axe de gauche. La taille des différents génomésatnondriaux est indiquée par la courbe
noire pointillée et I'axe de droite ayant une élghielgarithmique en base 10.
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Chapitre Il

Translocation Des Protéines Chez Les Organites
Caractéristigues générales du systeme d’importatio des protéines dans les
organites
Mécanismes post-traductionnels et co-traductionnel du systeme d’'importation
des protéines dans les organites
Les signaux d’adressages de nature protéique poliimport des protéines chez les
mitochondries et les plastes
Complexes de translocation des mitochondries et siplastes
Complexes TOM et TIM mitochondriaux
Complexes TOC et TIC plastidiaux
Convergence dans la translocation des protéines &h les plastes et les

mitochondries des plantes: Le double adressage de®téines chez les organites
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2. Translocation Des Protéines Chez Les Organites

2.1.Caractéristigues générales du systéme d'import deprotéines dans

les organites

La structure et la compartimentation des diff&segnomes des cellules de plantes
nécessitent I'existence de mécanismes contrélachéminement correct de produits ou de
molécules aux endroits ou ils seront actifs ou baisés. Comme décrit dans le chapitre
précédent, le transfert de matériel génétique astdes processus fondamental de
I'endosymbiose qui a conduit a une réduction demgies des endosymbiotes ancestraux et a
une intégration de matériel génétique dans le génamcléaire, contribuant a sa
diversification génétique (Selosse M. 2009). Auasi,cours de I'évolution, les échanges ont
contribué a I'élimination de redondances fonctidlesemais aussi a la mise en place de
nouvelles voies métaboliques. Ces échanges ontsiticde développement de mécanismes
permettant le fonctionnement des organites et ¢euwntrole dans la cellule héte. Dans ce
contexte, le génome nucléaire actuel code pour pkis3500 protéines prédites pour
fonctionner dans les organites (Tagtzal., 2012). Ces protéines doivent étre importées dans
les organites pour y exercer leurs activités. Désanismes permettant leur acheminement
dans les organites ont ainsi du étre mis en placadaptés par la cellule héte. Chez les
organites des cellules de plantes, plusieurs psosesle translocation ont été identifiés,

permettant la translocation des protéines a trdesrsmembranes externes et/ou internes.

Comme le soulignent de trés bonnes revues, aws aes dernieres décennies, de
nombreuses études ont été réalisées pour compréegimécanismes de translocation de
protéines dans les organites (Neupert & Herrmd&y 20arvis 2008, Balsesd al., 2009, Li &
Chiu 2010, Schleiff & Becker 2011, Stojanoveiial., 2013, Duncaret al., 2013, Dudelket
al., 2013). Ces revues présentent les principaux él&nams complexes de translocation et les
mécanismes permettant l'identification des prot®ige importer, leur maturation et leur
acheminement vers leur destination finale. Je ptésa ici un résumé de I'état des

connaissances concernant la translocation desmestdans les organites.
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Historiquement, avant 1990, la plupart des traveeisont focalisés sur l'identification
des caractéristiques des protéines déterminantiiguort dans les organites. Ces études ont
montré que le processus de translocation impliqualbablement des facteurs cytosoliques et
que les protéines adressées aux organites étatBptmaées aprés traduction grace a un
peptide signal d’adressage, situé le plus souvans da partie N-terminale de la séquence
protéique. De plus, il était suggéré que les pneiadressées étaient reconnues par des
récepteurs, maturées par une peptidase apresyportiet que le mécanisme de translocation
nécessitait de I'énergie (Pfannet al., 1988, Pfanner & Neupert 1990). Bien que certains
composants des systemes de translocation aierdéétduverts avant 1990 (principalement
chez les champignons), c’est pendant la derniéreerside du 26™ siécle que les
connaissances de base concernant les mécanisnlascemposition des complexes de
translocation ont été obtenues. Au cours de cedtdoge, plusieurs travaux ont permis
d’identifier de nombreuses protéines et complexessentiellement par des approches
génétiques et biochimiques (pour revue voir Neup@87, Keegstra & Cline 1999). C’est au
cours de cette décennie que les complexes dedcatisin des membranes externe et interne
de la mitochondrie, TOM_({B&nslocation of the @er Mtochondrial membrane) et TIM
(Translocation of the nner Mtochondrial membrane complexes), respectivementie®
complexes correspondant chez le chloroplastes, @00C (Translocation of the @er and
Inner_Chloroplast complexes) ont été partiellement défiAisres cette période, de nouvelles
connaissances et des détails concernant ces nmdesnt été principalement obtenus par

I'utilisation de technologies ‘omiques’ et d’outdle génomique comparative.

Ainsi, de nos jours, il est admis que les organtisposent de multiples complexes de
translocation qui sont finement coordonnées poumptre I'adressage correct des protéines
dans leur compartiment cellulaire. Dans la secBaivante, je décrirai plus en détails les
connaissances acquises concernant le mécanismpodtjrtes signaux d’adressage spécifiant
la localisation subcellulaire des protéines etdaposition des complexes de translocation

permettant leur acheminement.
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2.2.Mécanismes post-traductionnels et co-traductionnelsintervenant

dans les systémes de translocation des protéiness/kes organites

Depuis le début des études réalisées sur lesnsgstde translocation, il a souvent été
proposé que des mécanismes post-traductionnels-teaductionnels y participent (Chua &
Schmidt 1979). Les mécanismes post-traductionmetdiquent des facteurs cytosoliques qui
reconnaissent et fixent ces protéines traduitesassurent 'acheminement de ces protéines
non structurées vers le systeme de translocatiomgtant la reconnaissance des peptides
d’adressage pour initier le processus d’'import. bescanismes co-traductionnels, quant a
eux, impliguent la reconnaissance d’'une séqueradressage dans I’ARN par des protéines
se fixant a ces séquences d’ARN. Ces complexegpmb&Eiques vont s’associer a des
complexes ribosomaux localisés dans la membrargrextes organites ou la traduction est

couplée au processus de translocation.

Chez les plastes, pendant de nombreuses annéascdmisme post-traductionnel a été
considéré comme étant le principal mécanisme exgtigl'import des protéines. En effet, en
I'absence de donnée prouvant I'existence du méeenio-traductionnel chez les plastes, le
mécanisme post-traductionnel apparaissait étreritecipal voir méme le seul mécanisme
utilisé par la cellule végétale pour transférer pestéines du cytoplasme vers le stroma de
'organite (Li & Chiu 2010, Schleiff & Becker 20L1Néanmoins, la mise en évidence a
proximité de [I'enveloppe plastidiale d€hlamydomonas Reinhardtide complexes
ribosomaux contenant des séquences d'’ARN d’origing#éaire codant pour des protéines
plastidiales a permis de proposer que l'import eltames protéines dans les plastes pourrait
impliquer des mécanismes co-traductionnels (Uniadkéerges 2009). De plus, des travaux
récents suggerent que certaines protéines codéds ganome des plastes utiliseraient un
mécanisme de type co-traductionnel pour I'impomgsd#enveloppe des thylacoides (pour
revue Weiset al.,2013).

De la méme facon, apres de nombreuses annéesirautEsquelles ces mécanismes
ont été trés controversés, il est maintenant adomasles protéines mitochondriales codées par

le génome nucléaire sont importées dans la mapare le biais de mécanismes post-
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traductionnels et co-traductionnels; 'import posiductionnel restant le mécanisme principal
pour acheminer la plupart des protéines mitochafelicodées par le génome nucléaire. Le
mécanisme co-traductionnel a été mis en évideneces danport de protéines dans les
mitochondries de levures (Weis al., 2013). Ce mécanisme a été suggéré pour la premiere
fois au cours d’analyses montrant qu'une quantigortante d’ARN messagers (ARNm),
codant pour des protéines mitochondriales, étadlieée dans des complexes ribosomaux a
proximité des membranes externes des mitochon{iesc et al., 2002). Par la suite, des
travaux ont montré que ces ARNm étaient reconnusdpa protéines de la famille des
Pumillo-Fem (Puf) se fixant aux ARN et facilitargulr localisation a la périphérie des
mitochondries (Saint-George=t al., 2008). Enfin, ces dernieres années, des travatix on
montré que certaines protéines nécessitent unectiad et une translocation simultanée pour
pouvoir étre correctement adressées (Yogfeal., 2007). Chez les plantes, le mécanisme de
co-traduction n’a pas encore été decrit. Cependastsimilitudes entre les systemes de
translocations mitochondriaux suggerent que ce mgce pourrait étre conservé chez les
plantes (Weit al.,2013).

2.3.Les sighaux d’adressages de nature protéique pourirhport des

protéines chez les mitochondries et les plastes

Comme nous l'avons vu précédemment, les signaacreSsages ARN ou peptidiques
reconnus par des facteurs cytosoliqgues sont indésies a I'acheminement correct de
protéines a proximité des complexes de translataties premiéres études dans le domaine
ont montré qu'une séquence d’acides aminés (aalidée en région N-terminale des
protéines était importante pour la translocatica chractérisation de ces séquences, nommées
ici « signaux d’adressage N-terminaux » (aussi asrsous le nom de Séquence d’adressage a
la Matrice — MTS -, ou peptide de transit - PT -praséquence) n’a pas permis d’identifier de
séquence consensus parmi les protéines mitochtewlaaplastidiales de différentes espéces.
Cependant, certaines propriétés biochimiques eictsiiales contribuant a la localisation
mitochondriale ou plastidiale ont été identifieBglon les espéces, le signal d’adressage N-

terminal mitochondrial peut avoir une longueur &atide 18 a 100 aa. Il est constitué de
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régions possédant des structures secondaires elddjipea chargées positivement. De plus,
la plupart des signaux d’adressage N-terminauxi@ainiin site de clivage. Ainsi, ces peptides
sont reconnus et coupés par des peptidases (PeesBimy Peptidases) permettant la
génération des protéines fonctionnelles maturessaj@ur passage dans les complexes de
translocation (Dudekt al.,2013, Huanggt al.,2009).

L’'analyse de nombreux signaux d’adressage N-teamin mitochondriaux
d’Arabidopsiset de riz a montré que ces peptides avaient urguéur, une composition en
acides aminés et des zones de clivages par lesdg@egs variables. Par exemple, chez
Arabidopsis la taille moyenne du peptide d’adressage esOd@matomais elle peut varier de 19
et 109 aa selon les protéines (Huanal., 2009). De plus, méme si les signaux d’adressage
N-terminaux dArabidopsiset de riz présentent généralement un enrichisseemeArginine
(R), Sérine (S), Alanine (A) et Leucine (L), ceux iz ont une proportion moins importante
de Sérine et sont souvent plus riches en Alaninefiget al., 2009). Récemment, il a été
suggeéré que la nature physico-chimique et la straae la séquence protéique située apres le
peptide d’adressage pouvait également influencerdeessus de translocation des protéines
dans les mitochondries (Doyi al.,2013). Cependant, les auteurs de cette étudagmalé
que chez les plantes cette incidence semblait meneun raison de la grande taille des signaux

d’adressages localisés en région N-terminale degipes.

Les signaux d’adressage aux plastes sont égalepentconservés : une grande
variabilité de la longueur des séquences, de lemposition en aa et de leur site de clivage
est ainsi observée. Néanmoins, de facon généesdepaptides N-terminaux possedent peu de
résidus acides et génerent, comme dans le cagaléips adressées aux mitochondries, des
structures secondaires dans les membranes ou deniservironnements mimant des
membranes (Balsert al., 2009, Li & Tenget al.,2013). En général, la longueur moyenne
nécessaire a une translocation optimale dans $¢epést de 60 aa. Cependant, la longueur des
présquences varie de 13 a 150 aa selon des pmotéinkes especes (Huaeg al., 2009,
Bionda et al., 2010). Les premiers travaux menés sur la composiéin aa des signaux
d’adressage N-terminaux ont montré qu’ils étaiemichis en aa hydroxylés comme la Sérine

(S) et la Thréonine (T). Cependant, ces résultat®t@ remis en question par de nhombreuses
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études et il est maintenant admis que les préséqgaetes protéines adressées aux plastes
chezArabidopsissont seulement enrichies en Sérine alors quescddls protéines de riz sont

enrichies en Alanine mais pas en Sérine ni en TmédqZybailovet al.,2008).

Récemment, un modele de composition modulaire dgsasx d’adressage N-
terminaux plastidiaux en domaines a été proposés@a dernier, connu sous le nom de
modeéle bimodal, le signal d’adressage est compes#edx principaux blocs modulaires, ou
domaines, séparés par un domaine de liaison de 22 @&a. Dans ce modéele, le premier
domaine permettrait l'interaction avec des proteirehaperones associées aux protéines
motrices du systeme d’import dans le stroma dutelasors que le deuxieme domaine
interagirait avec les protéines du complexe TOCof@utmontriet al., 2012). Plusieurs
récepteurs du complexe TOC montrant une régulatibffiérentielle au cours du
développement et/ou des affinités différentes selannature du peptide de transit ont été
identifiés récemment (cf ci-dessous). En se bamamle modéle bimodal, il a été proposé une
reconnaissance sélective et d’ordre multiple déaendu récepteur (M&M; Multi-selection
and Multi-order plastid translocation model) (Li Benget al., 2013). Dans ce modeéle, les
déterminants de la translocation d’'une protéinaiset a la fois la nature des différents
domaines du peptide de transit et la compositiardeepteurs du complexe TOC présents
dans les plastes (a un état développemental spée)fiLes auteurs du modéle M&M ont
suggéré qu’il pourrait aussi fonctionner au nivel@s mitochondries puisque la sous ugité
de la F1-ATPase présente plusieurs motifs au nideason peptide d’adressage (leteal.,
2012, Li & Tenget al., 2013). Ces modeles d’interaction entre signauxdrd'ssage N-
terminaux et complexes de translocation pourrajntiellement expliquer la variabilité
observée dans la longueur et la composition en as ces signaux d'adressage
(Chotewutmontret al.,2012).

D’autres signaux, différents de ceux localiségdmgion N-terminale des protéines et
situés a l'intérieur ou a lI'extrémité C-terminagmnt également importants et nécessaires a
'adressage de certaines protéines aux mitochadete aux plastes. Ces signaux ont
principalement été caractérisés dans le cas deéipest mitochondriales des champignons,

modele trés étudié car utilisé pour caractérisdnidgenese des mitochondries (pour revue
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voir Dudecket al., 2013, Stojanovsket al.,2012). Par exemple, l'intégration de protéines de
type tonneal3 (comme TOMA40)principalement dans la membrane externe mitochaleqri
est réalisée par l'utilisation d’'un signal, appsignal3, localisé dans le dernier feuillBtdu
précurseur de la protéine. Ce signal est composésitus polaires, préférentiellement d’'une
lysine (L) ou une glutamine (E), suivis d’une ghyei(G) et d’acides aminés hydrophobes. Il a
été montré que les protéines portant ce signaétsawnt la membrane externe et sont intégrés
depuis I'espace inter membranaire grace a 'aétiditn complexe appelé SAM50 (figure 6).
D’autres exemples de signaux internes ont été wésedans le cadre de l'intégration de
transporteurs de métabolites dans la membranenees mitochondries. Ces signaux sont
reconnus au cours des étapes successives de ¢edisio Tout d'abord, ces protéines
traversent la membrane externe en utilisant le ¢exepTOM. Une fois dans I'espace inter
membranaire, elles sont reconnues par des petie®inpes chaperonnes TIC qui les
conduisent vers le complexe TIM22 ou, par un méxraai nécessitant le potentiel de
membrane Ay), elles sont intégrées dans la membrane interneladenitochondrie
(Stojanovskiet al.,2012).

Dans le cas des plastes, méme si des signauxedsadre de typ@ n'ont pas encore
éteé détectés, on suppose que ce type d’adress&éie paur certaines protéines comme le
suggerent Schleiff & Becker (2011). Enfin, les nmésmes de translocation impliqués dans
I'adressage aux plastes de nombreuses protéinpessédant pas de signaux d’adressage N-
terminaux restent mal connus. L’intervention denaigk internes ou localisés en région C-
terminale de ces protéines n’est donc pas a excRwoer résumer, la figure 6 présente
schématiquement I'ensemble des signaux d’'adregsggaliques identifiés dans les protéines
adressées aux mitochondries et aux plastes a frdsemembrane externe (OM, outer
membrane), interne (IM, inner membrane), I'espatterimembranaire et la matrice des

mitochondries ou le stroma des plastes.

Des signaux N-terminaux a caractéere ambigu dirigelas protéines vers la
mitochondrie et le plaste ont également été idéstithez les organismes possédant ces
organites (cf ci-dessous partie « double adresspg# a été suggéré que les signaux

d’adressage ambigus seraient reconnus par les mmstad’import « classiques » des
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mitochondries et des plastes (Carrie & Small 20EB)réalité, tres peu d’indications existent
quant a la nature des récepteurs impliqués danstiguaslocation. Le seul résultat publié
concerne la mitochondrie pour laquelle il a été tréque,in vitro, le récepteur AtTOM20-4
interagit avec un peptide N-terminal de 60 acidesnés de la protéine threonyl-ARNt
synthétase d’Arabidopsis (AtThrRS) (¥ al., 2012). Dans cette étude, il a également été
montré que ce peptide N-terminal a une certaineaiece a former des structures hélicoidales
en solution aqueuse. De plus, de fagon intéresskastauteurs ont identifié deux régions du
peptide impliqués de fagon dynamique dans l'intema@vec AtTOM20-4. L'ensemble de ces
résultats a permis de proposer que, dans ce csignial d’adressage ambigu serait reconnu de

la méme facon qu’un signal mitochondrial classique.
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Figure 6. Signaux d’adressage protéiques htilisésopr la translocation des protéines
codées par le génome nucléaire vers différents coamtiments des organites.

Les principaux complexes de translocation des presédans la membrane des mitochondries
(orange) et des plastes (vert) sont représentésmateere schématique. OM : membrane
externe, IM : membrane interne, TOM : Complexe rd@dlocation de la membrane externe
de la mitochondrie, TIM : Complexe de translocatida la membrane interne de la
mitochondrie, TOC : Complexe de translocation denEmbrane externe des plastes, TIC :
Complexe de translocation de la membrane intereglstes (adapté de Dudestkal., 2013,
Schleiff & Becker 2011).
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2.4.Les complexes de translocation des mitochondries @é¢s plastes

L'import des protéines dans les mitochondries ext plastes est un processus
consommateur d’énergie médié par des complexe®iguels situés dans les membranes
externes et internes de ces organites. Comme mastiprécédemment, ces complexes de
translocation sont appelés TOM et TIM dans la nhitoalrie et TOC et TIC dans le plaste.
Les complexes TOM et TOC sont les points d'entréecipaux des protéines codées par le
génome nucléaire et adressées respectivementifolzhondrie et aux plastes. Les complexes
TIM et TIC permettent la translocation des protéirkans la membrane interne ou vers,
respectivement, la matrice ou le stroma de cesndgga Les 4 complexes sont composés de
protéines présentant des similarités structurelpgetéines récepteurs et protéines formant des
canaux dans les membranes externes et internegrésentation compléte de I'adressage et
la localisation des protéines dans les organitesssite celle des systémes d’'import. Dans la
partie suivante, je décrirai donc la compositiomestfonctions principales des complexes de
translocation des organites ainsi que leurs spé#éi$i chez les plantes.

2.4.1. Les complexes mitochondriaux TOM et TIM

Le complexe mitochondrial TOM des plantes compd@rous-unités comme chez la
plupart des espéces vivantes. Néanmoins, seuledndigntre-elles sont similaires a celles
décrites chez d'autres especes (pour une revuatece®ir Duncanet al., 2013). Ainsi,
comme chez les animaux et la levure, TOM40 estrdééme centrale formant le pore et les
petites protéines TOM5, TOM6 et TOM7 sont imporégnpour la formation et la stabilité du
complexe (Neupert & Herrmann 2007). Les trois aufpeotéines TOM9 (ou TOM22 de
plante), TOM20 et OMP64 (probable TOM70 de plantamt spécifigues des plantes. La
protéine TOM9 végétale ne possede pas la régiaplagmique décrite chez I'animal et la
levure comme importante dans la reconnaissancégdal sl’adressage N-terminal (Macasev
et al., 2000). Les deux dernieres protéines, TOM20 et TOM@rment I'antenne réceptrice
des complexes TOM chez les animaux et les champsg®la différence des animaux et des
champignons, chez lesquels une seule protéine TOMP@odée par le génome, chez les

plantes, 1 a 4 copies du gem®M20 sont généralement identifiées dans chaque génome.
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Parmi elles, TOM20-1 est la seule isoforme quitnjzas été clairement associée a une
fonction mitochondriale (Werhahet al., 2001, Listeret al., 2007, Paulet al., 2013). Les
protéines TOM20 sont donc considérées comme ddéipes intégrées au complexe TOM
végétal et non comme des protéines périphériquesmen chez les animaux et les
champignons. La protéine OM64 semble remplir lacfimm de TOM70 chez les végétaux
(Lister et al., 2007). Cette protéine est trés proche des réasptiutype TOC64 impliqués
dans I'import des protéines chloroplastiques mais miteraction transitoire avec TOM40
semble indiquer une fonction plus accessoire audeicomplexe (Qbadaet al.,2006, Lister

et al.,2007, Duncart al.,2013).

Chez toutes les especes, deux principaux typesodeplexes dimport ont été
identifiés dans la membrane interne des mitochesdcomplexes TIM) : les complexes
TIM23 et TIM22. Les complexes TIM23 permettent piant de toutes les protéines
matricielles et de la plupart des protéines de éambrane interne tandis que les complexes
TIM22 assurent l'import de seulement certainesgimes de la membrane interne (Neupert &
Herrmann 2007). Les protéines TIM23, TIM17 et TIM®@mposent le «cceur » des
complexes TIM23. Lorsqu’elles sont associées awe@rbtéine TIM21, elles forment le
complexe appelé « TIM23-SORT ». En parallele, lmglexe intégrant les protéines TIM44,
la protéine « heat shock » 70 (mtHsp70) et les ettaqmes TIM14, TIM16 et Mgel est appelé
« TIM23-PAM » (parfois aussi nommé TIM23-MOTOR). templexe TIM23-SORT permet
I'intégration de protéines dans la membrane intede®e mitochondries grace au potentiel de
membrane Ay). Ce complexe peut ainsi étre couplé aux compléhtest IV de la chaine
respiratoire par I'intermédiaire de TIM21 stimuldet potentiel de membrane nécessaire a
l'intégration des protéines. De plus, la protéinglZl est impliquée dans la formation des

« super complexes » TOM-TIM23.

Le transit des protéines depuis le complexe TOKs Vespace matriciel est effectué
par le complexe TIM23-PAM gréace a l'activité detatéine mtHsp70, a la régulation par les
protéines chaperonnes et de facon énergie dépen(tajanovsket al., 2012, Sikoret al.,
2013). Chez les plantes, en addition de cette @adynamique des complexes TIM23, la

structure des complexes TIM23 est encore compliguagde fait que les protéines TIM23 et
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TIM17 sont toutes deux codées par de petites fasithulti-géniques (Murchet al., 2007).

Ces spécificités des complexes TOM et TIM chez pgemtes pourraient répondre aux
spécificités d'import des protéines requises suitel’endosymbiose a lorigine des
chloroplastes. En effet, des changements importales complexes d'import ont été

nécessaires afin d’assurer un adressage correptatémes vers leur organite cible.

2.4.2. Les complexes chloroplastiques TOC et TIC

Le complexe chloroplastique TOC est un complexenadyque composé de
nombreuses sous-unités : récepteur, canal et pestéiccessoires (pour revue voir Andees
al., 2010, Shi & Teng 2013). La protéine formant leataappelée TOC75, est une protéine
ayant une structure en tonngauBien que TOC75 soit codée par un géene unique ersemn
sativum(le pois), chez d’autres especes, une petite lammulti-génique pourrait coder pour
cette sous-unité (Pawdt al., 2013). Récemment, une étude phylogénétique a pedei
proposer l'existence de deux sous-familles a tieté de cette petite famille, ce résultat

suggérant un réle divergent entre ces protéines darport (Topelet al.,2012).

Plusieurs petites familles de génes codent peuéeepteurs décrits dans la membrane
externe des chloroplastes. Parmi elles, les demdlés TOC159 et TOC34 codent pour des
protéines ayant une architecture similaire avec,particulier, des protéines a domaines
GTPases. La famille de récepteurs de la membraieenexdes plastes de type TOC159 est,
selon les espéces, composée de 1 a 4 paraloguen@ia& McFadden 2008, Lung &
Chuong 2012, Shi & Theegt al., 2013). La famille TOC34 est composée de 1 a 3¥&pres
dans les différents génomes de plantes (Kalanonc&adden 2008, Shi & Theg 2013). La
derniere famille de récepteurs de la membrane rextest plus controversée, il s’agit de la
famille TOCG64. Elle est composée de 1 a 3 membaeg@nome (Aronssoet al., 2007, Shi
& Theg 2013, Paukt al., 2013). L'import des protéines dans les plastesitserodulé par
I'abondance des récepteurs dans la membrane egtelee capacité a former des complexes

de translocation actifs (Bischef al.,2011).

4|Page



INTRODUCTION

La multiplicité des récepteurs TOC semble indiquer probables interactions
moléculaires et fonctionnelles entre les protémess pour I'instant aucun modele précis n'a
pu étre proposé. Le complexe TIC semble étre enplrg diversifié en raison des trés
nombreuses protéines impliquées dans I'import desémes au travers de la membrane
interne des plastes. Ainsi, selon la littératuf@ plotéines ou petites familles de protéines ont
éte identifiees dans ce processus: TIC20, TICAC22Z, TIC32, TIC40, TIC55, TIC56,
TIC62 TIC100, TIC110, TIC214, HSP70 et HSP93 (K®+Bogdaret al., 2010, Kikuchiet
al., 2013). Par ailleurs, il a été montré que plusieoraplexes TIC pourraient co-exister. Par
exemple, les protéines TIC20-I, TIC56, TIC100 etCZ14 forment un complexe TIC
spécifique. TIC214 étant une protéine codée pgetee chloroplastiqugcfl alors queTiC56
et TIC100sont des genes nucléaires a copie unique (Kiketchl.,2013). La complexité du
mécanisme est augmentée car plusieurs protéinesfort@ent de petites familles multi-
géniques dans certains génomes végétaux. En réesiiamilles de protéines TIC32, TIC55
et TIC62 sont des régulateurs de potentiel calciqueredox associés a lactivité de
translocation. Les protéines de type TIC20 et TIGamt plus centrales dans les complexes
TIC, elles sont considérées comme étant directerassbciées au canal d'import des
complexes. Dans les génomes des plantes, de 2@e381JC20 et jusqu’a 4 geneEIC21 ont
été identifies (Kalanon & McFadden 2008, Shi & Te2@l3). La protéine TIC110, codée
généralement par un seul géne par génome, a dedmigd impliquée dans les complexes TIC
mais récemment sa présence dans le complexe a#tésiee (Kikuchiet al., 2013). La
derniere famille de protéines TIC est la familléC22 généralement composée de deux

membres par génome (Kasneitial.,2013).

Finalement, en intégrant toutes ces données, uhelmaécent a été proposé dans
lequel différents types de complexes TOC et TICt assemblés en fonction du type de
plaste, du type cellulaire et du stade de dévelmgpe permettant la plasticité et la spécificité
du systeme d’import. Cette hypothése a permiset Dieng (2013) de proposer un modele de
reconnaissance des signaux N-terminaux d’adregsagkes complexes de translocation (cf

ci-dessus partie « signaux d’adressage »).
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2.5.Le double adressage des protéines chez les orgasitdes plantes

terrestres.

L’identification de la localisation d’'une protéingans la cellule est une donnée
importante pour comprendre le réseau et la dynaanilguns lesquels la protéine s’insert pour
assurer sa fonction. Pour cette raison, plusiewgthodologies ont été développées afin de
localiser les protéines, chacune permettant de osep une localisation probable et
I'intégration de plusieurs outils permettant deimiéfprécisément la localisation des protéines
(Millar et al.,2009). Un intérét particulier est apparu récemnpenir des protéines montrant
des localisations multiples dans la cellule. Ceslisations cellulaires complexes sont le reflet
de mécanismes cellulaires développés pendant u#wol pour répondre a des nécessités
toujours plus grandes tout en restant flexibleaessaugmenter de fagcon démesurée le nombre
de génes. L'importance de ce phénomeéne est parpixeéltnstré chez la levure par le grand
nombre de protéines mitochondriales montrant ucealikation dans un autre compartiment
cellulaire (Dinur-Mills et al., 2008, Ben-Menachemt al., 2011). Des protéines montrant
plusieurs localisations dans la mitochondrie oré également caractérisées en détalils.
L’analyse des mécanismes de localisation des medéa montré que des mécanismes tres
différents pouvaient étre impliqués dans l'adressatps protéines a leurs différentes
destinations (pour une revue compléete voir Yogewi&es 2011). Deux grands types de
mécanismes peuvent étre ainsi mis en jeu : sok geatéines différentes (ayant des signaux
d’adressage différents) sont produites, soit un geoduit de traduction porte plusieurs
sighaux d’adressage. Le premier type de mécanipedslui-méme étre divisé en trois sous-
mécanismes. Les protéines peuvent étre codéesegagéhes différents codant pour des
isoprotéines avec de petites differences influengemguement leur localisation. Un gene
unique peut conduire a la synthése de plusieurs ARdifférents sites d'initiation de la
transcription ou d’épissage des ARN) ayant soitlooalisation différente ou codant pour des
protéines différentes. Enfin, un méme géne et umenARN peuvent coder pour plusieurs
protéines ayant des sites d’initiation différentsais en phase) permettant la synthése ou non
de signaux d’adressage N-terminaux (Yogev & PirEsl® Dans le cas du deuxiéme type de
mécanisme (impliquant un seul produit de traducportant plusieurs signaux d’'adressage),
quatre sous-mécanismes peuvent étre distinguéstemsier implique la présence d'un signal
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d’adressage unique qui permet la localisation dadéeine dans plusieurs compartiments, ce
type de signal est appelé signal d’adressage «gansbicar il est reconnu par plusieurs

systémes d’import permettant ainsi un adressagépieulUn deuxiéme type de mécanisme

utilise des signaux d’adressage indépendants darsgduence de la protéine permettant
chacun la localisation dans un compartiment sppafi Dans ce cas, l'accessibilité des
signaux peut influencer l'efficacité d’adressags g@eotéines. Un autre mécanisme proposé
est la translocation inverse de protéines. Dansase la seconde localisation est obtenue
lorsqu'une fraction des protéines transitant paykéeme d'import est bloquée, maturée par
des peptidases dans sa région N-terminale puiteeejgar le complexe d'import de facon

rétrograde. Le dernier sous-mécanisme proposéspaine au tri des protéines au travers de
structures membranaires permettant le partage dsines entre différents compartiments

cellulaires (Yogev & Pines 2011).

Bien que les différents mécanismes proposés axligles adressages multiples dans
la cellule, des modifications post-traductionnellde type cellulaire, le stade de
développement et les conditions environnementaesgnt également influencer I'adressage
des protéines. Par exemple, la composition etidéoce des complexes d'import des plastes
pouvant étre modulées dans les différents typdalaeés et au cours du développement, il

n'est pas surprenant que ces facteurs aient urcirapala localisation de certaines protéines.

Afin de simplifier la suite du manuscrit, et comm&st le phénomene qui m'a
intéressé au cours de ma thése, jutiliserai désigre terme « double adressage » en
référence a des protéines ayant une localisatiobldalans les mitochondries et les plastes.
Comme mentionné dans les chapitres précédentsldstes et les mitochondries partagent un
certain nombre de caractéristiques en raison, gicplger, de leur origine endosymbiotique.
Bien qu’un trés grand nombre de protéines nucléaogent tres spécifiquement adressées a
I'un ou l'autre des deux organites, il existe uagégorie de protéines adressées a la fois vers
les plastes et les mitochondries. Ainsi, dans @veie récente, il a été rapporté que plus de
100 protéines de plantes ont été montrées commaédées dans les deux organites (Carrie &
Small 2013, Xuet al., 2013, Fusst al., 2013, Baudisctet al., 2014). En particulier, 88
protéines dA. thaliana ont été identifiees a la fois dans les mitoch@xret les plastes
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(Annexe, Tableau 9). De plus, une analyse des @sndé la base SUB-cellular location
database for Arabidopsis proteifSUBA) » a permis a Carrie et Small de proposer Zjti7
protéines pourraient étre potentiellement locatisg&ns les deux organites chezthaliana

La liste des protéines potentiellement doublemeitessées n’étant pas publiée dans cet
article et du fait de I'importance d’une telle dspour mon travail de thése, jai établi ma
propre sélection de protéines candidates pour onbld localisation dans les mitochondries
et les plastes (Tableaux 10 et 11 de I'annexe)ptagines ont été initialement sélectionnées
sur la base de l'intégration des protéomes plasitxdét mitochondriaux &. thalianaprédits.
Néanmoins, seules les protéines présentant deséeenexpérimentales de localisation
plastidiale et mitochondriale ont été retenues foumer ces listes (cf Annexe, Tableau 10 et
11). Il est important de noter que ces tables lnlend pas les résultats obtenus pour les
protéines de la famille PPR (PentatricoPeptide B®pear I'analyse de la localisation des
membres de cette famille est le sujet d’'un chapiémes la section des résultats et sera présenté

en détails.

Comme observé précédemment (Caetial.,2009a, Carrie & Small 2013), les protéines pour
lesquelles le double adressage a été confirmé eorichies dans certaines catégories
fonctionnelles comme le métabolisme de I'ADN, ded’NAet la traduction, toutes étant
essentielles et similaires dans les deux organitesété suggéré par Carrie et Small (2013)
que ces biais ne seraient pas le résultat de sgstettimport particuliers mais plus
probablement la conséquence de la fonction biolagides protéines. En effet, des protéines
impliquées dans des processus biologiques pare&gés la mitochondrie et les plastes sont
statistiquement plus souvent doublement adres€&tte observation a permis également aux
auteurs de spéculer que le double adressage poétnaiun processus limitant la variabilité
géneétique. En effet, le double adressage perntetaadiminution du nombre de génes
nucléaires mais surtout augmenterait la pressiagetietion sur ces genes afin de maintenir la
fonction dans les deux organites. Méme si l'origatdes causes du double adressage sont
inconnues, une analyse récente de protéines oginedochez trois espéces éloignées de
Viridiplantae (Oriza sativa Physcomitrella patenst Arabidopsis thaliang a montré que le
double adressage est un processus ancien et dymaget al.,2013). Ainsi, I'ancienneté

de son apparition est illustrée par le fait quedgé$ 16 protéines analysées ont montré une
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conservation du double adressage chez les troezesgtudiees, a I'inverse, le dynamisme du
processus est caractérisé par la perte probale agacité de double adressage de certaines

protéines.

Le mécanisme impliquant des signaux d’adressadpegas (ciblant les protéines dans
les deux organites) a été particulierement étudiéaars des 10 derniéres années pour deux
raisons principales. D'une part, la plupart des ramacyl-ARNt synthétases doublement
adressées portent ce type de signaux (Berghinal., 2009). D’'autre part, la comparaison
entre la perception et I'import de ces protéinegbdlement adressées et de celles ayant un
import canonique grace a des signaux spécifigyesrais de mieux comprendre les systemes
d’'import des deux organites. L'analyse de délétotarss les signaux ambigus des aminoacyl-
ARNt synthétases a montré que ces signaux ne ssratpucturellement identiques (Berglund
et al., 2009). En particulier, les séquences permettatréssage dans chacun des deux
organites peuvent étre chevauchantes dans certaintsnes alors qu’elles sont distinctes
dans d'autres. De plus, il a été montré que dampdit de I’ARNt nucléotidyl-transférase non
seulement le signal d’adressage ambigu mais austabilité de la protéine sont nécessaires a
un import correct dans les deux organites (Leilobvét al., 2013). Pour ces raisons, les
prédictions de double adressage sont trés difficidéanmoins, un outil de prédiction de
signaux d’'adressage ambigus permettant de propwseldocalisation double des protéines
dans les mitochondries et les plastes a été dgwelepactualisé récemment (Mitschiteal.,
2009, Fusset al., 2013). Méme si ces prédictions sont encore limitée raison de leur
difficulté et du petit nombre de données de réféeemour entrainer le logiciel, c'est le seul
outil pour prédire les signaux d’adressage ambigesnettant un double adressage aux
organites. Dans la récente actualisation et vatidatlu logiciel de prédiction, Fusst al.
(2013) ont observé qu'il existe des differencegé@miltats expérimentaux de localisation en
fonction du systeme d’expression utilisé. Pourecedtison, ils ont développé des logiciels
spécifiqgues a chaque espéce et suggérent I'uidisae systémes expérimentaux homologues
pour la localisation des protéines. Par ailleutsdes fagon intéressante pour mon sujet de
thése, ils ont observé deux protéines PPR, l'ung&ratbidopsis thalianaet l'autre de
Physcomitrella patensgyant une double localisation. En particulierptatéine deP. patens

conserve sa double localisation dans les troiseByss d’expression testéA. (thaliang N.
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tabacum et P. paten} tandis que celle &. thaliana montre une localisation double

uniquement lorsqu’elle est testée en systéme hajuel{Fus®t al.,2013).

Le nombre de protéines présentant un double ajessst en constant croissance
depuis sa découverte il y a un peu moins de 20Aanstte effet, une étude récente a suggere,
par des données prédictives, que plusieurs cestal@erotéines végétales pourraient avoir
une double localisation (Baudis@t al., 2014). Ce travail se base sur I'extrapolation de
résultats de localisation obtenus pour 16 protéiagant une origine endosymbiotique
probable représentant 4 catégories (A, B, C, Z3§, caégories sont caractérisées par la
différence entre les scores de prédiction mitochiated et plastidiale obtenus a I'aide du
software TargetPAMC). Les protéines de la catégorie A ont udC inférieure a 0,1, la
catégorie B uneMC comprise entre 0,1 et 0,2, la catégorie C M€ comprise entre 0,2 et
0,3 et la derniere catégorie Z un®IC supérieure a 0,8. Par fusion traductionnellecdae
protéine eYFP, 7 des 8 séquences d’adressage stespgartenant a des protéines des
catégories A et B (possédant une faible différexid€C) ont montré une double localisation.
De plus, 3 protéines des groupes C ou Z ont égaleété localisées, en fusion avec la eYFP,
a la fois dans les mitochondries et les plastes. IGealisations ont été évaluées dans un
systeme transitoire d’expression utilisant des I de pois et confirmées par des
expériences d’import sur organites purifiés. Cesinges suggerent que la quantité des

protéines avec une double localisation est sousvést
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La transcription chez les organites des plantesestres
Les complexes de transcription chez les organites
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géneéraux
Les protéines du complexe agissant sur I'éditie I’ARN des organites
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Généralités sur la famille des protéines PPR.
Evolution de la famille PPR
Les protéines PPR participant a la transcription as organites.
Réles des protéines PPR au sein des complexes diéd
Les protéines PPR participent a I'épissage des muns des organites
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La structure des protéines PPR et les implicationsdans le mode de
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3. L'expression Génique Chez Les Organites Des Plant@grrestres

La transcription, la maturation des transcritieat traduction sont les trois étapes clés
du processus d’expression des genes d'un génonpen@ant, méme si I'ensemble des
processus conduisant a I'expression des genes psotdgés pour tous les génomes, des
spécificités existent en fonction de I'organisme dmi I'organite dans lequel elle s’inscrit.
Chez les eucaryotes, il existe une grande divedsisémécanismes d’expression des genes des
organites qui est en relation avec I'histoire étigkide I'organisme et de I'organite (Schuster
& Stern 2009, Barbrookt al., 2010, Sterret al.,2010, Smalkt al.,2013, Hammani & Giegé
2014). En effet, I'expression des génomes mitochang animaux implique des mécanismes
différents de celle des mitochondries des plarde®dtres (Smakt al., 2013). Cependant,
chez les organites des plantes terrestres, la otmtie et le plaste, les mécanismes
d’expression des genes sont relativement similagepartie parce gu’ils partagent une méme
histoire évolutive au sein de la cellule végét&tefnet al., 2010, Barkan A. 2011, Smadt
al., 2013, Hammani & Giegé 2014). Lors de la co-évolutdes génomes nucléaires et des
organites la plupart des facteurs impliqués damspfession des génomes sont passés sous
contréle du génome nucléaire tandis qu’une faiblepprtion est restée sous contrdle des
génomes des organites. Ainsi, la régulation degrdiites phases nécessaires a I'expression
des génomes des organites et a leur biogenesejuapline coordination du fonctionnement

des génomes de la méme cellule (Woodson & Chor§)200

En raison de la complexité de la littérature disple, et des objectifs spécifiques de
ce travail de thése, je présenterai plus partieirent les données acquises en matiére de
transcription, d’édition et d’épissage des genes atganites des plantes terrestres dans les
sections suivantes de ce chapitre. En fin de aleapé présenterai en détails la famille des
protéines a domaines PentatricoPepetide Repeai) (ReReurs impliqués dans I'ensemble de

Ces processus.
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3.1.La transcription chez les organites des plantes tegstres

La transcription chez la mitochondrie et le plagtésentent des similitudes et des
différences, les processus transcriptionnels géanéralement plus complexes chez le plaste
que chez la mitochondrie (Lieret al., 2011). En particulier, la transcription dans la
mitochondrie semble étre un processus peu contidlprésentant pas de forte modulation,
suggérant un réle mineur de la transcription dansébulation de I'expression des genes
(Giegeéet al., 2000, Holecet al.,2006). Les unités transcriptionelles des orgamgssemblent
plus aux unités transcriptionelles des organismesagpyotes qu’'a celles du génome nucléaire
des eucaryotes. En particulier, la plupart des gé&mmt transcrits en séquences primaires
contenant deux ou plusieurs génes (Bock R. 2008f)efidant, a la différence des procaryotes,
les transcrits des organites sont soumis a deegsas post-transcriptionnels complexes et
variés avant d’étre pris en charge par la machengei traduction (Binder & Brenicke 2003,
Stern 2010, Smakt al.,2013). Bien que les complexes transcriptionneltadaitochondrie
ou du plaste ne soient pas totalement caractérisgs,admis que la transcription est réalisée
par I'activité de complexes contenant des ARN pdsases de type phagique (RPOT), codées
par le génome nucléaire et adressées aux orgd@aissi appelées complexes NEP pour
Nuclear Encoded Polymerase) (Lieret al., 2011). Chez les plastes, [I'activité
transcriptionnelle est aussi assurée par une ARNnpwmase appelée PEP (pour Plastid
Encode Polymerase) contenant a la fois des sotésurndées par le noyau et par le génome

du plaste (pour revue voir Lieet al.,2011, Yagiet al.,2012).

3.1.1. Les complexes de transcription chez les organites

Les polymérases RPOT font partie d’une famillegdaes nucléaires chez les plantes,
le nombre de génes la constituant étant variablasules especes. Par exemple, il a été
rapporté que les especksabidopsis thalianaet Physcomitrella patenpossedent trois genes,
Oriza sativaen a deux eSelaginella moellendorffii @n posséde qu'un (Lieet al., 2011).
L’étude de localisation subcellulaire des ces pnet® montre qu’elles peuvent étre localisées
exclusivement dans un des deux organites ou doglersdressées (Hedtlet al, 2000,
Hricova et al, 2006, Kuhnet al., 2009, Xuet al., 2013). CheZA. thaliana, parmi les trois
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RPOT polymérases, une premiére est adressée aaghanitdries (RPOTm), une autre aux
plastes (RPOTp) et la troisieme est doublementsadeedans les deux organites (RPOTmp)
(Hedtkeet al, 2000, Xuet al, 2013). De plus, il a été montré que RPOTm estpro&gine
essentielle pour la survie de la plante, suggéunantble majeur de cette protéine dans la
transcription de géenes mitochondriaux (Kuéinal., 2009, Tanet al., 2010). De la méme
maniere, la polymérase plastidiale RPOTp a été mentomme étant nécessaire pour
I'activité transcriptionnelle dans le plaste, puwisgsa mutation produit un phénotype de
réduction de taille et de chlorose qui sont asso@ides défauts structuraux des chloroplastes
et a une diminution de la transcription des genastidiaux (Hricoveet al.,, 2006, Swiatecka-
Hagenbruchet al., 2008). En ce qui concerne la protéine RPOTmp, s@tion entraine un
phénotype moins sévere que celui observé dans lgantarpoTm et rpoTp. L'étude du
mutant nulrpoTmp a permis de monter que la protéine RPOTmp estseate a la
transcription optimale de certains genes mitochiandr et plastidiaux. Tous ces éléments
suggerent que les activités des trois polymérase®nt pas redondantes (Courtois et al, 2007;
Swiatecka-Hagenbruclet al, 2008, Kuhnet al, 2009). Actuellement, il n’existe pas
d’évidence claire montrant que les polymérases RR@Fragissent avec d'autres facteurs.
Cependant, il a été suggéré que ces protéinessit@cggprobablement I'activité de facteurs

auxiliairesin vivo (Liereet al.,2011).

Chez le plaste, une deuxiéme activité transcripidie est présente et correspond aux
complexes de type PEP. L’architecture du comple¥d R été initialement supposée
ressembler a celles des complexes polymérasepdebtictérien mais des analyses récentes
indiquent qu’il aurait une architecture différerge plus complexe (Pfalz & Pfannschmidt
2013). Le complexe PEP serait une adaptation dplem transcriptionnel provenant de la
machinerie de I'endosymbionte a I'origine du plati® composition du complexe PEP n’est
pas totalement connue, mais deux fractions de #itdsb difféerentes peuvent étre
physiquement séparées a partir d’extraits plastideyant une activité PEP. En particulier,
une de ces fractions, connue sous le nom de « @sa@mes Transcriptionnellement Actifs »
(TAC : Transcriptionally Active Chromosomes), seuve dans des structures compactes,
appelées nucléoides, attachées aux membranes)tehant des molécules d’ADN et d’ARN

(Pfalz et al., 2006). Plusieurs études ont montré que ces stasctpossédaient une
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composition variée. Steinat al. (2011) ont suggéré que des facteurs intervenams ta
transcription, comme par exemple les facteurs sjigradicipent probablement d’'une maniere
transitoire au complexe. Néanmoins, des étudesreranque différents mutants de facteurs
sigma sigl, sig2, sigbprésentent des phénotypes associées a la trarmstrigge genes
chloroplastiques et il a été montré que certairentde eux peuvent interagir avec 'ADN
plastidial (Lerbs-Mache S. 2011, Hanaok&t al., 2012). En paralléle, I'étude des deux
fractions PEP a permis d’identifier la compositid& base d’un complexe constitué de cinq
sSous unités codées par le génome plastidial (rpp@8, rpoC2 et deux variantes de rpoC1) et
de 10 protéines associées a la PEP : les protBiABs(PAP: PEP-Associated Proteins) qui
sont codées par le génome nucléaire, néanmoins dacteur sigma n’a pu étre identifié par
cette approche (Steinest al., 2011). Leur association transitoire au complexe s
explication avancée pour expliquer gu’ils n'aiersppu étre identifiés biochimiquement.
Dans I'étude de I'activité transcriptionelle et sles implications dans la biogenese du plaste,
Pfalz & Pfannschmidt (2013) ont récemment proposémnodele dans lequel le complexe
transcriptionel est un domaine d’'un macro-complerastitué de plusieurs domaines de
fonctions différentes, interconnectés au sein dulémide. Ce modéle étant proposé chez les

dicotylédones et certaines monocotylédones.

A l'exception de quelques unités transcriptiore®llla plupart des unités plastidiales
possédent des promoteurs qui peuvent étre recopausles complexes NEP et PEP
(Zhelyazkovaet al.,2012). Il a par ailleurs été observé que les cergd NEP et PEP sont
actifs dans tous les types de plastes (Lieteal.,, 2011). Il est donc probable que la
participation de chague complexe a la transcripties genes chloroplastiques est coordonnée
en partie par des changements d’affinité pour tempteurs.

3.2.Le métabolisme des transcrits chez les organitessiplantes terrestres

La transcription est suivie par la maturation déguences d’ARN qui détermine la
formation des transcrits fonctionnels utilisés j@rmachinerie de traduction ou pour sa
dégradation. Chez les organites de plantes, lepsas post-transcriptionnels qui permettent

d’obtenir des transcrits codant les protéines dgarutes font intervenir des modifications des

45|Page



INTRODUCTION

bases nucléotidiques, I'épissage d’introns lordgusont présents, la coupure des transcrit
primaires, la maturation des extrémités 5 et 3’leetdégradation des molécules d’ARN.
Plusieurs revues décrivant 'ensemble de ces psasesnt été publiées récemment (Sttrn
al., 2010, de Longeviallet al., 2010, Barkan A. 2011, Knoop V. 2011, Castandet i@aya
2011, Stoppett al, 2013, Takenakat al.,2013). Aussi, je présenterai principalement dass |
sections suivantes les donneées les plus récentaesrtatentes par rapport a mon travail de

thése.

3.2.1. L’édition des transcrits des organites : aspectai@@aux et évolutifs

La modification de bases nucléotidiques dans dmeséce d’'une molécule d’ARN est
une signature trés répandue dans tous les organistusieurs types de modifications d'ARN
sont connues comme des délétions, des inserti@sssubstitutions et des conversions de
bases dans des séquences d'ARN faisant interusigju'p plus de 100 types de modifications
chimiques (Grosjeamt al., 2005). A partir de la fin des années 80, un nouveancept
associé a la modification de bases dans les séguel®c|’ARN a été décrit : « I'édition de
'ARN ». Ce concept, impliquant initialement deséntions ou délétions de bases dans les
séquences des transcrits codant pour des prot@negidement évolué pour intégrer des
conversions et substitutions de nucléotides. Pdtérencier le concept de modification de
bases nucléotidiques de I'édition de 'ARN, H. Geas a précisé que le terme d’édition de
I’ARN correspond aux transformations qui ont poangéquences d’induire des changements
dans la perception de l'information génétique poméar I'’ARN alors que la modification de
'ARN n’induit qu'un changement purement structuf@rosjeanet al., 2005). Bien que
plusieurs définitions du concept d’édition de 'ARMNent été données au cours des trois
dernieres décades - la plus récente étant celld.dénoop (Knoop 2011) - celle proposée par
Grosjean, traduit a mon avis de la meilleure falgoooncept d’édition dans sa globalité. Par

conséquent, il servira de référence dans les pgphgs qui suivent.

Le phénomene d’édition de 'ARN a été initialemeat#couvert dans la deuxieme
moitié des années 80, ou il a été montré que destians de nucléotides dans ’ARN du géne

mitochondrialcox2 étaient nécessaires pour I'obtention d’'un trahsoature et fonctionnel
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chezTrypanosomma brucéBenneet al.,1986). Cette découverte a été rapidement suivie pa
des travaux similaires, impliquant des délétiormversions et substitutions de nucléotides
dans les transcrits, principalement d’organitegzctifférents organismes (Grosjeanal.,
2005, Knoop 2011). Dans une analyse de tous lesepsas d’édition de 'ARN chez les
organismes, une distribution évolutive des phénawadieédition de 'ARN a été proposée
(Knoop 2011, Gray 2012). Cette distribution sembtee corrélée avec une machinerie

protéique particuliére a chaque processus d’éd{tBray 2012).

Chez les plantes, I'édition des ARN a été détepidar la premiere fois dans des
transcrits de genes mitochondriaux de facon indi#qae par trois équipes. Cette édition
correspondant a des conversions de cytosine eileu@cen U) (Gualberto et al, 1989, Hiesel
et al., 1989, Covello & Gray 1989). L’histoire liée a aagsides simultanées a été décrite dans
trois articles lors du 2 anniversaire de la découverte de I'édition, maritta richesse du
processus scientifique (Grienenberger 2009, Gr&@ 2Brennicke 2009). Par la suite, il a été
mis en évidence que des conversions d’uracile tsinye (U en C) pouvaient aussi avoir lieu
dans des transcrits mitochondriaux, mais de fa¢os nare que I'édition de C en U (Schuster
et al., 1990, Gualbertcet al., 1990). Un peu plus tard, le premier phénomeéne ititbéd
rapporté chez le chloroplaste a concerné le chaagiede C en U nécessaire pour produire le
codon d’initiation du transcrit du gengl2 chez le Mais (Hocket al., 1991). On sait
désormais que les conversions de C en U sontueaéint communes chez les organites des
plantes. La quasi-totalité de la littérature montree I'édition de I'ARN se produit
essentiellement dans les transcrits des organtess quelques études suggérent que des
transcrits d’origine nucléaire pourraient étre s@uénl’édition. Cependant, ces études restent
controversées et nécessitent d’étre confirmées ggblet al., 2009, Menget al., 2010).
D’autre part, il a été montré que la fréequence itigd chez les plantes est variable d’'une
espece a l'autre. En général, on trouve un nomlu® important de sites d’édition chez la
mitochondrie par rapport au plaste (Figure 7). Qitetivement, I'édition de I'ARN par
conversion de C en U est le phénoméne le plus dépelnez les deux organites (Chateigner-
Boutin & Small 2010, Grewet al., 2011, Hechtet al., 2011, Knoop 2011, Fujii & Small
2011, Takenakat al.,2013b), suivi par la conversion de U en C, pracgsbédition un peu

plus fréquent dans certaines espéces des bryophytesugéres (Yoshinagat al., 1997,
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Kugita et al., 2003, Greweet al.,2011), puis par I'édition de A en |, minoritaif@glannoyet
al., 2009). Ces travaux ont permis de suggérer queuehiygpe de conversion est indépendant

et suit des processus évolutifs relativement difiés (Gray 2012).

Arabidopsis thaliana
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Hevea brasiliensis
Cucurbita pepo
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Figure 7. Sites d’edition des transcrits des orgatés dans différentes especes de plantes
terrestres.

Les barres en vert indiquent le nombre d’événemdgtiition détectés dans les plastes tandis
que celles correspondant aux mitochondries sontoege. Les données sont issues de
différents articles (Hectlst al.,2011, Sloan 2012, Grosckeal., 2012, Lenz & Knoop 2013,
Richardsoret al., 2013, Ruweet al.,2013). Les données d’édition plastidale chez IEn&s,
observées par Sloan al.,2012, sont en partie prédites d’'une espéce paprapux autres.

L’édition de C en U est le processus le mieux agsngu point de vue évolutif et
mécanistique. Méme si l'origine de ce processustrgas totalement définie, I'édition de C en
U chez les organites de plantes semble s’étre é¢éeagrés la divergence des embryophytes.
Cette affirmation est basée sur le fait que, jusquésent, aucun site d’édition n’a pas été
détecté chez les algues vertes (Rudingieal., 2012 citant Steinhauseat al., 1999). Les
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données actuelles montrent que I'édition est ucgssus dynamique puisque des apparitions
ou pertes de sites d’édition sont possibles auscder I'évolution (Fujii & Small 2011,
Richardsonret al., 2013). Malgré ce dynamisme, les données actusllggérent un modele
évolutif qui est en relation avec I'adaptation danpes au milieu terrestre (Fujii & Small
2011, Rudingeet al., 2012). Par ailleurs, il a été observé qu'aprés prodable phase de
croissance importante du nombre de sites d’éditivez les lycophytes, une tendance a la
perte de sites d’édition semble avoir été favoridéez les spermatophytes (Slaral., 2010,
Salmanset al., 2010, Fujii & Small 2011, Rudingeet al., 2012, Sloanet al., 2012,
Richardsonet al., 2013). De nos jours, il est important de noter tpigoeu de données
disponibles sur les nombres de sites d’éditiom e@riabilité importante observée au sein des
bryophytes ne permet pas de définir clairement egnario évolutif pour le groupe des
embryophytes. Dans ce contexte, on trouve cependanicas particulier,Marchantia
polymorpha,espece appartenant a la classe des Marchantiopkida, laquelle aucun site
d’édition n'a été détecté (Saloreal.,2007, Rudingeet al.,2008, Rudingeet al.,2012). Il a

été suggéré que I'absence totale de site d’éditi@z cette espece serait la conséquence d’une
perte secondaire puisque des especes prochestemadira la classe Jungermanniopsida, font
toujours de I'édition (Groschet al.,2012).

3.2.2. Le mécanisme d'édition C en U de 'ARN des orgasitde plantes:

Principes généraux

Actuellement, la composition des complexes d’'éditieste partiellement connue et il
n'est pas exclus que des facteurs encore incoroestsmpliqués dans ce processus. Malgré
cela, plusieurs mécanismes expliquant le procebsushimique d’édition de I'ARN des
organites des plantes ont été suggérés au filsethps Initialement trois mécanismes
généraux probables on été proposés :

1. Par délétion de la base cytidine a partir de sarelstfe de phosphate suivie d’'une

insertion de l'uridine.

2. Par glycosilation, changeant la nucléobase cytqsané'uracile.
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3. Par modification de groupe amide du carbone Cadritléobase cytosine impliquant

un désamination ou transamination.

Des expériences de marquage isotopiguediro et sur organites purifiés, ont montré
que ni le squelette phosphate de 'ARN ni la nuoés® subissait des excisions ou
modifications (Rajasekhar & Mulligan 1993, Yu & Swdter 1995, Blanet al., 1995, Hirose
& Siguira 2001). Ces données ont donc exclu lesx detemiers mécanismes, laissant
seulement la désamination ou transamination comnobaples processus biochimiques
responsables de I'édition de C en U. La transanonagst un processus nécessitant des
molécules accepteuses avec des groupes cétonemnakakt al. (2013b) ont suggéré que ce
mécanisme est moins probable car les expérienéghtidh sur organites purifiés allaient a
I'encontre de l'implication de telles molécules K€aaka & Brennicke 2003). Dans ce
contexte, il est actuellement admis par la commignacientifique que le mécanisme

préférentiel d’édition passe par la désaminatiotad®se cytosine.

Du point de vu mécanistique, il a été montré geieptocessus de I'édition des
transcrits, dans différents organismes, impliqaetivité de facteurs protéiques regroupés au
sein d’'un complexe. Par exemple le complexe d'é@dithezT. brucei,appelé éditosome 20S,
est une macro structure protéique de haut poidstculdire (Goringer H. 2011). Ceci
s’explique probablement par la nature complexe &’omultitude d’insertions et de délétions,

nécessaires pour obtenir des transcrits fonctisrofeahs la mitochondrie de cet organisme.

Des expériences biochimiques préliminaires effsetuchez le plaste ont suggéré que
des facteurs, agissant #ans et possédant une spécificité importante, étaEsgansables de
I'édition des ARN des organites des plantes (Chaudbt al., 1996). Plus tard, des
expériences d’éditiom vitro ont montré que les facteurs responsables deibédavaient une
nature protéique et que la participation de séqegedtARN guides eftrans ne semblait pas
requise (Hirose & Siguira 2001). Les données algsiehontrent I'implication de plusieurs
types de protéines dans I'édition de I'ARN des aigs mais la composition du complexe
d’édition de C en U n’est pas totalement résoluest clair qu’il n’existe pas un complexe

unique agissant sur tous les sites d’édition dgarotes. Cependant les multiples complexes
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qui peuvent exister semblent avoir une structureilaire dans laquelle des facteurs de
spécificité de liaison a 'ARN et des facteurs m@sgables de l'activité catalytique sont
impliqués. Malgré la multitude des données dispesilsur I'édition, la nature de la (des)
protéine(s) responsable(s) de I'activité enzymatiogste un point majeur devant étre élucidé.

3.2.3. Les protéines du complexe agissant sur I'éditionl@RN des organites

A ce jour, seules trois types de protéines ontagbciées au phénomeéne d’édition
chez les plantes. Ainsi, certains membres de lallade protéines PentatricoPeptide Repeat
(PPR) et les Mltiple Organellar_RA editing Factors (MORF) aussi connues comnmiEAR
editing-Interacting_Poteins (RIP) sont nécessaires a I'édition C enelrdnscrits des deux
organites (Takenaket al.,2012, Bentolileet al., 2013, Takenakat al.,2013b). D’autre part,
des protéines a motifs de liaison a 'ARN ou RRMN@RRecognition_Mtif) sont impliquées
dans [I'édition, mais d’autres travaux sont nédessgpour déterminer s’ils le font d’'une
maniere directe ou indirecte (Tillickt al., 2009, Suret al., 2013). La fonction des protéines
PPR au sein des complexes d’édition sera détaibés une section qui leur est dédiée (cf
section 3.4.4). De maniere générale, il est acagpeéles protéines PPR interviennent dans la
spécificité de reconnaissance de I'ARN et il a gtéposé qu’elles pourraient également

participer a I'activité enzymatique d’édition (Saéet al.,2007).

3.2.4. Les protéines MORF et leur implication dans les cplaxes d’édition.

ChezA. thaliana,ou elle a été découverte, la famille MORF est casgpode dix
genes(MORF1Q étant potentiellement codée par le pseudodefEG53260) Cette famille
est présente chez plusieurs Angiospermes maisn&lepas été détectée ch&z patens
(Takenakaet al., 2012, Takenakat al., 2013). Ces protéines sont considérées comme des
facteurs généraux permettant une probable staimbiisdes complexes d’édition (Takenala
al., 2012). En effet, les analyses de génétique inveaseanalyse de mutants d’insertion ou

par « RNA interference » (RNAi) ont montré que ks d’édition mitochondriaux et
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chloroplastiques &rabidopsisétaient affectés en grand nombre dans de nombrneants
morf (cf Table 1 et Takenaleat al.,2012, Bentolileet al.,2013).

Bien que la localisation subcellulaire de toutes protéines MORF ne soit pas
totalement déterminée, les données de préedictiadressage suggerent une localisation dans
les organites pour I'ensemble de la famille. PHewis, des données protéomiques montrent
une localisation plastidiale des protéines MORFRI&RF9, une localisation mitochondriale
pour MORF3 et MORF5, et une double localisationrpBl©RF8 (Takenakeaet al., 2012,
Bentolila et al.,, 2013). La double localisation subcellulaire detecedierniére protéine
fusionnée a la GFP, observée en microscopie cdefoeat la seule donnée expérimentale
disponible par des expériences de microscopieutgdscence pour I'ensemble de la famille
(Bentolila et al., 2012). Elle compléte la double localisation ingrmaent détectée lors des
analyses protéomiques et confirmée par des défadgion observés dans les deux organites
du mutanimorf8 (Bentolilaet al.,2012, Bentolileet al.,2013).

En se basant sur le nombre de sites d’éditiorct#tedans les différents mutants (table
1), il est proposé que les protéines MORF1, MORFRRF3, MORF8 et MORF9 seraint des
facteurs majeurs de I'édition tandis que MORF4, MKBRMORF6, MORF7 et MORF10
auraient un réle plus mineur dans ce processus.grécisément, selon Bentoldaal. (2013),
le mutantmorf8 serait le plus fortement affecté dans I'éditionivspar les mutantsnorf3
morfl, morf2 et morf9 qui présentent respectivement un nombre de siéhtidn affectés
décroissant (Voir table 1). La proportion de sitdkectés dans le mutamhorf8 est plus
importante chez la mitochondrie (70%) que cheZldstp (22%) et il a aussi été observé que
plus de 40% des sites d’édition mitochondriaux c@ffe dans le mutamhorf8 le sont aussi
dans les mutanisorfl et/oumorf3. De facon similaire, plus de 70% des sites plamtixlisont

affectés dans les mutamteorf2 et/oumorf9 (Bentolilaet al.,2013).
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Tableau 1. Bilan des différentes analyses en gérgite inverse et des sites d’édition
affectés chez les mutantmorf(Adapté de Takenakaet al.,2012, Bentolilaet al.,2013)
Total de sites d’édition

Lignés évalues

Gene (AGI affectés
V10) Nom VIGS Mutants Plaste Mitochondrie

morfl-1

AT4G20020 MORF1 RIP8 Vv 0 46'-74
morfl-2

AT2G33430 MORF2RIP2 VvV morf2-1 22-33 21
morf3-1

AT3G06790 MORF3 RIP3 2-7 46’ -201
morf3-2*
morf4-1

AT5G44780 MORF4 RIP4 1" -19
morf4-2*

AT1G32580 MORF5RIP5 Vv morf5-1 12-25

AT2G35240 MORF6 RIP6 morf6-1 1Y

AT1G72530 MORF7RIP7 VvV 6

AT3G15000 MORFS8 RIP1 morf8* 474

AT1G11430 MORF9RIP9 Vv morf9-1 1

MORF10
AT1G53260 0
RIP10

* Les noms de ces lignés ont été changés. lIsrétargginalement appeléfp dans Bentolila
et al. (2013)y: Total de sites d’édition affectés et reportéssdbakenakat al.(2012)

L’étude des interactions entre certaines protédesette famille par double hybride
chez la levure a montré que les protéines MORF grduwnteragir entre elles. Ainsi MORF1
interagit fortement avec elle-méme et les autreRA@estées (MORF2, MORF3 et MORF9)
tandis que MORF3 présente un profil d’'interactidifédent. Elle ne se dimérise pas et semble
interagir faiblement avec MORF2 et MORF9 et fortetmavec MORF1. MORF2 et MORF9
ont un profil d’'interaction similaire (Takenakaal.,2012). D’autre part, il a été démontré que
les MORF peuvent aussi interagir en double hybawsc des facteurs d’édition de type PPR,
la figure 8 présente les interactions connues euld actuelle. Les profils d’interaction sont
divers. Par exemple la protéine PPR MITOCHONDRIAINAR EDITING FACTOR9
(MEF9) montre une interaction avec plusieurs MOR6&rsaque MEF10 interagit plus
particulierement avec MORF8 et MORF2 (Takenekal.,2012, Hartekt al.,2013). Suite a
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'analyse de linteraction par double hybride enttiéférents combinaisons d’'ORF et de
fragments tronqués de MORF8 et de la protéine PERUWERED FOR_AcD RNA

EDITING 1 (RARE1), un modéle d’interaction a été posé (Bentolileet al., 2012). Ainsi,

I'interaction entre les protéines PPR et MORF feiiatervenir les domaines PPR des
protéines de cette famille et la partie N-Termindks protéines MORF. L'absence de
domaine catalytigue dans les protéines MORF etslénteractions avec les domaines de
liaison a 'ARN des protéines PPR suggerent quédeteurs MORF auraient un role potentiel
dans la stabilisation de la liaison du complexecaV@RN. Cependant, un role dans la
réaction catalytique d’édition n’est pas a excl@e. modele reste a confirmer avec d’autres
combinaisons de couples PPR-MORF. Ces donnéesdarges confirment la présence de

protéines MORF au sein de complexes d’éditionat dssociation aux protéines de type PPR.

Des données contradictoires entre les publicatiéesivant I'influence des MORF sur
les sites d’édition doivent cependant étre clagiéPar exemple, les données obtenues dans le
cadre de la caractérisation de mutants, publiée3glenakaet al. (2012), montrent que chez
morf2-1etmorf9-1,presque tous les 34 sites d’édition plastidiawdys®s sont affectés tandis
que les expériences de RNAI de Bentoditaal. (2013) sutMORF2 et MORF9 montrent que
22 et 24 des 36 sites analysés étaient respectntemiectés. Ceci s’explique trés
probablement par la nature du matériel végétaliétleh effet, les mutants d’insertion sont
caractérisés par une absence ou une forte réducdkor’accumulation des transcrits
correspondant au gene tandis que I'approche RNi#di@e souvent une réduction moins forte
et partielle de I'accumulation des transcrits. &Heurs, Bentolilaet al. (2013) ont également
mis en évidence des défauts d’édition dans des adimgents ou les facteurs MORF ne sont
pas détectés. Ainsi, le RNAi ciblariORF2 et MORF9 a un impact sur ['édition
mitochondriale (alors que les deux protéines soobgblement uniquement plastidiales) et
les lignés mutantes affectées dans la protéinechotwdriale MORF3 montrent des défauts
d’édition plastidiale. Dans le cas #4ORF2 et MORF9Ja spécificité de I'extinction par
RNAI n'a pas été démontrée et une explication stmpburrait étre que des MORF
mitochondriaux pourraient étre touchés. Le cadigages mutantemorf3 reste énigmatique,
avant toute conclusion, il faudrait vérifier que peotéine MORF3 n’est réellement pas

localisée dans les plastes.
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Figure 8. Réseau d’interactions protéine-protéine es protéines MORF au sein des
plantes terrestres.

Les données ont été obtenues a partir de la titert de la base de données SUBA version
3. La totalité des interactions ont été identifiéaautilisant le systeme double hybride chez la
levure. Les lignes en pointillés indiquent une l®ilinteraction. Les protéines MORF1,
MORF2 et MORF9 interagissent également avec el@ses formant ainsi un homodimere.
Les protéines X1 a X7 sont des protéines de fongticonnue. Les genes correspondant a ces
protéines sont les suivants (version TAIR 10 dard@ation du génome Arabidopsi$: X1:
AT1G06510 X2: AT4G14740 X3: AT4A4G39050 X4: AT5G13810 X5: AT3G27960 X6:
AT4G10840 X7:AT5G04840 CDKC ;1 : protéine faisant partie du complexe d§a cycline
dépendante C1. CDKC ;2 : protéine faisant partieaaplexe Kinase cycline dépendante C2.

3.3.La maturation par clivage des transcrits des orgaries

La maturation des transcrits codés par le génaeseodyanites, nécessaire avant que
ces derniers puissent étre utilisés par la madeirse traduction, fait intervenir plusieurs
processus tels que I'épissage d’introns, le clivdge transcrits primaires et la génération des

extrémités 5’ et 3' matures.
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3.3.1. L’épissage d’introns chez les transcrits des orgasi

Andéol Falcon de Longevialle a abordé en détagiget dans son manuscrit de these,
soutenue en 2010. Je ne présenterai donc dansseetten que les aspects généraux et les
avances realisées dans ce domaine au cours desd#mieres années. Dans la section

suivante j'exposerai des éléments particuliersRRR (cf section 3.4.5).

A la différence des organismes a l'origine desaniigs, I'épissage d’introns chez les
organites est un processus actif catalysé&ars par I'activité de facteurs protéigues (Bonen
et al., 2008). Plusieurs génes des organites des plamesegent des introns, avec une
conservation variable entre les espéeces. Ces mtppartiennent a deux classes principales
observées chez les procaryotes comme chez lesyetesirles classes | et Il avec une
prépondérance de la classe Il. Des analyses éwetusuggerent que les introns de la classe
seraient les ancétres des introns qui sont recopaude complexe d’épissage des genes
nucléaires (spliceosome) des eucaryotes (Rogeizal., 2012). Par ailleurs, Rogozet al.
(2012) ont suggéré que le spliceosome serait undificetion évolutive de I'épissage des
introns de classe Il qui trouve probablement sagire dans le processus d’eucaryogénese

impliquant I'ancétre de la mitochondrie.

Les introns de classe Il sont principalement éasn trois sous classes majeures, les
sous-classes 1lA, IIB et IIC, seules les sous-elsisBA et IIB étant présentes chez les
organites de plantes (de Longeviadieal., 2010 citant Bonen L. 2008, Pyle M. 2010). Bien
gue les ségquences primaires ne soit pas consedeesnalyses de la structure secondaires
des introns de classe Il ont montré qu’ils formené structure conservée dans laquelle six
domaines, de DI a DVI, sont distingués, comme letneola figure 9A (Boneri. 2008,
Marciaet al.,2013) Récemment, les structures tridimensionndielintron de classe Il auto-
épissable ®ceanobacilus iheyensient été résolues a différentes étapes de la o@acti
d’épissage (Pyle M. 2010, Marcéh al., 2013). Ces travaux décrivent une structure congpact
composeée de plusieurs super-hélices et précisemtsqu repliement requiert des centres
métalliques monovalents {K nécessaires au repliement initial du domaingre fois la

structure tertiaire du domaine | établie, elle domne le repliement des autres domaines a
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l'aide des centres bivalents (M pour finalement arriver & la structure tertiametive
présentée dans la figure 9B et C, formant un ribuwzylLa mise en place de cette structure
permet le bon positionnement des séquences duyrimzt en particulier de son centre
catalytique. Ainsi, la réaction d’épissage est nbéepar une attaque nucléophile du phosphate
de 'ARN qui est facilitée par des centres métaldig bivalents (Mg) et monovalents (K,
permettant une coordination des molécules du cemdaetionnel, I'ensemble suivant un
mécanisme de substitution nucléophile 2 {/Sdour plus de détails voir Marcét al.,2013).
Pendant la réaction d'épissage, des changementforomiionnels rapides du centre
catalytique s’opéerent pour permettre le repositenent des structures autorisant finalement
la jonction entre les exons. Marc& al. (2013) suggerent que les données structurales
similaires entre I'épissage des introns de typet e celles du spliceosome confirment le lien
évolutif entre ces processus. De plus ces autewsopent que les protéines associées au
spliceosome auraient un réle de stabilisation desttacture de 'ARN mais qu'elles ne
semblent pas participer a la réaction d’'épissagei, indiquant que, comme pour I'épissage
des introns Il, c’est 'ARN qui est le responsatédgalytique de la réaction chimique. Il semble

donc possible d’extrapoler cette interprétatiol@pissage des introns Il des organites.

Plusieurs familles de protéines facilitent I'épige des introns des genes des organites.
C'est le cas des protéines des famillddo@plast RA splicing and ribosome Bturation
(CRM), Hant GOrganellar BA Recognition (PORR),_urclear MATurases (nMAT),
mitochondrial_TFanscription tERiination _Factor (MTERF), PPR ou encore@imulation of
Photosystem @e (APO dérivé de la caractérisation de son preme@nbre APO1 mais connu
aussi comme_Bmain of lhknown FRinction 794 (DUF794)) (Sterret al., 2010, de
Longevialle et al., 2010, Khrouchtchovat al., 2012, Zmudjaket al., 2013, Hammani &
Barkan 2014). Bien que I'unique protéine de la fln@ctotricoReptide_Repeat (OPR) detecté
dans le génome A thalianaest implique dans le métabolisme de I’ARN ribosbigS
plastidial (Kleinknectet al, 2014), il semble que ces protéines pourraientsiaésre
impliquées dans I'épissage des introns des orgaoéeelles sont présentes dans le complexe
detrans-épissage de l'intron 1 du gepsbAchezC. reinharditii (Jacobst al.,2013)
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Figure 9. Structure secondaire et tertiaire d’un irtron de type Il.

A) La structure secondaire des introns de typestlsehématisée, indiquant les domaines | a
VI, les régions et les aspects importants pougétion d’épissage. B) Représentation de la
structure tertiaire de l'intron de type lICGteanobacilus iheyenset des sites de contact au
sein de la structure dans son repliement tridinoemsl. Les couleurs indiquent les domaines
et régions de l'intron : DI formé par plusieurs saomaines (Vert, violet, orange, gris, cyan),
DIl (Bleu), DIl (Jaune), DIV (rose) et DVI (noir)C) Structure tridimensionnelle de l'intron
de type IIC dOceanobacilus iheyensa/ec le méme code couleur que pour la planche B. Le
domaine VI n'est pas présenté dans cette strudingtes les figures proviennent de la page
web du laboratoire de A. Pyle http://www.pylelalg/oesearch/RNAtertiary/groupii.html).

Les analyses montrent qu’il n’existe pas un sendl@e commun pour 'ensemble des
facteurs d’épissage. Cependant, les résultats d@mopypage moléculaire permettent de
préciser que les facteurs de la famille des pregiAPR influencent I'épissage d’'un ou de
guelques introns spécifiques tandis que les preséindomaines CRM et nMAT influencent
I'épissage de nombreux introns. Le faible nombrepdetéines mTERF, PORR et APO
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actuellement caractérisées ne permet pas de cendur leurs spectres d’activité.
Actuellement, peu de travaux décrivent des intevastprotéine-protéine entre des facteurs
d’épissage. Deux complexes d’'épissage ont été miévalence chez les chloroplastes, un
premier commun aux plantes terrestfeghalianaet Zea mayst un deuxieme chez l'algue
verte C.reinharditii (Khrouchtchovaet al.,2012, Jacobet al.,2013). En effet, les analyses de
Khrouchtchovaet al. (2012) montrent que l'association de trois fadeda protéine a
domaines PPR TH.ACOID ASEMBLY 8 (THAS8), la protéine & domaine PORRHAT'S
THIS FACTOR 1(WTF1) et la protéine a domaine RibonucleldisBNC1, est spécifique a
I'épissage de l'intron du gertenA. D’autre part, la mise en évidence d'un méga-cexwml
d’épissage de l'intron 1 du gemesbA chez le plaste d€. reinharditii va en faveur de
I'existence de plusieurs complexes chez les plantgssi, I'implication de différentes
protéines sur un méme intron observée par analysghénotypes moléculaires, le fait qu’'on
ne retrouve pas les mémes protéines influencanepssages et la nature différente des
complexes protéiques mis en eévidence montrent gexiste probablement plusieurs
complexes d’épissage des transcrits chez les daegaiependant, I'implication d’'un macro-
complexe de type spliceosome chez les organités messujet de débat entre les différentes
équipes travaillant sur ce sujet (Barkan A. 20htpbset al.,2013). Il est important de noter
gue I'expansion de familles de protéines différsrate sein de clades, comme par exemple les
PPR chez les plantes terrestres, les protéinesmaide OPR chez I'algu€. reinharditii et la
divergence de certaines membres d’autres famidese les protéines a domaine CRM entre
ces especes, suggere que les complexes d’épissagelahtes terrestres pourraient étre
différents des ceux des algues versci peut également étre mis en relation aveoligion
des génomes des organites et des processus deatioatutes ARN, ces derniers semblant
avoir divergé au moment de I'adaptation des plaatésnvironnement terrestre.
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3.4.La Famille Des Protéines A Domaines Pentatricopepde Repeat.

3.4.1. Genéralités sur la famille des protéines PPR.

Bien que certaines protéines appartenant actuefiean la famille PPR aient été déja
partiellement caractérisées dans différents orgasss(Mantheyet al., 1995, Fisket al.,
1999), c’est seulement a partir des années 20Qfhee au séquencage du génome nucléaire
de I'espece modéléd. thaliana que la famille de protéines PPR a été mise eneéuil
(Aubourget al.,2000, Small & Peeters, 2000). Ce nom a été progogait de la similarité du
motif PPR avec le motiTetratricoPeptide Repeattes protéines TPR. La signature PPR a été
établie par la présence d’'un motif dégéenéeré decdtes aminés, motif pouvant étre répété
entre 2 et 26 fois selon la protéine. Plus tardildasification de la famille PPR a été établie
grace a une analyse bioinformatique de ses mendhesA. thaliana(Lurin et al., 2004,
Rivals et al., 2006). Cette étude a permis de proposer une fitasgin plus détaillée sur la
base de trois variantes du motifs PPR, le moti#fboique de 35 acides aminés, un motif plus
long L et un motif plus court S (du mot anglais ho& ») et de trois motifs protéiques
additionnels en région C-terminale, les motifs E,dE DYW. Ainsi les membres de la famille
ont été séparés en deux grandes sous-famillesutafamille P et la sous-famille PLS, cette
derniere étant divisée en quatre sous-groupes.t®idsune distribution similaire des sous-
familles au sein des angiospermes a été observéedl® et al., 2008, Fujii & Small 2011).
Aprés I'étude de Luriret al. (2004), la classification de la famille a peu apamais il est
important de noter qu’au sein de la sous-familled®x sous-groupes peuvent aussi étre
distingués. Ce léger changement donne une cladsiiic de la famille PPR qui, pou.
thaliana, est présentée dans la figure 10. Dans ce trdgdihese, les domaines E et E+ seront
considérés comme constituant un seul domaine agpelémme I'ont suggéré O'Tookd al.
(2008) auparavant. En fait, en se basant sur dgeeatents de séquences, ce domaine
pourrait probablement étre constitué de deux as sous-domaines distincts. A ce jour, une
étude a démontré que le domaine E ne peut paséélrengé dans des protéines PLS-E
agissant dans différents organites, suggérant umetibn différente des ces régions
(Chateigner-Boutiret al., 2013). Cependant, ces données sont préliminagtetyutes les

hypotheses permettant d’élucider la fonction du dioen E n’ont pas été totalement analysées.
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Aussi, le manque de connaissance sur la fonctioncele sous-domaines justifie ce

regroupement en un seul sous-groupe PLS-E.

Sous-famille P PPR repeat
P P |
[ ' P Ly il
% P-D [] E
L - ro - ;
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Figure 10. Classification de la famille PPR.

Les protéines de la sous-famille P comportent werigent des domaines de type P. La sous-
famille P est divisée en deux sous-groupes en ifumce la présence (P-D) ou I'absence d’un

domaine additionel en C-terminal de la protéines protéines de la sous-famille PLS portent
des domaines P, L et S alternés et sont classésgrdés sous-groupes : PLS, PLS-E et PLS-
E-DYW. Le sous-groupe PLS-E est composé par laofudie sous-groupes PLS-E et PLS-

EE+ originellement proposés. A droite de la figule,répartition des 473 protéines PPR

identifiées che. thalianadans les différents sous-groupe est indiquée (#&dde Lurinet

al., 2004 et Rival®t al.,2006 et actualisé avec la version TAIR10)

3.4.2. Evolution de la famille PPR

Actuellement, il est admis que cette famille det@ines est présente au sein de la plus
part des organismes eucaryotes et dans quelquesrypotes. La figure 11 présente le nombre
de protéines PPR identifiees a ce jour par espasen(et al., 2004, O’tooleet al., 2008,
Schmitz-Linnewebeand Small, 2008, de Longevialle A. 2010, Fujii & Sma011, Tourasse
et al., 2013, www.phytozome.org, Schallenberg-Rudirggeal.,2013b). De maniere générale,
et a I'exception des plantes terrestres, le nondlergorotéines constituant cette famille est
relativement modeste chez la plupart des eucaryuotesne le montre la figure 11 ou chaque
organisme possede généralement entre 10 a 30 nenbependant, le séquencage et

'annotation de génomes nucléaires d’embryophytes révélé une expansion importante de
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la famille, pouvant aller de 100 a plus de 800 memIselon I'espece (O’tookt al., 2008,
Schmitz-Linnewebeand Small, 2008, Fujii & Small 2011). Ce constat arpisrde suggéerer
que les membres de la famille PPR ont contribuédaptation des plantes au milieu terrestre
(Fujii & Small 2011). Certains auteurs ont aussigmsé que I'expansion des membres de la
famille PPR, particulierement celles de ceux impdis; dans I'édition, pourrait étre la
conséquence d’un processus évolutif de construciaitire (CNE) a l'origine de I'émergence
de I'édition et non d'un processus évolutif de stitan positive (Maieret al., 2008, Gray
2012). En particulier, Gray (2012) a suggeéré gegpansion des protéines PPR impliquées
dans I'édition pourrait «relaxer » les processws rdutagénése dans les génomes des

organites, c’est-a-dire permettre que la mutatoisge apparaitre.

Une évaluation claire de I'évolution de la famide sein des embryophytes ne sera
possible qu'aprés I'analyse d’'un plus grand nontdeeyénomes d’especes de bryophytes, de
lycophytes, de fougeres et de gymnospermes. Cepgnldast possible de proposer, a I'aide
des données actuelles, qu'aprés une premiere ampades genes PPR chez tous les
embryophytes, d’autres expansions plus spécifiqgleeda famille ont pu avoir lieu chez
certaines espéces. Cette proposition repose suliffésences importantes observées entre le
nombre de genes codant pour des PPR Bh@atens, S. moellendorfét les Angiospermes.

Néanmoins, la possibilité de pertes localiséesaeg pourrait aussi expliquer ces données.

En particulier, chez les angiospermes, la taildadfamille est comprise entre 400 et
700 génes avec une valeur moyenne proche de 50meeniFigure 11). L'étude de la
conservation des génes PPR dans trois especestesia thaliana, O. sativat P. patensa
montré que la conservation était trés importanez ¢bs deux angiospermas thalianaet O.
sativamais aussi qu’une clade particuliere semblaitreuin schéma évolutif tres spécifique
de chaque espéece (O'toaeal., 2008, Fujiiet al., 2011). Ces résultats préliminaires ont été
confirmés par la suite dans une analyse plus irapteta I'échelle des génomes de plantes
séquencés disponibles a la date de publicatiom{BziLinneweberand Small, 2008, Fujii &
Small 2011).
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De facon intéressante, j'ai pu constater en atiisune analyse récente cherchant a
élucider les genes en copie unique sur 20 génomsesia des angiospermes (De Setedl.,
2013), que parmi les 2986 genes trouvés en copipi@mans ces génomes, plus de 7% (217)
entre eux sont des genes PPR. Ces PPR se repurfissportionnellement entre tous les
sous-groupes constituant la famille. Bien que DeetSet al. (2013) aient trouvé un
enrichissement des catégories fonctionnelles ass®é I'embryogénese, aux chloroplastes et
aux processus de base impliqués dans survie ddligec le nombre des génes par catégorie
des familles des protéines n'a pas été discut&@mrauteurs, probablement parce gu'ils se
sont essentiellement focalisés sur I'enrichisserearterme d’ontologie de genes (GO) ce qui
ne leur a pas permis d’identifier les PPR. Les @esnci-dessus montrent donc un
enrichissement significatif en génes PPR en copigue dans les génomes des angiospermes
(p< 10" si I'on utilise un test statistique hypergéométeqvec les données de De Setel.
(2013) et un nombre de génes par génome de planédgsées de I'ordre de 25000 a 30000
genes, parmi lesquels 400 a 700 coderaient pourP&#®). Ainsi, en tenant compte des
multiples duplications des génomes des angiosperiimgsmblerait qu’il existe une pression
de sélection favorisant la conservation des genggpias et/ou une résistance a la duplication
de plus de 45% des génes PPR au sein des angiespeemme |'ont proposé De Snettal.
(2013) pour I'ensemble de 2986 genes identifiésnature de ce processus évolutif reste a
étre identifiée. Cependant ces données viennerirman des résultats précédents montrant
une conservation importante des genes PPR chandgsspermes (O’toolet al., 2008, Fuijii
& Small 2011).

Les protéines PPR participent a la maturation debl &n intervenant dans la plupart
des mécanismes post-transcriptionnels. Ainsi, dalbmeux travaux ont permis de montrer
gu’elles participent aux processus de transcriptibédition, d’épissage et de maturation des
transcrits et de leur traduction (Schmitz-Linnewedred Small, 2008; de Longeviallet al.,
2010; Takenakat al.,2013, Hammanet al.,2013). A I'heure actuelle, plus d’'une centaine de
protéines PPR ont été caractérisées fonctionnefiedans différents organismes, dont plus de
80 chez les plantes. Dans ces travaux, divers pyy@e® associés aux défauts moléculaires
touchant les événements de maturation des ARNtérdéerits. Ces défauts conduisent a des

phénotypes macroscopiques divers comme I'embry@dit la stérilité Male Cytoplasmique
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(CMS) défauts de maturation de la graine, retard desance, photosynthese affectée, défaut
dans la caryogamie et de la signalisation rétragratt... mais aussi absence de phénotype
macroscopique évident. Ces phénotypes macroscapipe genéralement expliqués par la

nature de '’ARN cible touché et non par le typerdsuration concernée.
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Figure 11. Nombre de génes de la famille PPR rencmés chez les différents organismes
vivants.

Les données ont été obtenues a partir de la fifitraet des séquences de génomes de la
division Viridiplantae présents sur le site@ww.phytozome.orgversion 9 dwloint Genome
Institut (JGI).
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3.4.3. Les protéines PPR participant a la transcriptionglerganites.

L’implication des protéines PPR dans la transmiptnitochondriale chez les plantes
est un sujet controversé. Avant la définition dundine PPR, une étude chez le blé avait
indiqué que la protéine p63 (hom lié a sa massedcntdire de 63 KDa) pouvait se lier a
'ADN de la séquence promotrice du geoex2 et activer sa transcription (lkeda & Gray
1999). La séquence de cette protéine est prochelldede protéines paralogues codées par les
genesAT1G15480 AT1G80270et AT3G15590d’A. thaliana appartenant a la famille des
protéines PPR du sous-groupe P. Parmi ces prot&eeke la fonction de la protéine codée
par AT1G80270, nommée PENTATRICOPEPTIDE REPEAT 596 (PPR596), a ét
partiellement caractérisée, la mutation du génearrant I'altération de la croissance de la
plante (Doniwaet al., 2010). Bien que les analyses fonctionnelles sopamtielles et peu
concluantes, ces données ne montrent pas d'effet lsutranscription des genes
mitochondriaux. De plus, il a aussi été montré gee trois protéines se liaient de maniere
non spécifique aux séquences promotrices et gg’allateragissaient pas avec la polymérase
RPOTm ni avec RPOTmp (Lieet al.,2011).

La participation de domaines PPR dans la transmnipmitochondriale est mieux
décrite chez les PPR humaines, particulieremennteraction avec la RPOTm. La RPOTm
humaine (connue aussi sous les noms POLRMT ou miRNssede deux domaines PPR
dans son extrémité N-terminale. Ces deux domaieesont pas présents dans la polymérase
de type phagique T7. Malgre que ce faible nombrel@®maines PPR, cette protéine a été
considérée comme une des sept protéines PPR aateeall identifiées chez I'Homme (pour
revue voir Rackham & Filipovska 2012, LightowlersGhrzanowska-Lightowlers 2013). Les
travaux permettant la résolution de la structurdadprotéine RPOTm humaine ont été les
premiers a confirmer la conformation du domaine RRRélice-boucle-hélice (Ringet al.,
2011). Par ailleurs, la récente résolution de gecire au sein du complexe d’élongation met
en évidence que le mode d’action de la protéin&rdifconsidérablement de celle de la
polymérase du phage T7. De plus, ces travaux munjree c’est face aux domaines PPR que
la séquence naissante d’ARN apparait (Schwinghananat., 2013). Cet élément suggere

gue les domaines PPR de RPOTm peuvent particif@estabilisation de la séquence d’ARN
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naissante. Il est important de noter que la présate domaines PPR semble étre une
caractéristique particuliere a la RPOTm humaine, @emple aucune des RPOT des
organites de plantes ne porte de domaine PPRutliréanarquer que la région N-terminale,
incluant les domaines PPR, est mal conservée Esi@POT mitochondriales des différents
organismes. Cette région de la protéine RPOTm seatle impliquée dans un couplage de la
transcription avec la traduction chez les chammgn®PO41) (Deshpande & Patel 2012) qui
pourraient ainsi porter une région N-terminale dtrcellement et fonctionnellement similaire

a celle de la RPTOmM humaine.

Une deuxieme protéine PPR humaine, La protéiBB CINE-RICH REPEAT PPR
CASSETTE (LRPPRC), a été proposée pour particigarteanscription mitochondriale. Il a
été trouvé que cette protéine pouvait stimulerrd@dcription et interagir avec la RPOTm
(pour revue voir Lightowlers & Chrzanowska-Light@rd 2013). Mais une récente analyse
conteste ces résultats et montre que la protéifePIEC ne stimule pas la transcription
vitro dans les conditions analysées et n’interagit pas | RPOTm (Harmadt al.,2013) ce
qui remet en question la participation de cettegine dans la transcription.

Chez le plaste, seulement deux protéines PPR tappat au sous-groupe P ont été
montrées comme impliquées dans la transcriptiont @@bord la protéine appelée PLASTID
TRANSCRIPTIONALLY ACTIVE CHROMOSOME 2 (pTAC2) [aussonnue come PEP
ASSOCIATED PROTEIN 2 (PAP2)] a été identifiee pas@pproches biochimiques associée
avec le cceur du complexe de transcription PEP Ztahl., 2006, Steineet al., 2011, cf.
section 3.1.). Cette protéine fait partie d'unedelaspécifique constituée de 8 membres de
protéines PPR, comportant un domain®ARL M UTS-RELATED (SMR) de type
endonucléase situé en région C-terminale de l2ipmten plus de 16 domaines PPR prédits
(Liu et al.,, 2013). L’analyse des mutanigac2 a montré que l'activit¢ de pTAC2 est
importante pour la survie de la plante. En effetmutant homozygote chégz thaliana, At-
ptac2,ne peut germer qu'apres I'ajout d’une source aagbosur milieu gélosé. Par contre,
chez le Maisles mutantZm-ptac2peuvent se déevelopper sans source carbonée jugqu’a
premiers stades de la plantule (Williams-Careieal.,2013). Les plantules obtenues montrent

un phénotype peu pigmenté de couleur ivoire ourolifjue. Les analyses de I'activité
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transcriptionelle chloroplastique ont montré qMeptac2 et Zm-ptac2présentent un défaut
dans I'expression des génes associés a l'actratsderiptionelle de la PEP (Pfatal., 2006,
Williams-Carrieret al.,2013). Méme si sa fonction moléculaire précisastpas claire au sein
du complexe PEP, tous les éléments précédents pentnele penser que pTAC2 agirait
directement dans la transcription des génes cHisbgues. La protéine DELAYED
GREENING 1 (DG1) est une deuxieme PPR qui a augsagsociée a la transcription du
chloroplaste dans les étapes précoces du dévelogeda plante, particulierement au niveau
des cotylédons (Chet al., 2008, Chiet al., 2010). Bien que la protéine DG1 n’ait pas été
détectée dans le complexe PEP, €thal. (2010) ont montré que le mutaigl présentait une
réduction de la transcription chloroplastique agsoa la PEP. Plus tard, il a été montré que
DG1 pouvait interagir, principalement par sa par@eterminale, avec le facteur de
transcription sigma SIG6. Les mutartig)6 et soldat8 affectant la fonction du genslG6
présentent un phénotype similaired@l dans les étapes précoces du développement de la
plante (Collet al.,2009, Chiet al.,2010).

3.4.4. Roles des protéines PPR au sein des complexestaiédi

Les données actuelles montrent qu’au sein des leaegd’édition, les protéines PPR
contribuent a la spécificité de reconnaissance 'A&N et, bien que ce soit encore
controversé, il a été proposé que certaines PPRaieoti aussi contribuer a I'activité
catalytique (Salonet al., 2007, voir aussi section 3.2.1). Ainsi, plus deps6btéines PPR
impliquées dans l'édition des transcrits des onganont été identifiees chez les plantes
terrestres (cf. Annexe Tableau 12). Par exemplez da mousse. patens,les 11 sites
d’édition mitochondriaux ont été associés a I'atdivde huit protéines PPR (Ichinoseal.,
2013, Schallenberg-Rudingest al., 2013). Par ailleurs, a I'exception de la protéine
AtPPR_596, tous les facteurs d'édition & motifs PiBéntifiés chez les plantes terrestres

appartiennent a la sous-famille PLS.

Les données biochimiques ont montré que les dawsadrPR des facteurs d’édition
chezA. thaliana, O. sativatP. patengouvaient se lier aux séquences d’ARN a proxiumhéé
sites d’édition ciblés (Okudet al., 2006, Tasaket al, 2010, Hammanet al., 2011, Todeet
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al., 2012, Okuda & Shikanai 2012). Par exemple, lagmet CHLOROREPIRATORY
REDUCTION 4 (CRR4) a une affinité spécifique pourstgquence d’ARN autour de son site
d’édition cible sur le transcritdhD (de -25 nt a +10 nt) (Okudd al.,2006). D’autre part, les
protéines. ®RGANELLAR TRANSCRIPT RROCESSING87 (OTP87), CRR22 et OTP82,
intervenant dans I'édition de multiples cibles, yent aussi se lier avec une affinité
importante aux séquences des ARN autour de ces dielition (Hammanket al., 2011,
Okuda & Shikanai 2012). Dans le cas de CRR22,denéles suggerent que la reconnaissance
de chacun des sites dépend d’'une longueur de sExdéRRN différente, variable selon les
cibles (Okuda & Shikanai 2012).

Comme décrit précédemment, la sous famille PL8asictérisée par la présence dans
la partie C-terminale de chacun des ses membre®maines E ou E et DYW. Bien que la
participation dans I'édition des domaines E et DYi#/soit pas encore totalement comprise,
des données évolutives et fonctionnelles montraitsgsont associées a l'activité d’édition
de C en U. Une discussion détaillée a été abordée lé travail de these de Veronique Salone
(2008) et récemment de Clément Boussardon (2013eeude I'équipe. Ici, je présenterali
brievement les sujets et données majeurs avecisioa \d’ensemble actualisée. Les analyses
génétiques impliqguant des mutations dans le dontaieeDYW sont un point en faveur de ce
réle. Ainsi, il a été démontré que ces mutation,particulier les délétions du domaine E,
affectent I'édition comme cela été observé poupleséines CRR4, CRR22 et CRR28 chez le
chloroplaste et les protéinesIMOCHONDRIAL EDITING FACTORY9 (MEF9) et MEF12
chez la mitochondrie (Okuda al.,2007, Okudaet al.,2009, Takenaka M. 2010, Hartdlal.,
2013). En considérant les derniers résultats, dggpothéses sont actuellement proposées
pour tenter d’expliquer le réle du domaine E, lI'unexcluant pas l'autre. La premiére
propose que ce domaine participe a la reconnaissa@es nucléotides tres proches du site
d’édition. Elle repose sur le fait que le dernienthine PPR semble s’aligner entre trois et
cing nucléotides avant le site d’édition (Yagial.,2013, Takenakat al.,2013) et au fait que
ce domaine est prédit pour avoir une structureyde PPR. Dans la deuxieme hypothése, le
domaine E permettrait le recrutement ou linte@ttid’autres facteurs du complexe,

probablement avec I'acteur responsable de I'aétiséitalytique d’édition.
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La fonction du domaine DYW est moins compriseegduroup plus controversée. Tout
d’abord, les données vont en faveur de I'hypotligsece domaine est en partie responsable
de l'activité catalytique d’édition. Ainsi, les dpses phylogénétiques montrent que ce
domaine est associé a la présence ou l'absencétialédians les espéces actuellement
analysées (Salonet al., 2007, Rudingert al., 2012). De plus, ce domaine contient une
signature peptidique constituée d’acides aminésawgs, similaire a celle observée dans les
protéines cytidine désaminases (Salenhal.,2007). Dans ce sens, il a été aussi trouvé que la
protéine DYW1, ne possédant que le domaine DYW,na affinité pour les atomes
métalliques de zinc (Zn). Or, c’est aussi un factewportant pour I'activité des cytidines
désaminases (Boussardon 2013, Hayesd.,2013). Par ailleurs, il a été montré que toutss le
protéines agissant sur I'édition mitochondrialeRiegpatensappartiennent aux PPR du sous-
groupe DYW, ce qui implique que le domaine DYW @sésent depuis l'origine du
phénomene d’édition chez les plantes terrestreba{lenberg-Ridingeet al., 2013). Ce
constat suggere également que les protéines PLSME-Pourraient étre les ancétres de
protéines du type PLS-E, ces dernieres ayant é&tér@és par délétion du domaine DYW et
dans une certaine mesure d’'une partie du domaiRevalset al.,2006). Enfin, le fait qu'une
mutation ponctuelle dans ce domaine DYW chez laépre MEF1 entraine une perte
d’édition de ses cibles constitue un argument supphtaire en faveur de I'hypothése de ce

role du domaine DYW.

Cependant, certains résultats suggerent égaleguente domaine DYW n’est pas le
responsable directe de l'activité catalytique diédi En effet, jusqu'a présent, aucune
expérience in vitro a permis de détecter une aétoatalytique d’édition pour des protéines a
domaine DYW (Nakamura & Sugita 2008, Okueaal., 2009, Boussardon C. 2013) Par
ailleurs, des formes tronquées des protéines CRER2ZRR28, sans le domaine DYW,
peuvent complémenter les mutants correspondantad@dt al., 2009). De plus, il a été
observé que des protéines avec le domaine DYW colapetéine CRR2 cheZrabidopsis
et la protéine PpPPR_43 chezpatense participent pas a I'édition (Hashimatbal., 2003,
Ichinoseet al.,2012). Dans le cas de CRR2, une activité endoutiéase a été signalée pour
le domaine DYW ce qui permet de maturer le trabpalycistroniqueaspl2-rps7-ndhBet de
séparer les transcritps7 etndhB (Hashimotoet al., 2003, Okudaet al.,2009). Par ailleurs, la
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protéine PpPPR_43, appartenant au sous-groupe HD®VE de P. patens,participe aux
processus d’épissage mitochondrial et non a l@ditEn effet, le mutant perte de fonction
correspondant ne présente aucun défaut d’éditios tis 11 sites d’édition mitochondriaux
actuellement connus mais montre un défaut d’épésdad’intron 3 du géneox1 (Ichinoseet
al., 2012).

Néanmoins, ces résultats contradictoires impligdanttomaine DYW sont discutables et
certaines explications peuvent étre suggérées. &d@eerte d’activité d’'un domaine DYW
d’'une protéine de type PLS-E-DYW, il est possiblee des complexes impliqués dans le
processus d’édition des plantes recrutent altereaent d’autres facteurs DYW, secondaires
entrans assurant ainsi I'édition de sites indispensabled®on fonctionnement des organites.
Cette possibilité se base sur le fait que les doesaDYW de CRR22 et CRR28 sont
interchangeables fonctionnellement et que lintkoacentre la protéine PLS-E CRR4 et la
protéine DYW1 permet I'édition d’'un site dans lartscritndhD (nucléotide 116494 du
génome chloroplastique) (Okud# al., 2009, Boussardoet al., 2012). Le domaine DYW
pourrait aussi avoir, dans certaines conditions, double fonctionnalité. Par exemple, il a été
observé in vitro que les domaines DYW d'OTP85 et de CRR22 ont unBvi@
endoribonucléase (Nakamura & Sugita 2008, Oletdd.,2009). Or, le mutaratp85montre
une perte d’édition dans un site du transuditD (116494) et les mutantsr22 présentent un
défaut d’édition dans les sitgsoB (25779),ndhB (96419) eindhD (116281). Finalement, les
nouvelles technologies de séquencage des trangenits< RNAseq » (Ruwet al., 2013,
Bentolila et al., 2013) ont recemment permis d’identifier de nouweaites d’éditons, qui
n'avaient pas pu étre détectés précédemment. Ceids données suggerent que le nombre
de sites d’édition actuellement connus sont trébadslement sous-estimés et gu'’il n’est pas a
exclure que des protéines comme CRR2 ou PpPPR43 gdatenspuissent finalement étre

impliquées dans I'édition.

3.4.5. Les protéines PPR participent a I'épissage deson des organites

L'implication de protéines PPR dans I'épissage id&®ns des organites des plantes

terrestres a été caractérisée principalement @aralyse des mutants. Actuellement, 11
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protéines PPR ont été décrites comme impliquées B@pissage de respectivement 9 et 4
introns dans les chloroplastes et les mitochondAelexception d’'OTP70 et PpPPR43, ces
protéines appartiennent toutes a la sous-famillecdPtaines possédant des domaines ou
régions conservés particuliers a I'extrémité C-iemle. L'analyse des mutants
correspondants a montré que ces facteurs PPR enspértificité pour I'épissage d’'un ou
deux introns, les défauts moléculaires entraina@négplement des phénotypes
macroscopiques importants comme la diminution dedpacité photosynthétique et/ou le
ralentissement de la croissance. Bien qu'il soibtréoque plusieurs protéines peuvent agir sur
I'épissage du méme intron, peu de données biochigsigont actuellement disponibles sur la
composition des complexes d’épissage et/ou sumtesactions proté€ine-protéine entre ces
facteurs. A ce jour, et comme je l'ai décrit dégniécédemment (cf section 3.3.1.), un seul
complexe impliquant la protéine PPR_YHACOID ASEMBLY 8 (THA8) a été
partiellement déterminé chez le plaste de plamesdtres (Khrouchtchovat al., 2012,
Hammani & Barkan 2014).

L'implication de protéines PPR comme facteurs &gpge chloroplastique a été
initialement suggéré pour la protéine HIGH-CHLORORH-FLUORESCENCE 152
(HCF152), celle-ci agissant probablement sur I'sgge de I'intron du génpetB chez A.
thaliana (Meierhoff et al., 2003, Nakamurat al., 2003). Nakamurat al. (2003) ont montré
gue HCF152 pouvait s’associer a trois régions daostrit polycistroniqu@sbB-psbT-psbH-
petB-petD (opéronpsbB, la premiére étant la région intergénigosbH-petB la seconde
I'intron du genepetBet la troisieme I'intron du geneetD. La fonction de HCF152 n’est pas
totalement définie car les données actuelles nagtéent pas de distinguer les relations entre
la maturation, la stabilisation et I'épissage. Dame revue récente sur la maturation de
'opéron psbB la protéine HFC152 n'a pas été considérée commdacteur d’épissage
(Stoppelet al., 2013). Cependant ces auteurs ont basé leurs affons sur les résultats de
chevauchement des transcrits matures monocistresidepsbH et petB chez le Mais (Pfalz
et al., 2009) et non sur les données fonctionnelles weatau mutant ou a la protéine. Une
autre protéine PPR, PPR4, participeraitrans-épissage de I'intron 1 du genes12chezZ.
mays (Schmitz-linnewebeet al., 2006). Cette protéine a été décrite comme postadan

domaine RRM dans sa partie N-terminale en plus Ieslomaines PPR. Le phénotype
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macroscopique du mutant correspondant se traduit yne chlorose et un arrét de
développement apres le stade plantule, conséquedicecte de I'altération du processus de
la traduction du plaste. La protéine PPR5 chez &dsMest aussi impliquée dans I'épissage
plastidial de l'intron du géne codamhG. La mutation du géne correspondant provoque un
défaut de traduction, ce qui explique son phénotiderotique et de létalité apres le stade
plantule chez I&. mayset I'embryon |étalité cheA. thaliana(Beick et al.,2008). En effet, il

a été montré que PPR5 se fixe sur une région gpéeitle I'intron. Ce résultat suggére que
cette PPR stabilise le transcrit non épissé, pilebant en créant une barriere de protection
contre des attaques des nucléases (Williamns-Catrial., 2008). Une quatriéme protéine
PPR, OTP51, est nécessaire a I'épissage de l'irtirdo transcrit du gengfc3 de fonction
actuellement inconnue (de Longeviadteal.,2008). OTP51 posséde 7 domaines PPR, et dans
sa partie C-terminale, deux motifs conservés app&l&GLIDADG, supposés conférer
I'activité catalytique endonucléase. Son activigptssage de I'intron dgcf3 est conservée
chez A. thaliana et Z. mays(Khrouchtchovaet al., 2012). Cependant, il a été également
détecté chez le mutarmgp51d’A. thalianaune réduction de I'épissage de I'intron du traibscr
atpF et probablement aussi tteV ettrnK (de Longevialleet al.,2008).

Deux nouveaux facteurs d’épissage chloroplastadpigype PPR ont été décrits apres
la revue de de Longeviallet al. (2010). lls permettent de préciser de nouvelles
caractéristiques des facteurs d’épissage des tegagti ces travaux sont présentés ci-dessous.
Le premier facteur correspond a la protéine THABr@ichtchoveet al.,2012). Elle posséde
quatre domaines PPR prédits dans sa partie C-telenavec une région conservée a son
extrémité N-terminale, présentant un repliementdipréimilaire aux domaines PPR. La
structure de la protéine et de son plus proche, HKE2, chezA. thalianaconfirment que
malgré I'absence de prédiction de domaines PPR ldarégion N-terminale, celles-ci peut
avoir une conformation hélice-boucle-hélice simdaau domaine PPR (Baet al., 2013, ).
THAS8 est impliquée dans I'épissage de l'intron 2gémeycf3 et I'intron du gengrnA chez le
Z. maysetA. thaliana(Khrouchtchovaet al.,2012) L'épissage des ces introns nécessite aussi
les protéines OTP51 et APO1 pour I'intronyaé¢3et de WTF1 et RNC1 pour I'intron du géne
trnA.  Khrouchtchova et al. (2012) ont confirmé, a partir dexpériences de co-

immunoprécipitation en utilisant des extraits chfilastiques, que THA8, WTF1 et RNC1
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prennent part a un méme complexe de haut poidscoalée contenant de I'ARN et en
particulier les transcrit$rnA et ycf3 Cependant, l'interaction directe de THA8 avec ces
protéines n'a pas été évaluée. De plus, des exigésede « pulldown » n’ont pas permis de
valider l'interaction de THA8 avec les protéines RBIL ou APO1. Ces auteurs ont aussi
montré par des expériencesvitro que la protéine recombinante MBP-THA8 (rTHA8) est
capable de s’associer faiblement a I'intron 2 dumgcritycf3 mais seulement lorsque celui-ci
est tres concentré. Le deuxieme facteur est OTE&é@e protéine est une PPR de la sous
famille PLS possédant, a son extrémité C-termirdalpartie la plus courte du domaine E des
protéines de cette sous-famille jusqu’a présentyaées. Cette protéine est impliquée dans
I'épissage de I'intron du gempoC1 mais sa mutation affecte également I'édition deifjue
site d’édition dArabidopsischez le transcrit depoC1 (Chateigner-Boutinet al., 2011).
Chateigner-Boutiret al. (2011) ont montré que la fonction principale d’QDPserait associée

a lI'épissage de l'intron et ont suggéré que l'augia@iigon de I'édition cheatp70 était
probablement la conséquence d'un changement dansinktique d'épissage, ce qui
influencerait I'édition du transcritpoCl Des analyses destinées a déterminer le réle du
domaine E d’'OTP70 suggérent qu’il n’est pas nédessala complémentation du mutant.
Cependant, la relation entre I'épissage et I'éditalez le mutanbtp70 n’est pas claire et

plusieurs hypotheses expliquant ces résultatsesontageables:

I. La protéine est impliguée directement dans les geokessus, réprimant d'un coté
I'édition et stimulant I'épissage de l'autre,

Il. La protéine est impliquée seulement dans I'épissagieainant une augmentation des
transcrits non épissés et par conséquence unéqciedtlus lente d’épissage ce qui
permet une meilleur efficacité de la machinerialdién,

[ll. La protéine réprime I'édition dgoC1ce qui conduit a un meilleur taux de I'épissage

de l'intron derpoCLl
Les auteurs font aussi observer que dbegativa le génepoCln’as pas d'intron et

que le site d’édition n’existe plus. Un orthologuétatif au gene codant OTP70 a également

éte identifié dans cette espece, indiquant unegimeldivergence fonctionnelle de la protéine
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chez les monocotylédones. Alternativement, la pmet@ourrait avoir un réle additionnel non

détecté pour l'instant.

Chez la mitochondrie, quatre protéines PPR onthé&étrées comme nécessaires a
I'épissage d’introns, toutes appartenant a la $aosHe P. Tout d’abord, la protéine OTP43 a
éte impliqguée dans leans-épissage de l'intron 1 du génadl le mutantotp43 présentant
une absence totale ou non détectable du compl@e longevialleet al.,2007). Des plantes
homozygotetp43 ne germent pas directement sur terreau mais ip@ssible de les faire
germerin vitro avec un apport d’'une source carbonée. Le développede ces plantes
montre un phénotype macroscopique sévere caractgais une réduction de la vitesse de
croissance et des feuilles courbées. Plus tararibie de mutants montrant une croissance
racinaire normale lorsqu’ils sont exposés au Buiine Sulfoximine (BSO), un inhibiteur de
la synthése de glutathion, a permis d’identifiee wleuxieme protéine PPR. Cette protéine
appelée BO-INSENSITIVE ROOTS 6 (BIR6) est impliquée dans une diminution ontante
de I'épissage de I'intron 1 du genad7du complexe | de la chaine respiratoire (Kopriveva
al., 2010). En jours courts, sans inhibiteur et suretetes mutantsir6 montrent un
ralentissement de la croissance par rapport auagauvCe retard développemental a été
corrélé a la réduction de l'activité du complexgrgvocant la réduction de la sensibilité au
BSO et le phénotype de résistance au BSO chezd&mis. La troisieme PPR impliquée dans
I'épissage mitochondrial a été également identifiéecours d’'un crible de mutants, cette fois
ci, hypersensibles a l'acide abssisique (ABA). €gitotéine, appelée AB OVERLAY
SENSITIVE 5 (ABO5), est impliqguée dans I'épissagd’thtron 3 du gen@ad2du complexe
| (Liu et al., 2010). Les analyses du mutaatho5 montrent qu’il présente une sensibilité
accrue a 'ABA au moment de la germination et tautlong de la croissance racinaire.
Comme les deux précédents facteurs d’épissageutantabo5 présente une réduction de
I'épissage etin retard de croissance par rapport au sauvagab&nce d’analyse de I'état du
complexe | et de son activité, l'origine du phématyobservé reste a étre déterminée car la
seule faible réduction de I'épissage semble neééprad’unique facteur responsable de la chute

de l'activité du complexe, en comparaison aux autnatants d’OTP43 et BIRG.
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3.5. Mode de reconnaissance des acides nucléiques pa peotéines PPR

Les premiéres évidences de l'activité des proteiPBR ont été obtenues a partir de
I'analyse de mutants. Dans ces études il a éténabsgie la perte de fonction des genes PPR
perturbait 'accumulation ou la maturation de t@its de genes des organites. En se basant
sur des études préliminaires, des la classificatota famille PPR, il a été proposé un modele
dans lequel la protéine PPR pouvait lier des sémpsed’ARN grace a la présence de motifs
peptidiques répétés (Small and Peters 2000, Letrial., 2004). Ces observations ont été
vérifiées plus tard par diverses analyses biochiesgmontrant que les protéines PPR étaient
capables de lier TARN de maniéere spécifique pogir aur leurs cibles (Nakamumet al.,
2003, Okudaet al.,2006, Williams-Carrieet al., 2008, Pfalzt al.,2009, Tasaket al.,2010,
Prikryl et al., 2011). A partir de ces données, plusieurs équimescherché a deéchiffrer le
mode de reconnaissance de 'ARN par les domainé€& BBpect qui sera abordé dans les

paragraphes suivants.

Les premiéres analyses predictives de la struclurdomaine PPR ont montré que ces
domaines avaient tendance a former une structeandaire en deux hélicesantiparalleles
(hélice 1 ou A et hélice 2 ou B) jointes par ungiag non structurée formant probablement
une boucle (Small and Peters 2000). La présencendéfs répétés en tandem du domaine
PPR dans la séquence protéique a permis de sugperée mode de reconnaissance pouvait
suivre un modele similaire a celui des protéinescales répétitions hélicoidales répétées en
tandem comme les protéines PUF (Delanabwl., 2007). Ainsi, Delannot al. (2007) ont
proposé que les protéines PPR formaient probabledemnstructures tertiaires en forme de
super hélice et qu’'une base nucléotidique seralbgslement reconnue par un domaine PPR,
respectant une stcechiométrie 1:1. Plus tard, delys@s de comparaison entre les séquences
cibles d’ARN de plusieurs PPR impliquées dans tiédia suggéré que les protéines PPR
pouvaient faire la distinction entre les basesques et pyrimidiqgues (Hammaei al., 2009).
Des analyses bioinformatiques sur les domaines d&PR clade des restaurateurs de stérilite,
domaines qui ont été obtenus suivant un modéletatal similaire a celui du modéle de PPR
de PROSITE (http://prosite.expasy.org/), ont monin@ pression sélective sur trois acides

aminées dans la position 1, 3 et 6 au sein du d@MaPR (Fujiiet al., 2011). Fujiiet al.
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(2011) ont donc suggéré un modele de reconnaissdans lequel ces résidus étaient
importants pour lidentification de la séquence IdRN, ces derniers étant les points de
contact déterminant la spécificité d’interaction dlbmaine PPR avec la base nucléotidique.
Du fait de I'absence de données structurales, lgéteade Fujiiet al. (2011) a été basé sur la
prédiction de la conformation secondaire du dom&R& en deux hélicaes antiparalleles.
Cette prédiction structurale permettait un posiiement adéquat de résidus 1, 3 et 6 faisant

face au solvant et a une probable interaction Eveéquence nucléotidique.

En méme temps, une étude biochimique prélimindfextiée avec différents couples
de domaines PPR tronqués de la protéine HCF152farcé les données bioinformatiques de
Fujii et al. (2011) (Kobayashiet al.,2011). Ainsi, la mutagenése de certains résidans da
des couples de domaine PPR analysés a permis g&sbtiat al. (2011) de suggérer qu’en
plus de trois résidus auparavant deécrits, deuxesutésidus, aux positions 10 et 14
(considérant toujours le modele structural du dom@&PR de PROSITE) étaient importants
pour définir I'interaction a la séquence nucléatich. Ces mémes auteurs ont aussi signalé
qgue la charge positive du résidu 14 était corréec l'affinité d’interaction a la séquence
d’ARN. lls ont également précisé que le résidu @itaun rble plus déterminant dans la
fonction du domaine PPR, probablement dans la fgézide la reconnaissance de la base
nucléotidique, car son changement affectait sévenetraffinité a '’ARN. Dans ce contexte,
le croisement des données de mutations ponctuaffestant la fonction des certaines
protéines PPR et les modélisations de la struaiurelomaine PPR prédites par analyses
informatiques, ont permis de proposer un modeleigkesactions des domaines PPR avec
'ARN (Nakamuraet al., 2012). Ce modele montrait que les positionnemeets acides
aminés de I'hélice A formaient une probable surfdaeteraction entre la protéine et I'ARN

cible.

Les études citées précédemment ont été suiviesedplus vaste analyse
bioinformatique, incluant des procédures de remt@sien statistique, couplées a des analyses
biochimiques. Celles-ci ont permis d’élaborer uenpier code de reconnaissance de 'ARN
par les domaines PPR. En premier lieu, des anabjeekimiques sur la reconnaissance de la

séquence d’ARN cible de la protéine PPR10, appugéeses données des acides aminés du
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domaine PPR obtenues précédemment par Eujal. (2011), ont permis de générer une
corrélation entre la présence de deux acides areinéstype d’acide nucléique reconnu dans
la séquence de I'ARN (Barkast al.,2012). Ainsi, un premier acide aminé situé a lsifpm

6 d’'un domaine PPR et un deuxieme résidu situé gosition 1 du domaine PPR suivant
(appelé 1) sont déterminants pour la reconnaissaie la cible de PPR10. Barkan al.
(2012) ont utilisé et étendu cette regle pour mesnfju’en général les positions 6 et 1’ des
domaines PPR de type P et S peuvent s’aligner Bgséquences cibles connues des
différentes protéines PPR. Ces données ont pertéiabilr un code combinatoire aux
positions 6 et 1’ qui permettait d’expliquer le€f@rences de reconnaissance sur certains
acides nucléigues, comme indiqué dans la tableea @ue ce code combinatoire ne permette
pas de déterminer totalement a lui seul la spééfexacte de reconnaissance, il confirme que

les positions 6 et 1’ ont une influence majeuresdardistinction du nucléotide.

En particulier pour les facteurs d’édition, Barletral. (2012) ont observé et suggére,
en tenant compte des données biochimiques obtémmgede travaux antérieurs, que le dernier
nucléotide reconnu par les domaines PPR était aifteur du quatrieme nucléotide en amont
du site a éditer. Ces résultats ont ouvert la adee capacité de prédiction des cibles putatives
de facteurs d’édition PPR, en évaluant tous less sifédition des transcrits des organites.
Malgré les progrés réalisés, ces auteurs n‘ontgbésnu de résultats satisfaisants dans le
positionnement et I'implication du domaine PPR geetL, ce qui les a conduits a suggérer
que ces domaines participaient aux mécanismes ftamhede relacher des contraintes

structurales qui pouvaient subvenir lors de I'iation.

En analysant la reconnaissance des facteurs PRRaagisur I'édition, deux autres
publications simultanées ont mis en évidence gsiedenaines de type L participent aussi a la
reconnaissance des séquences cibles de 'ARN @fadi,2013, Takenakat al.,2013a). Les
travaux de Yaget al. (2013) ont révélé trois acides aminés importaatssde modéle PPR,
aux positions 1, 4 et ii, participant a l'interactiavec les acides nucléiques de la séquence
cible d’ARN. Ces résidus correspondent aux posstidn6 et 1’ du modéle de PROSITE, les
deux derniers résidus étant ceux identifiés pak&aet al. (2012). Ces auteurs ont donc

montré que différentes combinaisons des trois wésigoir table 2) contribuaient a une
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meilleure prédiction des cibles d’'une protéine RIRBzP. patensou A. thaliana Par ailleurs,

ilIs montrent également que le résidu 6 est un dadtaportant pour la distinction entre les
bases puriques et pyrimidiques. lls ont aussi sd@ggée le dernier nucléotide reconnu par le
motif PPR des facteurs d'édition est [&"@en amont du site & éditer. Au méme moment, par
une approche incluant les domaines PPR de type2letlS2, Takenakat al. (2013a) ont
amelioré la prédiction de I'ARN ciblé par les faate d’édition. Ces auteurs ont suggéré que
le positionnement du dernier domaine PPR sur laes@e cible pouvait étre variable pour
certaines protéines, ce qui avait été suggéré augar pour la protéine CRR22 grace aux
données biochimiques (Okuda & Shikanai 2012). Hbues, ils ont aussi observé que les
domaines PPR proches de l'extrémité C-terminaleertales plus importants pour la

spécificité de la reconnaissance de I’ARN cible.

Tableau 2. Code combinatoire de reconnaissance dasides nucléiques par les protéines
PPR (Adapté de Barkanet al.,2012 et Yagiet al.,2013).

Position d’acides aminés Spécificité de reconnaissaes nucléotides

Position 3  Position 6  Position 1’ A G C U

- T D + +++ + +

V T D - ++++ - -

| T D - ++ ++ ++

- T N +++ + + +

F T N ++++ - - -

Vv T N ++ + + -

- N D + + ++ +++

Y N D - - - ++++

F N D + + ++ +++

Vv N D + - ++ +++

- N N + + +++ ++

| N N - - +++ +++

V N N + - ++ +

F N N ++ ++ - -

- S N +++ - + +

F S N +++ + + +

- N S + - +++ +

\ N S - - +++ +

- S S ++++ - + -

- S D + +++ + +

F P D - - - ++++

- T T - ++++ - -
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3.5.1. La structure des protéines PPR et les implicatiordans le mode de

reconnaissance de 'ARN

Cinq structures cristallographiques de protéineR Bnt été déterminées récemment :
celle de 'ARN polymérase mitochondriale humaindRANP ou POLRMT) (Ringekt al,
2011), celle de la protéine PiREhaceous RAse PL(PRORP1) (Howaret al.,2012), celles
des protéines THA8-LIKE2 et THA8 (Bast al., 2013, Keet al., 2013) et celle de PPR10
(Yin et al., 2013). Par ailleurs, deux complexes ribonuclégpgoes PPR-RNA ont été
récemment résolus dans le cas des protéines PPRi@t(al., 2013) et THA8 (Keet al.,
2013). L'ensemble des résultats de structure dettipes PPR ont confirmé la structure
secondaire du domaine PPR, prédit précédemment, lpswariantes S et P et L (Figure
12A). De plus, des régions non prédites comme éntlomaines PPR mais proches, ont été

aussi assignées structurellement comme des PPR.

Ce n'est qua partir de la résolution de la suet de 'ARN polymérase
mitochondriale (MtRANP ou POLRMT) chez I'homme quéé confirmée la structure
secondaire du domaine PPR en deux hélicastiparalleles, cette protéine présentant deux
domaines PPR consécutifs au sein de sa sequencdiguoe 12B) (Rigelet al., 2011). Par
ailleurs, le complexe d’élongation de POLRMT a mérgue la chaine d’ARN naissante fait
face aux domaines PPR comme le montre la figure (82Gwinghammeet al.,2013). Cette
conformation de la polymérase POLRMT dans son cergpl’élongation suggere que les
domaines PPR peuvent contribuer a la stabilisateola chaine naissante d’ARN ce qui est en

accord avec l'affinité de ces domaines pour cesoubés.

Les premiers indices de la relation structure-fiemcd’'une PPR avec son ARN cible
ont été obtenus avec la détermination de la streictuistallographique de la protéine
PRQeinaceous RAse PL (PRORP1). Cette protéine est considérée comnp@neable de
I'activité RNAse P pour la maturation des strucsude type ARN de transfert (ARNt) chez
les organites (Gobedt al., 2010). Le modele structural de PRORP1 a montréngaigre la
dégeénérescence de la séquence primaire des aomiessadu domaine PPR, sa conservation

structurale est plus importante, comme il avaitstggéré des années auparavant (Small &
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Peeters 2000, Delan@y al., 2007). En effet, la structure de PRORPL1 a pernidemtifier 5
domaines et demi de type PPR, trois d’entre eux pig§dits au sein de la séquence des acides
aminés de la protéine mais les 2 et demi restaltst té identifiés qu'a partir de la
détermination de leur structure (voir figure 13A)o(vardet al.,2012). La structure a aussi
permis d’identifier deux domaines structurels additels. Un premier domaine déja prédit a
partir de la séquence de la protéine a été confttams I'extrémité C-terminale. Il présente un
repliement similaire & un domaine de type metalbtémse et une affinité pour des centres
métalliques. Plus particulierement, ce domainesapposé étre le responsable de l'activité
enzymatique de PRORP1 nécessitant de la préseiure dIg? ou Mn' pour son activité
(Howardet al.,2012). Le deuxiéme est un domaine central connelda domaines PPR avec
le domaine métallonucléase. Il a une affinité pturzinc qui stabilise probablement sa
structure. De plus, il interagit avec les domaiRER et le domaine métallonucléase pour
établir la conformation en V de la protéine et perrprobablement d’orienter ces domaines

pour optimiser l'activité catalytique de la proteifHowardet al.,2012).

A B Domaines L.
PPR Région

N-Terminale

Hélice A

Figure 12. Structure du motif PPR et du complexe dlongation de la polymérase
humaine mitochondriale POLRMT.

A) Structure du domaine PPR en hélice-boucle-hélge Complexe d’élongation de la
POLRMT. La structure de ce complexe est identifigec les codes Protein Data Bank PDB
4BOC. Cette structure montre que la séquence magsda I’ARN (brin rouge) peut sortir par
la région N-terminale de la protéine et ainsi phdment impliquer I'activité des domaines
PPR. (Adapté Yiret al.,2013, Schwinghammet al.,2013)
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Lors de la publication de la structure de PROREf,grace a des analyses
biochimiques et structurales d'un deuxieme artiale,mode de reconnaissance de 'ARN a
été suggeré pour PRORP1 et pour PRORP2, la prolgimpdus proche cheA. thaliana
(Gobertet al., 2013). Ainsi, il a été montré que pour la recossaince des éléments de type
ARNt, les protéines PRORP utilisent un mode liaisamilaire a celui des complexes
ribonucleoprotéiques de type RNAse P ou la présdacamertains nucléotides dans les boucles
D et TyC des ARNt sont des facteurs déterminants pouefattion et le bon positionnement
du complexe (voir figure 13B). A cet effet, Gobettal. (2013) ont suggéré que les domaines
PPR des protéines PRORP pourraient reconnaitrawséotides et ainsi contribuer a établir
un positionnement spatial optimal permettant la ursion de I’ARNt par le domaine
métallonucléase. Comme les précédentes structi@esstructures cristallographique de la
protéine THA8 et THAS8-LIKE2 montrent une confornmati en hélice-boucle-hélice
correspondant aux cing domaines PPR constituanprogéines (Baret al., 2013, Keet al.,
2013).

Domaine (fff-r,
Meétallonucléase o

Figure 13. Structure de la protéine PPR PRORP1 et odéele du complexe PRORP-ARNL.

A) Structure cristallographique correspondant a RRO. La structure présente 5,5 domaines
PPR en rouge, le domaine central capable de lieZihe (Zn) en jaune, le domaine
métallonucléase en bleu. Les centres métallique®iM signalés par une fleche (M: Magu
Mn*?). Les structures de cette protéine sont identdiésc les codes Protein Data Bank PDB
4G23 a 4G26 (http://www.wwpdb.org/) B) Modéle deaenaissance de I'ARNt par les
protéines PRORP. L’ARNt en vert et les domaines plegéines PRORP sont présentés
(Adapté de Howaret al.,2012, Goberet al.,2013).
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Ces structures precédemment citées ont été olsténpartir de protéines PPR un peu
particulieres composées d’un faible nombre de iipét de domaines PPR. Cependant, la
structure de la protéine PPR10 déterminée récemrandtcompte de la structure d'une PPR
type appartenant au sous-groupe P (¥iral., 2013). La connaissance approfondie de ses
fonctions moléculaires en font une protéine candigxceptionnelle pour la compréhension
des relations structure-fonction au sein des pre®PPR, particulierement de celles du sous-
groupe P. D’ailleurs, en se basant sur les résuttaitenus pour la protéine PPR10, un modele
de fonction des protéines PPR du sous-groupe B prétédemment suggére (Prikeylal.,
2011). Il propose que les protéines PPR pourraeoitr une fonction de protection de 'ARN
contre les attaques exo-ribonucléotidiques maisialiactivation de la traduction car elles

faciliteraient le relachement structural de I'ARMrmettant ainsi I'accés aux ribosomes.

La structure de PPR10 montre que cette protéinsépasit 19 domaines PPR forme
deux spirales d'une super hélice tournant vergd#teda laquelle s’ajoute une coiffe de trois
petites hélicesx dans la partie N-terminale et une hélicelans la partie C-terminale. Les
distributions spatiales des hélices a et b de ahatpmaine PPR montrent que celles-ci
constituent les couches intérieure et extériel@spactivement, dans la structure de la super
hélice (figure 14A). De plus il a été observé qae protéine PPR10 peut former un
homodimére, dans lequel les deux protéines sooitérrent liées formant deux spirales
antiparalleles ou I'extrémité N-terminale d’'une getéines est en contact avec la partie C-
terminale de I'autre (Figure 14B) (Yet al.,2013).

Une meilleure compréhension et la confirmation’aéeraction ribonucléoprotéique a
été obtenue grace a la détermination de la stricustallographique des complexes THAS8-
ARN et PPR10-ARN. Comme beaucoup de résultats lmoghes le montrent, les protéines
PPR ont une affinité importante pour les séquerdd@fRkN simple brin. Les données
cristallographiques I'ont effectivement confirmégkt al., 2013, Yinet al., 2013). Dans le
cas du complexe THA8-RNA, il a été observé que THA&BIvait se lier a des séquences
présentes dans l'intron 2 glef3,une des ses cibles préecédemment décrites (ciosect.5.).
Cette liaison de THA8 a I'ARN induit une dimérigati et une oligomérisation de THAS.
Ainsi, des structures quaternaires avec 'ARN genént par I'intermédiation des domaines
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PPR 4 et 5 de la partie C-terminale d’'une protdiRA8 et les domaines PPR 1 et 2 de la
partie N-terminale d’'une autre protéine THA8 (figut5A). Ces interactions provoquent des
changements structuraux autorisant la formationsddaces de contact entre ces deux
protéines THA8. Keet al. (2013) ont observé que les domaines 4 et 5 détemnila
reconnaissance de l'acide nucléique G suivant de goécédemment suggéré de la position 6
(Thréonine T172) du domaine 4 et la position 1’ifecAspartique D203) du domaine 5. Bien
gue Keet al. (2013) aient montré que THAS8 utilise ce code d®maaissance, il est clair que
son mode d’action semble spécifigue mais probabieragtrapolable a des protéines PPR

possédant peu de motifs répétés.

Figure 14.Structure de la protéine PPR10 et de sdromodimeére.

A) Structure du monomere de la protéine PPR10. 1®slomaines PPR de PPR10 sont
représentés sous forme cylindrique. Les cylindredsvcorrespondent aux hélices a et les
bleus aux hélices b. N : extrémité N-terminale @lgtotéine a partir de laquelle les motifs
sont numérotés. NTD: Coiffe N-terminal B) Configlima spatiale de I'homodimeéere de
PPR10. Le dimére est formé de I'association ardifgde d’'un premier monomere en gris et
d’'un second monomeére en violet, chacune des cdifferminales étant colorée en bleu et en
cyan, respectivement (Adapté de ‘éinal.,2013).

Le complexe PPR10-ARN a été obtenu avec une dess#gences cibles de PPR10,
c’est a dire 18 nucléotides du transg#ald (Barkanet al., 2012). Comme pour THAS, la
résolution du complexe ribonucléoprotéique montre lg complexe de PPR3aJforme un
homodimére. De plus, la liaison a I’'ARN cible enteades changements conformationnels du
dimére PPR10 (dPPR10). Néanmoins, l'orientatiortiaigades protéines dans le complexe
difféere considérablement de celle du complexe dé\dHorobablement en raison du plus
grand nombre de domaines PPR dans PPR10. Danshgdeze dPPR1(@sal] Yin et al.

(2013) ont observé que les 4 premiers nucléoti8e&SJAU-3’) étaient reconnus par les
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domaines 3 a 7 de la partie N-terminale d’'un desom&res tandis que les nucléotides 15 et
16 (5-UU-3’) étaient reconnus par les domaines €t617 de la partie C-terminale du
deuxiéme monomere. Ces domaines montrent un puséioent face aux nucléotides suivant
le code de reconnaissance des acides amines 316peécédemment suggéré (redéfinis
comme les positions 2, 5 et 35) (voir figure 19B)ur les bases 5 a 14 (5’-UCUUUAAUUA-
3’) et les bases 18 et 19 la structure ne montseyp@ coordination des domaines PPR en
relation au code. Cependant le squelette phospleatbases 15 a 18 interagit avec des résidus
polaires des domaines 15 a 19 par l'intermédiagrendlécules d’eau (Yiat al.,2013).

En se basant sur le code, la structure du complEiR10psalJmontre que les acides
aminés en position 6 (T178, N213, S249) et 1’ (20844, S279) peuvent interagir avec les
bases ou entre eux pour les reconnaitre sélectivietardis que I'acide aminé en position 3
(R175, V210, F246, V281) se trouve intercalé elgsenucléotides pouvant ainsi interagir ou
non avec I'ARN (Figure 15B). L'acide aminé en pimsit6 est le facteur déterminant de la
reconnaissance spécifigue des bases. De plus,meplee@® montre que des acides aminés
polaires ou de charge positive peuvent interagecae squelette de phosphate, stabilisant
ainsi la liaison a 'ARN. Cette derniére interaatipeut faire intervenir d’autres positions
comme celle observée pour I'arginine R433 qui sevie en position 15 du domaine 10. Ceci
conforte les analyses informatiques et de mutagepeésr les protéines HCF152 (Kobayashi
et al., 2011, Nakamurat al., 2012) et PGR3 (Fujiet al., 2013) suggérant que la charge
positive de I'acide aminé en position 14 a I'exti@nC-terminale de I'hélice A est importante
pour la liaison a 'ARN. Toutes ces données suggeqeie cette partie du domaine PPR
pourrait interagir avec le squelette de phosphael’ARN, chargé négativement. Ces
interactions électrostatiques permettraient unalsation de I'interaction protéine-ARN.

Ces données montrent certaines similitudes aveectannaissance de I’ARN par des
protéines hélicoidales a domaines répétés telles lgs protéines PUF. Ainsi, le
positionnement d’'une hélice interne fait face aRM et des interactions entre 'ARN et des
acides aminés clés des hélices permettent la gpicifle reconnaissance des séquences.

Néanmoins, le mécanisme de reconnaissance resiécgoe
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Figure 15. Mode de reconnaissance de 'ARN par lgsotéines PPR.

A) Reconnaissance de I'’ARN par le dimere des pnetiTHA8. Le monomére de THAS8 (en
vert) utilise les acides aminés T172 et D203 dewaioes PPR 4 et 5 respectivement pour
I'interaction avec le nucléotide G tandis que lraumonomere (en violet) utilise les acides
aminés K57 et H97 des domaines PPR 1 et 2. B) Regssance de I'’ARN ciblESAJpar le
dimere de la protéine PPR10. Les séquences d’ARNlsi brin (en jaune et orange)
interagissent avec des acides aminés spécifiquesiodeaines PPR de dPPR10. Les
nucléotides 1 a 4 de la cibgsaJont une coordination avec les acides aminés sulgazode

de reconnaissance (position 6: position 1'-nuctEti T178:T208-G1, N213:D244-U2,
S249:5279-A3 précédemment suggéré (Adapté det Kk, 2013, Yinet al.,2013).

Il faut noter que les résultats de la structurecdmplexe PPR1@saJ dimérique
different Iégerement des résultats de reconnaissaeygsalpar PPR10 publiés par Barkah
al. (2012). Ces différences peuvent s’expliquer pamtaéle utilisé par ces auteurs. Ainsi,
Barkanet al (2012) ont considéré que PPR10 a une affinité grande pour I'ARN lorsqu'il
est a I'état de monomere, ce monomere étant caBsa¥mme la forme la plus proche de
I'état physiologique (Prikryét al.,2011, Barkaret al.,2012). En ce sens Barkahal. (2012)
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ont maximisé la reconnaissance de 'ARN par PPRLQW les a conduit & décaler certains
motifs PPR, générant ainsi un espace vide entred@waines PPR par rapport aux
positionnements des nucléotides de la séquence NI'ARn et al. (2013) ont également
détecté que PPR10 présentait une plus grande té&apkciiaison a I'ARN lorsqu’elle est a
I’état monomeérique et pour de faibles concentration ARN. De plus, ils ont observé que le
dimére de PPR10 n’est pas présent lorsque la ségudrie du transcratpH se lie a PPR10.
Ceci suggere que la structure du dimére dPRBEJIN’'est pas représentative d’'un état actif
de PPR10. A l'état de monomeére, les données staletune permettent pas de définir
'implication des domaines PPR 8 a 15 dans la neamsance de I'ARN. Malgré ces
divergences, il est clair que les acides aminds&,1’ des domaines PPR sont déterminants
pour la reconnaissance de I'ARN cible, confirmams lanalyses informatiques et
biochimiques. De plus, ces résultats montrent awugs des acides aminés chargeés
positivement ou polaires, dans d’autres positioesI’lélice a peuvent contribuer a la
stabilisation de I'interaction PPR-ARN. La résalbmt d’autres structures cristallographiques
de complexes PPR-RNA sera nécessaire pour mieupreore la fonctionnalité des PPR.
Plus particulierement, l'identification et la catédsation des membres des complexes
d’épissage, d’édition et leur étude structurellastibuent un des défis majeurs a venir dans le

but de d’élucider les rbles et les fonctions dedégines PPR
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Présentation et Objectifs de la These

Pendant la derniére décade, l'étude des mécanismpBqués dans le contrble de
I'expression des génes des organites chez leseplarfait I'objet de nombreux travaux de par
le monde. Dans ce domaine, un intérét croissaté pasté a la famille PPR. En effet, comme
cela a été détaillé dans I'introduction, les prméi PPR participent depuis la transcription
jusqu’a la traduction aux mécanismes régulant Feggion des génes des organites. Des le
début de la caractérisation de la famille PPR,iplus équipes francaises ont participé a la
compréhension des roles de ces protéines au sdm aslule végétale. Ce travail de thése
s’inscrit dans la continuité des travaux de redmersur les protéines PPR menées au sein de
I'équipe Génomique Fonctionnelle d’Arabidopsie I'Unité de Recherche en Génomique
Végétale (URGV).

A mon arrivée dans I'équipe, un projet d’étude éysitique de la localisation de protéines
PPR dArabidopsis thalianaayant une prédiction de localisation subcellulaingbiglie avait
été initié. Des résultats suggéraient que certailgeses protéines PPR étaient doublement
localisées dans la mitochondrie et le chloroplagie. projet était mené en utilisant 2
approches. La premiére était basée sur I'expressimmsitoire dans des feuilles dé.
benthamianade fusions traductionnelles constituées de laoré@i-terminale (100 acides
aminés) de ces protéines, contenant potentielleteesignal d’adressage, fusionnée a une
protéine fluorescente. Dans la seconde approclseexj@riences identiques ont été réalisées
pour un certains nombre de protéines PPR séleé@@mm®en fusionnant cette fois-ci les
sequences codantes pleine longueur a la protéifleatescence. A cette époque, PRORP1,
la premiére protéine PPR ayant une double localisanitochondriale et chloroplastique
venait d’étre publiée. Cette protéine montrait égant une fonctionnalité dans les deux
organites (Goberet al, 2010). Les résultats préliminaires du projet dealisation de
I'équipe, renforcés par les analyses de la fondtieta protéine PRORP1, ont été a I'origine
du questionnement sur I'importance et la fonctiencds protéines doublement localisées au
sein de la famille PPR. lls ont aussi permis deppser une hypothéese de travail selon
laguelle «les protéines PPR doublement adressées a la mitdcigoet au chloroplaste
participeraient a la coordination de I'expressioesigénes entre les deux organites par le
noyaude la cellule hote. C'est dans ce cadre que mon sujet de thése té’préposé. En

raison du lien avec mon projet de thése, la powesde la caractérisation du complexe
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protéique contenant la protéine PPR CLB19 (CHLORA®L BIOGENESIS 19) m'a été

également été confiée par la suite. Dans ce cantexdn travail de these s’est focalisé plus
particuliérement sur les protéines PPR doublenardlisées dans les mitochondries et les
chloroplastes et ayant potentiellement une actoétdacteur d’édition. Plus précisément, mes

objectifs de thése ont été :

« D’identifier des protéines PPR doublement adresséeschloroplaste et a la
mitochondrie au sein de la cellule végétale,

+« D’analyser la fonction d’'une sélection de quatret@ines PPR doublement localisées
et ayant un role potentiel dans I'édition des ARMNZ les organites Arabidopsis

thaliana

Ainsi, le premier volet des résultats de ce travkl these, présenté dans le chapitre 1V,
rassemble les résultats de I'analyse globale duldle localisation au sein de la famille des
protéines PPR. Dans une deuxiéme partie des rissuléachapitre V, présente I'analyse
fonctionnelle de quatre protéines PPR présentamtdamible localisation, deux d’entre elles

participant au complexe protéique impliquant latgiree CLB19.

88|Page



RESULTATS

Chapitre IV

La Double Localisation Des Protéines PPR Chek. Thaliana
La localisation subcellulaire des protéines PPR: Aicle
La localisation subcellulaire des protéines PPR: Auaalisation de données
Analyse de la double localisation des protéines PPR
La double localisation et I'évolution des protéin€®fR
La double localisation et les réseaux d’interactiaies protéines PPR
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4. La Double Localisation Des Protéines PPR CheZArabidopsis
Thaliana

Les premiers résultats du projet de localisaty@mténatique, en cours dans I'équipe au
début de mon travail de thése, montraient que iosrtaembres de la famille PPR pouvaient
avoir une la double localisation dans la mitochanet le chloroplaste. Ces résultats étaient
issus d’'observations de la localisation subcellalde fusions traductionnelles comprenant les
100 premiers acides aminés de la partie N-termidal®PR, dont la prédiction d’adressage
était ambigue, fusionnés a la protéine fluorescBsteed2. (cf section 4.1 Article I). Dans ce
contexte, jai initi¢ une approche complémentairerngettant I'analyse globale de la
localisation des protéines PPR au sein de la famkette approche, basée sur la méthode
proposée par Millaet al. (2009) pour définir la localisation des protéimles plantes, utilise
tous les types de données provenant d’études as deaquelles différentes technologies ont
été développées afin de préciser la localisatiditediulaire des protéines. Cette approche a
permis d'intégrer les données de localisation pitedupar le groupe avec les données
publigues concernant des protéines PPR disponddes différentes bases de données ou
publications. Les résultats de cette intégrationddenées ont fait I'objet de la récente
publication de I'équipe dans le numéro de septeniti23 de la revueRNA Biology
spécialement dédié aux protéines PPR (Colcombat, 2013). Cependant, cet article traite
de la localisation des protéines PPR dans son dasezh tous les éléments relatifs a leur
double localisation n'ont pas pu étre discutésprsenterai donc une analyse détaillée et
actualisée de la double localisation au sein diarfalle PPR a la suite de la revue dans la

section 4.3.
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4.1.La localisation subcellulaire des protéines PPR : icle |
-
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458 genes coding for PentatricoPeptide Repeat (PPR) proteins are annotated in the Arabidopsis thaliana genome. Over
the past 10 years, numerous reports have shown that many of these proteins function in organeiles to target specific
transcripts and are involved in post-transcriptional regulation. Therefora, they are thought to be important players in
tha coordination between nuclear and organelle ganoma exprassion. Only four of thesa proteins have been describad
to be addressed outside organelles, indicating that some PPRs could function in post-transcriptional regulations of
nuclear geneas.

In this work, we updated and improved cur current knowledge on the localization of PPR proteins of Arabidopsis with-
in the plant cell. We particularly investigated the subcellular localization of 166 PPR proteins whose targeting predictions
ware ambiguous, using a combination of high-throughput cloning and microscopy. Through systematic localization ex-
periments and data integration, we confirmed that PPR proteins are largely targeted to organelles and showad that dual
targeting to both the mitochondria and plastid occurs more frequently than expected. These results allow us to specu-
late that dual-targeted PPR proteins could be important for the fine coordination of gene expressions in both organelles.

Introduction

Plant nuclear genomes code for more than 99% of the 25000
30000 proteins requited to build plant cells and tissues.' These
proteins: are addressed to various eell compartments to ensure
specific cellulzr processes. Two other small genomes, formed by
primary endo-symbiosis events, which led to the orpanelle forma-
tion, are found in mirochondria and plastids.” Throughout evolu-
tion, organelles have lost much of their original genomes by the
transfer of genetic material to the noclens. However, they have
reszined small genomes encoding key proteins and BNAs neces-
sary for their biolopy. In Arabidopsis, 57 mitechondrial genes and
128 chloroplast genes have been annorated on the corresponding
penomes (TAIRvID). The proteins encoded by these genes, ac-
ing together with nuclear imported proteins, play an important
rule in mitochondria and plastid fanctions® Many of the pro-
teins encoded by genes transferred from organelles to the nocleas
are imporzant for organelle pene expression or metzbolism and
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Submitted: 082973 Revised: 08/1113; Accepted: 021213
it dol.oeg/ 04161 ma 26128
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need to be tarpeted back to their orginal compartment. In addi-
tion, many other nuclearly encoded proteins have acquired func-
tions in different steps of organclle biology. Owverall, more than
3000 proteins encoded by the nuclear penome are predicted to be
targeted to the organelles,’ creating a requirement for a coordi-
nated regulation of nuclear and organellar pene expression and a
precise control of protein addressing and import into the organ-
clles. Several import systems exist in mitochondria and plas-
tids where translocation is medizted mainly by co-rranslatonal
and post-translational machineries. The main machineries are
well known.®* They are named Translocase of the Ourer/Inner
Mitochondria membrane complexes (TOMTIM) in mitochon-
dria and Translocase of the Outer/Inner Chlosoplast membrane
complexes (TOC/TIC) in plastids. TOM/TIM and TOC/TIC
account for the tarpeting of most organellar proteins. These two
Translocase complexes share both similar structural conforma-
tions and import mechanisms with the recognition of a Targeting
Pepride (TP} and the involvement of chaperones, receptor, and

RNA Bicloay 1
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pore type proteins.® Despice these similarities, the mechanisms of
translocation are specific to cach Translocase. For example, the
rransiocation into plastids requires GTP hydrolysis whereas it is
not the case in mivochondria ®

Organelle physiological processes are under the control of pro-
teins expressed from distinet penomes sugpesting a tight and com-
plex coordination in pere expression and, therefore, intzacellular
signaling pathways between ccll compartments. Whereas nuclear
genes are larpely repulated at the transcriptional level, organclle
genes are often constitutively expressed but rightly repulated ar
post-trznscriptional levels® Imported nuclear proteins are nec-
essary for a wide range of organcllar transcriptional and post-
transcriptional processes, including RMNA transcription, RNA
processing, RINA editing, RN A splicing, and translation. Among
these nuclear factors, the larpe family of PentatricoPepride Repear
{PPR) protcins arc emerping more and more as central actors of
the intcr-comparmmental coordination of gene expression® As
expected for proteins involved in complex genome regulations,
they define one of the largest families encoded by the nuclear
genome with 438 members in Arabidopsis, 477 In rice, and up 1o
B0 in Selaginella maellendorffin 1

A typical PPR protein is constructed from a stretch (2-30) of
35-amino acid motifs (known as PPR morifs) often merged in
N terminus with a tarpeting peptide thought o allow an organ-
elle subcellular localization. Several studies ‘confirmed that the
targeting peptide is Functional, supgesting that PPR proteins are
massively tarpeted to mitochondria or plastids.™" Based on the
PPR motif sequences and ther relarive serial organization, we
proposed a classification of PPR proteins in two main subfami-
lies.” In Arabidopsis, the largest one, named the P-type subfam-
ily, contains 255 PPR proteins karboring tandem repeats of 2
simple canonical PPR moeif (the P-type motif). The second one
is known as the PL5-type subfamily and contains the remaining
203 PR proteins.” Their module-based structures but also bio-
chemical and generic data indicate that PPR proteins are able w
interact in a sequence-specific way with organelle RNAs to assure
10,15

various post-transcriptional functions. Recenddy, through
computational and molecular biology approaches, 2 RNA rec-
opnition code was propased for PPR proteins where two adjacent
PPR motifs are able to recopnize one specific nucleotide™" The
specificity of the base recognition is accomplished by the combi-
nation of three amino acids, two located in the first PPR motif
{third and sixth positions) and the third at the Rrst position in the
subsequent PI'R modif?57

PPR proteins have larpely been associased with tran-
scriptional,
tion of orpancllar expression™ A prowing number of PPR

PDS[-"EH&CF[FIL[DL‘IEJ.- H.I'.Id. I'_I.'.III.SI.:ltiIJI'.I-‘!J n:gu|a—

prowins have been shown to be required for editing. For exam-

ple. CHLORORESPIRATORY REDUCTION 4 (CRR4)
is necessary for editing of the chloroplast #dbl) transceipe™
and MITOCHONDRIAL RNA EDITING FACTORI
{MEF1) is required for editing of three mitochondrial tran-
scripts."” Arabidopss FPR proteins are also involved in splic-
ing of organclle transcripts: ORGANELLAR TRANSCRIPT
PROCESSING43 (OPT43) and OTP31 are necessary for the
correct trans-splicing of mad! and cis-splicing of pof3 manscripts,

2 RNA Biclogy

respectively. ™ Finally, PPR proteins are involved in translation
processes. For example, CHLOROPLAST RNA PROCESSING
1 (CRP1) has been proposed w be a chloraplast translation regu-
latar™ and 'PR336 is associated with mitochondrial polysomes ®
As expected with essential players in pene expression involved in
respiration and photosynthesis, a large proportion of mutants in
PPR genes are embryo or pametophyte lethal 124

Despite the growing PPR literature indicaring that PP'R pro-
teins function mainly in organelles, some members could also
have tarpees in the nucens or the cytoplasm. In Arabidopsis,
four PPR proteins were shown to be localized out of organelles.
Two of them, PROTEINACEOUS RNase P 2 (PRORP2) and
PRORDP3; are localized exclusively in the nucleus where they
are needed o achieve RMNase P activity.® The two others have
a more complex subcellular localization with a dual targering
to both mitochondria and noudeus. The GLUTAMINE-RICH
PROTEIN23 (GRP23) interacts in nuclens with RNA paly-
merase [[ but its nuclear and mitochondrial functions are not yer
understood. ¥ Similardy, Hammani and co-workers showed thar
PPR PROTEIN LOCALIZED TO THE NUCLEUS AND
MITOCHONDRIAL (PMNMI} is involved in proteln translation
in mitochondria whereas it physically interacts with two pro-
teins in the nucleus, NUCLEOSOME ASSEMBLY PROTEIN1
and the transcription factor TCPR.® [n animals, one cxample
of a PR protein localized out of the orpanclles has also been
reported but its localization is still a matter of debate. This PPR
protein, named BICOID STABILIZATION FACTOR (B5F)
in Dirosopiila, as well as Leucine-Rich Repear Pentarricolepride
Repear Casserte (LRPPRC) in humans, was localized in the cyto-
plasm and nuclevs of early Drosaphila embryo cells™ with roles in
transcription and RINA transport. Other authaors showed the pro-
tein to be localized in mitachondria where it would be involved in
mRNAs maturation, poly-adenylation, and wanslaton.™

Only & handful of PR proteins were shown o function our of
organciles. Many post-transcriptionzl processes are being shared
by both the orgznelles and nuclens; therefore, this number may
be underestimated. In order to identify new Arsbidopsis PR
proteins addressed out of the orpanelles but also to Improve our
peneral knowledpe on PPR targering, we systematically invest-
gated the subcellolar localization of a third of the PPR family
whose addressing prediction was ambipuous. We ook advancape
of a high-throughput cloning stratepy combined with a transient
expression system to elucidate whether the N terminus targeting
peptides of candidate PR proteins were functional o address
the protein into organelles. We report in this work that, despite
crroneous predictions of subcellular localizarion, most PTR pro-
teins are addressed to one of the organclles and showed that a
fraction of them, probably underestimared, are addressed o both
mitochondriz and plastids.

Results
Localization study of PPR proteins with ambiguous predic-
tons of localization. We previcusly published 2 manually

curated list of Arabidopsis PPR gene models.'® When this work
was initiated, the most accurate alporithms o predict subcellular
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localization of plant proteins were Targetl v1.01" and Predotar
%1.03." Thercfore, we used them to identify Arabidopsis pencs
coding for PPR proteins with ambipuous localization predictions
{Table 1). TarpetP was recently improved with the TargetP v1.1
version of the software. Among the 458 PPR penes, Predotar pre-
dicts that 244 and 92 PPR proteins are addressed, respectively,
o mitochondria and plastids, whereas 122 PPRs would not have
any organclle localization (Table 2). Target? ¥1.1 gives similar
resules with 232 and 123 PPRs localized to mitochondriz and
plastids, respectively, and 103 PPRs without organclle localiza-
tions (Table 1), Taken together, 166 PPR proteins were predicted
not to be addressed to cither of the two main plant orpanclles
by at least one of the two software (Predotar v1.03 and Targe:P
v01.01). Among them, 53 PPR proteins were not predicied wo be
addressed in the organelles by both zlgorichms. We chose w
experimentally investipate the subecellular localizarion of those
166 PPR proteins as they were pood candidates to have arypical
funcrions out of the orpanclles.

Almost all the proteins addressed to organclles contain a tar-
geting peptide in their N terminus cxtremity, which is cleaved
during the transfer through the organelle membranes® A mito-
chondrial Targeting Peptide (m TP} is typically 40-50 amino acid
long,™* whereas a chloroplast Targeting Pepride (€T} is nsu-
ally up o 60 amino acid long.™ To assess the arpeting pepride
funcrionalicy, we systematically merpged in frame the first 300 bp,
coding for the first 100 amine acids of cach candidaie PPR ORFEs
w the Red Fluorescent Protein (RFP) coding sequence using the
Gateway technology. The aim of this approach was to experimen-
tally detect any mTP or cT'P present in the frst 100 amino acids
but not recopnized by the prediction software, Vector cloning
based on Gateway recombination technology was successful for
162 genes (97%). After agro-infiltration of Nicoriama benthami-
mid leaves with these constructs and subsequent protoplasts prep-
aration, we were able to derec: RFP signals for 131 construces
{79%) using cither epifiuorescent or confocal microscope, All
localization experiments were repeated at least three times and
observed independently by two of the authors, Table 1 summa-
rizes all predicted and experimental data obtained during this
study. Presented in Figure 1A are examples of typical subcellu-
lar localizations observed using 300 bp constructs. In Figure 1,
RFP fluorescence was visualized wsing a confocal microscope and
compared with the diseribution of the mimchondrion-specific
probe MiroTracker Green and the chlorophyll autofluorescence.
In the overlay panels, combined fluarescence from RFT (in red),
Mitolracker {in green), and chlorophyll autoHuorecence {in blue)
appears in yellow when RFP signal co-localizes with MitoTracker
staining indicating a localization of the fusion protein in mito-
chondria whereas it appears in violet when RFP signal is localized
in plastids. It was detected thar 68 and 31300 bp-PPR con-
structs pave an exclusive miwchondrial and plastd localization,
respectively, as exemplified by AT3G153130 and AT3CG 46610 in
Figure 1A. Interestingly, 24 constructs exhibiced a signal in both
organelles (see for cxample, AT2G36240 and AT5G47460 in
Fig. 1A} and ninc constructs gave localizations our of organelles,
appearing as typical nuclear and cytosolic signals (AT 1G06I50
and AT1GO06580 in Fig. 1A). These localization results in the
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nucleus and the cyrosol of the prowoplasis suppest thar the Arsc
100 amino acids of these proteins do not code for a functional
peptide targeting to organelles and that the RFP fusion proteins
are localized where the translation occurs (in the cytosol) and in
the nucleus by passive diffusion of small proteins throupgh nuclear
pores.

As addressing signals could be outside the first 100 amino
acids and because using the first 100 amino acids may induce
addressing artifacts, we decided o investigare in more detail the
subcellular localization of the 33 PPR proteins that did not show
a simple single orpanellar localization. Out of the 24 'PR pro-
teins lacalized in both organelles and the nine proteins appear-
ing outside of the organclies, we successfully cloned the whole
ORFs and created RFP fusions for 19. Subcellular localizations
of these fusions were monirored using Agro-infiltrated N ben-
thamiana-derived prowoplasts observed under epiffuorescent and
confocal microscope (examples in Fig. 1B). Results are summa-
rized in Table 1. We confirmed the dual subcellular localization
for six out of the 11 ORFs successtully cxpressed and encoding
Full-length proteins thought to be addressed in both organclles
[see ATSC47460 in Fig. 1B for example). As for AT2G36240
{Fig. 1B}, we showed a single localization in mitechondria for
the other hve. Among the nine PPR proteins thought o be out
of the organelles an the base of the first 100 amino acids, seven
ORFs were successfully cloned bur no cyrosolic localization
was confirmed: the whole proteins fused to RFP were system-
atically addressed to onc or both organelles, as cxemplificd by
AT1G06150 and AT1G06380 in Figure 1B. Surprisingly, six of
them were localized in both organelles (AT1G06150 in Fig. 1B).
Altogether, 12 PPHRs proteins were verified as being localized in
both mirochondria and plastids wsing the full-length protein.

Integrative overview of the subcellular localizations of PTR
protein family. In arder to provide a peneral overview of the
localization of the whole PPR protein family, we aggregated our
results concerning one-third of the family, with all available data
from published studies and accessible databases (Table 2.

We frst re-cxamined the localization predicton of the 438
PPR proteins cncoded in the Arabidopsis penome using six
available bio-informatics prediction wols: Predotar,® Target
iPSORT™ Loctree,® Multiloc,” and AtSublh®! Despite using
distinct alporithms, those tools largely provide similar resules and
Table 2 gives a single localization prediction agprepacing the six
software resules following 2 rule emphasized in the caption of
Table 2. Overall, 63% and 17% of the PPR proteins arc predicted
to function in mitochondria and in plastids, respectively. For
18%, the results are unclear cither because a majority of the soft-
ware was unable to provide an orpanellar prediction or because
they provide overmuch diverging orpanellar predictions.

We also added the prowing dara coming from the proteomics
identificarion of orpanele proteing in Arabidopsis mitochondria
(SUBAF) and chloroplast (SUBA3® AT _Chlers,” PI'DB),
also including localization data obiained from maize chloroplase
(PPDB™) and rice mitochondria,* according w the recent concept
of orthoprotcomics.® As published,' a very good level of orthology
observed berween the members of PPR Families in A. shafiana and
Ohriza sativa supgests that both their function and their subcellular
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Table 1. Subcellular localization study of 166 FPR proteins with ambiguous prediction data

Gane modal Pradict Fhrorescent signal
PPR TAIR v10 O Toole TargetP  Predotar  Targebing Peptide  FL Prolein Conclusion
AligdAa70 ATIGHATD 1 M none %] c C
Aigh2420 ATiGE0242001 ER M IS ou, mia
Atlgd4san AT1GIMB4001 ranE M c na. c
AtigoseTn APPF_1g0s570 ] neng NIt Mc MG
AlgIE150 AIFFR_1g06150 4 ncong WGt Wi WG
AlfgDESED AT1G0ESE0.1 M ER MICE+ M L1115 M
ArigdBa10 ATIGIEA 01 nane C mo sighal na. -
Atighsiat ATIGOG1EG1 M none 2] na. M
ATgos4In AT1GS4E0 M M o signal na, ™
Arigheant AT1G0S0001 nane [+ ] na. M
Atgi0IFn ATIGI0ETD L' M M na, L]
Aig1oE3n AT1GI0E3001 ER nong P Bigad FE, -
Aligl 1280 ATIG1128001 [ nong c . c
Aligl4470 ATIGIAET0 ER nens c A c
Adig1E48D APPR_1g15880 ] ER na signal na 5
Arigii4as AT1GIESES 1 c ER WG cu -
Alg16Ea0 AT1GISEE01 M ER M na, M
AtigleTan ATIGIETA0 mana nong ] . N
Alfg2izan ATIG202301 mane nong 1] . M
Alfg22Ean ATIGE2FA0 it M L] F M
A2 5380 ATIG2EN0 1 ] none 1l 111 MIC
Aigda4an ATIGI4301 ER nonag M na. M
Alga1men ATIGHTEO c neng c na, c
Alig3is4an AIPFR_1g31840 ER nong L na. M
Alfigatszn AT1G31920 1 Fane AonE P Blgal Al =
Agazasn AT1GIFIZ0A Frame o M Al M
Allgsi2in AT1GEO2T01 mans nong 1] . M
Algsaxan AT1GEXIA0.1 1] none e F R -
AtgSEaT0 ATIGEEESTOY c neng i na. M
Atg5SETa0 ATiGEET2001 c nens c na. c
AAgaOTID ATIGEDT 701 PG M M ra, M
Atigaram AT1GEZ260.1 ER M M na. M
Allga2sat AT1GE2580.1 L'} fong MC L] ]
Aliga3II0 ATIGEXII0N mans neos M Aa. M
ArigBRa00 ATIGERS400 1 M none [l M M
AgB4100 APPR 184100 & none e o o
Atigseaan AT1GEER301 M neng ] na. M
Aligaszan AIFFF_1g68200 ER ER M ik M
Atig7 1400 ATIGT1£00.1 Fana [+ L] LFB M
AlgFarin ATIGTITI0 L] none c fa. C
Al igTadln ATIGTAS001 rane M MC L] M
AtigTasan ATAGT4580.1 rane oo o signal ria. -
AgTasan AT1GT4E3001 ER L= o signal na -
AtIgTEZE0 APPE_197E2ED L} ER M na, M
Al2g0i350 AIPPR_2901360 ER ER P Bignat LEN 3
AtdgdATan ATaG0A740.1 P M ] ra, M
Algl2TE0 AT2E0ETH01 [t M o Bignal ra. o
A2gO4BED AT2GOMB80.1 mane 1] M Aa M
Al2glecdn AT2E0E000.1 mane ] c na, [+
Adgi2e0n ATRGI5001 nane neng M na. M
AfdgiEaa0 ATaG1S32001 c ncna c na, c
A2giEEan AT2G 158801 mana nene o signal na. -
Al2g16880 AT2G 63801 Fans i P Bl Al =
Al2ga0san AT2G20540.1 Mo nens M fa, M
Aldg2 1090 AT2GE210680.1 M none ] . M
Aldg2a0rn AT2G22070.1 mane [+ ] . M
At2gRETe0 AT2G2ETH0 1 ] ER ] na M
AfgRTE1o AT2GaTEIO M neng ] na. M
Al2gRA0ED ATZGEIE050 1 Fana M L] na M
Al2gaaan AT203330.1 M nong ] na. ]
Al2g336a0 AT2EIMEE0.1 mane nong (1" N LF R =
ALIEIITED AT2GIITE0.1 mane C e na. L
At2gia0n AT2GE4400.1 mane M BT (=1TH mic
AtdgaBian AlPPR_2g38120 ER none G na. [+
AIg3e2An AT2GEME401 nane neng L] L] M
MIgIETI0 ATZG36730.1 nana nene o signal Al -
AldgaTaan AT2GIT2301 M nena M LEB M
Al2gaTIIn AT2EITII0 mane none c fa, L
Al2g3nEzn AlPPR_ 2938820 M ER ¢ na. [
AldgalvaD AT2G407201 mans noog ] na. M
At2p41080 APPR_2gai080 G nens L i signal ma
4 RMA Biclogy Wolume 10 Issue @
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RESULTATS

Tablke 1. Subcallvlar localization study of 166 PPR proteins with ambiguouws pradiction data [continued)

Gane model Flu signal
PPR TAIR vi0 OTosls Target P Predetar  Torgelimg Paglide  FL Protein
AlZg4 1720 ATZGATTEON none [} [} na.
AlFgd4BR0 AT2G44080.1 ER nane BICEH WG
At2gadico AT2G48080.9 none c U, na
A2g018e0 ATIGOEED.1 M nane M na
ARgUR010 ATIGORE01 M mana ] na
ALTOEZAD ATIGOS240.17 NENE ] ne signal na
Ab3gDEL0 ATIGOEGH0A none mane M nm
AlZgDBE0 ATIGOBEX0.1 nona [ REC M
AL3gDSOE0 ATIGOR080.1 nora L] ] na.
AR3gDessn ATIGIRGED Y [ rana [ na
AL3gi2ITa ATIGAZTTOAN nona Fane’ M na
ALSg330 AT3IG4330.1 L] L] M na
Ab3g15130 ATIGISI309 nore M M nm
Ab3gi5830 AT3GI5630.1 none ] M i
ALSgIEE10 ATIGAGEI0N L] rane L] na
AbdgiBaan ATIGA8R40.2 G rane T LAY
Al3gRoran APPR_ 320730 ER ER M na
Al3gHaT ATIGIIATOA nore L] i e
AR ATIGEAIA nove H o LTS
ALRgIEII0 ATIGFIANA none M AT (AT
ALIGEEETO ATIGHE8T0.1 ER nane M na
At3g2atan ATIGAGE40.0 none G M na
Al3aa540 ATIGTHEA01 L'} Fang ni aignal na
AL3JISEE0 ATIEZHEE0.1 M mane no gignal na
ALBgIC260 AFPR_3g2e300 M nane no signal ma.
Allgd2630 ATIG42620.1 nong M G na
ALSpAEE10 ATIGA5810.1 none ER C nm
ARSgaETED ATIG4ETE0.1 [ rane [+ na
Af3g4THI0 ATIGATEI0N neng nane NG WG
ALIgATHAD ATIGATR401 M FenG = na
ALIgASEI0 ATIG48810.1 ER ] M nE
ALGAE240 ATIEAI240.0 M Fone RRC MC
ALSHETI0 ATIG4ETH0.1 nore mane 1w WC
AbSgdET4A0 ATIG4ET400 [ rane M na
AbSgBO430 ATICEOANA none rane LT MG
AtdgE3T0 APPR_3ga31T0 nora rane c na
AL3gEB55E0 ATIQEEEE0.1 nore c ne signal TR
ALRg5T4I0 ATIGEF430.1 [+ ER C na
AlSgS35E0 ATIEEE580.1 nore mane M na
AlgEZRED APPR_3gA2830 [+ mane MICE MG
AldgliiTo AT4G01570.1 [+ rans [+ na
A4gLITED AT4GORTEON M Frang M na
Al4gr43ITa ATAGRAITR nora (+4 BHE Tk
AldgOEE 10 ATAGOEZ0.1 none P M na
Aldg 11660 ATAG11620.1 ER ER M M.
Aldg 13650 AT4513850.1 nore L] ne signal na
Aldg 4820 ATAG14820.1 nene c M na
Abdg 14880 AT4G14880 1 [H rang RAC Eii
Atgis720 ATAGST20.9 nana nana c na
Aldgigamm ATAGNB4TON ER L] ] na
AgIEE40 AFPR_4ga640 nora =} T L¥3
Aldg 000 AT4G20060.1 [ ER M fLa
AbdgI0TAD AT4GXIT40.1 o rane [+ T
Aldg2 1085 AT4G21065.1 ER nane no signal na
Atdgiaan AT4GEIEE0.1 ER M M na
AMgIITED ATAGITZTEDN ER L] L na
AldgaE10 AT43Z8010.1 ] mane ] na
Aldgaoz o0 ATAGIITOO0AN none M &G MWC
AldgEI1T0 AT4E3ITT0N [+ riane BT ek
AbdgdTITO ATAGITITOA M nang M na
Ardganin AT4E28010.1 nione nane ne signal na
ALSgUEH00 ATSGOIR00 1 c ranag AT o
Alsgh4a10 ATSGBOSAI0.1 G Rane = na
AlSHDa540 ATSG0540.9 ER ] [+ FiL
AlSgDE310 AIPPR_Sg0B310 none M no signal na.
ARSgLa4e0 ATEGOB4E0.1 M rrang no signal n.a
AlEglEs10 ATEGOREI01 nona nane M na
Atfg 10680 ATSGAORS0,1 [ ER [+ na
AlSg 14080 AIPPA_Sg14080 M rane LT e (AT
ALSg 15300 ATSGA5300.1 none none no signal na
AlSg 16860 AT5G18860.1 none M no signal na
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RESULTATS

Table 1. Subceflular localization study of 166 PPR proteins with ambiguous prediction data icontinued)

Gt el Predictian Flugmszant signal
PRR: TAIR il O'Toala TargatP  Predotar  Targeting Peptide  FL Protein Caonclugion

AlSg TRATE AT 84751 i fiif M ma ]
Alfg s BEGL ATBE1HEGD 1 L] nane M na (1]
AlSgataad ATEGRIZZZA M I L Sl mig
ASg25EI0 ) AIPPR_ 52530 nane nane e signal na -
AEQITITD ATEGRTZTLT C nana o Mma [+
AlSQITETD ATSEITST nane L} no Egral ma %=
ASg3aTac ATEGAETI0Y nana C no sgnal nE

AlSgI0ERD ATEEIDSA01 nan nama M ne ]
AlGgAnA0E ATIGE0405.1 wing mina M s M
Gl TE0 ATEGAITEE Y nane nane [* 1 in mic
AlEg4EIN0 ATECGEE1HET N L napignal ma =
Aligatean ATSGAGGE0:1T nane L] M ma M
AlBRATHED WTEGATARD ] nang W WG C
AlSRAanER ATSOAR0T01 [H THing L ma =
ALSgH0GaD ATPPR Sonaaad nans nana na signal ma .
AISgEIEAD ATEGE2EHL N nana M LT "
ALSgE5640 ARFPR_Sga5ied mang nang M na ]
MEREEALD ATEGEEI A "} nanz M na M
AIS5HE00 ATEGHOS00 1 nana nana c M c
AISHERE00 ATEGEHB0LT ™ nang M ma M
AIGgBEETD ATEGSEETR 1 L] nana no signal na. -
Al5gESAN ATSGERSERD 1 L rane M ma M
AlSQBRAA0 ATAGEES20.1 nana nana a ma “
AEOETETT AFPR_S57eT0 g g o signal A -

Manually curated Arabidopsis PPR gene models were used.” Most of them are identical to TAIR 10 gene models but 22 modets are different and are
indicated with their AtPPA codes. Predictions of localization using Predotar v1.03 and Target P v1.1 software are listed. Experimental fluorescent signals
observed in protoplasts expressing Targeting Pepiide or Full-Length {FL) protein fused to RFP are shown, Two independent observations by two of

the authors were done on at least three independent agro-infiltrations. For each PPR, & tentative conclusion is proposed with the following rufes: (1) if
available, the observation of FL-protein fusion is considered as the true localization, (2] if 8 mitochondrial or a chloroplastic localization was observed
for the targeting peptide and no observation was recordad for the full-length protein, the result of TP is indicated as condlusion, (3t if a dual localization
was observed and no observation was obtained with the full-length proteing, the result of TP is indicated as probable in lowercass, (4) if no experimental
observation was obtained, the predicted localization is indicated with a preceding "p”, . M, mitochondria; C, chloroplasts; N/Cr, nucleus and cytoplasm;
MIC, dual localization im mitochondria and chioroplasts; pM, predicted inmitochondria {conclusion columnl; pC, predicted in chloroplasts {conclusion
column); m, probably in mitachondria {conclusion columnl; ¢, probably in chloroplasts (concusion column), mic, probably in mitochondria and chloro-
plasts lcondusion column); - no conchsion; ., doning unsuccessful; nua., not attempted.

localization are largely conserved between species oven berween
monocotyledons and dicondedons. Overall, 83 (zbonr 18%) of the
Arabidopsis PR proteins, or PPR orthologs in other specics, were
identified either in the plastidial or the mitochondrial proteomes,
providing a very uscful ser of PPR protein localizarion data {Table
2). Three and five PPR proteins were identified during proreomics
characterization of Arabidopsis nuclear and cytosolic proteins,
respectively. ™ Surprisingly, 28 PPR proteins were characier-
ized in plasma membrane or vacuole extraces*" Without func-
tional characterization of any of these membrane PPR proteins,
these observations cannot be solved. They may be due to intrinsic
technical limitatons of protcomics approaches; in contrast, their
number may indicate unsuspected localizations and functions.
However, proteome-based localizations validate many of the pre-
diction results of bio-informatics software as 48 (71%) of them
marched the available predictions (Table 3).

A growing number of PPR proteins were subjected o in planta
functional characterizarion either in dedicated studies {see ref
erences in Table 2} or in systematic studies including the waork
reported here and three previous ones'™™ unpublished data in
SUBA3 (Table 2). Anthors usually characterized localizations
by microscopy using fusions between PPR protcins or, iF sus-
pecred, putative tarpering peprides and a Avorescent reporeer.
Including the work reported here, 208 PP'R localizations were
experimentally determined using Huorescent fusion proteins,

& RMA Biclogy

larpely correlating with both bio-informatics and protcomics
approaches {Table 2 and 3). Among the 159 PPRs proteins for
which both experimental localization dara based on protein
fusion and predictions using bio-informatics toals are available,
135 (85%) have a similar localization. In addirion, among the 36
PI'R proteins being both identified in sub-proteomes and sub-
jected to cxperimental localization srudies using Huorescent pro-
win fusion, 30 (83%) were compatible. The last set of dara comes
from the identification of the molecular functions of PPR pro-
teins using reverse genetics, providing very important data abour
their localization {Table 2). As largely reported in the lirerature,
PPR proteins are involved in repulating pene expression by ac-
ing through direct interaction with specihc RNAs. A literature
survey indicates that molecular roles were assigned w 68 PPR
proteins (Table 2}, occurring in plastids (31), in mitochondria
{34), in both mitochondria and plastids (1}, or in the nudeus
{2). These reverse genetics studies are very strong statements of
PPR localization, which could be considered as true localization.
When compared with this very high quality data set, our data as
well as all data of Auorescent protein localization appeared as very
highly correlated with 17 out of 18 {94%) and 53 out of 57 (939)
compatible localization, respectively (Table 3).

As concluded in Table 2 and waking into account all the above
depicted approaches, we assigned all Arabidopsis PR proteins a
probable localization depending on the strength of the available
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RESULTATS

Table 2. Frediction and experimental localization data of Arabidopsis thaliana PPR proteins
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RESULTATS

Table 2. Prediction and experimentzl localization data of Arabidopsis thaliana PPR proteins (continued|
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RESULTATS

Table 2, Prediction and experimental focalization data of Arabidopsis thaliang PPR proteins (continued)
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RESULTATS

Table 2. Prediction and experimental localization data of Arabidopsis thafizng PPR proteins (continweed)
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RESULTATS

Table 2. Prediction and experimental localization data of Arebidopsis thaliana PPR proteins (continued)
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RESULTATS

Table 2. Prediction and experimental localization dats of Arabidopsi thaliana PPR proteins [continued]
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(1} Functional annotations were cbtained from TAIR web site using the Arabidopsis Genome Initiative (AGI genome release ver10. A0S, ABA OVERLAY-
SEMSITIVE; AtECE, EARLY CHLOROPLAST BROGENESIS; BIR, BSO-INSENSTTIVE-ROOTS; CLB, CHLOROPLAST BIOGENES!; CREF, CHLOROFLAST RNA EDITING
FACTOR; CRR, CHLORORESPIRATORY REDUCTION; DG, DELAYED GREEMING; DOT, DEFECTIVELY ORGANIZED TRIBUTARIES; EMB, EMBRYO DEFECTIVE;

FAC, EMERYOMIC FACTOR; GRF, GLUTAMIME-RICH PROTEIN; GUN, GENOME UNCUPLED: HCF, HIGH CHLOROPHYLL FLUORESCENCE; LOI, LOVASTATINE
ENSENSITIVE; LOJ, LATERAL ORGAN JUNCTION; LPA, LOW PSH ACCUMULATION; MEF, MITOCONDRIAL ENA EDITING FACTOR; MPR2S, MITOCHONDRIAL PPR
25; MTSF, MITOCHOMDRIAL STABILITY FACTOR; NFD, MUCLEAR FUSION DEFECTIVE; OGR1, PAQUE AND GRO'WTH RETARDATION; OTF, ORGAMELLE TRAN-
SCRIFT PROCESSING, PDE PEGMENT DEFECTIVE; POM, PIGMENT DEFFIENT MUTANT; FGN, PENTATRICOPEPTIDE GERMINATION OM NaCl, PGR, PROTOMN
GRADIENT REGULATION; PMNM, PROTEIN LOCALIZED TO THE NUCLEUS AND MITOCHONDRER; PPR, PENTATRECOPEFTIDE REPEAT; PRORF, PROTEINACEUS
RNASE P, PTAC, PLASTID TRANSCRIPTIOMALLY ACTIVE; REME, REQUIERED FOR EFFICENCY OF MITOCHONDRIAL EDITING; RPF, RMA PROCESSING FACTOR;
5LG, SLOW GROWTH;, SVR, SUPRESSOR OF VARIEGATION; VAC, VANILLA CREAM; Y5, YELLOW SEEDLING; Zmempp, Z. mays EMPTY PERICARF, ZmPPR,

Zea mays PPR. 2) PPR domains were recovered from FLAGDD* v5 (http:/urgv.evryinra. fuprojects/FLAGADb++/HTML/index.shtmi} and from manually
curated published evidences: Domain identifiers are according to Lurinand co-workers™ "P for PPR P-type domains, "P-D” for PPR P-type with additional
atypical domain, *FLS" for PPR PLS-type domains, "PLS-E” for PPR PLS-type with an E- or EE+- type additional domain, and "FLS-E-CYW™ for PPR PLS-type
containing EE+ and DYW additional domains. (3) Localization predictions were aggregated from the independent predictions provided by the follow-
ing softwars: Predotar v1.03, TargetP server w11 iPSORT, Multi Loc, LocTres_ and AtsubP server with the complete Arebidopsis proteome using default
sattings. The rules to propose a conclusive prediction were as follows: if four or more software give the same prediction, this prediction is proposed and
moted in uppercase; if three software give the same prediction and the three others do not predict any localization, the prediction is propased and noted
in uppercase; if two software give the same prediction and the four others do not predict any localization, the prediction is proposed and noted in low-
arcase; if three software give the same prediction and another predict a different localization, the main prediction is proposed and noted im lowercase; in
the other cases, no prediction is propesed (-1, {4) Proteomic localizations were gathered from published studies and from crganelle proteomic databases
as indicated in corresponding references in the lzst column of the table. Additional information in brackets states in which specdiels) the proteomic
investigation was {were} performed: "At” stands for Arabidopsis thaligna, "Zm” for Zea mays, and "0s” fior Onza sativa. {51 Experimental localizations of
fluorescent proteins were collected from targeted published studies and systematic approaches, ™ this report, unpublished data from SUBA3 either
using targeting peptides or fulllength proteins. 16) Conclusion column gives a probable subceflular localization by integrating prediction, proteomic,
genetics, and fluorescent proteins data. The decision ruke is as follows: reverse genetics is prevalent followed by fluorescent proteins, proteomic data,
and prediction. The condusion is indicated in uppercase if reverse genetics data is availzble, if two expenimental results zre identical, or if the expen-
meental data fit with the prediction. If not, the conclusion is indicated in lowercase. If only predictions are available, the predicted localization is indicated
with a preceding *p”. (7] Data of PPR Embryo defective mutants (EMEB] was obtained from SeedGenes database (httpe/'www seedgenes.org/indexchtml)
and manually curated mutants from published studies. (B} Molecular function based on reverse genetics approaches were obtained from literature, the
localization of the modecular function is indicated in brackets. Localization data is indicated as followed. M, mitochondria; C, chioroplasts; N, nucleus: ¥,
vacuwole; Ct, cytosol; PM, plasma membrane. N/Ct, nudeus and cytoplasm; M/C, mitochondria and chloroplasts; lower case, "probably”; "pX”, predicted in
compartment X (conclusion columnl.
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| Figure 1. Exarnples of typical sub-cellular localizations abserved using confocal microscopy. Confocal images of protoplasts obtained from Nicotiang
benthamiana leaves infiltrated with constructs containing (Al the first 300 bp, coding for the first 100 amino acids, of six PPR ORFS, fused to the RFP
coding sequence [TP-RFF} or (B} the full-length sequence of fowr FPR ORFs fused to the RFP coding sequence (FL-RFFP). The RFP fluomophore (in red),

the MitoTracker Green staining (in green), and the

chilorophytl autofluorescence (in blue) were simultzneously visualized. Overlay panels show com-

bined flucrescence from RFP, MitoTracker, and chiorophyll autoflucrecence. Loc, deduced subcellular localization; M, mitochondria; T chioroplasts; N/

Ct, nuclews and cytosol: MAC, mitochondria and chioroplasts. Bars: 10 pm

data. The localization based on reverse penetics, when avail-
able, prevailed over any other approaches. Because we showed
thart the experimental localizations of fusion proceins were highly
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or chloroplast (pM or pC). Figure 2 pives

'l!.‘d or

h'h'_jr_ I'#."SLLl[‘ ] ne I"JJT'J.'J&.F -.'|. [ PR. protelns ‘-\'Jl.h 3 suspec

;\ roved subecllnlar locali

ation In at least one of the two organ-
lles increased signihcancly with our study. For e

nple, the

localization dara

r.1|ur.|1=f.'r'...1| m..u:hrmj..al and ~.|'.|ur-:ir|1.kz
increased by 50%
PPRs wick

{from 134 to 212) and with the addition 19

experimental dusl tarpering to miochondria and

warw landeshioscience.com

chloraplast to the previcusly 10 known. Owverall, 275 PPR pro-

teins {609 are expected to function in mitochondria, with 44
d in experimenzal studies. Additionally,
109 PPR proteins {249

of them being valid

o) are L""(F‘l‘.'f["IJ to function in p:.'mi'h.
B2% hcm demonstrated experimentally. Forty-five PPR pruu_lr'..

are suspected to have a dual Jdd'\.hll’.“ to both plastids

and mitochondria. Finally, five PPR proteins have been shown to

have atypical localization: PROPRZ and PROPR 3 were shown wo
be addressed to the nucleus.® TNM1 and GRP23 to both nucleus
and mitochondri " and AT3G33170 was ob
nuclear and chloroplastic extraces d
Only 24 PPR proteins (3%
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Discussion

RFI* fusions with PPR-targeting peptides allowed us to study

the subcellular localization of many members of the PPR
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Table 3. Correfations between loczlization data sets

Data sets Fusion proteins
{number of PPR proteins with data in this set) This study (126 All data {208} Proteomics (B8] Reverse genetics {68)
Predictions (377) FO/BT (B0%) 135/159 (B5%) 48758 (71%) 44755 (0%}
Reverse genetics (68] 17/18 ([9435) 53/57 (33%) 12415 (B0%)
Proteomics [B4) 15/10 {79%; 30436 (83%)

In 2ach cell of the table; the number and the percent of compatible localizations among the intersection of data available in both data sets are indi-
cated. Two results are considered as compatible when their localizations are coherent: for example, experimental localization in both organelles and

prediction or proteomics indicating only one of the two organelles.

family. Our aim in this study was to clarify the subcellular
localization of 166 members of the large PPR family selected
w have ambiguous localization predicrions when we started the
approach. In order to determine this, we used a stratepy of high-
throughput pateway cloning of the frse 300 bp of PI'R ORFs
{corresponding to the N-terminal 100 amino acids of proteins)
combined to a systematic microscopy investigation of the local-
tzation of transiently expressed RF-tagped proteins. When
it was determined that the frst 100 amino acids displayed an
interesting localization pattern, we performed in a second step
a similar study using the whole ORF. Overall, with this work,
we provided cxperimental information on the localization of
131 PPR proteins.

We have shown thar 129 PPR proteins have functional tar-
geting peptides able to address the RFP protein in one or both
organclles. Seventeen have been previously published in dedi-
cated studies and were shown t localize in agreemen: with
our systematic results (Table 2 and 33797 Addidonally, 15
PR proteins (HCF152 and OTPS] included) were identified in
the same compartment using untargeted proteomic approaches
{Table 2 and 3}.**%"*™ These independent localization results
largely validare our systematic strategy.

The stracegy we used o study the localization of proteins can
be performed at large scale to provide rapid functional infor-
mation for organcllar proteins. Nonetheless, some limitacions
have to be kept in mind when considering the resules: first of
all, the use of Nicotiana benshamiana is convenient as leaves are
very comfortable to work with, but the evolution of addressing
signals might be slightly different in distinet dicotvledonous
species, explaining some discrepancics in the resuls, Second of
all, the agro-infiliration to transform plant cells and peneration
of prowplasts to visualize expression are two steps known o
pencrate stresses which, In some cases, may affect the conclu-
sions. At least, the use of the very strong X335 promorer o
trigger chimerical protein expression may overwhelm the trans-
lation and import machineries, leading 1o erroneous localiza-
tion. However, the low number of discrepancy cases berween
our results and published information gained using a very large
set of techniques larpely validate our stratepy and strengthen
our results {Table 3).

Most disceepancies between our work and previous experi-
mental localizations concern dual-localized proteins. Four

of our duallocalized candidares (EMB175, AT5G 14080,
AT1G64100, AdC401) were previously shown in a single orpan-
elle using proteomic approaches™ PPDEB. Similarly, MEF11, and

RMA Biclogy

AHGI1 were functionally characterized in mitochondria edie-
ing,”"™ and AT3C62890-GFP fusion was previcusly observed
in plastids in house SUBA3, whereas our resules suppested a
dual localization in both organefles for these three proteins.
In contrast, three PPR proteins (AT20G37230, AT3G15130,
ATS0G06540) are suspected to have a dual localization because
of proteomics results PPDB, 2% or expression of fusion proteins
{unpublished result from SUBA3), and were observed only in
one of the two organelles in our study. Finally, five proteins pre-
viously observed in plastid extracts (AT1G09900, AT1G19720,
AT2G28050, AT3G01580) or shown to be involved in plastid
editing (AT3G14330) were observed in mitochondria in our
study. Without any functional characterization, these differ-
ences cannot be dehnitively solved. Erroncous dual localiza-
tion based on RFP-fusion localization could be explained by
artifacts tripgered by overexpression, whereas erroneous dual
localization based on proteomics cxperiments could be due m
sample contaminations. On the other hand, erroneons single
localization might be common because of limitation in protein
detection in one of the compartments during proteomics or
microscopy experiments. [ he functional characterization of 2
protein in one of the two organclles does not refute the localiza-
tion in the ocher one. Due to these experimental derection limi-
tations, as well as the Face that we believe that dual-localized
PPR proteins are mosdy underestimated (sec below), we have
tentatively concluded that these 14 PPR proteins are localized
in both organelles.

During this work, we did not ebserve the nuclear localiza-
tion of GRIP23 poblished by Ding and co-workers;” however,
we did observe a mitochondrial localization of the TP fused o
RFP, as described previously by Marsal and co-workers™ The
GRP23 Nuclear Localizarion Signal, located at position 99-108,
was not included in the 100 amino acid fragment used in our
experiments.” Taken topether, these results suppest thar GRI'23,
as 'MM1, may localize in both mitochondria and nuclens.

Addressing of PPR proteins to both orpanelles is under-
estimated. We identified 19 new PT'R proteins thar could have
a role in both organclles. Integration of proteamic data and
previous Huorescent subcellular localization studies sugpest
that overall at least 45 PPR proteins could be dual mrpeted.
Recently, about 100 noclear-encoded proteins were shown o
be targeted to both mitochondria and plastids ™ They are pro-
posed to code for important cellular househeeping activities. In
addition, a study showed that in many cases, the dual rarpeting
of proteins is conserved in three distant Virldiplansae species,™
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allowing 1o assume thar some PI'R proteins could have the same
dual localization in several species and probably with related
functions.

Among the PPR family, five proteins were published o be
dually addressed inmto mitochondriz and plaseids #5595 The
rwo orthologs, PPR2263 of maize and MITOCHONDRIAL
EDITING FACTOR29 of Acabidopsis (included in our
study), were shown to localize mainly in mitochondria, in
which they edit wad§ and cob transcripes, bur also in plas-
tids, in which their function remain to be elucidated.® Four
other PPRs (PRORP1, OTPE7. AT1G06270, AT4G21170)
were not assayed in our investipation because their predicted
localizations were not ambigoous according to our criteria.
ATIG06270 and AT4G21170 arc uncharacterized P-type PPR
proteins shown as dually localized by Marsai and co-workers.™
PROTEINACEOUS RNASE P 1 (PRORP1) was the first PPR
protein shown to be dually addressed ™ PRORDPT is an arypical
PPR protein composed of 5.5 consecurive PPR repeats linked two
a carboxyl-termingl {C-terminal) metallonuclease domain by a
structural zinc-binding domain® This protein is responsible
for the nucleolitic maruration of tRMNAs, an activity required in
both orpanciles. By the use of mrpeting peptides fused o GFP
protein, three proteins (OTP87, AT1G06270, AT4G21170)
were also found In both organelles ™ OTPHT is an csscntial
PPR protein required for RNA editing of mitochondrial mad?
and #p! transcripts in 4. thaliama. However, the depletion by
an antisense stratepy of OSPPRY, the ortholog of OTPET in
). sativa, was described to affect the chloroplast biopenesis.*!
The predictions of localization corresponding o these five
dual-localized proteins are either mitochondrial or plastidial
(Table 2). Similarly, among 45 PPR proteins suspected to be
localized in both organelles, cight are predicred in chloroplasts,
28 in mitochondria, and only nine do not have any predicied
subcellular localization (Table 2). This suppests that many
dual-targeted PPR proteins might be still unidentified. In par-
ticular, we suspect that many might be included in the 172 PPR
proteins having a clear localization prediction in one of the two
organelles. Moreover, although different mechanisms of dual
targeting exist in the plant cell.* the current information does
not help to hypothesize by which mechanism PPR proteins
could be dual targeted, preventing the predictions of these dual
localizations.

Dzl earpeting 1o mitochondria and chlosoplast is an emerg-
ing class of localization in the plant cell and the PPR family
scems to have an important contribution, Taking into account
the functions of PP'R proteins in RNA editing, RNA process-
ing, and translation, this type of localization in the PPR family
is not surprising and could be seen as a way to control or coor-
dirate organclle RNA metabolism.®** However, this hypothesis
requires testing hecause, until now: only one PPR protein has
been shown to funcion in both organelles™® The analysis of
domains in a PPR protein could help to infer its putative func-
tion. PPR proteins with dual localization seem o be present in
all types of funcrional catepories. However, among 45 dual-local-
ized PPR proscins, 31 belong to the PPR-PLS subclass showing a
probable overrepresentation of this subclass in the dual-targeted

wanwlandeshioscience com

Figure 2. Distribution of the locahzation of Arobidopsis thalana
PentatricoPeptide Repeat (PPRAI proteins. Oasses of localization and
percentage of each class in the PPR family are shown. pM, predicted mi-
tochondria localization in dark red: M, mitochondria localization in fight
red; pC, predicted plastid localization in dark green; C, plastid localiza-
tian in light green; M/AC, mitochondria and plastd localization in yeow:
N/C, nuciear and chioroplastic localization in black; M/N, mitochondria
and nuclear localization in blue; N, nuckear localization in pink, undear

localization in Bght gray.

PR proteins. Nevertheless, it is important ro note thar the local-
ization of many PPR-P proteins (115) were not characterized yet,
probably biasing this obscrvation.

P'PR protcins localized out of organelles seem to represent
atypical examples in the family. Using the first 300 bp, we
also identibed nine P'PR proteins potentially addressed out of
the organelles, i.e. giving a nuclear and cytosalic localization.
Mone were confirmed using the whole ORFs (Table 1, Fig. 1).
This sugpests that the number of PPR prozeins being ounr of
organelles is smaller than we thought when this work was init-
ated. In total, less than 1-2% of PPR proteins could function
in the cytoplasm and/or the nuclews (Fig. 2). This value may be
still overestimared as the model pene lod are sometimes miss-
predicted, in pardeular, concerning the initiation codon. This
may also sugpest thar the correar tarpeting sometime needs a
peptide longer than the 100 amina acids we used for our work.
Huang and co-workers showed that the length of mitechon-
drial pre-sequence varied pready from 19-109 amino acids ™
For GRI'23, the beginning of the WLS signal has been located
ar the amino acid 99. Using the frse 100 amino acids, we
observed RFP signal into mitochondria (as previously described
by Marsal and coworkers”) whereas the full-lenpth protein
localizes in the nucleus.” This Ardings confirm that systematic
localization using the whole proteins could give more accurate
information on PR localizations.

The casc of PMM1 is even more complicated. The PNMI
nuclear localization is controlled by a NLS sequence in the C
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terminus of the protein® bur the whale protein is addressed o
mitochondria. The nuclear localization was only obtained with
a truncated form of the protein without the predicted rarpeting
peptide fused with the reporter Huorescent protein. This muclear
localization was confirmed using 2 specific antibody. The mean-
ing of such a complex addressing system is still a marzer of debate
bur supyests thar a few very interesting PPR could be involved in

signaling between organclles and nuclens ™
Materials and Methods

Bicinformatic predictions and data collection. Subcellular
localization prediction of the PPR proteins were performed using
Targetl server (hupo/fwww.chs.din dk/services/ TarpetP/) (ver-
sion 1.01 was used when we inidated this work to select the 166
PPRs and version 1.1 was ased when we built Tables 1 and 2),
Predotar ¥1.03 (hiep:/furgiversailles.inra. fr/predotar/ predorar,
html), iPSORT (htep:/fipsorthge.jpi), Loctree (https:/iwww,
rostlab.orglowiki/index. php/Lactree), Mulsiloc (hetp:/fabi.inf.
uni-tuebingen def Services/Multiloc/), and AtSubl (heep:/f
bioinfo3.noble.org/AtSubP?dowhar= Abour)
defanlt setting. Proteomic data was recovered from published
protecomic references and subcellular proteome databases:
PPDEB {Plant Proteome Database hop:/fppdb.tc.comelledul),*
SUBA3 (Subcellular location darabase for Arabidopsis proteins
and AT _CHLORO
{htep:/fwww.grenoble prabi.friac_chlora/).%

Subcellular localization of proteins. The first 100 codons
or the whole PPR ORFs were PCR amplihed from Arabidapsis
thaliana (ecotype Columbia-0) genomic DNA or cDINA using
iProof DNA polymerase (Bio-Rad), specific primers (listed in
Table 51} and & rwo-step amplification protecol as described
previously.” PCR products were recombined into pDONR207
{Invitrogen) using Gateway® BP Clonase® Il Enzyme mix

:uftwar: uning

http:/{suba.plantenergyuwa.edu.an/},’

{lnvitrogen) as described.! For microscopic investigation, LR
recombination reactions were performed using Gareway® LR
Clonase® Enzyme Mix (Invitrogen) in order to transfer PI'R
sequences from Entry vectors to the pGREENII-derived desti-
nation vector p0229-RFP2" allowing C-terminal translational
fusion with the RFP protein under the control of the 2ZX355
promoter. The proper ORF fusion was confirmed by sequencing
using P3SSTL (3-CGAATCTCAA GCAATCAAGC-3") and
RFPZrev (3-TGAACTCGGT GATGACGTTC-3') primers.
Binary vectors were introduced into thermo-competent
Agrobacrerium tumefaciens strain C58C1 harboring the helper
plasmid pSOUP* A single resistant colony was then used w0
inoculate 5 ml of Luria Bertani medinm supplemented with
5 mg L Tetracycline, 50 mg L' Kanamycdine, and 2,5 mg L
Rifampicine. This overnight pre-culture was then dilured 10
times and further prown overnight in similar conditions. After
centrifugation, Agrobacterium cells were re-suspended in agro-
infilration buffer (10 mM MES/KOH pH 3.6, 10 mM MgClL,
150 pM  3.5-Dimechoxy-4"-hydroxyacetophenone  -Sigma-
Aldrich-) with a final 0D, berween 0.2-0.3, and incubated

ar room temperature for 2 h. Aprobacierium suspensions were

16 RMA Biclogy

infiltrated using 1 mL syringes withour needle in leaves of
Nicorana benthamiana.

PMrotoplases were prepared from leaf material (harvested
48-96 h after inhlerztdon), cur into thin swrips, and ince-
bated in enzyme solution containing 4.3 gL' Murashige and
Skoop Basal Sale Mixture (ICN Biomedicale), 0.5 gL' MES,
20 gL ! sucrose, 80 gL' mannitol, KOH to pH 5.6, 0.4 g 1!
Pectinase from Bbizopus p. (Sigma-Aldrich), 1 gL' Drisclase®
Basidiomycetes sp. (Sigma-Aldrich) and 2 pL' Cellulase
Onoeruka RS from Trichederma viride (SERVA Electrophoresis
GmbH} ar 28 "C for 2—4 h.® Protoplasts were observed using an
Eclipse TEZ0005 inverted microscope (Nikon) and RFP signal
monitored using a custom flter block (exciter H)546/12, cmir-
ter HQ®05/75, beam-spliceer (3560]p: Chroma Technaology).
For each construction, at least three independent apro-inhl-
trations were realized and each of them was ohserved inde-
pendently by two of the authors. To confirm mitochondrial
localizations, protoplasts were stained with 1 pM MiroTracker
Gireen (Invitrogen) for 15-30 min. For confocal microscopy,
proteins were visualized using a spectral Leica 5P2 AOBS confo-
cal microscope (Leica Microsystems) equipped with arpon and
HeMe lasers. Fluorescent signals were detected with a sequeniial
conhguration using a 488 nm laser line (MiraTracker Green:
excitation/emission 488/510-330 nm) and a 343 nm laser line
(RFP: excitarion/emission 343/570-600 nm and chlorophyl]
autofuorescence: excitation/emission 343/600-700 om). The
images were coded red (RFP), green (MizoTracker Green), and
blue (chlorophyll autofuorescence), giving yellow co-localiza-
tion in mitochondriz when green and red signals overlap in
merpged images and violet co-localization in plastid when blue
and red signals overlap. Microscopic observations were per-
formed using a Leica HCPL APO 633/1.20 Water Core/0.17
Lbd.BL objective. Each image shown represcnes the projection
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RESULTATS

4.2.La localisation subcellulaire des protéines PPR : &ualisation de

données

Les résultats globaux de I'approche d’'intégraties données de localisation montrent
gu'actuellement des données expérimentales pembettee assignation de localisation sont
disponibles pour plus de 55% des protéines dentdl&aPPR (Figure 16). De plus, parmi les
206 protéines pour lesquelles aucune donnée exp@étahe n’'est disponible, il est possible de
proposer une localisation pour 175 d’entres eB84 de la famille) grace a des logiciels de
prédictions. Ainsi, I'ensemble de ces données reowj’il est possible d’assigner une
localisation a environ 93% des protéines PPR. dhaliana Finalement, seulement 31 des
473 (environ 6,3%) protéines PPR ne sont assoaiéagune localisation expérimentale ou
prédictive (Figure 16). En ce qui concerne la deuldcalisation de protéines PPR,
I'intégration des données a permis de proposempge® de 10 % des protéines PPR auraient
une localisation a la fois dans la mitochondriéeathloroplaste, alors que 2 protéines ont été
identifiées dans le noyau et les mitochondriesnet pourrait étre localisée dans le noyau et

les chloroplastes (Figure 16).
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Figure 16. Distribution actualisé de la localisatia des protéines de la famille PPR.

Les catégories de localisation et le pourcentag® sudiqués. pM: protéines prédites
adressées aux mitochondries en rouge, M: protéioes|’adressage aux mitochondries a été
validé expérimentalement en rouge foncé, pC: pnetéprédites adressées aux plastes en vert
clair, C: protéines dont I'adressage aux plastégavalidé expérimentalement en vert foncé,
m/c; protéines dont l'adressage aux mitochondriés aex plastes a été observé
expérimentalement en orange, M/N: adressage déSimEs aux mitochondrie et au noyau en
bleu, N: protéine localisée dans le noyau en md,; protéines adressées au noyau et aux
plastes en violet. La couleur blanche concerneatégorie sans indication de localisation
(Figure actualisée et adaptée de Colcorebat, 2013).

110|Page



RESULTATS

Il est important de noter que certaines protéif@s incluant la protéine OTP71
récemment étudiée (Chateigner-Bouth al, 2013), présentent une double localisation
lorsque l'on fusionne leur signal d’adressage Mateal & une protéine fluorescente mais
perdent cette double localisation lorsque la sécpiepleine longueur est utilisée. Ces
protéines ont été classées dans la catégorie porréant a la localisation observée avec la

fusion pleine longueur.

4.3.Analyse de la double localisation des protéines PPR

Selon notre étude, 46 protéines PPR seraient mtement doublement localisées
dans les mitochondries et les plastes. Parmi lggdi@ines PPR ayant une potentielle double
localisation, seule une protéine a une activitédarisée dans les deux organites. En effet,
PRORPL1 est nécessaire a la maturation des ARNtldamsitochondries et les chloroplastes.
Par ailleurs, 9 protéines ont été associées &ibédchez I'un des deux organites (MEF11,
MEF20, OTP87, PPR596, AHG11, CREF3, MPR25, LPAGBIEF29) et 2 sont impliquées
dans I'épissage mitochondrial (BIR6 et ABOS5). Enfied des 46 protéines ayant une
potentielle double localisation n'ont pas été canasées fonctionnellement. Parmi les 18
PPR doublement localisées étudiées en génétiquesemwdans des publications, 4 (dont
PRORP1) ont été montrées essentielles pour le agyeht de 'embryon che&. thaliana
(Cushinget al, 2005, Goberét al, 2010, Savaget al, 2013). La double localisation chez les
protéines PPR est une caractéristique observéetdasdes types de sous-familles et sous
groupes composant la famille (Figure 17). Ainsinpides 46 protéines PPR ayant une double
localisation dans les 2 organites, un tiers appatrth la sous-famille P et deux tiers a la sous-
famille PLS. Cet enrichissement de la double Iseidon dans la sous-famille PLS doit étre
prise avec précaution. En effet, ces chiffres gpabablement biaisés du fait qu'il reste tres
difficile de prédire la double localisation d’uneofgine actuellement et que la localisation de
nombreuses protéines PPR de la sous-famille P (138) pas encore été évaluée

expérimentalement.
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Figure 17. Distribution de la localisation des pratines PPR au sein des sous-familles (P
et PLS) et des sous-groupes (P ; P-D ; PLS ; PLS:IPLS-E-DYW).

Seuls les résultats expérimentaux d’adressage d#éines PPR aux mitochondries (en
rouge), aux plastes (en vert) et de la double ieatabn des protéines dans la mitochondrie et
le plaste (en orange) ont été utilisés pour cettdyae.

Parmi les 46 protéines PPR ayant une potentiellileé localisation, quatre groupes
peuvent étre distingués en fonction du type d’é@weeexpérimentale supportant la double
localisation (Tableau 3). Le premier groupe coritiehprotéines pour lesquelles des données
divergentes de localisation ont été obtenues delapproches expérimentales utilisées. Un
deuxiéme groupe rassemble 13 protéines de fonaticonnue pour lesquelles une fusion
traductionnelle du signal d’adressage N-terminacaune protéine fluorescente a permis
d’observer une double localisation. Un troisiemeuge comporte 7 protéines de fonction
inconnue et 6 protéines, AHG11, BIR6, MEF11, MEFZBIP87 et OTP90, ayant une
fonction assignée dans la mitochondrie. Dans capgpla double localisation est proposée
sur la base de données expérimentales ayant petobiserver la localisation de fusions
traductionnelles composées des protéines pleingutrr et d’'une protéine fluorescente
(résultats complétés pour certaines protéines gmifusions avec les signaux d’adressage).
Enfin, un quatrieme groupe contient 10 protéinesirpesquelles différentes approches
expérimentales (notamment microscopie en fluoresceh analyses protéomiques) apportent
des résultats complémentaires suggérant une pmbdahbble localisation. Pour la plupart des
protéines, les données fonctionnelles et de lat#dis disponibles concernent néanmoins

majoritairement un seul organite (Tableau 3).

Comme détaillé précédemment, les protéines apm@arteau premier groupe
présentent de fortes divergences entre les diffésetionnées de localisation les concernant.
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Ainsi, lors d’expériences de microscopie en fluoeexe utilisant la fusion du signal
d’adressage avec des protéines fluorescentes,ulgampl de ces protéines montrent une
localisation mitochondriale. En revanche, des a®d\protéomiques ont identifié ces mémes
protéines dans des échantillons chloroplastiquies} @rotéines de ce groupe, ABO5, CREF3,
MEF20, MPR25 et LPA66, ont par ailleurs fait I'obétudes fonctionnelles les associant a
un seul organite (Cait al, 2009, Takenakat al, 2010, Liuet al, 2010, Todeet al, 2012
Yagiet al.,2013,). Néanmoins, il faut noter qu’une fonctida été recherchée dans le second
organite que dans le cas de MPR25 (Tetal, 2012). Sans données complémentaires, il
n'est pas possible de conclure quant a ces diveegede localisation. C’est d’ailleurs pour
cette raison que ces protéines ont été retenuesnmeomyant une potentielle double
localisation. Certaines d’entre elles sont probalelet de faux positifs liés aux technologies
utilisées, comme par exemple lors de la purificaties organites utilisés pour I'analyse du

protéome, technigue pouvant facilement générecdeaminations.

Il est donc évident que la probabilité de doublealisation des protéines du premier
groupe et, dans une moindre mesure, de celles dxiemee groupe, doit étre considérée
comme relativement faible. Cette localisation de@tse confirmée par des approches
complémentaires de localisation ou par des étumegibnnelles. En revanche, les données de
localisation concernant les protéines des troisietrguatrieme groupes sont plus solides et la
probabilité qu’elles soient doublement localisésspus importante. En particulier, dans le
groupe 4, en plus de la protéine PRORP1 qui eattaisée fonctionnellement dans les deux
organites (Gobert al, 2010), les données concernant les protéines AB28 (DYW2) et
AT3G4920 (OTP100) indiguent que ces deux protéaoes tres certainement localisées dans
la mitochondrie et le plaste bien que leurs fomio’y soient pas connues. Ces protéines ont
été choisies pour des analyses fonctionnellesarons décrites dans une partie du chapitre V

de cette these.
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Tableau 3. Protéines de la famille PPR drabidopsis thalianaayant une potentielle double localisation dans la itochondrie et dans le plaste

Localisation
Fluorescence Fonction

AGI* Annotatiod ~ SAN SPL Protéomiqué moléculair@ Conclusiofi Référence’s
Groupe 1
At1g0990! PPF M? C (Zr®) m/c Colcombet et al 201°PPDE
Atlg1972 PPF M? C (A€, ZnT) m/C Colcombet et al 201°PPDB,Kong et al 201
At1g51965 ABO5 M? C (AD) Epissage (At-N) Mic ®Liu et al 2010°AT_Chloro,
At2919280 PPR M C (AP) m/c ®Lurin et al 2004°PPDB,
At2g2805! PPF M? C (A mic ®Colcombet et al013,°AT_Chloro
At3g0158! PPF M? C (At mic Colcombet et al 201 °Kong et al 201
At3g14330 CREF3 M Edition (At-C) m/C Colcombet et al 2013Yagi et al 2013
At3g18970 MEF20 C (AD Edition (At-M°) Mic ®AT_Chloro,"Takenaka et al 2010
At3g2215( MPR2E c? MmP C (A Edition (O=MP) Mic ®SUBA3,"Toda et al 201°AT_Chlorc
At5g4891! LPAGE Mm@, ¢ Edition (A-C°) m/C ®Colcombet et al 201°SUBA3, Cai et al 200
Groupe 2
At1g0242! PPF Mm/C? m/c ®Colcombet et al 20:
At2g3440! PPF m/c? m/c ®Colcombet et al 20:
At2g41080 PPR M/C m/c ®Colcombet et al 2013
At3g02330 PPR M/C m/c °SUBA3
At3g1513f PPF m/C?*t mic ®Colcombet et al 201°SUBA3
At3g2147! PPF m/c? m/c ®Colcombet et al 20:
At3923330 PPR M/C m/c ®Colcombet et al 2013
At4g04370 PPR M/C* m/c °Colcombet et al 2013SUBA3
At4g2117! PPF Mm/C? m/c ®Narsai et al 201
At4g3317! PPF M/C?* m/c °Colcombet et al 20:°SUBA3
At5g06540 PPR M/Ct m/c °Colcombet et al 2013SUBA3
At5g27110 PPR M/C m/c °SUBA3
At5g4379! PPF M/C? m/c ®Colcombet et al 20:

1. Code AGI (Arabidopsis genome initiative) du lec@. Annotation du géne. PPR: PENTATRICOPEPTIDEPRE, ABO: ABA OVERLAY SENSITIVE, CREF: CHLOROPLASRNA
EDITING FACTOR, MEF: MITOCHONDRIAL RNA EDITING FACDR, MPR: MITOCHONDRIAL PPR, LPA: LOW PSIl ACCUMULAIDN, EMB: EMBRYO DEFECTIVE, OTP:
ORGANELLAR TRANSCIPT PROCESSING AHG: ABA HYPER-SEN3VE AT GERMINATION, BIR: BSO-INSENSITIVE-ROOTS. Bns les colonnes concernant les données de
localisation M: Mitochondrie C: Plaste, M/C; Mitamidrie et plaste. 3. Les expériences en fluoresceac fusions traductionnelles on été diviséeserrx d¢atégories : celles utilisant le
signal d’adressage N-terminal (SAN) et celles s4ifit la séquence codant pour la protéine pleirgukeur (SPL). Les indices correspondent aux réfésede chaque donnée. 4. Les données
des analyses protéomiques ont été recueilliesta gas bases de données PPDB, SUBA3, AT-CHLOR®eaeticles dont la référence en colonne 7 est pé&cpar l'indice. L'espéce chez
laquelle la protéine a été identifiée est indiguémme suit : At:Arabidopsis thalianaZm: Zea maysOs: Oriza sativa.5. La fonction moléculaire est indiquée selondesnées de la
littérature. La référence des travaux correspondarttolonne 7 est indiquée par I'indice . ; L'espéetl’organite chez lesquels la fonction a ét&mhdinée sont indiqués entre parenthéses. 6.
La conclusion de localisation correspond a uneh®ge des différentes données. Une majuscule indjgeda localisation a été observée dans au mang dpproches expérimentales
différentes et une minuscule correspond a une ifatan nécessitant d'étre confirmée par une deneieapproche. 7. Les références bibliographiquesespondants a chaque
donnée.*Protéines étudiées dans ce travail de {h@sdyses fonctionnelles)

114 |Page



Tableau 3. (suite) Protéines de la famille PPRrabidopsis thalianayant une potentielle double localisation dansitachondrie et dans le plaste

Localisation
Fluorescence
AGI* Annotatiort SAN SPL Protéomiqué Fonction moléculaire  Conclusiofi Références
Groupe 3
At1g0567! PPF M/C? m/c Colcombet et al 2013
At1g06145 OTP91* M/C m/c ®Colcombet et al 2013
At1g25360 OTP90* M/IC Mm/C? Edition (At-M") M/c “Colcombet et al 2013Cette thése
At1g7460i OTP8: M/C? Edition (At-M?) M/c #Hammani et al 2011
At2g4488I AHG11 Mm/C? Edition (At-MP) Mic “Colcombet et al 2013Murayama et al 2012,
At3g49710 PPR M/C m/c Colcombet et al 2013
At3g47530 PPR M/C M/C? m/c Colcombet et al 2013
At3948250 BIR6 M? Mm/CP Epissage (At-§) M/c ®Koprivova et al 2010°Fuss et al 2013
At3g5042i PPF m/c? m/Cc? m/c ¥Colcombet et al 2013
At3g62890 PPR é M/CP mic *SUBA3, Colcombet et al 2013
At4914850 MEF11 m/C Edition (At-M) M/c ®Colcombet et al 2013V erbitskiy et al 2010
At4g30700 MEF29 MIC M/C?* Edition (At-M?) Mic Colcombet et al 2013S0ss0 et al 2012
At5g4746| PPF m/c? m/C? m/c ®Colcombet et al 2013
Groupe 4
At1g6410I PPF m/C? M (At?) M/c éColcombet et al 2013Klodmann et al 2011
At1g80270 PPR_596 N M(Atb, o) C(Atd) M/c ‘?li\lrizashallilc?]t :tl glozlgégdmann et al 201FHuang et al 2009,
At2915690 DYW2* m/Ca* M/C? M(Os°) C(ZnT) Edition (At-M/Ca) M/C *Cette thése’SUBA3,"Huang et al 2009PPDB,
At2g3223 PRORP: M/C? C (zm®) Clivage tRNA (A-M/C?) M/C *Gobert et al 2010PPDB,
At2g37230 PPR* NP MP C(AEY M(OS) Mic ;ﬁg:ﬁ;‘;e;ezt&' 2018Cette thes€AT_Chloro, PPDB,
At3g4263I PPR’ c? M/C" C(AL°, Zm") m/C ®Colcombet et al 2013Cette thés&PPDB,
At3g49240 OTP100* M/C M/C2 M(Atb'°) C(Atd, Zmd) M/C :gglgémbet et al 2013Ito et al 2006°Klodmann 2011,
At5g03800 EMB175 M/ C(znf) m/C “Colcombet et al 2018SUBA3, ‘PPDB,
At5g1408! PPF M/C? C(At") m/C Colcombet et al 2013PPDB,
At5g2122; AtC401 M/C? C(AL") m/C ®Colcombet et al 2013PPDB,
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4.3.1. Ladouble localisation et I'évolution des protéin®PR

Comme indiqué dans l'introduction (cf. section.3.4 environ 45% (215) des génes
PPR ont un comportement évolutif caractéristiqugélges présents en copie unique dans le
génome chez les angiospermes. Pour les autrgeulgent avoir un ou plusieurs paralogues
dans une ou plusieurs especes. D’autre part, laseceations d’orthologies sont moins
importantes quand on compare la famille PPR desospermes avec celle d’autres clades
comme par exemple. patengO’'Toole et al, 2008, Sugitaet al, 2013) ouS. moellondorfii
(Bankset al, 2012). Ces dernieres disparités sont probableasstdciées a des différences
dans le processus moléculaires impliqués dans hkaboésme des ARN des organites.
Lorsque I'on regarde la répartition des différerdategories de localisation des protéines PPR
en fonction de leur comportement évolutif (relatiatiorthologies simples ou existence de
paralogues chez certaines espéeces), aucun biaépadsition n’est observé (Figure 18). Ceci
suggere que la localisation dans un seul organitdams deux organites n’influence pas le
comportement évolutif du géene codant la PPR chezatgiospermes. D’autre part, le fait
gu’une protéine PPR soit requise pour la viabititéne plante n’est pas corrélé avec la
présence ou absence des paralogues chez les argiesp Par exemple, les génes a copie
unigueMEF11, MEF9, MEF12 ne sont pas essentiels pour la survie de la plaateaison et
le mécanisme pour la conservation de génes a eop@e reste inconnue. Cependant il
semblerait que pour certains de ces genes, laaé@rédes paralogues serait moins tolérée,

conduisant ainsi a une perte des copies commedigggéré De Smet al. (2013).

Bien que son origine soit encore discutée, la Wpldralisation des protéines dans la
mitochondrie et le plaste est un processus ange@sent au moins depuis la divergence des
plantes terrestres (Xet al, 2013). Ainsi, plusieurs protéines de la plaptgatengrésentent
une double localisation (Xet al, 2013, Fuss et al 2013). D’autre part, cette catégle
localisation est dynamique dans I'évolution des@a car elle peut étre perdue ou acquise
dans une lignée spécifique. Malgré le tres failombre de données concernant la localisation
de protéines PPR orthologues chez plusieurs esdaadsuble localisation des protéines PPR
semble avoir une origine ancienne et une probainiearvation entre especes. En effet, trois
protéines PPR dB. patens(PpPPR) ont été rapportées dans la littératurenmyant une

double localisation (Sugitet al, 2013, Fuss et al 2013). Dans ce méme articistimontré
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que la double localisation de la protéine PRORPArabidopsis est conservée pour
PpPPR_63 et PpPPR_104, ses deux orthologuesclpetengSugitaet al, 2013).

BEM BEC OMC
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PPR Génes 4 multiples; PPR Génes a copie
paralogues chez les | Unique chez les
Angiospermes Angiospermes

Figure 18. Distribution de la localisation des proéines PPR en fonction du
comportement évolutif des génes correspondants chies angiospermes.

Seules les données expérimentales de localisatibrét@ utilisées pour cette figure: M :
protéines adressées aux mitochondries (en roug@ro@ines adressées aux plastes (en vert)
et M/C: protéines localisées dans la mitochondrie plaste (en orange). Le nombre de génes
en copie unique codant des PPR a été obtenu agadonnées de De Smet et al (2012).

La double localisation de la troisieme protéine Rlepatens PpPPR_43 du sous-
groupe PLS-E-DYW, est plus controversée. En efelte protéine a initialement été associée
a une localisation et a une fonction mitochondridlépissage de l'intron 3 du germx1
(Ichinoseet al, 2012). Cette localisation mitochondriale a étéemtée en utilisant le signal
d’adressage N-terminal de la protéine fusionné GR®. Cependant, une étude plus récente
suggéere que PpPPR_43 aurait une double localisaiette double localisation est observée
guelgue soit le systéme d’expression utilisé : Hogue chez. patensou hétérologue chez
N. tabacumet A. thaliana(Fusset al, 2013). Il est important de noter que PpPPR_4%a&
d’'orthologue clairement identifié chez les angioapes, raison pour laquelle une
conservation de localisation n’est pas caractéligsabtre ces clades de plantes. De maniere
intéressante, il a été rapporté que deux transelternatifs peuvent coder pour deux
isoformes de la protéine PpPPR_43 par des codangiation de la traduction différents
(Ichinoseet al, 2012). Le premier transcrit, non-épissé, coderltztéine plus petite et le
second transcrit épissé code la protéine la plague. Malgré ces différences entre ces

transcrits, les protéines prédites ne different daes longueur de leur partie N-terminale
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comprenant le signal d’adressage.(Ichinesal, 2012). Ichinoseet al. (2012) ont observé
une localisation mitochondriale pour le signal dés$age N-terminal (84 aa) de l'isoforme la
plus petite. Ces derniers auteurs ne donnent capeadcune information sur la localisation
de l'isoforme la plus longue présentant un sigraticessage de 100 aa. Quant a Fatsal.
(2013), ils ont étudié la localisation de la pletife isoforme de PpPPR_43 en utilisant un
fragment d’ADNc incluant une partie de la régionndn traduite et le signal d’adressage N-
terminal. Aussi ces divergences pourraient simptem&expliquer par la nature des
séquences et des isoformes utilisées pour étudidondalisation subcelluliaire de cette

protéine.

Une situation similaire est observée clezhalianapour le généAT3G42630 Dans
le cas de ce géne, j'ai pu cloner deux types destrits : un premier transcrit correspondant
au modele de géene TAIR et un second qui comprengu2iotides de plus, cette séquence
étant située en aval du site donneur d’épissagsedluintron prédit. Ce deuxieme transcrit
conduit a I'ajout de 8 acides aminés dans la péatiterminale de la protéine (30 aa apres le
codon ATG). Cet ajout se traduit par le changengensignal d’adressage sans modifier la
phase de lecture. Plusieurs transcrits (ADNc) epoadants a ce géne peuvent étre identifiés
dans la base de données du Genbank (BX824551, E2AB2BF378864) et permettent de
renforcer mes résultats. Des études préliminaires|atalisation des deux isoformes
d’AT3G42630 suggerent gu’elles auraient une loadtsm différente, la forme la plus longue
favorisant une localisation mitochondriale. Cependane étude de localisation utilisant des
contrdles de co-localisation et des études fonogtles seront nécessaires pour déterminer la
contribution de chacune des isoformes dans la ikatan et I'activité de cette protéine.
Récemment, dans le cadre d’'une étude génétiquanpasur un ensemble de protéines
prédites avec localisation chloroplastique, il & gtontré que la protéine d’AT3G42630 est
probablement essentielle car sa mutation entramphénotype d’embryon létalité chéz
thalina (Savageet al., 2013) En effet, une lignée mutante, représentant laesegertion
disponible au sein du second exon, montre un pligaate pigmentation lors du développent
embryonnaire, ce stade photosynthétique étant saices pour le développement
embryonnaire cheA. thaliana(Savageet al.,2013). Dans cette étude, les auteurs ont analysé
une seconde lignée présentant une insertion léeatlans la région promotrice du gene et qui
ne semble pas affecter le phénotype macroscopigudadplante. Cependant d’autres

insertions proches du codon d’initiation sont digptes et n’ont pas été analysées.
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Il a également été observé récemment que deuxeoudel PPR orthologues chez les
angiospermes (AtMEF29 - ZmPPR2263 et AtOTP87 - ®IBPrésentent une conservation
de leur double localisation (Soseb al, 2012, Xuet al, 2013). Le géne codant pour les
protéines AtMEF29 et ZmPPR2263 est présent en aopie chez les angiospermes (S0sso
et al, 2012, De Smett al, 2012). Les deux protéines, ch&mabidopsiset chez le Mais, sont
observées dans les mitochondries et les plastes, tautefois une localisation principale et
une activité identifiée dans mitochondries (Sostal, 2012). Ainsi, che?. thalianaet Z.
mays,ces protéines sont nécessaires a I'édition mitodtiale des siterad5C1550 etcob-
C908, le défaut d’édition a ces sites conduisamediminution de I'activité du complexe IlI
et a un effet sur la biogenése de la mitochoné@.ailleurs, aucune fonction dans I'édition

des 34 sites majeurs du plaste n’a été observée.

Le couple d’orthologues AtOTP87 - OsPPRL1 est suptis de controverses en raison
de la divergence des résultats obtenus pour chggone. En effet, AtOTP87 participe a
I'édition des sites mitochondriawxad7C24 etatpl-C1178 mais, nla biogénése, ni les 34
sites majeurs d’édition chez le plaste, ne sortcéds chez le mutaotp87 (Hammaniet al,
2011). La cause la plus probable du phénotype mespique de réduction de la croissance
du mutantotp87 est ainsi associée principalement au défaut dééddu siteatpl-C1178 qui
modifie la nature d’'un acide aminé (S393L) et caaisein défaut d’assemblage du complexe
ATP synthétase de la mitochondrie (complexe V).rdéains, il a été proposé qu'OsPPR1,
I'orthologue potentiel d’AtOTP87 chez le riz, aurane fonction chloroplastiqgue (Gothandam
et al, 2005). Dans cette étude, des plantes affectéesl|dar expression d'OsPPR1 a l'aide
d’'une approche antisense, ont présenté un défahibgenese des plastes. Néanmoins aucune
donnée n’'a permis d’identifier la cause moléculatta phénotype cellulaire. Bien
gu’incomplets, ces résultats suggérent que de®ipest PPR ayant une double localisation

peuvent avoir des spécificités fonctionnelles damsles organites dépendantes des espéces.
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4.3.2. Ladouble localisation et les réseaux d’interact®des protéines PPR

Les données concernant les réseaux d'interactémss protéines dans la cellule
peuvent apporter des indices indirects concerrabdalisation et la fonction moléculaire
d’'une protéine. Parmi les 46 protéines PPR préstntae potentielle double localisation,
seulement 3 sont impliquées dans des interactioot®ipe — protéine connues (Figure 19).
Ces données sont issues soit de I'interactomeragsigfue d’Arabidopsis obtenu en double
hybride chez la levure (Arabidopsis Interactome plag Consortium 2011) soit de I'analyse
par immunopurification de complexes protéiques iquyas dans le cycle cellulaire (Van
Leeneet al, 2007, Van Leenet al, 2010). Le peu de données disponibles ne pernseti@a
conclure quant a I'éventuelle double localisatiences protéines. Néanmoins, dans le cas de
la protéine AT3G42630, une interaction avec latpgbrotéine chaperonne mitochondriale

AtHSP23.6 supporte la localisation mitochondriagecdtte protéine PPR.

Plastid

| SPS1F

Figure 19.Réseau d’interactions protéine — protéinempliquant des protéines PPR ayant
une potentielle ou double localisation.
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Chapitre V

Analyse fonctionnelle de protéines PPR ayant une dble localisation.
Article 1l

Projet d’article Il

Activités complémentaires du travail de these

Approches mises en place lors du travail de thesargcontourner
'embryon létalité des mutants affectés dans DYWZDTP100 et
déterminer leur fonction moléculaire.
Stratégie d’interférence artificielle inductible al'aide de
microARN.
Stratégie de complémentation spécifique du stadgaine
Stratégie d’hémi-complémentation des mutantdyw2et otp100
Etude de l'interaction entre les protéines DYW2t OTP100 par

complémentation de fluorescence bimoléculairaudBiFC.
Caractérisation fonctionnelle de la protéine OTP91.
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5. Analyse fonctionnelle de protéines PPR ayant une dble

localisation.

Sur la base des résultats préliminaires de dowloi@isation des protéines PPR ainsi
que sur l'intérét porté par I'équipe pour I'étude chécanisme d'édition des ARN des
organites, mon projet de these s’est focaliséaiitnent sur I'analyse fonctionnelle de 4
protéines PPR, AT1G06145, AT1G25360, AT2G15690 €8@49240, ces protéines ayant
une potentielle double localisation et une potdstifnction d’édition. Ainsi, les protéines
AT1G25360 et AT1G06145, ci-aprés nommées OTPI0T&AD, ont été choisies en raison
de leur potentielle double localisation et de l&spnce dans leur séquence des domaines E et
DYW associés principalement au phénoméne d'éditibes protéines AT2G15690 et
AT3G49240, ci-apres nommées DYW2 et OTP100, ontlétésies suite a leur identification
dans un complexe protéique contenant le facteudittddé@ CLB19 et en raison de leur

probable double localisation suggérée par I'anatigsedonnées protéomiques.

Dans le cadre du projet de thése, I'analyse fonogte de 3 des 4 protéines a pu étre menée
suffisamment a terme pour proposer les résultatsdmcernant sous forme d’articles (qui
seront soumis prochainement). Cependant, I'ensedesdeésultats partiels et des expériences
additionnelles mises en ceuvre au cours de la s@deprésentés a la suite. Le premier projet
d’article présente les résultats concernant |laémmetOTP90, le deuxieme article concerne les
protéines DYW?2 et OTP100. Les résultats complénmast@oncernant, d’'une part DYW?2 et
OTP100, et d’autre part, d’'OTP91 sont présentéssaite.
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ABSTRACT

The PentatricoPeptide Repeat (PPR) protein fareigni RNA binding protein family highly
expanded in plant genomes. Previous reports havershhat they are mainly targeted to
plastids, mitochondria or dually targeted to bothamelles. To date, it is well known that
members of this family are involved in organelldi/R metabolism at different levels. We
recently showed through systematic targeting arid siegration that dual targeting of PPR
proteins to mitochondria and plastid is more comrian previously thought iArabidopsis
thaliana In order to understand the function of dual teegePPR proteins, we selected and
analyzed the function of ORGANELLAR TRASCRIPT PRC&HNG 90 PPR protein.
Using a reverse genetic screen, we identifiedotp80 mutation which affects root growth at
seedling stage. At the molecular level, we foundt tBTP90 protein targets at least six
mitochondrial editing events in five different natwmondrial genes. Four of these sites belong
to the first 10 predicted sites according to thitneel code for PPR proteins. We also found
that this protein interacts with four mitochondraid one plastidial MORF editing factors.
Moreover, we observed that this PPR protein is disectly or indirectly involved in splicing
of the first intron of thenadl mMRNA. In contrast, we did not find any evidencetbé
involvement of the OTP90 protein in editing of any the 34 major sites reported in
Arabidopsis plastids. In conclusion, our results confirm th@d®l of organellar editing
complex in which interactions between PPR and M@Rfeins are necessary for total RNA
editing efficiency. Secondly, we confirm that tredfimed PPR code can be used to accurately
predict targets of PPR proteins acting in multigiees. Finally, we propose that dually
targeted PPR proteins could work in several organ&NA metabolic processes as recently

shown for PPR proteins with single localization.

Key Words: Arabidopsis, Dual targeting, MitochorrPlastid, PPR protein, RNA editing,

Trans-splicing
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INTRODUCTION

Organellar gene expression needs a number of trphenal and post-transcriptional
processing steps to produce mature transcriptpatticular, RNA splicing and RNA base
conversions are important features in the genddisnational organellar transcripts (Stern et
al., 2010; Takenaka et al., 2013b). Organellar Rd¥&e conversions, generally known as
RNA editing, were discovered more than 20 years@geello and Gray, 1989; Gualberto et
al., 1989; Hiesel et al., 1989; Hoch et al., 199D.date, C to U, U to C and A to | types of
RNA editing are known to proceed in plant orgarge(Belannoy et al., 2009; Takenaka et al.,
2013b). These nucleotide conversions have differeme their extent between plant species,
but C to U is the most frequent reaching more tAB@A0 conversions in mitochondria of
Selaginella moellendorffiand around 500 conversions in plastid®\nthoceros formosaén
flowering plants, 300 to 600 and 25 to 75 conversibave been identified in mitochondria
and plastids, respectively (Huang et al., 2013;ehaka et al., 2013b). For example, in
Arabidopsis thaliananore than 400 RNA editing sites have been repartesiitochondria
and more than 40 sites have been identified intiggBentolila et al., 2013; Ruwe et al.,
2013).

The implication of a specific trans-acting factararganelle RNA editing was demonstrated
when the protein named CHLORESPIRATORY REDUCTIONZRR4) was found to be
involved in editing thendhD-1 event of thendhD plastid transcript (Kotera et al., 2005). In
mitochondria the first trans-acting factor namedTRICHONDRAL EDITING FACTOR 1
(MEF1) affectingrps4-C956,nad7C963 andhad2C1160 editing sites was discovered some
years later (Zehrmann et al., 2009). Many spetiias-acting factors involved in organelle
RNA editing have been found since then, most befango the PentatricoPeptide Repeat
(PPR) protein family. Members of this family, eneddby the nuclear genome, are mainly
targeted to mitochondria, plastids or both orgasel{Colcombet et al., 2013). The PPR
domain, initially deduced from the observation alegenerated sequence repeated along the
protein (Aubourg et al., 2000; Small and Peeted902, was used to characterize and classify
the PPR family members. This classification divided family into two major subfamilies,
the PPR P and the PPR PLS subfamilies, the lag@rgbfurther subdivided into two
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subgroups, the PLS-E and the PLS-E-DYW groups, lwhie characterized by specific C-
terminal E or E and DYW domains (Lurin et al., 2R04

To date, at least 47 PPR proteins have been shoa involved in mitochondrial and plastid
RNA editing inA. thaliana With the exception of PENTATRICOPEPTIDE REPEAT659
(PPR596) protein (Doniwa et al., 2010), all PPRiegifactors belong to the PLS subfamily,
20 belonging to the PLS-E and 26 to the PLS-E-DY\Wgsoups, respectively. The molecular
functions of C-terminal E and DYW domains in theitied process are not clear yet.
However, both domains are suspected to be requdoedditing. Although, no catalytic
activity has been demonstrated for the DYW domat) pased on convergent results, it has
been hypothesized that it could contains the RNAirgdenzymatic activity (Okuda et al.,
2007; Salone et al., 2007; Boussardon et al., 2Rldjnger et al., 2012).

Generally, PPR proteins are involved in all kinfl®iganellar RNA metabolic processes such
as splicing, 5’ and 3’ processing, and transcripbiéization but also in translation initiation
(Schmitz-Linneweber and Small, 2008). Most orgaeihtrons are group Il introns which
require cis- or trans-splicing reactions mediatgddbmains of these group Il elements and
proteins factors. In flowering plants, to date,eniRPR proteins six in plastid and three in
mitochondria were shown to play a role in grougeither cis- or trans-splicing events (de
Longevialle et al., 2010; Khrouchtchova et al., 20Zmudjak et al., 2013). Among them,
only ORGANELLAR TRANSCRIPT_RROCESSING 70 (OTP70), involved in the splicing of
plastid rpoC1 transcripts, belongs to the PLS subfamily whichegally encompasses RNA
editing factors (Chateigner-Boutin et al., 201lnifarly, the Physcomitrella patenBPR 43
(PpPPR43) of the PLS-E-DYW subgroup is involvedhimnon 3 splicing of the mitochondrial
coxlgene (Ichinose et al., 2012), suggesting thaypés of PPR proteins could be implicated
in RNA splicing.

The primary molecular property of PPR proteinshigirt ability to specifically interact with
defined sequence motifs in RNA molecules. This sla@wvn for PPR10 and OTP82, as well
as many other PPR proteins (Prikryl et al., 201&yd2a and Shikanai, 2012). Recently, using

bioinformatics and statistics approaches, a codePBR-RNA recognition was proposed
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(Barkan et al., 2012; Takenaka et al., 2013a; ¥agil., 2013). This code proposes that the
combination of three amino acids, two located mfirst PPR motif (8 and &' positions) and
the third at the % position in the subsequent PPR motif is requiredsiequence specific
recognition of the RNA target sequence. Recentlg, structure of PPR-RNA complexes
confirmed the implication of these amino acids ahdwed new features as interactions of
amino acids in the PPR domain with the RNA backh@teet al., 2013; Yin et al., 2013).

Besides PPR proteins, several other proteins haga bhown to be implicated in organellar
RNA metabolism. Members of a small family calledlple Organellar RNA editing Factors
(MORF) were found to be involved in RNA editing. 84 proteins function as general editing
factors, can interact with many PPR proteins angether with editing site specific PPR, are
required for editing of many, if not all, organelRNA editing sites, as shown for MORF1,
MORF2, MORF3, MORF8 and MORF9 (Takenaka et al.,20Rentolila et al., 2013).
Proteins containing classidNA Recognition_Mtifs (RRM) were also found to be associated
with RNA editing. For example, mutants in CHLOROREA RIBONUCLEOPROTEINS
31A or 31B (CP31A, CP31B) are affected in RNA eujtiof several chloroplast genes but
also in organellar RNA stability (Tillich et al.,029). Recently, the RGANELLE RNA
RECOGNITION MOTIF 1 (ORRM1) protein, containing both a RRM matiid domains
related to MORF proteins, was shown to be impldateArabidopsis and maize chloroplast
RNA editing (Sun et al., 2013). Similarly, proteiosChloroplast RNA splicing and ribosome
Maturation (CRM), Rint Organellar RNA Recognition (PORR) and some others families are
involved in organellar intron splicing as detailadrecent reviews (de Longevialle et al.,
2010; Stern et al., 2010). For example, five ptisstéind one mitochondrial CRM proteins have
been implicated in many splicing events in plasiml mitochondria. At difference of PPR,
each CRM protein could influence several introncépd events of different genes, reason

why they are considered as general factors of @lfgmintron splicing complexes.

Despite many factors were recently described aslved in organellar RNA metabolism,
functional interactions between these factors riatationships of each RNA processing step
on the others and functional regulations betweegarwlles are still poorly understood. In this

study, we characterized a PPR protein that is yiatbeted to mitochondria and plastids, we
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identified its involvement in mitochondrial RNA ¢idig, and analyzed its interaction with
editing factors belonging to the MORF family. Additally, we presentn vivo evidence
showing that RNA editing and also RNA trans-spliciare interconnected probably by the
function of the PPR protein in both processes.

RESULTS

AT1G25360 Encodes a PPR Protein Targeted to both Qanelles which is Conserved in

Angiosperm Species

A previous study suggested that dual targeting ttmahondria and plastid constitutes an
emerging distinct class in the PPR family (Colcotnbke al., 2013). To gather further
information on such dual targeted PPR we selectagngpial candidates for functional
analysis. Among these, the PPR protein encodedTiyG25360 was shown to be potentially
dually targeted, by the transit peptide alone astha full length open reading frame (ORF)
merged to the fluorescent DsRed2 protein codinguesace in transient expression assays
(Colcombet et al., 2013). To extend our previousadave monitored the subcellular
localization of AT1G25360 in stable transgenic Adalpsis lines expressing a
AT1G25360:DsRed?2 protein fusion under control b 3Bomoter. Five transgenic lines were
isolated and two of them were used for protein ligation analysis. AT1G25360:DsRed?2
fusion protein was observed in mitochondria of soahd cotyledon cells (Figure 1A and B)
but also in chloroplasts of cotyledon cells (Figut®). We named this protein as
ORGANELLAR TRASCRIPT PROCESSING 90 (OTP90) due pstative function in

organellar RNA metabolism.

The OTP90 protein belongs to the PPR PLS subfaamidymore precisely to the PLS-E-DYW
subgroup. IMrabidopsis this PPR protein contains 15 predicted PPR dosngnstream of E

and DYW C-terminal domains (Figure 2A and suppletaleRigure 2). Previous phylogenetic
analysis had shown that this PPR protein has anpatertholog in rice and that it is most
closely related to the At2g22070 geneAirabidopsis(O'Toole et al., 2008). In order to know

if OTP90 is conserved in further plant speciespedormed a phylogenetic analysis to search
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for putative orthologs in the genome data availaislethe phytozome website, in several
angiosperms. We found a single homologous proteieach angiosperm species analyzed
suggesting that despite multiple nuclear genoméichions in plants the gene coding OTP90
has kept or returned to a single-copy structur@g&mental figure 1).

Orthologs of OTP90 appear to diverge mainly in Mierminal sequences and to a lesser
extent in PPR, E, and DYW domains. Even if the daadeting prediction is not yet accurate,
the integration of predictions suggests that thed thecalization for OTP90 orthologs might be
conserved. However, preferences of localizatiomvbeh species could be possible because
the prediction ingramineaespecies seems to favor plastid localization (Saipehtal Table

1).

Arabidopsis otp90Mutant is Impacted in its Plant Development

To explore the molecular function of the OTP90 et we characterized two insertional
mutant lines for this gene, SM_3_ 29668 and SM_35296&ince these two sister lines were
supposed to have T-DNA insertions at similar posgi we sequenced PCR products
corresponding to T-DNA junction region (see Fig@je We confirmed the identical location
of the T-DNA insertions in the two lines at positi®06 bp after ATG codon. The line
SM_3 29659 was used for the following experimemd & was nameatp90 (Figure 2A).
The mutant line was backcrossed three time&ratidopsis thalianacotype Columbia (Col-
0) to segregate other mutations. Homozygous plantthe T-DNA insertion were identified
after self-pollination of heterozygous plants obéal after back-crossing. In homozygous
plants, we were not able to detect by RT-PCR aapstript corresponding t®TP90
suggesting that the insertion induc@$P90gene knockout or strongly reduce its expression
(Figure 2).

Backcrossed homozygous plants were characterized gérmination on MS medium and
growing under long-day conditions (16h ligth/8h darkdp90 mutant seeds did not show any
difference in germination efficiency when compatedwild type Col-0 seeds. However,
primary roots of 12 day oldtp90seedlings (stages 1-1.02, Boyes et al 2001) shoekyed
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growth when compared to their wild type counterpdRigure 2A and B). In soil and under
long-day conditions, 3 week otitp90and wild type Col-0 plants did not show any growth
developmental difference (Figure 2C). Furthermgients reached reproductive stages and
produced seeds at the same time as wild-type g#liBince numerous PPR mutants show
seeds phenotype, we compared seed sets obtainediroimdependent plants for eaokp90
and Col-0 lines Seeds were separated in two categories accordirteio size using a
0.25mm sieveWe found a significant increased of the amounsrofll seeds (smaller than
0.25mm) inotp90sets (Figure 2D). All together, these data show dhi@®@0 mutation slightly

but significantly affects root growth and seed fizelants.

The otp90mutant is impaired in Mitochondrial C to U Editing .

Previous reports suggested that most of PPR psoteith E and DYW domains at their C-
terminal region are involved in RNA editing. Sin©d P90 protein harbors such domains, we
surveyed editing events in thetp90 mutant. Direct sequencing of cDNA products or
SNaPshot approaches were used to quantify ediwgsrin plastid and mitochondria,
respectively. Among the 43 plastid editing sitgsoréed in the literature, we characterized the
editing level of 34 sites for which editing ratehigher than 5% in wild type plants. None of
these sites was affected in tbgp90mutant. In contrast, among the 415 mitochondritssi
investigated by SNaPshot @aip9Q a total loss of editing was detected at 4 sit@stl-C500
(288077),ccmBC80 (30542)ccmCGC184 (240575) anthttB-C97 (157587) and a significant
reduction was observed in 2 otheesmBC596 (31058) andcmFecC1246 (51406). All six
impaired editing events change the amino acid sempjethree giving a substitution from
Arginine to Tryptophan (R to W) and the three oshieading to the substitution from Sérine
to leucine (S to L) (Figure 3 and Supplementaldgd)l

Complementation of thetp90 mutant with theArabidopsis OTP90 genomic fragment
containing the promoter region showed a recovenahgoy root growth phenotype now
similar to Col-0 (Figure 2B and 2C). Moreover, @IRNA editing defects of thetp90mutant
were reverted in the complemented line, some ohtimereasing their editing status compare
to Col-0 (Figure 3).
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OTP90 interacts with MORF proteins in the editing @mplex

Organellar RNA editing in plants requires sevetasses of proteins which may be active in a
multi protein complex. Since several PPR editingtdes share target editing sites with
individual MORF proteins and indeed several inteaas of such PPR and MORF proteins
have been reported, it is hypothesized that thectinteraction of PPR and MORF proteins is
indispensable for efficient RNA editing at respeetitarget sites (Takenaka et al., 2012;
Takenaka et al., 2013b). All seven target site®®P90 show reduced RNA editing also in
the morfl mutant line and one of the six sitesttB-C97, is also affected in morf3 mutant.
Therefore, to evaluate the protein complex hyposhege analyzed the potential interactions
between OTP90 and each of the MORF proteins iry#eest-2-hybrid system (Figure 4). The
results show that OTP90 interacts strongly with MQRand MORF3, but also with the
plastid targeted MORF2 and the mitochondrial taademMORF4, MORF6 proteins. Weak
interaction is seen with MORFS5. In contrast, ncerattions between OTP90 and MORF7,
MORF8 and MORF9, respectively, are detected (Figdre

To confirm the selective PPR - MORF interactiomsivo, YFP split analysis between either
MORF1, MORF2, MORF3, MORF4, MORF5 or MORF9 and OUR®as performed in the

tobacco leaf system (Figure 5). YFP signals werteated only with the OTP90-MORF1
combination suggesting specific binding of OTPOO-RLIn vivo.

nadlIntron 1Trans-Splicing is reduced inotp90

Although OTP9O0 is localized in both mitochondriadashloroplasts, thetp90 mutant does

not show any defect in the 34 major RNA editingsiknown in chloroplasts. To explore the
status of the chloroplast transcripts we took tlemegal approach of gene expression to
pinpoint possible deregulated gene targets. Thexgfee quantified gene expression levels in
chloroplast of mutant leaves compared to wild typaves using gPCR as previously
described (de Longevialle et al., 2008). Theseroplast gene expression analyses did not

show a clearly target. Nevertheless a modest ayamession of the polycistronic operon

131 |Page



RESULTATS

rpl23-rpl2-rps19-rpl22-rps3-rpl16-rpll4-rps8-rpl363sll-rpoAwas observed with a peak in
the rpl22 andrps3 mMRNAs (Supplemental figure 3). Because the maomsghenotype of
otp90 are not similar to PPR mutants with defects inoadplast translation these over-

expression seems to be consequence of an indifect m the mutant.

Whereas transcription in mitochondria is relaxedl aubjected to little regulation post-
transcriptional events are considered to play anmale. Taking in account the probably
relationship between editing and splicing and @ that inotp90two mitochondrial genes
having introns are impacted in editing, we analyR&A splicing efficiency in mitochondria
of otp90by gPCR as previously described (de Longeviallal.e2007). In this analysis, most
of splicing events did not seem affectedotp9Q However, trans-splicing afadl intron 1
was reduced iotp90 (Figure 6). This observation suggests either actlifunction of OTP90
in trans-splicing ohadlintronl or an indirect functional link between tetj and maturation

of thenadZltranscript (with putative involvement abd2C500 editing site).

Mitochondrial complex | is not impaired in the otp90Mutant

In plants, the mitochondrial NADH dehydrogenase plax | of the respiratory chain is a
protein complex composed of 40 to 49 subunits (Kladn et al., 2011). Plamadl gene
codes for a core subunit in the membrane arm ofpbexni and is located in the mitochondrial
genome. One of the reasonable explanations oflitjie soot growth phenotype of thep90
mutant could be insufficient amounts and/or activif complex I, since both RNA editing
and splicing defects are observedhadl transcripts in the mutant. Therefore, we compared
mitochondrial complexes of wild type Col-0 antp904 week old leaves by blue-native gel
and their oxidative activity by staining of complefFigure 7). This analysis showed that both

amount and activity of complex | mtp90mutant are similar to those in wild type.

DISCUSSION

Organellar genome expression is complex and rehemported nuclear encoded proteins. In

this study, we characterize the PPR protein OTR30e0PLS-E-DYW subgroup and show its
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involvement in several mitochondrial editing evemsnong the six mitochondrial editing
sites targeted by OTP90, twmadlC500 andccmCC184, are always edited in all
angiosperm species analyzed. Besides thesentt8eC97 event also seems to be edited but
the limited information for this gene in many sgecidoes not allow a definite conclusion
about its general editing status in angiospermsgthEtmore the sitescmBC80 ccmBC596
and ccmFeC1246 are not edited in at least one specie, a@lhigpa C nucleotide in the
mitochondrial genome of the respective specie(gppfmental figure 4). All editing events
targeted by OTP90 change the respective aminossrjdences in Arabidopsis towards the
evolutionary conserved amino acids in these preté¢Bupplemental figure 4). Whatever
happened in evolution, the information suggesteast, thahadl:-C500 andccmGC184 are
ancient angiosperm editing events targeted by ditehng complex including OTP90 protein.
We consequently hypothesize that absence of editirgne or a combination of these sites
causes the specific developmental phenotype oldenvetp9Q We first suspected that the
nad:C500 editing defect and the observed reductionnafll intron 1 trans-splicing
efficiency was the main element explaining this rgitgpe but abundance and activity of
mitochondrial complex | do not change significanthlythe mutant at least in 4 weeks old
leaves. It is still possible that complex | is sfgantly reduced in the early developmental
stages or in roots. Otherwise, a combination ofsneral editing defects is likely to be the
cause of theotp90 phenotype but we cannot exclude the implicatiorothier not detected
molecular functions of the OTP90 protein.

PPR-MORF protein-protein interaction is a common feture of RNA editing complex.

The RNA editing complex selects specific targeeésiby binding cis-elements in the RNA
sequences being a model of multi subunit compleentty proposed (Boussardon et al.,
2012; Takenaka et al., 2013b). This model is suppoby our complete protein-protein
interaction screening between OTP90 and MORF prstdlevertheless some particularities
have been found in the OTP90-MORF interactionsihglpo show specific aspects of their
interaction. Both, the yeast two hybrid and thevivo split YFP (BiFC) analyses indicate a
specific interaction of OTP90 and MORF1 (Figureans 6). This is supported by the strong
overlapping of the RNA editing profile betwe@tp90 and morfl-1 confirming that both
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MORF1 and OTP90 are main factors implicated ingti¢éing of these target sites. Analogous
common target sites for MORF and MEFs have beemtifterl for MORF1 and MEF21 (site
cox3C257), MORF1 and MEF1&¢mBC566), MORF3 and SLOM(ttB-C144, mttB-C145,
nad#C739 anchad4l-C110) and MORF8 and MEF164d2C842) and also for MORF8 and
RAREL, respectively (Takenaka et al., 2010; Beladt al., 2012; Takenaka et al., 2012; Zhu
et al., 2012; Hartel et al., 2013) .

The observations that OTP90 interacts also with M®Rnd other MORF in the yeast two
hybrid system and that RNA editing of all OTP9Qytrsites is reduced but still detectable in
themorfl-1mutant suggest a partial complementation of theRAD function by MORF3 (or
other mitochondrial MORF) as interacting partnef$©d P90 in the editing complex. Three
MORF proteins have been reported as targeted stigga MORF2, MORF9 and MORF8
(Bentolila et al., 2013). 34 major editing sites aeported in plastids, none of them is affected
in the otp90 mutant. 9 additional sites with very low editingtegs were recently described,
they were not characterized in our study becausg ttannot be studied without deep
sequencing. Potential interaction of OTP90 with M2Rbut not MORF8 or MORF9 may

provide aclue to reveal a so far undetected function of@A€90 protein in the plastid.

OTP90 RNA editing complex are able to recognize sagnces with low similarity

Alignment of Arabidopsis nucleotide sequences kedad’ and 3’ of each OTP90 target
editing site reveals little similarity in the primyatarget nucleotide sequences showing only
three shared nucleotides at -11,-1 and +1 positelated to impaired edited site (0)
(Supplemental figure 5). In this way, OTP90 protiike part in the group of PPR proteins
with multiple mitochondrial editing targets sitdsosving little sequence similarity in the cis-

element that it target.

This does not contradict the code for RNA recognitof PPR proteins proposed previously
(Barkan et al., 2012; Takenaka et al., 2013a; ¥agi., 2013). Indeed, using the refined code
(Takenaka et al., 2013a), four evermisnBC80,nad}C500,mttB-C97 andccmFeC1246, of

the six experimentally detected were found into i@ebest scores of predicted targets of
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OTP90 protein, being located in the list at possid, 2, 5 and 10 respectively. FmmGC
C184 andccmBC596 the code does not give a good score. It Sigdleat more parameters
are necessary for fit more accurately the predictid target events. Explanations of the
variability in the sequence recognition is the fdwt the specificity could be helped by a
slightly different composition in the complex foorase sites or that PPR domains can be
aligned in a variability position depending of tR&NA sequence as has been suggested for
CRR22 protein and its multiple target sites (Okaaa Shikanai, 2012). Alternatively, it is
also possible that for one specific sequence ratogrsome PPR domains are not necessarily
used as recently suggested in a mutagenesis shadyzang the implication of several amino
acids in the function of PPR domains of PROTON GRADI REGULATION3 (PGR3)
protein (Fujii et al., 2013). Thus, the editing quex targeting several sites that do not share
upstream sequences could have a modulation in dwemposition or flexibility in their
structure that can help it to bind in some extantelated nucleotide sequences as previously

suggested for editing factors by Takenaka et 8l133).

What is the function of dual targeted PPR RNA editng factors in the two organelles?

All types of functional categories of PPR proteame present inside of the dual targeted PPR
protein class, including editing factors (Colcombetl., 2013). To date, among the four dual
targeted PPR proteins characterized, only the FRRACEOUS RNASE P1 (PRORP1) has
been shown to function in both mitochondria angtda(Gobert et al., 2010). The three other
dual targeted PPR proteins are editing factors, &TkHammani et al., 2011), maize
PPR2263 and it&rabidopsisortholog MEF29 (Sosso et al., 2012). However, rtlegiiting
function have only been observed in mitochondriemil@rly, in this study, a molecular
function for OTP90 was only shown in mitochondiiie reason of the dual targeting of these
proteins was not discovered yet. Even if editing idynamic process, it was showed that in
evolution of angiosperms loss of plastid editingnisre frequent than editing gain (Takenaka
et al., 2013b). A similar evolutionary scenarialso thought to occur in mitochondria based
in the fact that angiosperm species have lostredigvents in relation to gymnosperms and
also during a more recent evolution of silene gme{Richardson et al., 2013). In this context,

it is possible to suggest a tentative explanatibdual targeted PPR editing factors showing
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functionality in a single organelle. Thus, it mag possible that during evolution the dual
targeting of some PPR proteins were not modifiegheat their editing target(s) event(s) were
lost in one organelle. That explanation implied tha retention of protein dual targeting was
tolerated due to a minimum of perturbation in thetabolism. Nonetheless, these proteins
could also have a not yet explored function in Rpk&cessing or translation, for example.
This last hypothesis needs also to be evaluatedodilne recently found multiple functionality
in RNA metabolism of maize PPR protein ATP4, theholog of the Arabidopsis
SUPRESSOR of VARIEGATION 7 (SVR7) (Zoschke et @D13). Zoschke and colleagues
found that ATP4 in addition to be implicated in prating atpB translation, it take part also in
the stabilization ofrpl16-rpl14 dicistronic RNA. Thus, more studies will be neeagsto
verify these hypotheses. Many putative dual tady€BPR editing factors were identified in
Arabidopsis (Colcombet et al., 2013) reason whycesrenot exclude that, among them, some

PPR involved in editing in both organelles coulddisxovered.

What is the link between RNA editing and splicingm otp90?

RNA editing is important to conserve the amino asatuence of organelle proteins by
correcting the mutational events in organelles ge® and also to conserve and regulate
splicing events in plants through RNA structurabgization (Farre et al., 2012; Kagami et
al., 2012). These functions are not mutually exekiand need to be integrated to better

understand organelle RNA metabolism.

Although six proteins are found to be involvedniadl splicing, nMAT1, nMAT2, nMATA4,
OTP43, PMH2 and mCSF1 (de Longevialle et al., 2008ten et al., 2009; Kohler et al.,
2009; Keren et al., 2012; Zmudijak et al., 2013; €olket al., 2014) and seven trans acting
factors, MEF11, MEF14, SLO2, MORF1, MORF3, MORF& aMEF25, MEF32 are known
to be involved imadlediting events (Verbitskiy et al., 2011; Bentoktaal., 2012; Takenaka
et al., 2012; Zhu et al., 2012; Arenas et al., 20Hkenaka et al., 2013a), little is known about
the mechanism afadltranscriptamaturation and less about the dynamic of the RN#tgin

complexes acting in this process.
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Analysis of the putative connections between egliind splicing ohadl transcript inotp90
might suggest a connection between these proceRdEs.editing could affect the rate of
splicing because of changes in RNA conformatioriecéihg the fixation or recognition of
sequences by RNA splicing complex. This hypothesisupported by the observation that
editing is frequently shown to proceed at earlygstaof RNA metabolism and probably
before splicing events (de Longevialle et al., 2010 yeast, it was showed that unedited
intronic RNA molecules oDenotheramitochondrial transcripts were not spliced (Boreer
al., 1995). In addition, recent works have showat RNA editing of non-coding sequences
can affect RNA splicing of plant mitochondrial gengCastandet et al., 2010; Farre et al.,
2012). This influence could be easily explainedditing of specific nucleotides affects intron
stability. In this particular case we think thatsthypothesis is unlikely because the affected
editing site inotp90is located in the third exon of tmadl primary sequence and more than
100 bases after intron 1 trans-splicing site ifant2 cis-splicing is occurring at first place as
suggested previously in a tentative modehad1transcript maturation (de Longevialle et al.,
2007; Farre et al., 2012). Furthermore, in a terdaif modeling the secondary RNA structure
of nadlintron 1 using mFold software, we did not find awdence supporting any change

between structures of edited and non edited RNA.

An alternative explanation could be a direct fumectof OTP90 in trans-splicing of intron 1.
This hypothesis is supported by the fact that PP&ems could act in different RNA
metabolic processes as showed for ATP4 (Zoschik,€t013). Moreover, even if there is no
real evidence of splicing mitochondrial complexésyas shown that several proteins can be
involved in the splicing of the same intron, sudopgsthe existence of splicing complexes as
was showed fotrnA intron splicing in Maize and Arabisopsis plast{#$rouchtchova et al.,
2012) but also ifChlamydomonas reinhardfalastidpsaAintron trans-splicing (Jacobs et al.,
2013). Finally, the involvement in splicing of PRiRoteins from the PLS subfamily such as
PpPPR43 and OTP70 suggests that this type of psotain be part of splicing complex. Thus,
a direct function of OTP90 imad1l splicing might be the simplest scenario to explhe
observations inotp90 mutant. Nevertheless, only structural studies widbus on RNA
conformations and proteins involved in thadlintronl trans-splicing complex will help to

understand thetp90splicing phenotype
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Relationships of editing and splicing or editingldRNA processing are also found in genes
disrupting the function of plastid localized OTPadd SEEDLING LETHAL 1 (SEL1 also
known as PMD1) PPR proteins (Chateigner-Boutinlet2811; Pyo et al., 2013). Between
them, otp70 mutant share witlotp90 mutant the aspects of be affected in RNA editind a
splicing inside a gene. However the results sugtegtOTP70 and OTP90 could influence
these processes in different ways. For OTP70, @meeBoutin and co-workers showed that
the main function of the protein is epoC1lintron 2 splicing and suggested that the increase
of rpoC1 edition in unspliced transcripts @itp70 was probably attributed to changes in
splicing kinetics. Here, we showed that OTP90 hagmain function in promoting editing
(nad1-C500 and suggested that it could be directly implidatenadlintronl trans-splicing.

In this context, a more complex picture is emergumgre editing could influence splicing but
vice versa splicing could influence editing. It sfsothe intricate relationships in organelle
RNA metabolism and the fact more analyses are sacgdo better understand organelle

RNA metabolism.

In summary, the work presented here supports tbentenodel of organellar C to U RNA
editing complexes in plants requiring the presesicboth PPR and MORF proteins for an
efficient RNA editing (Takenaka et al., 2013b).dddition, even if there is no evidence of a
direct function of OTP90 in splicing, its dual tatog, its interaction with the plastid editing
factor MORF2, together with the molecular phenotydeotp90 mutant in mitochondrial
editing and splicing suggest a complex profile widtions for this editing factor in the plant

cell.

MATERIALS AND METHODS

Subcellular protein localization

Sequences of primers used in this study are availabsupplemental table 3. OTP90 full-
length ORF without stop codon was amplified usingP®0-S and OTP90-E primers and
cloned into pDNR207 as described previously (Lwtnal., 2004). P35S::0TP90:DsRed?2

construct was obtained by LR recombination using290DsRed?2 destination vector (Lurin et
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al., 2004). C58C1 pSOUR. tumefacienstrain containing the binary plasmid was used to
transform A. thaliana Col-0 plants by floral dip procedure. Primary transfortsamwere
selected using BASTA in soil and PCR genotypingTddNA insertion was performed using
P35S-B, DsRed2-Rev and OTP90-R1 primers. Subcelltalization of the OTP90:DsRed?2
fusion protein was observed in root and cotyledatiscof 10-15 days old primary
transformants grown on MS solid medium using a spkd.eica SP2 AOBS confocal
microscope (Leica Microsystems) equipped with ggoardaser and a HeNe laser. To confirm
the mitochondrial localization, the seedlings westained with 1uM of Mito-tracker green
marker (Invitrogen) for 15-30 min. Signals wereeaded using laser lines at 488 nm (Mito-
tracker green; excitation/emission 488/510-530nng) 343 nm (DsRed2;excitation/emission
543/570-600nm / chlorophyll autofluorescence; etmn/emission 543/600-700nm). The
images were coded green (Mitotraker green or cploylh autofluorescence) and red
(DsRed2) giving yellow co-localization signals whgreen and red signals overlapped in

merged images.

Plant material, phenotype characterization and comf@mentation assay

Arabidopsis thalianaecotype Columbia-0 (Col-0) was used as wild tyfas. The two T-
DNA insertional mutants, SM_3 29668 and the SM_8529 from John Innes Centre
Enhancer/Suppressor-mutator lines (JIC SM) (Tissteal., 1999), were obtained from the
ABRC stock center. T-DNA homozygous plants weredeld by PCR genotyping using the
OTP90-RP, OTP90-LP and T-DNA Spm32 primers. Loedion of the insertion was verified
by sequencing of PCR products using the Spm32 prikkemozygousotp90 mutant plants
were obtained after three backcrosses using SM 6528s male donor and Col-0 as female
donor. Forin vitro phenotype characterization , seeds were surfaadiztd, sown in
Murashing and Skoog (MS) solid medium with 0.8% YAVbf agar-agar type E (SIGMA
ALDRICH) and grown in a growth chamber (16-h lighti dark cycle, 22°C, 50%
hygrometry) after cold treatment for 48h at 4°dnfary root length elongation was measured
on 12 day old plantlets after cold treatment ofdseesing EZ-Rhizo software (Armengaud,
2009). Plant used for phenotyping in soil were growchambers at 16h/8h light/dark cycles,
22°C at day and 17°C at night.
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For complementation aftp90mutant, a genomic 3595 bp fragment, containingptioenoter,
the Open Reading Frame (ORF) and the terminataomeyf theOTP90gene, was amplified
by PCR in two steps as described previously (Letiral 2004) using OTP90_Fgene and
OTP90_Rgene as primers and genomic DNA extractad the Col-0 ecotype as template.
This fragment was cloned in pDNR207 vector by B&omgbination reaction (Invitrogen) to
generate the entry vector containing @&P90gene and then subcloned in pGWB1 binary
vector (Nakagawa et al., 2007) by LR recombinatieaction (Invitrogen). C58C1 pMP90
Agrobacterium tumefacienstrain containingOTP90 in pGWB1 plasmid was used to
transformotp90 mutant plants by floral dip procedure as descripeliously (Clough and
Bent, 1998).Arabidopsis transformed plants were selected for T-DNA insartiosing
Kanamycin antibiotic (50pg/mL) and PCR genotypeithgispGWB4806 and OTP90-R1

primers.

Organelle RNA editing analysis

Total RNA from leaves of 20-22 day old plants wasracted using RNeasy plant mini kit
(QIAGEN). RNA was treated withpl of DNase | (Ambion 2UIL) two times for 30 min at
37°C. DNase | was inactivated after 10 min of iretidn at 75°C in a solution containing
2.5mM EDTA. RNA was precipitated and diluted in Ridafree water. cDNA was
synthesized using random hexamer primers and superf (Invitrogen). To evaluate RNA
editing in chloroplast transcripts, cDNA and spiecffrimers surrounding known organelle
editing events were used for PCR amplifications aequencing. For mitochondrial genes,
SNaPshot protocol (Takenaka and Brennicke, 2012 wsed to evaluate editing. It was
followed by sequencing when editing defectstip90Omutant was found by SNaPshot.

Chloroplast expression and mitochondrial splicing aalysis

Total RNA from leaves of 3 week old Col-0 aatp90 plants were extracted using RNeasy
plant mini kit (QIAGEN). Threeug of total RNA was treated with 1uL of DNase |
amplification grade (1WA, Invitrogen) two times for 20 min at 25°C. DNasewas
inactivated by 10 min of incubation at 65°C in dusion containing 2.5mM EDTA. 11§
total RNA was used to synthesize cDNA using randwxamer primers and superscript Il
(Invitrogen). Synthesized cDNA was used as templatequantitative PCR amplification
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(gPCR). Ten pL of gPCR reactions were performedguMESA SYBR Green gPCR master
mix (Eurogentec) and Roche LightCycler real timeRP€y/stem with the following thermal
cycling program: 95°C for 10 min, followed by 40ctgs of 95°C for 10s, 60°C for 10s and
72°C for 20s. Chloroplast transcript expressionlyam was performed with chloroplast
specific primers as reported previously (de Longkwiet al., 2008). Mitochondrial splicing
analyses were performed with mitochondrial specifioners as reported previously (de

Longevialle et al., 2007).

Yeast two hybrid assays

Sequences coding fdTP90 and the various MORF were cloned with the In-FasiD
cloning system (ClontechPTP90inserts were integrated into the binding domaint@iomg
vector pGBKT7, and MORF into the activator domaontaining vector pGADT7 of the
GAL4 Two Hybrid System 3 (Clontech). The vectorge@veo-transfected for expression into
yeast cells (PJ69-4A) according to the protocolastecells with both bait and prey vectors
were cultured in synthetic dropout medium withoatiland Trp. 5 pL of suspended cells with
an ODy of 0.3 were dropped onto the various selection isngdates. To detect strong

interactions, 2.5 mM of 3-Amino-1,2,4-triazole wadded in the media plates.

In Vivo Protein—Protein Interaction Assay with BiFC analysis

Forin vivo protein—protein interaction assay3TP9Q MORF1 MORF2 MORF3 MORF4
MORF5 and MORF9 were fused with either YFP-N(1-155) or YFP-C(1589Rat their C
terminus, respectively and cloned under 35S promQ@&P90 was cloned in pGWBL1 binary
vector (Nakagawa et al 2007) by LR recombinatioactien (Invitrogen) whereas MORF
proteins were cloned in pMDC123 vector (Curtis gassniklaus, 2003) containing a
multiple cloning site from pET41 (Merck Millipore dvagen®) with In-Fusion HD cloning
system (Clontech). Each construction was trangdeméo Agrobacteria. Combinations of
agrobacteria containing OTP90-YFP-N and each MORIP-C, on one hand and OTP90-
YFP-C and each MORF-YFPN, on the other hand, wesed uat equal concentration to
agroinfiltrate 3-weeks old tobacco leaves. Afternfirs of incubation at 21°C, transformed

tobacco cells were analyzed using a confocal mioqos Leica,TCS SP5 1.
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Mitochondrial native protein complex and complex lactivity assay

Isolation of Arabidopsis mitochondria was performaei previously (Kihn et al 2009) with
slight modifications. Ten grams of green tissuenr8-4 week old Arabidopsis plants were
crushed in 100 ml ice cold extraction buffer (0.3WMrose, 5 mM tetrasodium pyrophosphate
decahydrate, 2 mM EDTA, 10 mM potassium dihydroggrhosphate, 1%
polyvinylpyrrolidone K 25, 1% BSA, 1 mM DTT, 5 mMysteine, pH 7.5) with following
filtration through two layers of Miracloth (Calbibem, USA). Enrichment of mitochondria
was performed by following centrifugation steps; hih at 2000 g and collection of the
supernatant, 10 min at 24000 g and collection efpillet. The pellet was then resuspended in
5 ml of ice-cold wash buffer (0.3 M sucrose, 10 nMOPS, 1 mM EGTA, pH 7.2) and
homogenized with a potter. After centrifugation i@ min at 3000 g, the supernatant was
collected and centrifuged for 10 min at 24000 ge Tihal pellet was resuspended in {0@f
wash buffer with a paintbrush, applied on a 18%-Z8%b0 Percoll (GE Healthcare, USA)
step gradient (10 ml of 50%, 22 ml of 25%, 5 mI18Ps) containing 0.3 M sucrose and 10
mM MOPS (pH 7.2) and centrifuged 45 min at 400007ige mitochondria pellet was then
collected, washed 3 times with wash buffer (3 peltdBumes) and stored at &0 Blue native
electrophoresis was performed as previously inddcgSchagger et al., 1994). Fifteen mg of
mitochondria was resuspended inpd®f ACA buffer (750 mM amino carpoic acid, 0.5 mM
EDTA, 50 mM Bis-Tris, pH 7.0) and solubilized ingsence of 1% (final concentration)
dodecylmaltoside for 20 min on ice. Solubilized enliondria was clarified by centrifugation
for 5 min at 7,700 rpm in a bench centrifuge. Soptant was mixed with loading buffer (750
mM amino carpoic acid, 5% coomassie G-250) andmgbof proteins were separated in a
4.5%-12% BN gradient gel at 12 mA. Activity of t@@mmplex | was analysed by staining the
gel in 1 mM nitroblue tetrazolium 0.14 mM NADH, 16@M Tris, pH7.4 buffer. Staining was
stopped by fixing the gel in 40% methanol, 10% iacatid with following standard silver

staining.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. OTP90 is dually targeted to mitochondnml plastids in transgenirabidopsis
thalianaplants. A. Mitochondrial localization of OTP90 Arabidopsisroots. DsRed?2 signals
of OTP90:DsRed2 translational fusion are shownenh Mito Tracker Green signals in root
mitochondria are shown in green and yellow sigsal®w the overlay of OTP90:DsRed2 and
Mito Tracker Green signals. B. Chloroplast locdima of OTP90 protein inArabidopsis
cotyledons. DsRed2 signals of OTP90:DsRed2 are shiowed, auto-fluorescence signals of
chloroplast cotyledons are shown in green and welkignals show the overlay of

OTP90:DsRed2 and auto-fluorescence signals of aplast cotyledons.

Figure 2. Predicted domain structure of OTP90 aratroscopic phenotypes iatp90
homozygous plants. A. Predicted PPR, E, and DYWalnsnof OTP90, location of T-DNA
insertion and primers used for genotyping (LP: O0P, RP: OTP90-RP). B. Seedlings root
length of otp90 (Black column, n=72) is significantly shorter thémat of Col-O (white
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column, n=70) bubtp90 complemented line witlOTP90locus (gray column n=72) is not
different at 12 days after sowing on Murashine &k@og medium with 16h/8h light/dark
cycles. Error bars show confidence interval with0.001 and asterisks show significant
statistical differences between means using Stusiest witha=0.001. Representative plants
are shown in right panel with white line indicatesle bar of 1cm. C. Aerial fresh weight of
otp90 (Black column, n=33), Col-0 (white column, n=33)daotp90 complemented plants
(gray column n=35) are not statistical differen2@tdays after sowing in soil at 22°C days
and 16h/8h light/dark cycles. Error bars show aerice interval witlu=0.05. D. Percentage
of seeds under 25mm size of the total seeds priotuct otp90(Black column, n=4) is higher
than Col-0 (white column, n=4) plants. Error bam®w confidence interval witlu=0.05.
Asterisks show significant statistical differendastween means using Student t-test with
a=0.001.

Figure 3. Theotp90 mutant shows RNA editing defect in 6 mitochondsaés. Comparison
of the cDNA sequence of 6 RNA editing sites in toenFc, ccmB, nadl, ccmC, migBnes
from wild type plant Col-0,0tp90 and otp90 complemented byOTP9O0 locus. Editing

efficiency of each editing site are shown as pdaggn

Fig. 4 Yeast two hybrid analysis of OTP90 interaacs with MORF proteins. The open
reading frame for OTP90 was cloned in frame witk thinding domain (BD in vector

pGBKT7) and was co-transformed into yeast cell$lie various MORF proteins in frame
with the activation domain (AD) in vector pGADT7hé interactions were evaluated on
selective medium with SD-Ade-Leu-Trp-His after Hslaf incubation (7D) and also with2.5
mM of 3-Amino-1,2,4-triazole (3-AT, +) after 13 dapf incubation (13D). Positive control is
a test of the known protein interaction using tleetors pGBKT7 p35 with pGADT7 T and

the negative control using pGBKT7 Lam with pGADT.7The results show strong interaction
of OTP90 with MORF1, MORF2, MORF3, MORF4 and MORF6.

Figure 5. BIFC analysis of OTP90 proteins with roitondrial targeted MORF1, MORF3,
and chloroplast targeted MORF2 proteins in tobdeawes. OTP90 and all MORF are cloned
both in YFP-N and YFP-C vectors. Labels in leftesidof each set of panel indicate the
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various constructions co-transformed into the célébels above each set of panels indicates
the channels observed during the experimentatiaigin-protein interacting (YFP) signal in
yellow, mitochondrial localization control using XQarget sequence fusion with RFP signal
in red (mt), chloroplasts control using auto-fluisrent signal in green (cp) and merged of all 3
fluorescent signals with the differential interfiece contrast image for each construct
combination is also showed (merge). The white baeach panel indicate the scale bar of 50
pum. Except for the combination of OTP90 and MORKEP signals were not detected
(results of OTP90 with MORF4, MORF5, MORF6 or MOR&® shown in Supplemental
Figure).

Figure 6. Analysis of splicing of mitochondrial ganin otp90 mutant using RT-gPCR
approach. Splicing was measured in three biologealicates (black, white and gray) for all
of 9 mitochondrial genes containing intronsArabidopsis thalianaEvaluation of splicing
was perfomed using the relation showed in the sartaxis for each intron using specific
primers as previously described (De Longeviallale007). Bar errors show the standard
deviation (SD) of gPCR replicates in each biologregetition.

Figure 7. Blue-native protein gel analysis of thigochondrial extracts from wild type Col-0,
otp90 and otp90 complemented bYDTP9Q 7.5 micrograms of mitochondrial extract from
Col-0, otp90 and otp90 complementeglants were separated in the 4.5%-12% BN gradient
gel. The gels were stained for complex | activiy) prior to staining with silver staining
(B). No significant difference in amounts and enayim activities of complex | in Col-0,

otp90and complemented line were detectables.
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Supplemental Figure 1. Phylogenetic relationship @WTP90 ortholog proteins in 13
angiosperms species. OTP90 protein sequences Wiieed by blast from selected genomes
in phytozome web page V9.1 Best matches in eactiespavere blasted to others genomes
and the most related sequences to OTP90 and ATZ®G22@re recovered. Phylogenetics
relationship was constructed in MEGAS software (Teanet al, 2011) using sequence
alignments obtained by MUSCLE. Maximum likelihoocektmod using the best model fitting
the data, the Jones-Taylor-Thornton (JTT) model gathma distribution (G) with 1000
bootstraps was used to obtain the treeArabidopsis thalianaOTP90 (At OTP9O0:
AT1G25360) orthologs in other species afgabidopsis Lyrata(Aly OTP90: 472839),
Capsella rubella(Cru OTP90: Carubv10008344mjhellungiella halophila(Tha OTP9O0:
Thhalv10006846m),Poplus trichocarpa (Ptr OTP90: Potri.002G027800.1)yledicago
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Setaria italica(Sit OTP90: Si032758m.griza sativa(Os OTP90: Os079g39910.1 Vitis
vinifera (Viv OTP90: GSVIVG01009866001)Brachypodium distachyorfBrad OTP9O0:
Bradi1g22990.1).
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* * * * * * % * * %

PDI VARTTLLSAYSSSGNVKLAQQLFNATPLTI RDTVSYNAM TAYSHGNDGHAALNLFVQWKR- - YGFLPDPFTFSSVLSALSLI AD- EER
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PDKI ARTTMVSGYCASGDI TLARGVFEETSVSMRDTVMYNAM TGFSHNNDGYSAI KLFCKMVKH- - EGFQPDNFTFASVLAALALVVE- EEK
PDKI ARTTMVSGYCASGDVTLARCVFEETPLSMRDTVMYNAM TGFTHNHDGYSAI NMFCEMKR- - QGFKPDNFTFASVLAGLALVVE- EEK
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[PDI VART[TLI AAHSSAGNSNLAREI FFATPLG RDTVCYNAM TGYSHNNDG-GAI ELFRDLLR- - NGFRPDNFTFTSVLGALALI VE- DEK

158 |Page



M r_OTP90
Pt r _OTP90
At _OTP90
Al'y_OTP90
Bra_OTP90
Cru_OTP90
Tha_OTP90
Zm OTP90
Sit _OTP90
Sb_OTP90
GCs_OTP90
Brad_OTP90
Vi v_QOTP90

M r_OTP90
Pt r_OTP90
At _OTP90
Al'y_OTP90
Bra_OTP90
Cru_OTP90
Tha_OTP90
Zm OTP90
Sit _OrP90
Sh_OTP90
GCs_OTP90
Brad_OTP90
Vi v_QOTP90

M r_OTP90
Pt r _OTP90
At _OTP90
Al'y_OTP90
Bra_OTP90
Cru_OTP90
Tha_OTP90
Zm OTP90
Sit _OrP90
Sh_OTP90
GCs_OTP90
Brad_OTP90

* * **k kKk*k * * k% *

HCQVLHCEVI KLGTLLI PSVTNALLSCYVCCASSPLVKSSQLVASARKVFDETPKNQ YEPSW TM

* k *

RNDDLVAARELLDG-TYPI D-

HCQQL HCAVWKSGTGFVTSVLNAL| SSYVKCAASPSAQSSSL MAEARKL FDEMPNRD- - ELSWITI | KNNDL DAAKEFLNGT SKKLG-
QCVGF HARAL KSGAGYI TISVSNALVSVYSKCASSP- - - - - SLLHSARKVFDEI LEKD: - ERSWITMMIBYVKNGYF DL GEEL L EGVDDNVKL
QCVQFHAAALKSGAGYVTSVSNALVSVYSRCASSP- - - - - SLLHSARKVFDDI PEKD- - ERSWI' T KNGCFDL GKEL L KGVDENVKL
------------------------------------------------------------------ MT KNGFFDSGLELLEGVDEGVKL
QCL QFHAAALKSGAGSI TSVSNALVSVYSKCASSP- - - - - SLLHSARKVFDEMPEKD- - ERSWITM KNGCFDL GKEL L EVVDENVKV
DCVQFHAAAMKSGAGY! TSVLNALVSVYSKCA- - - - - - - - SM_SSARKVFDEI PEKD- - ERSWITM KNGFFDSGQDL L EGVDENMRL
RRCGDVGAARSVFEEVDGKFD-
HCAQLHCSVLKSGAGGALSVCNALI ALYMKCEAP- - - - - - VATREARKVLDEMPAKD- - ELTWI'T RRGDVGAARSVFEEVDGKFD-
HCAQLQCSVLKSGAGGVL SVSNALVALYMKCEAL - - - - - - EATRDARKVLDEMPDKD- - ALTW'T RRGDVGAARSVFEEVDVKFD-
HCT QLHCSVLKSGAAAVL SVSNAL | ALYMKCDTP- - - - - - EASVWDARKVLDEMPDKD- - DLTW'T RRGDVNAARSVFEEVDGKFD-
HCT QLHCAVHKL GAGAVL SVSNAL| ALYMKCDAP- - - - - - GVTRDARKVLDEMPEKD- - ELTWITI RKGDVHAARSAFEEI DGEFD-
QCQQ HCAVVKSGSGFVTSVLNAL L SVFVKCASSPLVSSSSL MAAARKL FDEMTERD- - ELSWITM RNGEL DAARQFL DGMTEKL V-

FDTFRR
FENFRK

VeRe= LI SABGSCNEKMGEVEFNCEROVBGY! LRTVWEPSHHFVL SV
MBKI QL A m AYFLKTVANPAPDVANPV

G SV KOVHAYVLRR HFD
AYVLRRE- - - - - DFSFHFD
AYALRRQ- - - - - DFSFHLD
AYVLRRE- - - - - DFSFHFD
AYVLRRE- - - - - NFSFHLD
X T RLQPNEVREAALPV
&Q | RLQPDFVPEAALPV
GQ TRLQPNFVPEAALPVI
GQ | RLQPNFVPEAALPV
GQFI RLQPDFVPEAAL PV
AYT LRTEPRPSI DFSLSV

ZSSSSSX XX RHZE

EEdEd N EEduld i<

1> > > > >IDO0N0nnon D> >
<=l 0V VNN< << < < <

I ANA- - - - GFFL

* * * * % * k% * * * *

NAQRI EEANSI FSEMPERNVLTWIVM SGLAQONG-CEEGLKL FNQVKSEGLEPCDYAFAGAI TA
NVRCVDEAKSFFNEMPEKNI LSW | M SGLAQ GFAEEAL KFFNRVKLQGFEPCDYAFAGAI | S
SSGHI GEAKLI FKEMKEKNI|LSWM M SG_AENG-GEEGQ_KLFSCVKREGFEPCIIYAFSGAI K]
SSGHI GEAKLI FKEMKEKNI LSWM M SGLAENGFGEEGLKLFSCVKREGFEPCDYAFSGAI KS
SSCHI GEAKLLFKEMEEKNI LTWM M SGLADNGFGEEGL RLFSCVRKEGFEPCDYAFSGAI KS
SSCHI GEAKLI FKEMKEKNI LTWM M SGLAENGFGEEGL KL FSCMKKEGFEPCDYAFSGAI KS
SSGHI GEAKLLFKEMKEKNI LTWM M SGLADNGFGEEGLRLFSCVRKEGFEPCDYAFSGAI KS
ESSCLDKAVEVFEEMPYKN
ESSCL DKAVEVFKEMPYKNEL SWWMWSGYVQGCRAEDAL KL FNVWRADDVKPCDYTYAGAI AA
ESSCL DKAVEVFEEMPYKNEL SWWWMWSGYVHGG-SEDAL KL FNRVRAEDVKPCDYTYAGAI SA
| DSGCL DKAVEVFKVMPYKNDL SWWVWSGYVHGGEL SEDAL KL FNQVRAEDVKPCDYT YAGAI AA
| ESGCLDNAARI FKEMPYKSEL SWWMWSGYVHGGEL AEDAL KL FNQVRSEDVKPCDYTYAGAVAA

* % % % * %

RM E
KVDI

Kl A
NI A
Kl VI
Kl A

159 |Page



Vi v_OTP90

M r_OTP90
Pt r _OTP90
At _OTP90
Al'y_OTP90
Bra_OTP90
Cru_OTP90
Tha_OTP90
Zm OTP90
Sit _OTP90
Sh_OTP90
GCs_OTP90
Brad_OTP90
Vi v_QOTP90

M r_OTP90
Pt r _OTP90
At _OTP90
Al'y_OTP90
Bra_OTP90
Cru_OTP90
Tha_OTP90
Zm OTP90
Sit _OTP90
Sh_OTP90
GCs_OTP90
Brad_OTP90
Vi v_OTP90

M r_OTP90
Pt r _OTP90
At _OTP90

Al'y_OTP90
Bra_OTP90
Cru_OTP90
Tha_OTP90
Zm OTP90

Sit _OTP90
Sh_OTP90

[RVDERROVENCHPVRBLVEIMAI BIBY- - - - -~~~ = === oooooosssoosooii oo

* * % * * *

CSVLGSLDNGQQ HSQVI RLGHDSGLSAGNALI TMYSRCGVVE
CSVL GSLKHCRQL HAQVWRYGYESSL SAGNALT TMYARCGVVD.
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[CGEL GAL KHGKQL HGH VL G-EGSNSAGNAL | TMYARCGAVK
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CGEL GSLKHGKQL HGHL VQL GFEGSNSAGNAL T TMYARCGAVK
CCEL GAL KHGRQL HAHL VQCGFEASNSAGNAL L TMYAKCGAVN
CCEL GAL KHGKQL HAHL VQCGFEASNSAGNAL L TMYARCGAVK
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| KEGRHYFDTMCTRYQA TPGEDHYARL| DLLCRAGWLKAQSVI KSMPFEAGAPI WEALLAGCRI HGNVELG QAAD
VKEGRKYFDSMHNVYGVNPDEEHYARI | DL L CRAGKFSEAKEVMESMPFEPGAPI WEALLAGCRI HGNI DLG EAAE
VDQGRKYFDSMETVYRI PPGADHYARL I DLL CRSGKFSDAESVI ESLPFKPTAEI WEAL L SGCRVHGNVELG | AAD
VDQGRKYFNSMVETVYRI PPGADHYARL| DLLCRSGKFSEAESI | ESLPFKPTAEI WVEALL SGCRVHGNMVELG | AAD
VDQGREYFDSMETVYCl PPGADHYSRLI DLLCRSGRFTEAESVI KSLPFEPTSQ WEALLSGCRVYGNVELG | AAE
VDQGRKYFDSMETI YRI PPGVDHYARLI| DLLCRSGKFSDAESVI KSLPFDPTAEI WEALL SGCRVHGNMELG | AAD
VEQGRRYFDSMETFYSI HPGPDHYARLI DLLCRSGRFSEAESVI KSLPFEPTAQ WEALLSACRVYGNVELG | AAE
VDEGFRYFESMKRDFG | PGEDHYTRLIT DLLGRAGRI GEARDLT KTMPFEPTPSIT WEAI L SGCRTSGDIVEL GAHAAD
VDEGFRYFESMKRDFG | PGEDHYARLI DLLGRAGRI GEARDLI KT1 PFEPTPSI VEAI L SGCRI NGDVEL GAYAAD
VDEGFQYFESMKRDFG | PGEDHYTRLI DLLGRAGRI GEARDLI KTMPFEPTPSI VEAI L SGCRT SGDVEL GAHAAD
VDEGFHYFESMKRDFG SPGEDHYARLI DLLGRSGRI GEARDLI KTMPFEPTPSI VVEAI L SGCRTNGDMEFGAYAAD
VDDGFQYFESMERDFG SPGEDHYARL I DLLGRAGRI GEARDLI KTMPFEPTPAI VVEAI LSGCRI NGDMVEL GAYAAD
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RLLELI PGQRDGTYI | LSNMYAAL GOWDEVARVRL L MRERGVKKEPGCSWEVENWHVFL VDDARHPEVQA
RL FEL KPQHDGT YVL L SNMYAVAGQWNDVAKVRKL MRDRGVKKEPGCSW EVENKVHSFL VGDANHPEVRQ
KLFGLI PEHDGTYM. L SNVHAATGEOWEEVARVRKL VRDRGVKKEVACSW EMVETQVHTFLVDDT SHPEAEA
KLFGLI PEHDGT YM.L SNMYAAT GONEEVARVRKL MRDRGVKKEVACSW EMVETQVHTFLVDDT SHPEAEA
KLFELI PEHDGT YM.L SNMYAAT CKVEEAARVRKL MRDRGVKKELACSW EVETQVHKFLVDDT SHPEAEA
KLFHLI PEHDGTYM.L SNMYAAT GOWDEVARVRKL MRDRGVKKEVACSW EVETQVHT FLVDDT SHPEAEA
KLFELI PEHDGTYM-L SNMYAATGQ/\EEMGR\/RKL I\/RDRG\/KKEL ACSWEVGPQVHTFLVDDTSI PESQA
QLFKMTPQHIX PGCSW EAGNKVHVFLVGDTKHPEAH
QLFKMIPQHDGT Y1 LL SNTYSAAGRV\X/ DAAKVRKL MRDRGVKKEPGCSW EVGNKVHVFLVGDTKHPEAH
QLFKMIPQHDGT Y1 LLSNTYSAAGRWDAARVRKL MRDRGVKKEPGCSW EAGNKVHVFVWGDTKHPEAH
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Brad_OTP90 QLFKMVPEHDGTYI LLSNTYSAAGRWDAARVRKL MRDRGVKKEPGCSW EVGNKVHVFLVGDTKHPDAH

Os_OTP90  QLFRM PQHDGTYI LLSNTYSAAGRWDAARVRKL MRDRGVKKEPGCSW EVGSKI HVFLVGDTKHPEAQEVIFQFIIEVI GARNRKL
RFLEMVGAKIVRKL
R0 1 = EEL GLKNRKL

M r_OTP90 SE- HREHS i VKIBPLGATI RVF G K| E
Pt r _OTP90 ESD- LKEHE KL g FMKEPHGATVRVF GRCHNAFKF RDGK
At _QTP90 HDVESDG AFGL VKEPPGTTI RI F GDCHNFFRFL ) =
Al'y OTP90 \WVESDGHKED Kl AVAFG PGTTI Rl F E NFFRFL QRD R E
Bra_QOTP90 ESDGHKQD Kl AVAFG PGRAI RVF GRCHNFF| YLSRWQRE RNGE
Cru_OTP90 ESNGHKED Kl AVAFG PRTTI RVF GDCHNFFRFL QRD RNEE
Tha_OTP90 ESDGHKAD KL : RGTAIl RVF GDCENFFRCL QRD RNGE
Zm OTP90 PH QKEHI RLAVGFGLLNEPPGATVTVL DDCHAAI MF GRE KDEE
Sit_QOrP90 PH QKEHI RLAVGFGL LKEPPGATVTVL n AAI VF GRE KDEE
Sb_OTP90 PH QKEHI RLAVGFGL LKERPGATVTVL DBCHAVMVF GRE K|

Os_OTP90 KF PH EKEYI KLAVGFGL LKERPGATVTVL G AMVF GRE KDEE
Brad_OTP90 KFALQDVAPH- EKE RLAVSFGL LKEPAGATVTVL G AMVF GRE KDEE
Viv_OTP90  KF SE- QKE KLAVGFGL LKERL GATVRVF GDCHNAFKF FRE KNGE

Supplemental Figure 2. Alignment of OTP90 orthgbogtein sequences of 13 selected angiosperms. rAéghwas performed using
MUSCLE . PPR domains ofZea mays and Vitis vinifera were obtained using TPR prediction software
(http://tprpred.tuebingen.mpg.de/tprpyeahd are shown in boxes (continued boxes for P@Raihs with p-value<I®and dashed
boxes for PPR domains with $8p-value>10@). Arabidopsis E, and DYW domains are indicatechwitcontinuous line, and a double
line, respectively. Conserved amino acids in adceps analyzed are highlighted and asterisks shawserved amino acids in all
selected species other than one of the two spBc#essca rapaor Vitis vinifera
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Supplemental Figure 3. Chloroplast transcripts lewe otp90. Chloroplast transcripts iotp90 and Col-0 wild-type plants were
quantified by qPCR using specific primers to eaamdcript as previously described (de longeviatlale2008). Transcript levels in
otp90was compared to the transcripts levels of wild-tgpe the ratios were normalized by nuclear geneSINE (white columns)
and 18S (black columns) and by the mean of chlastgranscriptpsbA, matK, psbK, psbl, atpA, atpF, atphdatpl (gray columns)
seeming to do not change their level of expresbemveen the mutant and the wild-type. Technicalicetes were performed and
standard deviation of the replicates is showea&mh transcript.
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At _nE
At
Bna
Cbe

Tae
Bvu
Viv

At _nE
At
Bna
Obe

Tae
Bvu
Viv

At _nE
At
Bna
Obe

At _nE
At
Bna
Cbe

Tae
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Viv

nadl transcript sequences

C500

!

aauauguguagguccccguaauucgagugagauugucau
aauauguguagguUcUUguaauuUgagugagauugucau
aauauguguagguUcUUguaauuUgagugagauugucau
aauauguguagguUcUUguaauuUgagugagauugucau
aauauguguagguUcUuguaauuUgagugagauugucau
aauauguguagguUcUuguaauuUgagugagauugucau
aauauguguagguUcuUguaauuUgagugagauugucau
aauauguguagguccccguaauulUgagugagauugucau

ccnC transcript sequences

C184

cucuauguacauguuccugcggcucggaugaguauuauu
cucuauguacauguuccugUggcuUggaugaguauuauu
cucuauguacauguuccugUggculUggaugaguauuauu
cUguauguacauguuccugUggcuUggaugaguauucuu
uUguauguacauguuccugUggcuUggaugaguauaguu
uUguauguacauguuccugUggcuUggaugaguauaguu
cucuauguacauguuccuguggcuUggaugaguauucuu
cUguauguacauguuccugcggculUggaugaguauucua

mtB transcript sequences

co7

!

gagaaguucgaauccguuccguucggauauugaucggucu
gagaaguucgaauccguuccguulUggauauugaucggucu
gagaaguucgaauccguuccguulUggauauugaucggucu
aagaaguucgaauccguuccguulUggauauugaucggucu
gagaaguucgaauccguuUcguuUggauauugaulggucu

ccnB transcript sequences

C80

!

cacgaguuuuucuucauuccucucguauaucgucguaac
cacgaguuuuucuuUauuUcuUuUguauaucgucguaac
cacgaguuuuucucUauuccucuUguauaulgucguaac
UacgaguuuuucuUUguuccucuUguauauUguUguaac
cacgaguuuuuuuuuauuccucuUguauaulgucgucac
cacgaguuuuuuuuuauuccuculUguauaulgucgucac
cacgaguuuuucucuauuccucuUguauaulgucguaac
cacgaguuuuuuuccauuccucucguauaucgucgucac

NAD1 proteins (151-180aa)

S167L

!

LI TVLI CVGPRNSSEl VMAQKQ WBG
LI TVLI CVi SEI VMAQKQ WFG
LI TVLI CVi SEI VMAQKQ WFG
LI TVLI CVi SEI VMAQKQ WFG
LI TVLI CVi SEI VMAQKQ WFG
LI TVLI CVi SEI VMAQKQ WFG
LI TVLI CV SEI VMAQKQ WFG
LI TVLI CVGPRNESEl VMAQKQ WEG

CCMC proteins (47-76aa)

R62W

QCGGNSRI LYVHVPAARNMSI | VYI ATAI NTF

QGGNSRI LYVHVI I 1 VYl ATAI NTF
QGGNSRI LYVHV I 1 VYl ATAI NTF
QGGNSRI EYVHVI I LVYI ATAI NTF
QGGNSRI EYVHVI I VI'YI ATAI N

QGGNSRI EYVHVI I VI'YI ATAI N

QGGNSRI LYVHVPV. I 1 VYl ATAI NTF
QSGNSRI BYVHVP. | LVYl ATAI NTL

MITB proteins (18-47aa)

R33W

FASETI LCEVRI RSVRI LI CLGLTWFTCYW

FAEETI LCEVRI RSVW LI CLGLTWFTCYW
FAEETI LGEVRI RSVW LI GLALTWFTCYW
FAEETI LEEVRI RSVW LI GL.ALTWFTCYW
FAEETFLGEVRI RE LI GLALTWFTCYW

CCMB proteins (12-42aa)

S27L

!

LI FSSTPI TSFSSFLSY! WTPLM.GFEKD
LI FSSTPI TSFSHFLEYI VWTPLM.GFEKD
LI FSSTPI TSFSHFLEYI VWTPLM.GFEKD
Q FSSTPI TSFSEFLEY! VWTPLM.GFEKD
Q FSSTPI TSFFLFLEYI VWTPLM GFEKD
Q FSSTPI TSFFLFLEYI VWTPLM GFEKD
Q FSSTPI TSFSLFLEYI WTPLM_GFEKD
Rl FLSTPI TSFFPFLSYl VWTPLM.GFEKD
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ccnB transcript sequences

C596

!

CCMB proteins (177-206aa)

S199L

At _nE guucguaucucuuuuuccaauuuCggucucgauuaguuu TEWFHVLSSI GYSSLFVSLFPI SVSI SLQD
At guucguaucucuuuuuccaauuulUggucucgauuaguuu TEWFHVLELI LFVSLFPI EVSI SLQD
Bna guuUguaucucuuuuuccaauuulggucucgauuaguuu TEWFHVLELI LFVSLFPI EVSI SLQD
e guuUguaucucuuuuuccaauuulggucucgauuaguuU TEWFHVLELI FVSLFPI EVSI SEQD
s uuuuguaucucuuuauccaauuulggucucgauuaguuU TEGFHVLELI FVSLYPI EVSI SEQD
Tae uuuuguaucucuuuauccaauuuUggucucgauuaguuU TEGFHVLELI FVSLYPI EVSI SEQD
Les guuUguaucucuuuuuccaauuulggucucgauuaguuU TEWFHVLELI FVSLFPI EVSI SEQD
Vi v guucgucucuuuuuuuucaaugucggucucgauuaguuu TEWFHAPSSI GYSSSFVSFFSMSVSI SEQD
ccnFc transcript sequences CCMFC proteins (177-206aa)
C1246 R416W
At _nE aacugccuuuuauuuuuuuuauucggauaggauuuaugu GWTTI MKLPFI FFI RI GFMLASLGGSPSL
At aacugccuuuuauuuuuuuuauuUggauaggauuuaugu GWYTTI MKLPFI FFI lir GFMLASLGGIPSL
Bna aacugccuuuuauuuuuuuuauuUggauaggauuuaugu GWTTI MKLPFI FFI W GFMLASLGGLPSL
e aacugccuuuuauuuuuuuuauuUggauaggauuuaugu GWYTTI MKLPFI FFI M GFMLASL GABGSL
Gs aauugccuuuucuuuuuaguauuUggauaggauuucugu GWTTI MKLPFLFSI W GFLLASEHGGSRSL
Tae aauugccuuuuauuuuuaguauuUggauaggauuucugu GWTTI MKLPFI FSI W GFLLASHGGSRSL
Bvu aacugccuuuucuuuuuuuuauuUggauaggauuucugu GWTTI MKLPFLFFI W GFLLASLGGSRSL
Vi v aacugccuuuuauuuuuuuuauucggauaggauuuauga GWYTTI MKLPFI FFI Rl GFMVASSGGERSL
Cpa aacugccuuuucuuuuuuugauucggauaggauuuaugu GWTTI MKLPFLFLI RI GFMLASLGGSRSL

Supplemental Figure 4. Surrounding RNA and prosgiquences of each RNA editing site targeted by
OTP90 inArabidopsisare aligned with corresponding sequence of sewarar angiosperm species.
REDIdb database (Picarei al2011) was used to obtain mitochondrial trans@gguences. Editing sites

in the targeted by OTP90 are indicated by an amod all editing events at each species are shown in
upper case U. Position of the amino acid (aa) i@ fimotein sequence windows @&frabidopsis
mitochondrial proteins are shown in brackets. Amawad substitutions in protein sequences caused by
editing are highlighted. Amino acid positions cgpending to the edited codons targeted by OTP90 in
Arabidopsisare indicated by an arrow. At_nBrabidopsis thalianaio edited sequence, Adrabidopsis
thaliana edited sequence, Bn&rasica napusedited sequence, Ob&enothera berterianaedited
sequence, OLriza sativaedited sequence, Ta€riticum aestivunedited sequence, BvBeta vulgaris
edited sequence, Lesycopersicon esculentuadited sequence, VWitis viniferaedited sequence, Cpa:
Carica papayeaedited sequence.
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- 35 l +1b
cntB- C80 icuccacaccaaucacgaguuuuuc uUauuUlcu uauaucgucguaaci
nt t B- C97 juuacuuauauauauccuaugaauutlaauuucgca gaaacgauucuagg:
nadl- C500 iuauuacuguacuaauauguguagguUcUUguaau agugagauugucau.
cnckc- C1246 iccacUauaaugaaacugccuuuua uuuuuuuau gauaggauuuaugui
ccntc- C184 ;auucucguauucucuauguacauguuccugUggc gaugaguauuauua,
cncB- C596 iuuauuUcuchuguucguaucucu uuuccaauu gucucgauuaguuui

Supplemental Figure 5. Alignment of transcriptsusgges surrounding the all RNA editing
sites targeted by OTP90. Nucleotide windows (-38 af5) around each editing site (0,
indicated by an arrow) are shown. Shared nuclesiidall aligned sequences are highlighted
and other editing events in the surrounding secqeiane showed in upper case U.

Supplemental Table 1. Prediction of localization @TP90 protein orthologs using five
predictors available in the web.

. » WoOLF Plant-
Protein name  Predotar TargetP  Target P PSORT mPLoc ATP
At OTP9( None M - M, c C m/c (0.6565%
Aly OTP90 None M - M, c C,cytoom  m/c (0.53062)
Cru OTP90 None M - M, cyto, ¢ C m/c (0.65653)
Bra OTP90 None - - - C -
Tha OTP90 None M - M, c C m/c (0.65653)
Mtr OTP90 None M - cyto, ¢ C m/c (0.52957)
Ptr OTP90 None M - C C m/c (0.68813)
Viv OTP9C M M M C C -
Os OTP90 M C C C C -
Brad OTP90 C C C C C,m -
Sit OTP9( C C C C C,r m/c (0.5395¢
Zm OTP90 C C - C C m/c (0.57119)
Sb OTP90 C C C C C,m -

Captions need to be considered as m: possiblychindria, M: Mitochondria, c¢: Possibly plastid, C:
Plastid, cyto: Cytoplasm, m/c: possibly mitochoadaind plastid. Predotar prediction was obtained
using version 1.03 (http://urgi.versailles.inrgfedotar/predotar.html). Target P prediction was
obtained selecting prediction for plant organismthwno cutoffs and also with cutoffs using
specificity>0.90, this last showed with an asterRredictions using WoLF PSORT was obtained in
its website (http://wolfpsort.org/) and results evémterpreted as followed: Uppercase was used when
score was upper than 9 signaling a confidenceamtediction and lowercase for scores between 3
and 9 indicating a posible secondary location ipted. Plant-mPLoc prediction was obtained using
version 2.0, in this predictor the first locatiomsvinterpreted as the most accurate and the adisers
possible type of location (http://www.csbio.sjtwezh/bioinf/plant-multi/). Ambigous Targeting
Prediction (ATP) was obtained in its website cosittescore values rangin from 0.5 to 0.7 showed in
brackets as possibly dual targeted protein by aousig targeting peptide sequence
(http://www.cosmoss.org/bm/ATP
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Supplemental Table &tp90mitochondrial C to U editing events screened by Bt
and/pr seqqencing.

108wl NP s an o 8E aH
W10 10 W0 1w 100

U6 3 M S5 JE W TM 74 7 Q8 T S 86 D7 1009 LG 1M 0
00 100 W0 100 00 10 100 10 100 100 10 0 10 100 10 10 100 @

cBE e g

14 a1 X3 30 33 ) ] £ “a
2 » M @2 e W wm o

col @ W0 @ 00 W0 I 0 10

om#0 . N .

R

opr0 .. .

rpad 64 &3 134 132 0 151 1ws

) . L .o

md T @B D m % WMOSM e% %7 W2 G 08 02 08

Cob % KO 60 L0 0 K0 0 M0 00 10 M0 0 W0 @ W e 100

WJ? kol los 145 96 - 4

10 00

g
58
g

&
CEh

Mitochondrial editing eents levels are estimated for each gene in pegemtdated to the pict
size relations. Arabidopsis mitochondrial nucleet&tliting events analysed are indicated by -
position in tke transcript sequence. Syml(-) means that no significant difel@s were found i
otp90related to col-0.

Supplemental Table 3. Sequence of primers usddgrstudy

Name Segence (5'to !

OTP90-S GGAGATAGAACCATGCAACCGAATCCAGACCTTC
OTP90-E TCCACCTCCGGATCCCCAGAAGTTACCACAAGAACA(
P35S-B AGTGGAAAAGGAAGGTGGCT

DsRed2-Rev TGAACTCGGTGATGACGTTC

OTP90-RP CAAACCTTCTTCTCCAAACCC

OTP90-LP TCATTACTTTCGGGTTTCAGC(

Spm32 TACGAATAAGAGCGTCCATTTTAGAGTGA

OTP90_Fgene AAAGCAGGCTTCAATTGGGCTGGAGTTTTAAT
OTP90_Rgene GAAAGCTGGGTCAAAAGCCTTACAATTGTTGC
pGWB4806 AGTGAGCGCAACGCAATTA

OTP90-R1 TGTCCCAATGCAGCAATCAACGC
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ABSTRACT

RNA metabolism in plant organelles involves sevgiabcesses including RNA editing,
splicing, polycistronic cleavage, 5’ and 3’ matiwatand translation initiation. In particular,
plant organelle RNA editing corresponds to nucittonversions involving multi-subunits
protein complexes. In plant organelles, centraygia of this process are members of the
PentatricoPeptide Repeat protein family. They actspecify the target editing site in
interaction with the Multiple Organelle editing Fais. Nevertheless, the composition of
organelle RNA editing complexes is still poorly ko Here, through a tandem affinity
purification of tagged proteins approach, we exgdoa plastid RNA editing complex using
CLB19 editing factor as a bait. This approach helpe to identify two essential PPR partners,
dualy targeted to both organelles. Genetic and cotde characterizations confirmed the
implication of one partner of the complex in pldstiditing at the same sites as CLB19. In
addition, reverse genetics results showed thatias targeted PPR protein is also involved in
RNA editing in mitochondria. The results showedehstrong support our previous results
showing that in organelle RNA editing complexeg BPR, E and DYW domains are always

presents.

Key Words: RNA editing, Mitochondria, ChloroplastPR protein, Dual targeting, Embryo
lethality, Arabidopsis thaliana
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INTRODUCTION

RNA modifications are wide spread mechanisms oaugiin all living organisms. Several
types of RNA modifications are known and could beid®d in two major classes: i)
structural changes in RNA sequences and ii) alteratof RNA sequence that change
genetic information carried by RNA (Grosjean, 200B)is last class of modifications is
also known as RNA editing. RNA editing was disc@emore than 25 years ago when it
was shown, imfrypanosomma brucethat nucleotide insertions in the mitochonddek2
transcripts were required to obtain functional s@ipts encoding COX2 (Benne et al.,
1986). After that, importance of the RNA editingechanisms was clearly demonstrated in
a wide range of organisms, including plants (Takanat al., 2013b). Two distinct
mechanisms can lead to editing. Base deletionssertions mediated by guide RNA
molecules and conversions or substitutions. Coimmeleads to the chemical alteration of
an individual nucleotide by a protein complex regamg a specific target sequence and is
catalyzed by enzymes such as cytidine deamisasds (€ conversions) or adenosine

deaminases (A to T conversions).

In plants, RNA editing is mainly associated to RMcleotide base conversions of
organelle transcripts. Plant organelle RNA editrag been detected for the first time in
mitochondrial transcripts independently by threante (Covello and Gray, 1989;
Gualberto et al., 1989; Hiesel et al., 1989). Thesealts showed that RNA editing process
was involved in conversions of cytosine into urauicleotides (C to U). Conversions of
uracil into cytosine (U to C) was described subsetjy and occur in the mitochondrial
transcriptsless frequently than C to U conversi@salberto et al., 1990; Schuster et al.,
1990). RNA editing events are now well documentedath plant organelles ; C to U
conversions are common among clades of land plahisreas U to C changes are
prevalent in only some clades (Malek et al., 19&yer et al., 1997; Yoshinaga et al.,
1997). To date, C to U, U to C and A to | convensiare known to proceed in land plant
organelles but are not observed in green algaeirariie special case d¥larchantia
polymorpha(Delannoy et al., 2009; Knoop, 2011; Takenakd.e@13b).

In land plants, C to U conversion is mostly studi@drrent data shows that gain or loss of
editing sites have been detected during differeeriogs of plant evolution (Fujii and

Small, 2011; Richardson et al., 2013). Except Kbarchantia polymorphan which
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organelle RNA are not edited, C to U RNA editingand plant organelles range from 2
events inPhyscomitrella patenglastids to more than 2000 8elaginella moellendorffii
mitochondria (Fujii and Small, 2011; Hecht et &Q11; Takenaka et al., 2013b). In
flowering plants, the number of editing events lesw species is more conserved ranging
from 300 to 600 in mitochondria and from 25 to M5piastids (Fujii and Small, 2011,
Huang et al., 2013; Takenaka et al., 2013b). Itiqadar, more than 500 RNA editing sites
were reported in Arabidopsis mitochondria wherdasua 40 sites were identified in its
plastids (Bentolila et al., 2013; Ruwe et al., 2013

The molecular mechanism of editing in land planés wighlighted by the study of a site
specific trans-acting factor named CHLORESPIRATORREDUCTION4 (CRR4),
involved in plastid RNA editing (Kotera et al., Z)0This striking contribution stimulates
the subsequent finding of new site specific tractéag factors required for plant organelle
RNA editing, all of them belonging to the family &fentatricoPeptide Repeat (PPR)
containing domain. The PPR domain is a degenemwggeptide showing a conserved
structural conformation of two antiparallel heliyeged by an unstructured sequence, this
helix-loop-helix conformation being repeated indam in the protein (Small and Peeters,
2000; Delannoy et al.,, 2007; Howard et al., 20I12)e PPR proteins are encoded by
nuclear genomes of a wide range of eukaryotes. Meryvé¢heir distribution is not similar
between all species and a clear expansion of théyfdnas been observed in land plants
(O'Toole et al., 2008; Schmitz-Linneweber and Sn24lD8). Most members of this family
are targeted to organelles. Indeed, in Arabidopgigreas 57% of the PPR proteins are
localized or predicted to be localized in mitochwad24% in plastids, about 10 % in both
organelles, very few of them have been convincedyected outside the organelles
(Colcombet et al.,, 2013). In land plants, the mataf PPR domain within proteins in
conjunction with additional domains helped to dfysthe PPR family (Lurin et al., 2004;
Rivals et al., 2006). This classification of PPRotpms divided the family into two
subfamilies, the PPR P and the PPR PLS. This lasamiily was also subdivided in two
subgroups, the PLS-E and the PLS-E-DYW, accordinthé¢ presence of a C-terminal E
domain alone or an E and DYW domains. Besides tineiolvement in RNA editing
process, members of PPR family have been alsoaatpli in all types of processes of
organelle RNA metabolism such as 5’ or 3’ trandcstpbilization and processing, splicing

and translation (Schmitz-Linneweber and Small, 2008
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Biochemical and structural evidence showed that PRfRins could interact with RNA
molecules through their PPR domains (Prikryl et2011; Okuda and Shikanai, 2012). A
code for RNA recognition by PPR proteins was rdgestiggested by biochemical and
bioinformatics approaches (Barkan et al., 2012;ehaka et al., 2013a; Yagi et al., 2013).
In this code, and according to PROSITE PPR domaidet) the nucleotide recognition is
achieved by the combination of three amino acids, Ibcated in a first PPR domain(3
and 8" position) and the last one being at tRgpsition (1') of the following domain. The
structural determination of PPR-RNA complexes rédgesonfirmed that the specificity of
recognition is mainly associated to th8 position as previously suggested (Ke et al.,
2013; Yin et al., 2013). Furthermore, these stmasttshowed that a PPR protein dimer

could be involved in the interaction with a RNA raclile.

To date, in land plant, more than 60 PPR proteiesevshown to be involved in RNA
editing. Most of them belong to the PLS subfamihg garticularly to the PLS-E and PLS-
E-DYW subgroups. While a function in RNA-Proteirtaéraction is well defined for PPR
domains, the functions of E and DYW domains remaiclear and controversial.
Molecular and phylogenetic evidences suggest thahdE DYW C-terminal domains are
required for editing activity. Although no catalytactivity has been demonstrated for the
DYW domain yet, it has been hypothesized that itil@¢ocontain the RNA editing
enzymatic activity (Salone et al., 2007; Boussareioal., 2012; Rudinger et al., 2012).

Besides PPR proteins, several proteins were algarsiio be involved in C to U RNA
editing process. Mitiple ORganellar editing &ctors (MORF) were recently described as
required for many editing sites of plant organellesA. thaliana,9 MORF proteins are
encoded by the genome and predicted to be localizede or both organelles (Takenaka
et al.,, 2012; Bentolila et al., 2013). These praeiunction as general factors targeting
several editing sites of organelle transcripts €relka et al., 2012; Bentolila et al., 2013).
Interactions with PPR proteins have been demomestrat the case of MORF8-MEF10,
MORF8-RARE1 and, MORF1-OTP90 using yeast two hylekgeriments or in planta
BiFC experiments (Bentolila et al., 2012; Takenakal., 2012) (Lopez-Obanda al, in
preparation). Proteins containingNR Recognition _Mtifs (RRM) were also found to
influence RNA editing in plant organelles. For exden mutants in CHLOROPLAST
RIBONUCLEOPROTEINS 31A or 31B (CP31A, CP31B) arteeted in RNA editing of
several chloroplast transcripts but also in organdRNA stability (Tillich et al., 2009).
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Interestingly, the_ ®GANELLE RNA RECOGNITION MOTIF 1 (ORRM1) protein,
containing both a RRM motif and domains relatedt©ORF proteins, was shown to be
implicated in several chloroplast RNA editing ewemt A. thalianaandZ. mays(Sun et
al., 2013).

The RNA editing field has been subjected to intemstudies during last two decades.
Different types of protein complex have been asdedito several RNA editing systems,
some of them being high molecular weight complexdiég, the 20S editiosome OfF.
brucei (Goringer, 2012). In land plant organelles, resatliowing that several proteins are
required for the same editing events and that prateeractions occur between protein
involved in RNA editing support the existence of BNA editing protein complexes
similar to editosomes of tripanosomes. However,nipladiting complex protein
composition remains unresolved and further studiesneeded to identify members of

these complexes and their functions.

Here, we implemented a Tap-tag approach to gailghihsnto the composition of a
chloroplast editing complex. We use the known aast editing factor CLB19 required
for rpoA and clpP editing (Chateigner-Boutin et al., 2008) as a Wait Tap-tag

experiments. We identified two additional PPR praterequired folA. thalianaembryo

development, that participate into the CLB19 editicomplex. Two allelic mutations
affecting one of these proteinsaltered the ediéfiigiency of CLB19 target sites together
with mitochondria sites. The function of the thiddPR protein of this complex was not
characterized because of embryo lethality of itstamu lines. This work is the first
demonstration that a PPR protein dually targetemhitochondria and plastid can function

in both organelles as an editing factor.

RESULTS

Exploring the CLB19 chloroplast editing complex

A TAP-Tag approach was developed using Arabidopesiisculture to gain insight into the
in vivo composition of an RNA editing complex of land plasttloroplasts. To this
purpose, the previously characterized chloroplaging factor CLB19, targetingpoA-
C200 (78691) anctlpP-C559(69942) editing sites (Chateigner-Boutin et a0&), was
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use as bait. Three proteins were identified withhhconfidence as partners of CLB19
complex in four independent experiments (Tableupptemental figure 1). Even if others
proteins have been identified in individual expeants, their scores and/or their absence in
at least one of the 4 experiments lead us to ercthdm from the CLB19 partner list
(Supplemental Table 1). In the fourth TAP-Tag ekpent performed, samples were
subjected to RNase treatment before the purifinafioocedure. This treatment did not
affect the nature of the proteins identified in doenplex suggestingthat the proteins could
either interact directly or form a complex in whitlte RNA sequences are protected from

RNase treatment.

Four proteins were reproducibly purified during g¢be TAP-tag experiments. The
CHLOROPLAST CHAPERONIN 60 ALPHA (CNP60A, AT2G28000)s identified in
all experiments, however it is also considered siciy protein often detected in this type
of experiments, reason why it was excluded from ghlksequent analysis. AT1G05750
protein is the CLB19 bait protein whereas AT3G4924@d AT2G15690 are two
uncharacterized PPR proteins. According to the Pla&Ssification AT3G49240codes for

a protein that belongs to the PPR P subfamily whivels named here as ORGANELLE
TRANSCRIPT PROCESSING 100 (OTP100) wheréde2G15690encodes a PLS-E-
DYW subgroup PPR proteiim sillico prediction of domains showed that OTP100 harbors
11 predicted PPR domains, a predictectidar_Localisation &nal (NLS) located in its N-
terminal sequence between amino acid positionsnd%4d, and a 100 amino acid long C-
terminal region without any conserved domain. TKRigerminal region has a low
probability to form a coil-coiled structure, typlaoaf transcription factors. Ifrabidopsis
thaliana, OTP100 is closely related to the PPR protein GLWMINE RICH PROTEIN 23
(GRP23) (Ding et al., 2006). The phylogenetic asiglyperformed using sequences of
several available angiosperms genomes showed th@at310OTP100 paralogs could be

found in these genomes with an orthology link toR@R proteins (Supplemental figure 2).

The second PPR partner of CLB19, encoded byAi&G15690yene, is an atypical PLS-
DYW PPR protein containing five predicted PPR damaand a C-terminal DYW
separated by an amino acid sequence that do retycrrespond to an E domain. This
unusual architecture is shared by only five othamsteins in theA. thaliana genome
among which is the recently described DYW1 chloasplediting factor (Boussardon et
al., 2012). For this reason, this protein was narhedeafter the DYW2 protein.
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Arabidopsis DYW2 protein is related to DYW1 but@l® the Mitochondrial Editing
Factors MEF8, MEF8S and to two others PPR proteiih unknown function
AT2G34370, named DYW3 and AT1G29710, named DYW4#séhproteins forming a
specific subfamily in Arabidopsis (O'Toole et a008; Verbitskiy et al., 2012). To
understand the relationships between these protam®xpanded phylogenetic analysis
was realized using the genomes of several angiospeavailable in phytozome web page
version 9 (Supplemental figure 3). This analysisvetd that DYW2 protein is present in
all angiosperm species, mostly as a single copy géth the exception afea maysand
Medicago truncatulawhere several paralogs are found suggesting gapkcdtions in
these species. Additionally, our results also ssggeat the DYW2 orthologous group is
the most closely related to the DYW1 group. Conade MEF8, MEF8S, DYW3 and
DYW4 proteins, the analysis showed that these p®thave probably a more complex
evolutionary history. In th@rassicaceadamily, MEF8 protein has one ortholog in each
specy whereas MEF8S, DYW3 and DYW4 proteins wetteidentified in some species.
For the Gramineaefamily, the situation is different since thereasly one paralog of
MEF8, MEF8S, DYW3 and DYW4 in each specy suggestmglutionary differences

between monocotyledons and dicotyledons species.

OTP100 and DYW?2 are dually targeted to chloroplasand mitochondria

In our previous study “Systematic study of subdatidocalisation ofArabidopsisPPR
proteins”, we showed that OTP100 is dually targetechitochondria and chloroplast and
also proposed a putative dual targeting to bottameties for DYW2 (Colcombett al,
2013). To confirm the dual localisation of DYW2 dedd from available proteomic data,
the localization of the full length DYW2 proteindied to DsRed2 expressed under the
control of the Cauliflower mosaic virus 35S pronrot&as evaluate in stable Arabidopsis
transgenic lines. The localization of this transkal fusion was observed under confocal
microscope using chlorophyll autofluorecence andotrdcker green as markers of
chloroplast and mitochondria localization, respegtti. A strong DsRed2 signal
overlapping with mitotraker green signal was obsdnin root cells confirming that
DYW2 was addressed to mitochondria. Similar strgnmctuated signals were also
recovered in cotyledons as well as faint signalslocalizing with chlorophyll

autofluorescence. Even if mitotraker did not allesvto labeled cotyledon mitochondria in
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our experiments, these last results strongly supp@vious proteomics data indicating
that DYW?2 is dually targeted to both organelleg(Fe 1).

OTP100 and DYW?2 proteins are crucial forA. thaliana embryo development

A reverse genetics approach was used to identdyniblecular functions of DYW2 and
OTP100 proteins. Several T-DNA insertion lines weneilable in theDYW2 gene
(AT2G1569). We identified two mutant lines carrying insen#o into the coding
sequencedyw2-1 (GK_332A07) anddyw2-2 (FLAG_435F11) in the Columbia (Col-0)
and Wassilewskija (Ws) genotypes respectively. tditeon, a third line, dyw2-3
(SALK _002014.56), was selected with an insertiothie promotein the Col-0 genotype.
T-DNA insertions were confirmed by sequencing PG8dpcts corresponding to T-DNA
flanking sequences and their localizations arstitated in Figure 2A. Becaudgw?2-1and
dyw2-2 T-DNA insertion were located iDYW?2 coding region, we initially performed
genetic analysis using selfed progenies to idemtdgnozygous plant for both mutations.
However, plants homozygous for tligw2 mutations were never recovered for either
allele. Overall, 198 and 107 seedlings, correspuntbdyw?2-1anddyw?2-2self progenies,
respectively, were PCR genotyped (SupplementaleTapl Results obtained showed that
the T-DNA transmission rate of both allele mutamtas lower than expected for a
Mendelian trait. Indeed, amoung the viable seedl|imyly two-third carried the T-DNA
insertion (at heterozygous state), supporting diyat2-1anddyw2-2mutations are embryo
lethal mutations leading to the loss of homozygougants. To support these results we
characterized the phenotype of these mutants iailsletin soil and with long-day
conditions, all heterozygous plants -carryirdyw2-1 or dyw2-2 mutation were
indistinguishable from their wild type counterpaf¥e stained and examined pollen by
Alexander staining of mature anthers from both migtaResults indicated that all pollen
grains were viable in both heterozygous mutants thatl mutations did not affect male
gametophyte viability (Figure 2B). However, numesowhite or small seeds
corresponding to aborting embryos were observesiliues of heterozygous plants. This
phenotype is common in embryo lethal PPR mutarfeciafd at late stages of embryo
development (Colcombet et al., 2013)(Figure 2C)s Tihenotype seems to be dependent
of genetic background since it was more severbenlyw2-2mutantline in which several
seeds were collapsedyw?2-3 carries a T-DNA insertion located 94 nucleotidestream

of the translation initiation codon in the promotegion of theDYW2gene. Homozygous
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dyw2-3 plants were identified using PCR genotyping. Thegrbored a wild type
phenotype in soil and under long-day conditionsg@Feé 3A). Finally, a genetic
complementation assay betwedyw?2-landdyw?2-2mutant lines, using reciprocal crosses,
confirmed thatdyw?2-1 and dyw2-2 are allelic mutations responsible for the observed

embryo lethal phenotype (Supplemental Table 3).

Only two T-DNA insertion lines are available in t¥rP100gene. They were named
otp100-1 (SALK_069042) andotp100-2(SAIL_784_A11) and were both identified in
Col-0 genotype (Supplemental figure 4). These twatamt lines were previously
characterized as embryo defective mutam1796during the seedgenes project (Bryant
et al., 2010). The phenotype of homozygous muténteharacterized by an embryo
development arrest before globular stage and sesdsin white whereas viable embryo
became green due to photosynthesis activity ineblaenormal embryogenesis process of
A. thalianaseeds (Cushing et al., 2005).

For bothdyw2andotp100mutants, we tried to rescue the embryo developineottder to

obtain homozygous plants. We used sucrose enrichedium and specific growth
conditions previously described to rescue other rgmidethal or PPR mutants (de
Longevialle et al., 2008; Chi et al., 2010; Geettsl., 2011). Unfortunately, we were not

able to recover homozygous plants from any of deatified mutations.

DYW?2 protein is involved in editing of chloroplastand mitochondria transcripts

RT-gPCR performed odyw2-3homozygous mutant plants revealed a reductiddYikiv2
gene expression which did not affé@TP100transcript accumulation (Figure 3B). This
result indicated thadyw23 is a weak allele dDYW2mutant, partially disrupting its gene
expression. We evaluated RNA editing in plastidd amtochondria of leaf tissue from
dyw23 homozygous mutant plants. The analysis of théingdbehavior of thelyw23 line

at the 34 major chloroplast editing sites showéalabut clear and reproducible reduction
of rpoA (78691) ancclpP (69942) editing. Both sites are targets of theBCR protein.
The analysis of 415 mitochondria editing sites stdwhatdyw2-3mutant line was also
affected in 6 mitochondrial editing sitesgmGC421 (240338)ccmCGC673 (240086),
ccmFeC1280 (51372),cox3C257 (218536),cox3C413 (218692) andmttB-C144
(157634) (Figure 3C, supplemental Figure 5). To plete this study, we generated two
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heteroallele mutant lines by crossing the welkv23 homozygous mutant with the
knock-outdyw2-1anddyw?2-2heterozygous lines. Plants were PCR genotypedderdo
identify heteroallelic dyw2-3/dyw2-1 or dyw2-3/dyw2-2 plants. They were able
togerminate and grow in soil without showing anycneacopic phenotype that could
differentiate them frondyw23 homozygous mutant or wild type plants (Figure .43¢ne
expression level oDYW2in dyw2-1/dyw23 anddyw?2-2/dyw23 lines was characterized
and a more pronounced reductionDi¥W2gene expression was observed in comparison
withdyw2-3heterozygous andyw?2-3homozygous plants (Figure 4B). Although reduction
in DYW2 gene expression did not affect the macroscopiagtype of the plants, the
chloroplast and mitochondria editing analysis of tieteroallele lines showed a more
pronounced reduction of editing efficiency in thi#es previously mentioned when
compared to thdyw23 homozygous mutant plants (Figure 4C). This pasitiorrelation
betweenDYW2 gene expression level and editing efficiency atVIZ¢Y putative targets
supports the hypothesis that DYW2 may be probabdyired for editing ofpoA-C200
and clpP-C559 plastid sites, on one hand, aodnGC421, ccmGC673, ccmFeC1280
cox3C257,cox3C413 andmttB-C144 mitochondrial sites, on the other hand. Hawev
without null mutant, the requirement of DYW2 couldt be proven as well as we can not

exclude that DYW2 could be involved in some addidbsites in both organelles.

DISCUSSION

After more than 25 years of study, the compositadnplant RNA editing protein
complexes is still misunderstood. Until now and mhaiby genetics studies, two RNA
binding protein families, the PPR and CRM familias,well as the potential RNA binding
factors of MORF family were demonstrated to infloerthe editing status of organelle
transcripts (Takenaka et al., 2013b). Among thdma,RPR proteins are considered to be
the specificity factors selecting the the targeé¢ssito be edited. In contrast, CRM and
MORF factors are thought to be general factors gobbinvolved in the stabilization of
the RNA-protein complexes. According to the currdata, none of these factors have
been demonstrated to carry the deamination actstipposed to be the main mechanism
responsible for the plant organelle RNA editing. wewer, based on phylogenetic,
molecular and genetic studies, a proposed hypailegigest that the DYW domain of
PLS PPR proteins could be responsible for this ewatiz activity (Salone et al., 2007,
Boussardon et al., 2012; Hayes et al., 2013). Edleriige this hypothesis and gain insight
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into the plant organelle C to U RNA editing compleamposition, we used a tandem
affinity purification proteomics approach using t6@&B19 chloroplast editing factor as
bait. The results of four independent experiment®wed that two proteins are
reproducibly eluted with CLB19 protein, both beiR§R proteins. Surprisingly, general
factors such as MORF2, MORF9 and the related ORRidtbrs, known to be involved in
rpoA-C200 ancclpP-C559 editing, were not identified in CLB19 compl&he absence of
these proteins could be due to weak and transigataictions of these factors with the
complex. Alternatively, their absence could be tlmehe stringency of statistical filters
applied during TAP-tag result analysis. To excltlie possibility, we screened the raw
data to find any of these factors. With the exaapbf two related proteins, none of these
proteins was identified in the raw data. The tweniified proteins were AT2G19380, a
RRM containing protein, and AT1g62490, a membahefmTERF family. Both of them
showed very low quality scores ranking these pngteds possible false-positive or

background proteins.

Some additional proteins were identified in indivadl experiments but their absence in at
least one of the 4 experiments lead us to exclhdmtfrom our analysis (Supplemental
Table 1). Among these proteins, the LON PROTEASH.QN1) known to be dually
localized in mitochondria and plastid have beerded (Rigas et al., 2011). Interestingly,
LON1 and the mitochondrial LON3 function as chapeto regulate organelle protein
homeostasis (Rigas et al., 2011; Solheim et aL2R®Buch proteins could play the role of

regulatory proteins involved in the complex assgnablregulation.

Surprisingly, whereaslb19 mutants are viable, T-DNA insertions DiYW2or OTP100
coding regions lead to embryo abortion and letydtidicating that both DYW2 and
OTP100 proteins are essential for embryo developniérese PPR proteins are dually
targeted to mitochondria and plastid, suggestirair thutative involvement in common
processes of RNA modification in organelles. Indakd function of DYW2 protein in the
CLB19 editing complex was confirmed by the molecutharacterization oflyw2-3
homozygous mutants. We showed that, in plastids\M2\argets the same two editing
sites as CLB19 protein, supporting its participatio this editing complex. Additionally,
and in accordance with its dual localization intbarganelles, we found that DYW2
functions also in mitochondrial editing, targetimigieast six sites. Two of these sitesx3
C257 andnttB-C144, have been previously reported to be thestarof the PLS-E MEF21
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and SLO2 editing factors respectively. StrikingF21 and SLO2 are phylogenetically
closely related to CLB19 ii\. thaliana (O'Toole et al., 2008) suggesting that DYW2

protein may play a function in MEF21 and SLO2 edjtcomplexes in mitochondria.

As previously showed, the refined code for PPR ginst can be used to identify the
putative editing target sites of editing factoratthelong to PLS PPR subfamily (Takenaka
et al., 2013a). Using this code, CLB19, MEF21 and3 proteins targets sites were
accurately predicted, indicating a high specifiayrecognition of the RNA sequences
(Takenaka et al., 2013a). Thus, in the contexhe$¢ editing complexes, these three PPR
proteins are proposed to act as the main facta@sifging the target sites. Interestingly,
when used for DYW2 and OTP100, the code did nawaldentifying any of these sites.
This result suggests that the function of DWY2 &itP100 in the editing complexes
might not be associated to the RNA target spetyficAlternatively, they could be
involved in catalyzing the edition reaction, in thbilization of the complex, or in the

interaction of the RNA editing complex with othexctors involved in the process.

Unfortunately, the embryo lethal phenotypeogf100-1andotp100-2mutant lines and the
lack of any week mutation did not allow us to idgn©TP100 molecular phenotype and
function. However, OTP100 involvement in CLB19 edjtcomplex and its dual targeting
to organelles strongly suggest of its functionatoluement in the editing complex.
Moreover, OTP100 dual targeting to organelles ak ageother structural characteristics
such as the presence of conserved regions predcteave a nuclear localization signals,
the presence of a putative coil-coiled structurd #re fact that in a previous study this
protein was found to be part or interact with aysl{(Van Leene et al., 2007; Van Leene et
al., 2010), suggest that this protein has a comfiektion probably linked to organelle
RNA metabolism and the cell cycle. Indeed, some BRReins annotated in the full
sequenced genomes of nine green algae possess dgafiains (Tourasse et al., 2013).
Furthermore, an example of the connection betwbleset processes was demonstrated
mainly at the level of transcriptional coordinatiom the red algaeCyanidioschyzon
merolae,possessing a single plastid and single mitochandtmithis case, the implication
of post-transcriptional regulators such as PPRepistwas not excluded (Kanesaki et al.,
2012). Future studies on OTP100 might contributeltieidate the putative involvement of

this protein in both processes.
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Composition of editing complexes: are DYW domainslaays needed for an efficient
RNA editing?

During the last decade different RNA editing comple have been described in several
organisms, some of them having high molecular weigtaternary structures such as the
20S editosome of. brucei (Goringer, 2012). However, plant organelle RNAtiedi
complex is supposed to be more similar to the mam@&-APOBEC-1 editing complex
(Shikanai, 2006). In this complex, ACF protein ldrtle RNA sequence around the target
nucleotide to be edited, giving the specificityretognition, and APOBEC-1 acts as the
enzyme catalyzing the enzymatic reaction. It waggesated that plant editing complexes
could have a similar constitution, involving atdeamne RNA binding factor giving the
specificity, such as a PPR protein, and one catalgttor contributing to the enzymatic
reaction (Okuda et al., 2006; Chateigner-Boutin &nthll, 2010; Boussardon et al., 2012).
This model is based on genetic and molecular ssusli®wing that PPR proteins act to
specify the target nucleotide through their RNA diiy properties. However, the
enzymatic activity of editing remains elusive. Mo$the PPR proteins involved in editing
belong to the PLS subfamily, proteins which pos&easd, in some cases, DYW domains.
Genetics studies showed that E domain integritymigortant to guarantee the editing
efficiency (Okuda et al., 2007; Takenaka, 2010;télaet al., 2013). Two non-mutually
excluding hypotheses are under discussion conagthafunction of the E domain. Based
on a predicted structural PPR-like conformatiorg finst hypothesis proposes that this
domain stabilizes RNA-protein interaction througé Ibinding to the nucleotides in the
vicinity of the target site whereas the second hypsis suggests a function in the
recruitment of the editing enzyme (Chateigner-Boaind Small, 2010; Boussardon et al.,
2012; Yagi et al., 2013).

The DYW domain function is more controversial. Bswsuggested that it might confer the
enzymatic activity for the editing reaction (Salogeal., 2007). One of the arguments
against this hypothesis is based on the fact beabDtyW domain is absent in the the PLS-
E editing factors sequence (Okuda et al., 2007 ptier argument is that in the case of
CRR22 and CRR28 proteins, DYW domains can be disduyithout affecting the editing

efficiency of the proteins (Okuda et al., 2009). ¥f®wed in a previous study that in the
case of the DYWL protein, its interaction with CRRditing factor contributes to the

efficient editing of a same target site (Boussardbal., 2012). In this complex, the CRR4

180 |Page



RESULTATS

protein provides the RNA binding PPR domains and-erminal part of the E domain
whereas the DYWL protein contributes to the C-taahpart of the E domain, lost in
CRR4, and to the DYW domain. The ability to compéginthe doublerr4/dywl mutant
using a translational fusion protein harboring BRR domains of CRR4, a reconstructed E
domain composed of the junction of the CRR4 N-teahpart E domain with the DYW1
C-terminal part, and the DYW domain of DYW1, regtgra typical PLS-E-DYW protein,
suggest that the interaction between these proteinll take place around the E domain.
A similar PLS-E-DYW conformation might be neededl aralized, in the CLB19 editing
complex, by interaction between CLB19 and DYW?2 eia. In this complex, the CLB19
protein may contribute, with its complete E domdm,the interaction with the DYW2

protein providing the DYW domain.

The presence of the DYW?2 protein in CLB19 editingmplex supports our previous
results showing that the DYW domain can be suppliettans reconstituting a PLS-E-
DYW type protein. Additionally, the involvement @YW2 protein in mitochondrial
editing of cox3C257 andmttB-C144 sites, which are also targets of the PLS-B-RE
and SLO2 proteins, both harboring intact E domaihrno DYW domain, strongly suggest
a general model supporting the presence of DYWemstin all editing complexes.
Furthermore, the fact that all the 11 mitochondeigiting sites oP. patensare targeted by
PLS proteins containing intact E and DYW domainals® in accordance with this model
(Ichinose et al., 2013; Schallenberg-Rudinger gt2813). In conclusion, all these data
strongly suggest that E and DYW domains, as weRRR domains, are required for C to

U editing in plant organelles.

The lack of deamination activity and the endoribmease activity of DYW domain
containing proteins im-vitro conditions (Nakamura and Sugita, 2008; Okuda.e2609)
are still the main arguments against the hypothpsigposing the DYW domain as the
enzymatic activity of editing. However, an altematexplanation is emerging in which
the PPR proteins, including PLS-E-DYW, participateseveral steps of organelle RNA
metabolism. For example, Nakamura and Sugita (2@@8honstrated that the DYW
domain of OTP85 PPR protein has an endoribonuclesdti&ity in-vitro whereas
Hammaniet al. (2009) demonstrated through the genetic analydisemtp85 mutant that
OTP85 is involved in the plastid edition iA. thaliana (Hammani et al., 2009).

Additionally, an endoribonuclease activity was alsoggested for the editing factor
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CRR22 (Okuda et al., 2009). Moreover, the implmatf the DYW containing CRR2 and
P. patensPpPPR43 PPR proteins in the cleavage and thergpl organelle transcripts,
respectively, do not exclude the possibility thatls proteins might be involved in editing
or alternatively has lost its editing activity. Blly, the evidence that a single PPR protein
can influence several RNA metabolic processes, efaample RNA stabilization and
translation for ATP4 (Zoschke et al., 2013), clegvand editing for SEL1 (Pyo et al.,
2013) or splicing and editing for OsPPR4 and OTEano et al., 2013; Lopez-Obando
et al, in preparation) may explain the controversialultss concerning PPR proteins

harboring DYW domains.

Can dual localisation of a PPR editing factors beatained even though the protein

lost its editing function in one organelle?

Actually more than 45 PPR proteins have a potemtiadl targeting to both organelles
(Colcombet et al., 2013; Fuss et al., 2013). Tha thealization of PRR proteins seems to
be an ancient and conserved process because sevpedensPPR proteins were found to
be dually localized as for example PpPPR_63 andPRpR04, the putative paralogs of the
A. thalianaPRORP1 protein (Sugita et al., 2013). Accordinth®literature, three editing
factors, OTP87, OTP90 and MEF29, have been showe taddressed in both organelles.
However, they are exclusively involved in editingpg@ess in mitochondria, whereas their
functions in plastids remain unknown (Hammani et 2011; Sosso et al., 2012) (Lopez-
Obandoet al, in preparation). We provide in this study, thestfievidence that a PPR
editing factor, DYW?2, is involved in the RNA edigrprocess in both organelles. Based on
the fact that angiosperm species have a tendeniogéoC to U organelle editing sites by
reversion to a T nucleotide in the organelles geewiiHuang et al., 2013; Richardson et
al., 2013) and that this lost could influence thactional status of a PPR editing factor
(Hayes et al., 2012), we previously suggested ataaation for the lack of editing factors
activity in one of the two organelles. That par#usituation would induce the lost of
editing activity of a PPR in this organelle thatshiast the editing site, this protein
remaining dually localized if it does not alter tRBIA metabolic process in that organelle
(Lopez-Obandeet al, in preparation). Results obtains for DYW2 suppguéartially this
hypothesis. Indeed, a correlation between the poesef DYW2 protein and absence of
editing of its plastid target sitepoA-C200 and ClpP-C55# several land plants, notably

O. sativaandN. tabacumwas reported (Chateigner-Boutin and Hanson, 20b@@la et al.,
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2004; Jiang et al., 2012). Thus, considering thsingle gene codes the DYW?2 protein in
O. sativa it would be interesting to study if the localimet and the function of OsDYW2

protein is conserved.

C to U editing protein complexe composition may haw been expanded during land

plant evolution.

In terms of plant evolution, the protein contentediting complexes seems to increase in
angiosperms compare to thatfifpatensindeed, neither PLS-E nor MORF proteins have
been identified irP. patensnuclear genome (Sugita et al., 2013; Takenak#,e2@3b).
Moreover taking in account the suggestion thatRh&-E proteins could originated from
PLS-E-DYW proteins by deletions of DYW domains (R et al., 2006), we can assume
that during the evolution, the angiosperm C to Wirgl complex composition may have
increased simply by decoupling the E and DYW donfeem PLS proteins and by the
addition of MORF proteins into the complex. Additadly, the presence of additional PPR
proteins in the complex, such as the OTP100 proigémtified in the present study,
suggests an even more complex and unsuspectedzatam of the editing machinery in
angiosperms. This complexity in the RNA editing teio complexes in angiosperms
compare td°. patengs in the line of the fact that during evolutidretmolecular machines
might increase its complexity by a neutral evoloéiny process (Doolittle, 2012; Finnigan
et al., 2012).

MATERIALS AND METHODS

Plant material and phenotype characterization of TDNA insertion lines

A. thalianaecotype Columbia-0 (Col-0) and Wassilewskija (WiEre used as wild type
plants. The T-DNA insertional mutants, GK_332A@vy2-1), FLAG_435F11 dyw2-2

and SALK_002014.5@dyw2-3 for DYW2 and the mutants SALK_069042t§100-1)

and SAIL_784_ Al11dtpl100-3 for OTP100 were obtained from the ABRC stock eent
Mutants were genotyped by PCR using primers spefofi each mutant line, flanking the
T-DNA insertion and T-DNA specific primers in ordeéo identify heterozygous or
homozygous mutant plants. All sequences of prinuged in this study are available in

supplemental table 4. Localizations of the T-DNAadrtions were verified by sequencing
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the PCR products corresponding to regions flankthg T-DNA. For phenotype
characterization, seeds were sown in soil andveuéd in growth chambers under a 16h
light/8h dark cycle at 22°C during the day and 1Zh@ing night. For genetic studies,
mutant seeds were surface sterilized for 10 mirh witsolution containing 10% (v/v)
commercial bleach (BAYROL France SAS) diluted irf @hyl alcohol and 0.05% (v/v)
Teepol 610 (SERVA Electrophoresis GmbH). Seeds wased thoroughly with 95° ethyl
alcohol and dried overnight. Seeds were sown onabhige and Skoog solid medium
(MS) containing 0.8% (W/V) agar-agar type E (SIGMALDRICH). Seeds were
germinated in a growth chamber under long-day d¢mwdi (16h-light/8h-dark cycle,
22°C, 45% hygrometry) after cold treatment for 48ath4° C. Pollen viability was
evaluated after Alexander staining (Alexander, 396%r BiFC transient expression
experimentsA. thalianalLandsberg erecta ecotype (Ler-0) plantlets weogvgin vitro as
described below. Seeds were sown on Arabidopsisume(Estelle and Somerville, 1987)
and germinated in a growth chamber (16h-light/8hkdaycle, 22°C, 45% hygrometry)
after a cold treatment for 48 h at 4°C.

TAP-Tag protein expression, purification and MS bae detection of protein complex
The sequence of CLB19 without stop codon was claneal the pKCTAP destination
vector (Van Leeneet al. 2007). Agrobacterium tumefaciensontaining the TAP-Tag
plasmid was used to transform Arabidopsis protaplddotoplasts transformation, protein
expression, tandem affinity purification and mapscsrometry protein based detection
were performed as previously described by Van Le¢ré (2010).

Subcellular protein localisation

DYW?2 full-length ORF without stop codon was am@di using DYW2-S and DYW2-E
primers (supplemental table 4) and cloned into pRBIRas described previously (Luein
al., 2004). P35S::DYW2:DsRed2 binary vector was olgdiby LR recombination using
p0229-DsRed?2 destination vector (Lurin et al., 20868C1 pMP9®A. tumefacienstrain
containing this binary plasmid was used to tramsfér thalianaCol-0 plants by floral dip
procedure (Clough and Bent, 1998). Primary tramsémts were identified in soil using
BASTA selection and then PCR genotyped for T-DNgeirtion verification using P35S-B
and DsRed2-Rev primers (supplemental table 4). &libar localization of the
DYW2:DsRed2 fusion protein was observed in root eoiyledon cells of 10-15 days old
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primary transformants grown on MS solid medium gs& spectral Leica SP2 AOBS
confocal microscope (Leica Microsystems) equippét an argon laser and a HeNe laser.
To confirm the mitochondrial localization, the skegs were stained with 1uM of Mito-
tracker green marker (Invitrogen) for 15-30 mingr&ils were detected using laser lines at
488 nm (Mito-tracker green; excitation/emission /&88-530nm) and 543 nm
(DsRed2;excitation/emission  543/570-620nm and oployll autofluorescence;
excitation/emission 543/620-700nm). The images vee@ed green (Mitotraker green),
blue (chlorophyll autofluorescence) and red (DsRedRing yellow or violet co-
localization signals when green and red signaldloe and red signals overlapped in

merged images.

Organelle RNA editing analysis

Total RNAs from leaves of 22 day old plants wert&raoted using RNeasy plant mini kit
(QIAGEN). RNAs were treated withul of DNase | (Ambion 2UIL) two times for 30
min at 37°C. DNase | was inactivated after 10 minncubation at 75°C in a solution
containing 5.5mM EDTA. RNAs samples were precigitht by ethanol/acetate
precipitation and diluted in RNase free water. cBN#ere then synthesized using random
hexamer primers and superscript Il as describedhbymanufacturer (Invitrogen). To
evaluate RNA editing in chloroplast and mitochoabtranscripts, cDNA and specific
primers surrounding known organelle editing evevese used for PCR amplifications and
sequencing (Boussardon et al., 2012; Takenaka esthigke, 2012).

Expression analysis by RT-qPCR

Total RNAs from leaves of 22 day old plants wert&raoted using RNeasy plant mini kit
(QIAGEN). Total RNA integrity was evaluated usingpdlar Labchip Agilent 2100
bioanalyser station (Agilent). RNAs samples werenthreated with dl of DNase |
(Ambion 2ULL) two times for 30 min at 37°C. DNase | was ineated after 10 min of
incubation at 75°C in a solution containing 5.5mNTA. RNAs were precipitated by
ethanol/acetate precipitation and diluted in RNiase water. 1ug of DNase treated RNA
samples were used for cDNAs preparation. cDNAs wsnethesized using random
hexamer primers and superscript Il as describedth®y manufacturer (Invitrogen).
Quantitative real time PCR experiments were peréainm triplicates in a total volume of
10ul containing % of Mesa Green gPCR mastermix Plus SYBR Assaydgemtec), dl
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of primer mix (.M each one) andd of matrix (cDNA dilutions) using the CFX384
Touch™ Real System (Biorad) with the following prograns°@ 30s ; 95°C 5s then 60°C
30s during 39 cycles ; 95°C 10s ; melting curve@®58, 95°C, +0,5°C/cycle for 60cycles.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. DYW?2 is dually targeted to mitochondriagplastids in transgeni. thaliana
plants. Mitochondrial localization of DYW2 was obsed in Arabidopsisroots and
chloroplast localization irArabidopsis cotyledons. DsRed2 signals of DYW2:DsRed?2
translational fusion is shown in red (A, E, 1), bliracker green signals of mitochondria
are shown in green (B, F, J) and auto-fluoresceigigals of chloroplast are shown in blue
(C, G, K). In the merged images, yellow signalgespond to the overlay of fusion protein
and Mitotracker green signals indicating mitochaaldtocalisation of DYW2:DsRed2
whereas purple signals correspond to the overlaghtdéroplast autofluorecence and
DYW2:DsRed2 signals in chloroplasts (D, H, L).

Figure 2. Predicted domain structure of DYW2 prot@nd embryo defective macroscopic
phenotype indyw2 heterozygous plant®A. Gluthamine rich region, predicted PPR and
DYW domains of DYW2. Location of T-DNA insertiona each mutant line is indicated.
B. Viability of pollen in mature anthers of hetergpoys plants oflyw2-1 and dyw2-2
mutants examined by Alexander staini@g.White embryo phenotype observed in siliques

of heterozygouslyw2-1anddyw2-2mutant plants.

Figure 3.dyw2-3homozygous mutant macroscopic phenotype@vV2gene expression
analysis. A. Macroscopic phenotype ayw2-3 homozygous mutant plants in long-day
(16h-8h light-dark cycles) conditionB. DYW2gene expression idyw2-3homozygous
mutant plants grown in long-day conditions. Genpression was measured by RT-qPCR
using total RNA extracted from leaves of two biotag replicates. For each biological
replicate, the mean expression level of at leastetiechnical RT-gPCR replicates was
normalized with the mean of nuclear 18S (black) antin2 (white) expression, used as
reference gene©TP100expression was measured only in the first remicat Plastid
and mitochondrial editing sites affected dgw2-3 homozygous mutant plants. Editing
efficiency was measured by cDNA sequencing in homoas and wild type plants.
Amino acid changes involving editing sites are sbdwbelow. Arrows point to the

corresponding peaks.

Figure 4.dyw2-3dyw2-1 and dyw2-3dyw2-2 heteroalleles mutant lines macroscopic
phenotype andYW?2 gene expression analysi&. Macroscopic phenotypes offyw2-
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3/dyw2-1landdyw2-3dyw2-2heteroalleles mutants in soil and grown in long-(E6h-8h
light-dark cycles) conditions. The picture showsganies of crosses performed using a
dyw2-1or dyw2-2heterozygous mutant plant andyw?2-3homozygous mutant plant. Red
arrows indicate plants harboriglyw2-3dyw2-1or dyw2-3dyw2-2heteroallele. DYW2
gene expression in heteroalleles linB¥'W2gene expression of plants grown in long-day
conditions was measured by RT-gPCR using total Ri#&acted from leaves of two
biological replicates oflyw23 heterozygousgdyw?2-3 homozygousdyw2-3dyw?2-1 and
dyw2-3dyw2-2mutant plantsFor each biological replicate, the mean expreskual of

at least three technical RT-gPCR replicates wamalized with the mean of nuclear 18S
(black) and actin2 (white) expression, used aseef®e genes. Wild type (Wt) refers to a
sister seedling coming from the same self progdnphe heterozygoudyw2-3+ mutant
line. C. Plastid and mitochondrial editing sites affectaddyw2-3dyw2-1 and dyw2-
3/dyw2-2 heteroallele mutant plants. Editing efficiency waseasured by cDNA
sequencing in heteroallele mutant and wild typ@fslaAmino acid changes involving the

editing sites are showed below. Arrows point todbeesponding peaks.

Table 1. Proteins detected with high confidencéhan CLB19 chloroplast complex using
A. thalianacell suspension cultures and tandem affinity peatfon mass spectrometric
approach (TAP-Tag-MS).
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Prot. Experiment ¥ Experiment 2 Experiment 3 Experiment 4
Weight ‘
AG|® Name®” (KDa) Loc.® PC P< IS PC P< IS PC P< IS PC P< IS
AT1G05750* CLB19  56.4 C 14 697 922 15 750 1052 11 340 100.3 11 630  150.1
AT2G15690 DYW2  66.3 M/C* 8 167  60.7 10 243 103.9 2 661 604 6 123 80.4

AT2G28000 CPNG6OA 62.2 M/C 16 490 95.7 17 514 87.9 14 524 104.5 13 6 771704

AT3G49240 OTP100 71.7 m/C 16 469 82.6 20 581 938 1 1 201 102.4 15 278 81.2

(B) Arabidopsis genome initiativennotation identifiein TAIR data base version 10
(y) CLB19: ChLoroplast Biogenesis 19, OTP100: Organdlranscript Processing 100, CPN60A: Chaperofin;8 ON1: Lon protease 1

(8) Localisations of proteins were obtained form TAdRd Colcombet et al. (2013). C: plastid, M/C: Mhondria and plastid

(¢) PC: Peptide Count, PS: Protein Score, |1S: BasSloore
* Protein used as bait for all four experiments.
** This report.

Table 1.

201 |Page



RESULTATS

TAP Report 1 TAP Report 2
+ Bait CLB19 (inPSB-L 1) * Bait CLB19 (inPSB-L1)
W 55.8KkDa W S5.8KDa
Tag CmTAP (22 kDa; after TEV cleavage: 7.5 kDa) Tag CmTAP (22 kDa; after TEV cleavage: 7.5 kDa)
Frotocol standard Protocol standard vs. standard+Rnase treatment
Status MS results Status LIS results
Expression analysis and TAP SDS-PAGE TAP 5D5-PAGE
Expr. Amal. (WE) MW 1 2
) kDa
kDa
188
250 fo [T
148 98
98 62
64 49
50 | ™
. g
36 | = |0 "
2 = 17
14
61 e S [
6

1: 3585-CLB19-CmTAP-1 3:358-CLB19-CmTAP-3
2: 358-CLE19-CmTAP-2 4: 355-CLB19-CmTAP-4 (+Rnase)

Supplemental Figure 1. Expression and SDS-PAGEagalysis after tandem affinity Purification. Gelsowing the migration of purified
complexes were stained with coomassie blue andrtitein use as bait is indicated with a red astereach 4 independent experiments.
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Supplemental Figure ZPhylogenetic relationshs of OTPlOO orthologouprotelns in 14
angiosperms species. OTP100tpin sequences were obtained by | in selecte genomes
usingphytozome web page V¢ Best matches of each spatgre blasted to others genon
and the most related sequences to OTP100 and GRERES recovere. Phylogenetic
relationships were analyzed MEGAS software (Tamuraet al, 2011) using sequence
alignmentsobtained by MUSCLE(Edgar R. 2004). Maximurtikelihood methodusing the
best model fitting the data, tl®ne-Taylor-Thornton (JTT) model angamna distribution
(G) with 1000 bootstrapfor the statistical representation of branch powtre used t
obtain the tree. Sequence AT1G2536( was used as outgrouptOTP100: A. thaliana
OTP10Q orthologs in other species are: OTP100 Arabidopsis Lyrta OTP100),
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Supplemental Figure 3hylogenetic relationshs of DYW2 orthologousproteins in12

angiosperms species. DYW2ogein sequences were obtained by | in selecte genomes
usingphytozome web page V¢ Best matches of each speggre blasted to others genon
and the most related sequences to DYW2 and GRP28& waovered Phylogenetic
relationships were analysed MEGA5 software (Tamuraet al, 2011) using sequence
alignmentsobtained by MUSCLE(Edgar R. 2004). Maximurtikelihood methodusing the
best model fitting the data, tl®ne-Taylor-Thornton (JTT) model angammadistribution
(G) with 1000 bootstrap$or the statistical representation of branch powtre used ti
obtain the tree. Sequence AT2G37230 was used as outgroépDYW?2: (A. thaliana
DYW?2) orthologs in other species are: DYW2 (Arabidopsis LyrataDYW2), CruDYW2

(Capsella rubellaIDYW?2), ThaDYWz (Thellungiella halophilaDYW?2), PtrDYW2 (Poplus
trichocarpa DYW2), MtrDYW2 (Medicago truncatulaDYW?2), BraDYW?2 (Brasica rapa
DYW2), ZmDYW2 (Zea maysDYW2), SbDYW2 Sorghum bicolorDYW?2), SitDYW2

(Setaria italica), OsDYW2 Qriza sativi DYW2), VivDYW2 (Vitis vinifere DYW?2),

BradDYW2 Brachypodium distachytDYW?2)
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A
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' 0tp100-1 0tp100-2
+1309bp  +1690bp
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01p100-1/+

Anthers - Stliqies

Supplemental Figure 4. Predicted domain structir®@ 100 protein and embryo defective macroscopienptype inotp100heterozygous
plants.A. Nuclear localisation §nal (NLS), predicted PPR and coil-coiled domah©TP100. Locations of T-DNA insertions in eachtami

line are showed. Viability of pollen in mature anthers of hetergoys plants 0btp100-1examined by Alexander staining (Alexander, 1969)
and white embryo phenotype observed in siliqudsetérozygoustpl00-1mutants plants.
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Supplemental Figure 5 Chlorbplast Editotypedgiv2- 3homozygous mutant compared to its Col-0 countEnSHquencmg chromatograms
corresponding to nucleotide sequences of 32 RT-P@Ructs obtained using wild type Col-0 asylv2-3mutant total RNA extracted from
leaves are shown. Chloroplast genome positionglitihg sites are indicated and arrows point todbeesponding peaks.

206 |Page



RESULTATS

Supplemental Table 1. Proteins with a low probgbiid participate in the CLB19 chloroplast RNA éudlif complex purified in at least one
experiment of tandem affinity purification using ssaspectrometry (TAP-Tag-MS)

Prot. Experiment ¥ Experiment 2 Experiment 3 Experiment 4
Weight ‘
AGI® Name”  (KDa) Loc.®) PC PS IS PC PS IS PC PS IS PC PS IS
AT1G04g10 ''O€aSOMe 14595 oy 10 697 299
subunit
AT1G69800  ©BS 51.7 - 1 262  26.2 2 32 272 1 412 374
protein
AT3G05780  LONS3 103.9 M 2 381 381 1 34.7 734
AT3G24255 rolymerase oo o 3 49.2  39.4 5 585  41.7
protein
AT3G29310 C%'.mo.d“"” 487 - > 474 394 4 593 417
inding
AT3G32130 Unknown  25.3 pS 1 202 256 1 30 426
AT4G30990 ARM 2401 G 7 36.8 354 6 363 35
protein
AT5G26860  LON1 109.7  MI/C 10 114 442 8 57.3 4.73
SPFH
AT5G51570 o -0 326  pN 789 459

(B) Arabidopsis genome initiative annotation idemtifin TAIR data base version 10
(y) CBS: Cystathionine beta-synthase, LON1: Lon @stel, LON3: Lon protease 3 ARM: Armadillo likedgirotein
(6) Localisation of proteins were obtained form TABRRJBA3 or PPDB databases. Ct/N: Cytosol and nucleQt Predicted cytosol, pS: Predicted secreted,
G: Golgi, M/C: Mitochondria and plastid, pN: pretid nucleus
(¢) PC: Peptide Count, PS: Protein Score, |IS: BesSkore
*RNA-direct DNA polymerase protein (Reverse trafjgzase)
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Supplemental Table 2. Genotype of the progenieselitross ofdyw2-1/+anddyw2-2/+

heterozygous mutants.

Selfcrosses Genotype for the mutation*
Female Male HT HO ungerminated
dyw2-1 dyw2-1 70 98 - 30
dyw2-2 dyw2-2 39 56 - 12

Supplemental Table 3. Genetic complementationkteisteen heterozygowyw?2-1/+and

dyw2-2/+mutant lines.

Reciprocal Crosses

Genotype for the mutation

Female Male Wt dyw2-1/+ dyw2-2/+ dyw2-1/dyw2-2 ungerminated
dyw2-1  dyw2-2 35 47 40 - 38
dyw2-2  dyw2-1 28 21 20 - 17
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Supplemental Table 4. Sequences of primers ustisistudy.

Name Sequence (5’ to 3")

Genotypiny

dyw2-1 LP TCAAAATCCTCAACAAGGTGG
dywZz-1_RF GCAATCGCTAACCTCTCACTC
dyw2-2_LP GTTCTGTGGAAGCTTGGTGAC
dyw2-2_RP ATGACGAAACATGGGTTGAAG
dyw2-3_LF TCCAAAGAACATCGAAGGATG
dyw2-3_RP TTGTTGAGGATTTTGACCACC
otp100-1_LP TGGCTGTTAAAGGTTTTGTGG
otp100-1_RP TTTAGCCATCTCCACCACATC
otp100-2_LP TGACTTGACCAGTTTGCTGTG
otp100-2_RP TAATGGGTACTGTGCTGGAGG
SALK_LB1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC

SAIL_LB3 TAGCATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC
Flag_Tag5 CTACAAATTGCCTTTTCTTATCGAC
Gabi_o0847 ATAATAACGCTGCGGACATCTACATTTT
Cloning

CLB19 STap_Ta
CLB19 ETap Tag
DYW?2_Star
DYW2_End
OTP100_Start
OTP100_End_Stop
P35S C F
DsRed2_Rev
Otp100_R_center

gPCR

DYW2_qPCR_|
DYW2_gPCR_R
OTP100_gPCR_F
OTP100 gPCR_

AAAAAGCAGGCTCCACCATGGGTCTCCTTCCCGTCGTC
AGAAAGCTGGGTCAGCATTGAGGAGATCACCAGC
GGAGATAGAACCATGTCTTCTCTAATGGCCATTC
TCCACCTCCGGATCCCCAGTAATCCCCGCAAGAAC
GGAGATAGAACCATGTCGATTTCTAAAGCCGCCT
TCCACCTCCGGATCMGCAGGACGGTGGATCCTG
GCCCAGCTATCTGTCACTTTA
TGAACTCGGTGATGACGTTC
TTCTCTCCAACAGCTTCCTCA

GTGTGTGTGGGGATTGTCA(
AAACGCCGCTCTACCAGTAA
GAGGGCGTTAAGTGAAGCTG
TCCCTCTCTTCCTCCTTTCH
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5.3.Activités complémentaires du travail de thése

5.3.1. Approches mises en place lors du travail de thésarrpcontourner
'embryon létalité des mutants affectés dans DYWE @TP100 et
déterminer leur fonction moléculaire.

Au début de ce travail de thése, l'analyse desamstd’insertiondyw?2-1 dyw2-2
otp100-1 et otpl00-2 a montré une absence de plantes homozygotes, saggan
comportement de type embryon |étal de ces mutatiomgait que les protéines PPR DYW2
et OTP100 soient essentielles a la survie desgdanété le défi majeur de ce travail de thése.
Différentes approches sont généralement proposeées qontourner I'embryon [étalité de
mutations, ils sont décrits dans Candetaal. (2011). Dans ce contexte, dans un premier
temps, Richard Berthomé et Andéol F. de Longevialietenté une approche de sauvetage
d’embryons en utilisant des milieux enrichis siinéa a ceux utilisés pour le sauvetage
d’embryons dePhaseaolus vulgarigGeertset al, 1999). Apres plusieurs tentatives, cette
stratégie n'a pas permis I'obtention de matérighbmygote. De nouvelles approches ont été
envisagées dans le cadre de ma thése. J'ai aiosi de mettre en ceuvre deux stratégies
différentes, d’'une part, une approche d’ARN d’iféeznce inductible et, d’autre part, la
complémentation dans les embryons a l'aide de preun® embryon spécifiques. Les

résultats de ces approches sont décrits ci-dessous.

5.3.1.1. Stratégie d’interférence artificielle inductible a l'aide de
microARN.

Dans la littérature, il a été montré que I'utitisa de systémes d’ARN d’interférence
est une méthodologie de génétique inverse envibegeaur étudier la fonction d’'un géne
donné (Eamenst al, 2011, Liet al, 2013). En particulier, j'ai choisi d'utiliser Etratégie de
microRNA artificiels (amiR) mise au point par lebtaatoire de D. Weigel (Max Plank
Institut, Allemagne) et qui utilise des modificat®odu microARN MIR319a (Ossowséi al,
2008). Pour cela, l'outi WMD3 (Web MicroRNA Desigr) disponible sur le site
wmd3.weigelword.org a été utilisé pour proposerstapiences d’amiR spécifiques des genes

DYW2et OTP100 Parmi ceux-ci, nous avons sélectionné les « ewgis » séquences sur la
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base du score de qualité des amiR proposés eedems ciblées dans les deux genes. En
effet, pour optimiser la spécificité de l'approchles séquences ciblant les domaines
protéiques conservés (domaines PPR et DYW) oré\étiges pour la sélection de 'amiR. Peu
d’amiR ayant un bon score de qualité ont été prégpgmur le gen®YW2 En revanche,
plusieurs amiR ayant de bons scores de qualitétérmbtenus pour le ge@'P100(Annexe
Tableau 13). Finalement, pour chacun des géné®/2 et OTP100,deux amiR ont été
sélectionnés, la figure 20 montrant leur localmatsur la séquence codante de chacun des
génes. Les amorces nécessaires a I'amplification ateiR sélectionnés ont ensuite été
dessinées a l'aide du logiciel disponible sur te gsieb WMD3. Ces amorces ont été utilisées
pour générer les amiR par PCR a partir de la séguda MIR319a clonée dans le vecteur
pRS300 selon la méthodologie proposée par le laticeade D. Weigel et détaillée dans la
section « méthodes ». Les fragments contenaaniéR ont ensuite été clonés en deux étapes
dans le vecteur pMLBART_AIcR. Ce vecteur, générésdée laboratoire de P. Laufs
(« Facteurs de transcription et architecture »,PlJBersailles), permet une expression
inductible a I'éthanol (Roslaet al, 2001).

DYw2

[ O Rich region " ORI N S

amiRba amiRaa
(+346 pb) (+431 pb)

OTFP100

CEY Jepp P PP P PP P P PN

.

amiR1a amiR2a
(t337 pb) (+1711 pb)

Figure 20. Positions des microARN d’interférence dificielle « amiR » sélectionnés dans
les géneDYW2et OTP100

La position en pair de bases (pb) correspond ae$’microARN, cette position étant définie
a partir du codon d'’initiation de la traduction ATGes domaines PPR (P, L, S), le domaine
DYW et les régions prédites sont indiquées par sigsboles au dessus de la séquence
codante de chaque protéine.
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Les vecteurs pMLBART_AIcR_amiR obtenus ont étdéisdts pour la transformation
stable de plantes de I'écotype Col-QAd'thaliana Pour chacun des amiR, au moins 10
plantules T1 indépendantes ont été sélectionnéeteisaau a l'aide de I'herbicide BASTA.
La descendance de chaque lignée (DYW2-amiRaa, D¥WiRba, OTP100-amiR1la,
OTP100-amiR2a) a été utilisée pour des expériedtaguction en suivant le protocole
détaillé dans la section « méthodes ». La descerdde transformants primaires a tout
d’abord été utilisée pour chaque lignée amiR dassekpériences préliminaires en serre afin
de déterminer s'il y avait un effet macroscopiged’dthanol sur les plantes. Au cours de ces
expériences préliminaires, et dans les conditiorpémentales testées, aucun effet
macroscopique n’'a été observé pendant les 4 prenaars de traitement. En revanche, a
partir du 5™ jour, des effets du traitement ont été observédesuplantes mais ils ont été
associés a une toxicité de I'éthanol car toutepl@stes, y compris les plantes contrdle Col-0
de type sauvage, montraient un phénotype simi(gigaire 21).

Systéme d’induction
AT

Figure 21. Systéeme d’induction des amiR sur terreaet phénotype macroscopique des
plantes aprés 5 jours d’induction.

Les plantes sont cultivées sur terreau, en serea ebndition de jours longs (cycles 16h-8h
lumiére-obscurité).

Suite a ces résultats, j'ai décidé de quantifiexpression des gen&srW2et OTP100apres
trois jours d’'induction (en chambre de culturepafe minimiser I'impact des effets toxiques
de I'éthanol.

Dans le cas du ger@YW2 deux types de constructions ont été générées (BYW
amiRaa et DYW2-amiRba). Pour chacune delles, $éap ont été caractérisées. La
construction n’étant pas a I'état homozygote dagss lignées, des feuilles de deux plantes
différentes présentant une bonne résistance abltide ont été prélevées et poolées pour

I'extraction d’ARN. Les résultats d’analyse d’exgs®on par RT-gPCR n’ont pas montré
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d’effet majeur des constructions amiR sur I'expi@ssde DYW2 (Figure 22). De fagon
intéressante, et a l'inverse de ce qui était attende faible augmentation de I'accumulation
des transcrits a été observée dans toutes leeplanhtenant la construction amiRba. Pour
expliquer cette légere accumulation, on peut fAingpothése que I'expression de cet amiR
pourrait affecter la stabilité des ARNm en bloqupattiellement leur traduction (Fabian &
Sonenberg 2012, lat al, 2013). Cependant, compte-tenu des résultatssolickes obtenus
en parallele avec les lignées d’insertion ADN-T loaggotesdyw2-3 et les hétéroalleles
dyw2-3/dyw2-ltdyw2-3/dyw2-2j'ai décidé de ne pas continuer cette approch&®atans le
cas du gen®YW2et de ne pas tester cette hypothése.

NEERARREN]

Log2 (ligné amiR/Col-0)
Hl
Hil
il
+HH
b
k
Log2 (ligné amiR/Col-0)

Figure 22. Expression du transcrit DYW2 dans les ¢inées amiRaa et amiRba.

Pour chaque construction, I'expression du g@¥W2 a été mesurée dans huit lignées
indépendantes (P1 a P8) par RT-gPCR en utilisanbuple d’amorces DYW2_gPCR_F et
DYW2_gPCR_R. L'expression du géne nucléaire cotlARN ribosomall8S a été utilisée
comme référence pour la normalisation.

Dans le cas des constructions amiR1a et amiR16réés pour « éteindre » le géne
OTP100, six lignées on été testées dans des expériendaedudion. Les résultats
d’expression par RT-gPCR ont montré que la plugestlignées amiR n’étaient pas affectées
dans I'expression du ge@TP100(Figure 23). Dans le cas de ces analyses, dedtitiéps
biologiques de I'expérience d’induction ont étélisges afin de tester la reproductibilité du
systeme. Les résultats ont montré une variabilitgortante du niveau d’expression
d’'OTP100 entre les deux expériences d'induction. Cette abdité a rendu difficile
I'interprétation des résultats en suggérant quefaesurs influencant I'expression n’étaient
pas maitrisés. Néanmoins, les lignées amiR1aPREaRi3 et amiR2aP2 ont montré dans les

deux répétitions une légere diminution de I'expi@ss’OTP100. Elles sont donc les plus
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intéressantes pour continuer une analyse moléeul@ependant, leur faible nombre et le
faible niveau d’extinction, rendent nécessairedlfitification de plus de lignées affectées afin

de mener une analyse significative.

(8]

'
-2

Log2 (ligné amiR/Col-0)
L
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"
T
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=
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L e
-
o
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Figure 23. Expression du transcrit OTP100 dans ldggnées amiR1a et amiR2a.

Les résultats de deux répétitions biologiques ggistmmes noirs et blancs) sont représentés.
L'expression du gen®TP100a été mesurée dans six lignées indépendantes F8) par
RT-gPCR en utilisant le couple d’amorces OTP100 RPFE et OTP100_gPCR_R.
L’expression du géne nucléaire codant 'ARN riboati8S a été utilisée comme référence
pour la normalisation.

5.3.1.2. Stratégie de complémentation spécifique du stade @ne

Une deuxiéme stratégie a été mise en place aftod®urner 'embryon létalité des
mutantsdyw?2 et otp100 et de déterminer la fonction moléculaire des pnet& DYW2 et
OTP100. Notre idée était de complémenter les msitant cours du développement de
I'embryon et de la graine en exprimant les prot®iseus le contréle de promoteurs embryon
ou graine spécifiques. Le choix des promoteurséebésé sur des données de la littérature.
Ainsi, nous nous sommes intéressés aux 3 facteutsadscription LEAFY COTYLEDONS
(LEC1, LEC2 et LEC1-LIKE) qui sont exprimés de nemi préférentielle dans la graine et
particulierement aux stades précoces du développene 'embryon (Leet al, 2010,
Belmonte et al, 2013, communication personnelle Bertrand Dubreudmuipe
« développement et qualité des graines », |JPBsails). Cette expression spécifique de la
graine est sous le contr6le de promoteurs régaedgs mécanismes épigénétiques réprimant

I'expression de ces géenes en dehors du développetada graine. Ceci a été en particulier
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observé dans le cas du promoteur du géne LEC2 éBet@l, 2011). Ainsi, il a été observé
gu'un fragment minimal de 500pb du promoteur LdeC2 est suffisant pour obtenir une
expression spécifiqgue de la séquence du rappdBE&® au cours du développent de la graine
et particulierement dans I'embryon. Pour les praumt dd_.EC1 et LEC1-LIKE des résultats
non publiés suggérent un mécanisme similaire a delllEC2 (communication personnelle
Bertrand Dubreucq). Pour cela, trois vecteurs dstimgion de type Gateway ont été
construits a partir du vecteur binaire pPGWB13 Baide d’enzymes de restrictiondindlll et
Xbal. Le promoteur minimal de.EC2 (-550 pb en amont du codon d'initiation de la
traduction ATG utilisé comme référence 0) et lesnpoteurs de.EC1 (-1012 pb) eLEC1-
LIKE (-981 pb) ont été clonés en amont de la cassetteedombinaison Gateway. Les
séquences codantes BYW2 et OTP100ont ensuite été clonées dans ces vecteurs et les
constructions générées ont été utilisées pouafstormation de plantes hétérozygatge/2-
1/+, dyw2-2+, otp100-1+ etotp100-2+. Ces travaux ont été menés dans le cadre da di&ag

Master 1 de Rachel Fourdin (co-encadrée par moiaré&nClaire Lurin).

Apres sélection, plusieurs transformants T1 hétgrotes pour la mutatiodyw2-1,
dyw2-2 et otp100-2 et contenant l'insertiolPLEC2:DYW2 ou PLEC2:0TP100 ont été
obtenus, en revanche, le génotype des transformidnissus du mutardtp100-1reste a étre
confirmé (Tableau 4). La recherche de plantes hgguizsdyw?2-1 dyw2-2et otp100-2par
génotypage des plantes T2 est en cours au labera@eci permettra d’évaluer si la stratégie
peut étre efficace pour I'obtention de matérielldgique permettant I'analyse de la fonction
moléculaire de DYW2 et OTP100.

Tableau 4. Nombre de plantes et génotypes identifiédans la premiére génération de
transformants (T1) exprimant les protéines DYW2 ouOTP100 sous le contrdle du
promoteur PLEC2,

Nombre de Génotype pour la mutation*
Mutation Construction plantes
sélectionnées S HT HO a génotyper
dyw2-1 PLEC2DYW?2 >96 nd. 10 n.d. >86
dyw2-2 PLEC2DYW?2 >22 5 6 n.d. >11
otp100-1 PLEC20TP100 6 n.d. n.d.n.d. 6
otp100-2 PLEC20TP100 59 2 11 n.d. 46

*Les alléles présents au locus endogéne sont fi#enpar PCR. La présence du transgéene
sous le contrdle dBLEC2 est confirmée également par PCR. S: plante honobeyde type
« sauvage », HT: plante hétérozygote, HO: plantedaygote, n.d. non déterminé.
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Par ailleurs, des plantes hétérozygotes pour lgatmansdyw2-1, dyw2-2 otp100-1let
otp100-2ont été transformées avec les constructiPbECL:DYW2, PLECLLIKE::DYW2,
PLECZ1:0OTP100,PLECLLIKE::OTP100 correspondantes. Bien que des plantestagtes
aient été obtenues lors de la sélection des Td gknotype pour les mutatiodgw2-1, dyw2-

2, otp100-1etotpl00-2n’ont pas encore été caractérisés.

5.3.1.3. Stratégie d’hémi-complémentation des mutantsdyw?2 et
otpl00

La recherche du phénotype moléculaire dans chdesirorganites de mutants affectés
dans des protéines PPR doublement localiséeslai@ité primaire de ce travail de thése.
Dans ce contexte, et en parallele des approchegesdéprécédemment, jai développé une
méthode, appelée « hémi-complémentation », spéeifaqx protéines ayant une localisation
subcellulaire complexe. L’hémi-complémentation este complémentation fonctionnelle
partielle qui a pour but d’essayer de comprendr®ration d’'une protéine dans une de ses
localisations cellulaires de fagon indépendantsate (ou ses) autre(s) localisation(s). Ainsi,
dans cette approche, le transgene ne permet I'ssiprede la protéine que dans une de ses
localisations et permet d'étudier la conséquenceladgerte de fonction dans lautre
compartiment cellulaire. Par exemple, dans le éaseddouble localisation mitochondriale et
chloroplastique, la protéine est adressée vers aul srganite a l'aide d'un peptide
d’adressage spécifique de celui-ci, ce qui perfdaide de la fonction dans l'autre organite.
J'ai réalisé une série de clonages destinés a fteenfieémi-complémentation fonctionnelle
des mutantlyw?2 et otp100 en sur-exprimant une fusion traductionnelle cordpod’un
peptide d’adressage mitochondrial ou chloroplastigud’une protéine d’intérét a laquelle on
a supprimé son peptide d’adressage natif. Le peptiddressage de 56 acides aminés de la
Formate déshydrogénase (FDH) a été utilisé commptidee d'adressage pour la
mitochondrie, et le peptide d’adressage de 51 a@danés de la petite sous-unité nucléaire
de la Rubisco (RBC1A) a été utilisé comme peptidel@ssage pour le chloroplaste. Pour
cela, des plasmides binaires de type « Gatewayivédédu plasmide pGWB15 ont été
construits et nommés pGWB15_ FDHTp (vecteur d’héomyplémentation mitochondriale) et
pGWB15 RBC1ATp (vecteur d’hémi-complémentation cobjdastique). Ces plasmides

permettent de construire aisément des vecteursnifb@mplémentation pour toute protéine
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clonée dans un vecteur d’entrée Gateway. L'exprasdes protéines chimériques est placée
sous le contrdle du promoteur P35S ; les protésms fusionnées au signal d’adressage
mitochondrial ou chloroplgtique (Tp) mais égalemantine étiquette HA. La construction
obtenue aprés recombinaison est donc la suivd®eS:: Tp:HA:PROTEINE. Ci-dessous, je
présenterai les résultats de cette approche. Gewsstent malheureusement partiels et
nécessitent d’étre confirmés.

Les séquences codantes des protéines DYW2 et @QTRbBquées dans leur région
N-terminale correspondant a leurs signaux d’adges§ab et 58 aa, respectivement), ont été -
clonées dans un vecteur d’entrée puis transférées athacun des vecteurs d’hémi-
complémentation. Une fois construits, ces vecteoms été ensuite utilisés pour la
transformation de plantes hétérozygotes pour lemtions embryon |étaledyw2-1 dyw?2-2
otp100-1et otpl00-2.Les T1 ont été sélectionnés a I'aide d’antibiodig|et leur génotype
confirmé par PCR (Tableau 5, Annexe Tableaux 1IBgt

Tableau 5. Nombre de plantes et génotypes identifié@ans la premiére génération de T1
exprimant les protéines de fusion Tp:HA:DYW?2 ou TpHA:OTP100 sous le contréle du
promoteur P35S

Nombre de Génotype pour la

plantes mutation*

Mutation Insertion sélectionnées S HT HO

dyw2-1 P35SFDHTp:HA:DYW?2 17 8

dyw2-1 P35SRBC1ATp:HA:DYW?2 26 17 9

dyw2-2 P35SFDHTp:HA:DYW2 1 1

dyw2-2 P35SRBC1ATp:HA:DYW?2 2 1 1
otpl100-1 P35SFDHTp:HA:OTP100 5 3 2
otpl100-2 P35SFDHTp:HA:OTP100 9 1 5 3**
otpl00-2 P35SRBC1ATp:HA:OTP100 19 17 2%*

*Les alléles présents au locus endogéne sont faEnpar PCR. La présence du transgene
d’hémi-complémentation est confirmée égalementR@R. S: plante homozygote de type
«sauvage », HT: plante hétérozygote, HO: plantendaygote **Les homozygotes
nécessitent d’étre confirmés.

s s s

Une fois obtenue, la descendance des T1 a éieatppour analyser la ségrégation de
I'insertion d’hémi-complémentation grace a la résise aux antibiotiques portée par celle-ci.

Ainsi, pour chacune des plantes T1 analysées @mtgotes pour la mutatiodyw2-1 et
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otp100-), 100 graines de la génération T2 ont été seméesmilieu MS avec les
antibiotiques correspondants, puis leur germinagiola résistance des plantules a été évaluée
12 & 15 jours apres semis. Des graines ont égateéténsemées sur des milieux sans
antibiotique afin de caractériser leur phénotyp&tude de la ségrégation de 'ADN-T
d’hémi-complémentation a la génération T2 a mogtré ces lignées possedent entre 1 et 2
insertions ADN-T (Tableau 6). Par ailleurs, jaisgiové un phénotype macroscopique chez
certaines plantes (principalement du mutayw?2-) porteuses de I'ADN-T d’hémi-
complémentation sur milieu MS avec ou sans ajout’aibiotique. En particulier, les
feuilles de certaines plantes ont montré une cttorgpanachée avec des secteurs blancs et
des secteurs verts (Figure 24 et Tableau 6). Unieemies plantes chlorotiques et toutes les
plantes vertes ont survécu au repiquage en tersengtrestées viables et fertiles. Un semis
contrdle du lot de graines utilisées pour la trameftion a permis d’observer un phénotype
similaire, indiqguant que le phénotype observé chez lignées transgéniques n’était

probablement pas lié a I'introduction du transgéihe€mi-complémentation.

Tableau 6. Ségrégation de l'insertion ADN-T d’hémieomplémentation & la génération
T2 issue de plantes T1 hétérozygotes pour les mutats dyw2-1et otp100-1

Résistants N°
Code Vert Non Insertions
ligné* Insertion Sensibles pales Verts germées estimées
P103 P35S:RBC1ATp:HA:DYW?2 19 62 18 1 1
P104 P35&:FDHTp:HA:DYW?2 13 70 15 2 1-2
P105 P35S:RBC1ATp:HA:DYW?2 25 57 17 1 1
P107 P35S:RBC1ATp:HA:DYW?2 28 61 10 1 1
P114  P35S:FDHTp:HA:DYW?2 15 57 28 0 1-2
P118 P35S:RBC1ATp:HA:DYW?2 20 71 6 3 1-2
P124 P35S:RBC1ATp:HA:DYW?2 23 64 12 1 1
P125 P35S:RBC1ATp:HA:DYW?2 30 46 20 4 1
P133 P35S:RBC1ATp:HA:DYW?2 30 64 3 3 1
P138 P35S:FDHTp:HA:DYW?2 26 61 13 0 1
P203 P35S&:FDHTp:HA:OTP10! 41 8 49 2 1
P205 P35S:FDHTp:HA:OTP100 45 17 36 2 1

Les résistances sont évaluées sur milieu Murastkgeg (MS) contenant de la kanamycine
(dyw2-]) et de la kanamycine et de I'hygromicyrmpl00-). * Les plantes P100 & P199
correspondent a la mutatiatyw2-1ou dyw2-2 Les plantes P200 & 299 correspondent a la
mutationotp100-1ou otp100-2 Voir tableaux 17 et 18 de I'annexe.
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L’analyse préliminaire par génotypage n'a pas peraiidentifier des plantes
homozygotes pour la mutatiadyw2-1 parmi les plantes de la génération T2 analysées. E
revanche, pour une lignée portant I’ADN-P35S:FDHTp:HA:OTP100, 5 plantes
homozygotes pour la mutatiaipl100-1ont pu étre identifiées parmi 96 plantes T2 isglees
la méme plante T1 (P203).

A P103-dyw2-1 P203-0tp100-1
P358: RBC1ATp:HA:DYW2  P358: FDHTp:HA:OTP100

B P118-dyw2-1 P203-0tp160-1
P355: RBC1ATp:HAIDYW2 P35S FDHTp::HA::OTP100

‘e =y

Figure 24. Phénotype macroscopiqgue de descendant de plantes hétérozygotes pour
les mutationsdyw2-1ou otp100-1et porteuses de I'ADN-T d’hémi-complémentation.

Les plantules sont observéesvitro sur milieu Murashinge-Skoog (MS) avec antibiotique
(A) ou sans antibiotique (B). Les plantes montnamtphénotype chlorotique sont signalées
par une fleche.
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Suite & ces résultats, j'ai cherché a vérifiexgiession des transgénes dans les plantes
portant la mutationdyw2-1 Pour cela, jai testé I'expression par RT-PCR toansgene
d’hémi-complémentation et ainsi que du gene end®B&fW2chez des plantes hétérozygotes
issues des lignées P103 et P104. Les résultatgenbigiue le transgéne et le gene endogene
s’expriment dans ces lignées, indiquant que lesx deopulations d’ARNDYW?2 sont

probablement présentes chez les plantes hémi-comptésdyw2-1(Figure 25).

Dans le cas des mutardgw?2-1 aucune plante homozygote pour la mutation n’a pu
étre obtenue suite a l'utilisation de la stratédieémi-complémentation. Ce résultat peut
s’expliquer par un échec de notre stratégie (pamgke absence d’expression dans le
compartiment ciblé, non fonctionnalité des protéide fusion) ou par le r6le crucial de la
protéine DYW?2 dans chacun des organites, son abssmutissant a la létalité quelque soit
'organite complémenté. Avant de caractériser laéspnce et I'adressage des protéines
chimérigues dans les organites, nous avons test®nietionnalité du systeme d’hémi-
complémentation par croissement des lignées hémplgmentées dans le chloroplaste et
dans la mitochondrie. En effet, si dans chacunaldas lignées, les protéines sont exprimées,
bien adressés et fonctionnelles dans le compartinielé, il doit étre possible d’obtenir, par
croisement des deux lignées hémi-complémentéegldetes homozygotes pour la mutation
dyw2-1 complémentées dans chacun des deux organites grége deux protéines
chimériques. Un tel croisement a été effectué elesaendance a été génotypée. Les résultats
montrent que des plantes homozygotes pour la roatdyiw2-1ont été obtenues (Tabeau 7).
Ces plantes sont viables et fertiles sur terreas. r@sultats suggérent que les deux fonctions
mitochondriale et chloroplastique de DYW2 sont séa@ges a la viabilité de la plante.
Cependant ces résultats restent préliminaires etsséent d’étre confirmés par d’autres
analyses, en particulier, I'étude de la perte damssgenes d’hémi-complémentation dans ces

lignées (en cours), seront nécessaires pour coerfices résultats.
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Figure 25. Analyse de I'expression du transgéne e géne endogen®YW2 dans les
plantes hémi-complémentées P103 et P104.

L’expression est évaluée par RT-PCR sur feuilles jhositions des fragments amplifiés pour
analyser I'expression de DYW2 sont représentées danschéma au-dessus du gel de
migration. a : fragment spécifique de I'expression du géne gadeDYW?2.b : fragment
spécifique de I'expression du transgene RBCL1ATpMAN2. b’ : fragment spécifique de
I'expression du transgene FDHTp:HA:DYW?2. Produitet f : fragments correspondants a
I'expression du transgéne et du géne endogénepliés ou pistesl et e correspondent a
I'amplification d’ADNc de contrdles chloroplastigsiepoA et clpP, respectivement. M
marqueur de taille 1Kb plus (Invitrogen).

Tableau 7. Génotypes identifiés lors du croissemerde lignées hémi-complémentées
dyw2-1mitochondriales et chloroplastiques.

Croissements Génotype pour la mutation*
Femelle Male S HT HO
P124 P114 14 5
P12% P114 1 6 7
P116& P12%8 1 3 5
P138& P118 23 7
P12% P138 2 31 8

a: plante portant la constructioR35S:RBC1ATp:HA:DYW2. b: plante portant la
constructionP35S:FDHTp:HA:DYW?2. *Les alléles présents au locD¥W2endogéne sont
identifiés par PCR. La présence du transgéne ditémiplémentation est confirmée
également par PCR. S: plante homozygote de typeivage », HT: plante hétérozygote, HO:
plante homozygote.
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5.3.1.4. Etude de l'interaction entre les protéines DYW2 eODTP100

par complémentation de fluorescence bimoléculaireuoBiFC.

L’approche de purification par TAP-tag d’'un comgdecontenant CLB19 a permis
d’identifier les protéines DYW2 et OTP100. Cependadinformation apportée par cette
approche ne permet pas de conclure quant aux étitera protéine-protéine directes entre ces
trois facteurs. Dans ce contexte, nous avons ergreme étude des interactions entre
protéines du complexe CLB18 vivo grace a la stratégie BiFC. Pour cela, nous avtliséu
une méthode d’expression transitoire des protédasss les cotylédons de plantulefd’
thaliana(Marion et al, 2008). Cette stratégie a été choisie car ellemgstamment utilisée au
laboratoire et qu’elle nous a permis de montrertdiaction entre les deux protéines PPR
CRR4 et DYW1 dans les chloroplastes (Boussardbral, 2012). Ainsi, les séquences
codantes de DYW2 et OTP100 ont été transférées kdansecteurs de destination BiFC
disponibles dans I'équipe, permettant la fusionlad@rotéine d’intérét avec les moitiés N-
terminale et C-terminale de la protéine eYFP (fragmYFP en C-terminal de la protéine
d’intérét). J'ai ainsi cherché a montrer une intéom entre CLB19 et DYW2, d’'une part, et
CLB19 et OTP100, dautre part. Malgré de nombresgaes, je n'ai jamais observé de
fluorescence pour les deux couples testés. Damaéeses expériences, les signaux montrant
I'interaction entre CRR4 et DYW1 ont pu étre repritsl avec succes. L'absence de signal
d’interaction entre deux protéines dans un systéxpérimental, ne permet pas de conclure a
une absence d'interaction entre les protéines. Dmbneux facteurs peuvent en effet
expliquer ce résultat négatif (stabilité de limtetion, encombrement stérique de I'YFP,
stades de développement,...). Pour tenter de conalurel’interaction directe entre les
protéines, il serait nécessaire de tester d'autréhodologies ou conditions expérimentales
que celles testées dans ce travail de thése. Rarpt, une analyse de linteraction de ces
protéines dans des conditionsvitro par « Pull down » ou par double hybride chez Vaile
pourrait permettre une confirmation de l'interantid>’autre part des analyses par double
hybride avec des formes tronquées pourrait perenefidentifier les domaines protéiques

importants pour l'interaction.
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5.3.2. Caractérisation fonctionnelle de la protéine OTP91.

Les données du projet systématique de localisatibmontré que la protéine OTP91,
codée par le gen&T1G06150a une localisation dans les deux organites lorsgugquence
pleine longueur est fusionnée a la DsRed2 (Voiukgl de Colcombett al, 2013). Par
ailleurs, cette protéine appartient au sous-grdRIp8-E, principalement associé a I'édition.

Ces caractéristiques ont motivé sa sélection pétude de sa fonction moléculaire.

Néanmoins, avant de décrire mes travaux conceraaprotéine PPR OTP91, je
voudrais préciser quelques éléments bibliograpigueoncernant cette protéine.
L'interruption du géneOTP91 a été montrée comme probable cause d'un phénotype
embryon-létal (mutant nommé de ce fainbryon-defectivel444 ; protéine EMB1444)
(Tzafrir et al, 2004). Cependant, ce résultat a été contreditipateuxiéme travail, lequel a
montré que l'insertion analysée n’était pas la eads I'embryon-letalité (Cushingt al.,
2005). Ainsi, les résultats du test d’'allélismeeeftié par Cushing montrent que dans le
croissement entre les mutastak 093892t salk 143087il existe une complémentation de
I'embryon-létalité qui suggere que ce caractersaitepas lié a la mutation dans OTP91. Il a
été montré par la suite que l'insertion décrite Paafir et al, (2004) était localisée dans la
région promotrice du gene et non dans la séquenodante comme proposé initialement.
D’autre part, la structure du géne OTP91 portastriépétitions de motifs PPR n’est pas
encore tres claire a ce jour. En effet, la protéd¥d?91 est codée par le locA$1G06145
dans la version 9 de I'annotation TAIR. Dans lasi@r 10, I'exon codant pour les motifs
PPR a été fusionné au geA€1G06150 Cette « nouvelle » protéine correspond a unemusi
des domaines PPR et E, avec une séquence contenaltmaine hélice-boucle-hélice de
liaison & '’ADN. Cette modification de I'extrémité-terminale induit un changement dans les
prédictions de localisation subcellulaire de latiree qui deviendrait, selon cette nouvelle
annotation, une protéine nucléaire. Cette fusiogéfees n’est supportée par aucune évidence
transcriptionelle claire, est trés atypique pourgane PPR et est de plus contredite par le test
d’allélisme effectué par Cushirgt al, (2005) (cf ci-dessus). Pour cet ensemble de majso
dans cette these, le locus OTP91 a été assimlicas AT1G06145 (TAIR v9) ne présentant

pas de fusion protéique.

Concernant les analyses fonctionnelles de la imt®TP91, j'ai caractérisé dans un
premier temps la lignée SALK 093892 (appadedl1-) et j'ai pu confirmer les données de
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Cushing et al. (2005) montrant que linsertion de 'ADN-T dans tégion promotrice
n'entraine pas de phénotype embryon-létal. Je ecegiendant pas pu analyser le deuxieme
alléle décrit par Cushingt al. (2005) car la lignée correspondante (SALK_14308#&té
retirée des « Stock Centers ». Pour contourner ablgme, jai analysé la lignée
SAIL 549 EO07 (appeléetp91-2 portant une insertion dans 'ORF, 1388 nucléctidpres le
codon d’initiation de la traduction d’AT1G06145 dgbre 26A). J'ai ensuite entrepris la
recherche d’'individus homozygotes pour l'inserti@B81 graines ont germé sur du milieu MS
et les plantules ont été génotypées. Parmi cellemicun individu homozygote n’a pu étre
identifié (90 plantules étaient hétérozygotes pnsertion, 41 portaient deux alleles de type
« sauvage »). Des observations sur le remplissagegrhines dans des siliques des plantes
hétérozygotes n’'ont pas permis d'identifier de mgai anormales (taille ou coloration des
graines). Pour confirmer le résultat de génotypagesecond a été effectué. Les plantules
étudiées étaient issues de graines provenant deegsiiques prélevées sur deux plantes
hétérozygotes (2 siliques par plante). Les graime®té semées sur du milieu MS contenant
1% de saccharose. Dans ces conditions, j'ai putife@ndes individus homozygotes pour
I'insertion dans la descendance d'une seule dex @éantes (Tableau 8). Ces résultats
suggerent que 'obtention d’individus homozygotesnpait dépendre de facteurs que nous ne
contrélons pas bien comme peut-étre des stressoenementaux affectant le processus de
fécondation, la maturation des graines ou des pmnoéd de séchage des siligues au moment

du prélevement.

Tableau 8. Génotypage de plantules issues de deuxigees de deux plantes
hétérozygotes pour l'insertionotp91-2aprés croissance sur milieu MS contenant 1% de
saccharose.

Génotype
Plante - ]
Sauvage Heéterozygote Homozygote Non germées
20 52 0 26
24 46 7 14

Ces plantes homozygotes ont permis de caractéms@eu plus le phénotype induit
par l'insertion. En particulier, jai pu montrer gWinsertion de 'ADN-T dans les individus
otp91-2 homozygotes conduisait & une tres forte baissee wgie absence d’expression du
0éneOTP91 (expression indétectable par RT-PCR, résultat pré@isenté). Par ailleurs, les

analyses préliminaires du phénotype macroscopigtienontré que cette perte d’expression
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du géne s’accompagne d’un retard de germinati@affette tres fortement le développement

et/ou la croissance des plantes (Figure 26B et.26C)

En collaboration avec le Pr. lan Small et le Piz®Mi Takenaka, nous avons tenté de
prédire les cibles ARN de la protéine OTP91 engatilt le code de reconnaissance des PPR
publié réecemment (Barkaet al 2012, Takenakat al. 2013). La protéine OTP91 portant un
domaine E, typique de protéines impliguées darditidd, nous nous sommes penchés en
particulier sur la prédiction de sites d'éditiortgrttiels. Cette analyse a suggéré que plusieurs
sites chloroplastiques et mitochondriaux pouvaiétre ciblés par cette PPR (Annexe Tableau
19). En paralléle, jai caractérisé expérimentalette niveau d’édition chez le mutaotp91-

2 de 31 des 34 sites chloroplastiques majeurs déchiezA. thaliana (Figure 27) Les
résultats n'ont montré aucun défaut majeur chendéant aux sites étudiés. Cependant, de
facon trés étonnante, j'ai observé chez le mutgp@1-2un niveau d’édition du siteopCl-
C509 (21806) significativement plus élevé que cHeg plantes de type sauvage. Ce site
n’étant pas prédit pour les analyses bioinforma&tigCe résultat est similaire a celui observé
pour le mutantotp70 qui est affecté dans I'épissage de lintronrdeC1l et chez lequel
I'édition au siteropC1-C509 (21806) est augmentée (Chateigner-Battial, 2011). Afin de

« nettoyer » le mutarttp91-2d’autres insertions d’ADN-T éventuelles dans leayée et de
s’assurer ainsi du lien entre l'insertion dans éaeg0OTP91et le phénotype observé, jai fait
deux rétrocroisements. L’obtention d’homozygotesuss de ces rétrocroisements devra
permettre de confirmer les résultats préliminaietsd’approfondir la compréhension du

phénotype moléculaire du mutastp91-2
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Figure 26. Structure de la protéine OTP91 et phéngpe du mutantotp91-2

A : Structure de la protéine OTP91 avec représentde la séquence de la protéine (en noir),
des domaines PPR (fléeches jaunes), domaine E (€n ekla position de l'insertion ADN-T
dans le mutanotp91-2 B : Plantule mutantetp91-2homozygote observée entre les stades
développementaux 3.0 et 3.5 (germination sur mikicontenant 1% de saccharose, placée
sous une photopériode 16:8 lumiére:obscurité) PBante mutantetp91-2observée au stade
développemental 5 - 6 (aprés transfert du milieultSsaccharose sur du terreau et sous une
photopériode 16:8 lumiére:obscurité).
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Figure 27. Editotype chloroplastique du mutant homaygoteotp91-2

L’édition a été évaluée pour 31 des 34 sites majdiédition chloroplastique par séquencage de iode PCR a partir d’ADNc. Chaque site
d’édition est indiqué par une fleche au dessushdancatogramme de séquencgage. Pour chaque sitesiteop dans le génome chloroplastique
d’A. thalianaest indiquée. Les nucléotides sont représenté&sde Idu code couleur standard : rouge pour T, pour G, vert pour A et bleu
pour C. Les séquences correspondant au tramstirld ont été obtenues chez le mutant avec des amdtaéssssur le brin inverse de celui
utilisé pour séquencer les sites chez les plaaiegges.
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Chapitre VI

Bilan critique des résultats et éléments additionris de discussion
Limites de I'approche d’intégration de données poura double localisation des
protéines de la famille PPR.
Les limites des approches pour contourner I'embryo létalité des genes DYW?2 et
OTP100.
Quels facteurs régulent la localisation des protades PPR ?
La double localisation des PPR est un phénoméne@en mais dynamique entre
les especes.
L’expression des génomes des organites est-elleomtmnnée par des PPR

doublement localisées ?
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6. Bilan critique des résultats et éléments additionrie de discussion

En addition des discussions propres a chaqudearjic présenterai ci-dessous un
bilan critique des approches et des difficultéomtrées lors de cette thése. Par ailleurs,
je présenterai des aspects supplémentaires desdasdion non traité dans les projets

d’articles.

6.1.Limites de I'approche d'intégration de données pourla double

localisation des protéines de la famille PPR.

Dans l'analyse de la localisation de la familleRPFous avons utilisé deux
approximations pour I'obtention et la collecte diesinées de localisation. Tout d’abord,
pour les données de localisation générées au seiléquipe, il a été considéré que
l'utilisation d’'un systéme hétérologue d’expressimansitoire cheN. bentamiangouvait
rendre compte de la localisation des protéines BR thaliana D’autre part, pour les
données de localisation subcellulaire recueilliepagtir de données protéomiques, le
concept d’ortho-protéomique a éteé utilisé (Huahgl, 2013). Ce concept permet de faire
I'hypothése que la localisation subcellulaire det@ines orthologues serait transposable
d'une espece a une autre. Cependant, dans le cgsrotiEines ayant une double
localisation, Fust al, (2013) ont suggéré récemment que ['utilisation systemes
hétérologues pourrait avoir un impact sur les tésulde localisation. Un tel résultat
souléeve également des questions liées au condbptmmotéomique car il suggere que les
systemes de translocation peuvent varier entrecespet modifier I'éventuelle double
localisation d’'une protéine dans une espéece dorBiéa.que I'approche d’intégration de
données permette de minimiser les limitations geet @voir une seule stratégie en la
complétant par des données issues d’autres statébin’est donc pas a exclure qu’'un
certain nombre d’erreurs figurent dans notre amalgs particulier en ce qui concerne la

double localisation (présence de faux positifaakfnégatifs).
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6.2.Les limites des approches pour contourner 'embryoriétalité des
genes DYW2 et OTP100.

Les stratégies mises en ceuvre dans ce travail hdeet pour contourner
« I'essentialité » des protéines DYW2 et OTP10Mhjmas été couronnées de succes. Tout
d’abord, l'utilisation des amiR inductibles parthénol s’est avérée une stratégie lourde et
peu efficace pour I'obtention de matériel permettamalyse de la fonction moléculaire
des protéines OTP100 et DYW2. Ceci peut s’expliquaerle faible impact que peut avoir
une réduction de I'expression de geBa8N2et OTP100sur le phénotype macroscopique
des plantes, rendant difficile I'utilisation de teestratégie. De plus, les effets toxiques de
I'éthanol lorsqu’il est appliqgué pendant plus d@érs limitent le temps d’induction des
plantes avant analyse. Pour contourner ce désaeadtasystéme d’induction et en raison
du faible impact des amiR sur I'expression de rérseg cibles, il aurait été probablement
préférable de tester directement cette approchaidelde promoteurs constitutifs. Les
résultats préliminaires concernant les amiR dirigéstre le géne OTP100 semblent

néanmoins indiquer que cette stratégie pourratf@ursuivie dans ce cas.

La complémentation a I'aide de promoteurs spéoifigdu stade embryonnaire n'a
été mise en place que tardivement pendant la deraiée de thése ce qui n'a pas permis
de mener jusqu’au bout cette approche et de canglueint a son efficacité. Cependant, les
lignées produites pourraient étre utiles pour umayse de la fonction des protéines. Ces

analyses sont actuellement en cours dans I'équipe.

Les résultats obtenus avec les lignées hémi-congiéées restent partiels et
nécessitent d’étre confirmés. Néanmoins, l'obtentde plantes homozygotes pour la
mutationdyw?2-1complémentées grace aux deux insertions d’hémptEmentation, alors
gu'aucune survie de plante homozygote n'a pu ébterme avec I'une ou l'autre des
constructions, permet de proposer que les fonctienldYW2 dans les deux organites sont
nécessaires a la viabilité Al' thaliana. Le mutant clb19 est trés affecté dans son
développement mais viable sur des milieux richesr&ultat suggere donc que le mutant
dyw?2 présenterait un phénotype chloroplastique addigbrorrespondant a une fonction

moléculaire de DYW2 encore inconnue. D’autre gabsence de survie de mutangnv2

230|Page



DISCUSSION

complémentés du c6té mitochondrial, pourrait éwpliquée par la perte d’édition de

nombreux sites.

Par ailleurs, I'existence d’homozygotdans les deux lignées hémi-complémentées
d’otp100 nécessite une vérification (en cours). Dans ce t=s deux constructions
permettant I'expression d’OTP100 soit dans les chibmdries soit dans les plastes
conduiraient semble-t-il & une survie des plantaadrygotes. Ce résultat suggére que la
suppression des fonctions de la protéine dansdes drganites est la cause de la |étalité.
Une autre explication pourrait étre que le systérhémi-complémentation pour OTP100
génere des « fuites de localisation » qui permeteenomplémentation des mutants. Afin
de confirmer ce résultat, il faudra vérifier 'homygotie des lignées et analyser par des
approches biochimiques la présence et I'absencepdsgines chimériques dans les
organelles des différentes lignées. Ces analysasqia étre effectuées par Western Blot
en utilisant des fractions subcellulaires des ntstamh en utilisant des anticorps dirigés

contre le tag HA porté par les protéines dans pasteuctions d’hémi-complémentation.

Malgré les nombreuses approches entreprises dwetie these, la fonction
moléculaire de la protéine OTP100 reste inconnusgylici, aucun matériel viable
permettant une approche de génétique inverse rf'galtre obtenu. Néanmoins, si les
résultats préliminaires de la génération d’homo#ygo hémi-complémentés sont
confirmés, ils permettront de caractériser les tions moléculaires d’'OTP100 dans les
mitochondries et les chloroplastes. Une autreé&giat non initiée a ce jour au laboratoire,
pourrait étre d’entreprendre une recherche de nsitEaMS par « Tilling » afin d’'identifier
des mutations ponctuelles dans le gé&nEP100 Cette approche pourrait permettre
d’identifier des alléles moins forts que les ingars « perte de fonction » étudiées au cours

de ma these.

6.3.Quels facteurs régulent la localisation des protées PPR ?

En introduction de cette these, jai détaillé lgsecanismes permettant la
translocation des protéines dans les organitescdisles végétales. Malgré le grand
nombre de données apportées par I'analyse systpmaatie la localisation des protéines

PPR menée dans Colcomlstal, (2013), ces données ne permettent pas de proposer
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quels sont les mécanismes permettant I'import deseipes PPR dans les organites.
Cependant, il semble que les deux principaux ménas de double localisation des
protéines, impliqguant un seul ou bien deux proddistraduction, soient utilisés pour
limport des protéines PPR. En effet, il a été méngue de nombreux événements
d’épissage alternatif ont lieu dans des trans®R& cheA. thaliana(de Longevialle A.
2010). D’ailleurs les données de Ichinadeal. (2012) et de Fusst al. (2014) montrent
aussi que cheP. patensdes transcrits alternatifs sont aussi possiblesmains pour la
protéine PpPPR_43 et, par ailleurs, mes analygggesent que chez la PPR AT3G42630
des transcrits alternatifs produisent des isoformesifiées dans leur partie N-terminale
ce qui peut probablement avoir une incidence sulotalisation subcellulaire de la
protéine. Concernant le mécanisme de double adyesstlisant un seul produit de
traduction, il n'existe pas a I'heure actuelle deyve claire qu'un seul produit de
traduction des PPR puisse générer une double datialn. Ceci est notamment dd au
manque d’expérience d’'impadrt vitro pour les protéines PPR. Cependant, si on considére
que certains génes codant pour des protéines RMBs fjue les protéines PRORP1,
DYW2 et OTP100, ne produisent pas de transcritredtds, et que les prédictions de
double localisation du logiciehmbigous Targeting PredictiofATP) donnent des scores
importants pour certains membres de la famille RP&&t fort probable qu’'un mécanisme
utilisant un seul produit de traduction existe @t fonctionnel. Dans quelle mesure ces
deux mécanismes contribuent a la localisation det®imes PPR au sein de la famille reste

une question a résoudre.

Lors des expériences de localisation, nous avbsereé pour plusieurs protéines
PPR une localisation non homogene dans tous lemibeg, notamment dans le cas des
mitochondries d’'une méme cellule. Par exemple, [pai observer que certaines PPR
produisaient un signal de localisation dans un rremigduit de mitochondries. Une
hypothése pour expliquer ces résultats pourraifigquer la diversité des complexes de
translocation qui existent chez les organites @atpk. Ainsi, I'existence des différentes
familles multigéniques codant pour les protéines demplexes TOM et TIM pourrait
expliquer ces profils de localisation. Par ailleuisétérogénéité de la composition des
génomes mitochondriaux pourrait également étreaatedir influencant la localisation de
certaines protéines PPR. En effet, il est connuawusein de la population des
mitochondries d’une cellule, toutes les mitochoesine possedent pas un génome entier, a

tel point que certaines d’entre elles n’en ont ghagout. Dans ce cas, et compte tenu des
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fonctions des PPR, il ne serait donc pas surpremqaetles n'y soient pas adressées. Bien
gue les raisons de ces localisations hétérogemeslds cellules soient encore inconnues,
ces observations suggérent qu’il existe un mécandensurveillance actif permettant une
régulation fine de la localisation de ces protéifizns ce contexte, il serait intéressant de
déterminer, dans des expériences futures, s'iteexiae corrélation entre la présence (et

'abondance) de la cible ARN d’une protéine PPReaelbcalisation subcellulaire.

Bien que cela soit encore inconnu dans le capaesines PPR, la biogénese des
organites au sein de la cellule pourrait égalenmaptcter la localisation des protéines.
est important de considérer que les organites deat compartiments dynamiques se
transformant, leur nombre, forme et distributiomléant au cours de la vie de la cellule.
Ces changements sont plus évidents pour la mitatheo(Welcheet al, 2014). Bien que
nous ne disposions que de peu d’information coredries changements qui s’opérent
dans la localisation des protéines lors des fissienfussions des mitochondries, ces
mécanismes peuvent jouer un rble sur la distributles protéines. Par ailleurs, si on
considére le gradient de différenciation des cedullArabidopsisdepuis le méristeme
vers des organes différenciés tels que les fepillesest pas exclus que la biogenése des
organites, comme par exemple lors du passage guapte au chloroplaste, ait aussi un
impact sur la localisation des protéines PPR, @difrement pour les protéines

doublement adressées.

6.4.La double localisation des PPR est un phénoméne agg mais

dynamique entre les espéces.

Le nombre total de protéines doublement localis#sass la mitochondrie et le
chloroplaste reste encore incertain (cf premieagaphe de la discussion). Les données
expérimentales recueillies dans cette these megtem de suggérer que 123 protéines
pourraient avoir une double localisation (Tableaw ®@nsidérant groupe 2 a 4 », Annexe
Tableau 9). Au sein de ce groupe, 36 protéines J28%t des protéines PPR ce qui les
place, avec les protéines de la famille des ARNMithgtases, comme une des familles
majeures parmi les protéines ayant une double isatEn mitochondriale et

chloroplastique.
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Par ailleurs, en intégrant les données expérinemntie localisation produites par
des approches protéomiques et de fluorescenceesisies bases de données PPDB et
SUBAZ3, il est possible d’estimer que 140 autreddines dA. thalianapourraient avoir
une double localisation (Voir Annexe | Tableau 1QL#). Ainsi, au total, 273 protéines
d’Arabidopsispourraient appartenir a cette catégorie de lcatédis. Ce nombre est trés
similaire a celui de 277 protéines avancé par E&rSmall (2013). De plus, le nombre de
protéines de cette catégorie de localisation pdum&me étre sous estimé car la
localisation de trés nombreuses protéines restecacactérisée expérimentalement. Par
exemple, plus de 40% des protéines de la familke RIBR n’ont jamais été localisées
expérimentalement. Une étude récente estime quepidettines ayant une double
localisation dans la mitochondrie et le plaste paiant étre plusieurs centaines (Baudisch
et al.,2014).

L'importance des protéines PPR dans cette caggleidouble localisation n’est
pas surprenante si 'on considére le grand nomérgratéines PPR codées par le génome
nucléaire des plantes terrestres et le fait gqeetlet une fonction dans des processus du
métabolisme des ARN tres similaires chez les degarites. Comme pour I'ensemble des
protéines de cette catégorie de localisation,diog de la double localisation des protéines
PPR n’est pas claire. Cependant, il est possibleroigoser la méme hypothése que celle
avancée pour la plupart des protéines ayant unbleldocalisation : la double localisation
des PPR a pu étre mise en place pour diminuerue éurergétique généré par les deux
systémes d’expression des génomes des organjpesneéttre en méme temps au génome
nucléaire de coordonner l'activité photosynthétighida respiration oxydative au niveau
post-transcriptionel. Cette derniére hypothésesesgportée par le fait que les plantes
terrestres ont principalement sélectionné un ctmtrpost-transcriptionel (et non
transcriptionel) de I'expression des genes desnitem ceci favorisant probablement
I’émergence de la sous-famille de protéines PPRtay@e double localisation. Cependant,
importance de la régulation post-transcriptioaailexplique pas a elle seule I'apparition
de cette catégorie de localisation chez les preseRPR. En effet, parmi les 105 protéines
PPR décrites cheR. patentsirés peu semblent avoir une double localisatiomsii29
localisations expérimentales ont été rapportéesr pms protéines et, parmi elles,
seulement trois protéines ont été décrites aveaonble localisation (Sugitet al, 2013,
Fusset al, 2013). D’autre part, parmi les 46 protéines PPR thalianaayant une double

localisation potentielle, seule la protéine PRORPdeux orthologues potentiels chez
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patents Cependant, méme si Sugga al, (2013) proposent que ces deux orthologues,
PpPPR_63 et PpPPR_104 sont adressés aux deuxtesganicune donnée expérimentale
a eté présentée pour le démontrer. Cette faiblsergation ne permet pas, pour l'instant,
d’évaluer la conservation de la double localisatiemtre ces espéeces. Ces données
suggerent cependant que la double localisationtsemaprocessus dynamique dont la

fréquence aurait augmenté aprés la divergenceldetep vasculaires.

P. patenset A. thalianapossedent uniqguement 15 protéines PPR pour léegtikel
est possible de déterminer un lien d’orthologier. &bleurs, dans le cas de 10 protéines
PPR dA. thaliana,il est possible d’associer un couple de paraloghezP. patensAu
total, il existe donc 35 protéines PPR similairé®ezP. patenset A. thaliana Il est
intéressant de noter que ces 35 protéines foresdqadrtie de la sous-famille P, qu'il existe
un enrichissement dans la localisation plastidaéleue la conservation de localisation
subcellulaire semble importante entre ces deuxcespdinsi, parmi les 35 protéines, 7
ont une localisation chloroplastique prouvée cleszdeux espéces et 15 protéines ayant
une localisation plastidiale chéez thalianasont prédites dans le plaste clfezatents A
l'inverse, la plupart des PPR mitochondrialesPdgoatenan’ont pas d'orthologue chek.
thaliana. Cette observation peut s’expliquer par le fait pigénome mitochondrial de.
patensest assez différent en structure et en tailleedei des angiospermes alors que les
génomes chloroplastiques sont beaucoup plus siesléSuguiraet al, 2003, Terasawat
al., 2007). Ainsi, si I'on compare la famille PPR & patensa une famille PPR
d’angiospermes, la proportion de protéines ayartlacalisation mitochondriale passe de
45% a 60%, celle de protéines ayant une doubldidatian passe de 3 a 9%, alors que la
localisation plastidiale diminue de 45% a 25%. €adivolution de la répartition de la
localisation subcellulaire des protéines PPR péaet @liée a 'augmentation du nombre
d’événements post-transcriptionels nécessairesxpression des génomes des organites
des plantes vasculaires. En effet, I'expressiomé&uwome mitochondrial &. thaliang et
des angiospermes en général, nécessite un plugl grambre d'événements post-
transcriptionels que celle du plaste, particuli&gahdans I'édition (Takenalat al, 2013).
Ceci pourrait indiquer que les protéines PPR ontrdmué aux processus permettant une
meilleure coordination de [I'expression génomes achibmdriaux chez les plantes

vasculaires.
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En dehors dA. thaliang le nombre de protéines PPR dont la localisation
subcellulaire a été caractérisée chez les angiog®ereste assez faible. Un seul cas de
double localisation a été rapporté jusqu’ici, kgt de la protéine de Mais ZmPPR2263
orthologue de la protéine MEF29 Ad’ thaliana (Sossoet al., 2012). Chez les deux
especes, les protéines ont été observées daneuesodganites et une méme fonction
moléculaire a également été décrite pour les deot€ipes dans la mitochondrie. Ce cas
unique ne permet bien évidemment pas de conclure &entuel comportement évolutif
global de la famille. L'accumulation de donnéedaimlisation de membres de la famille
PPR dans d'autres espéces, chez des angiospermies amssi chez des espéeces
appartenant a d’autres clades comme les lycophigedpugeéres ou les gymnospermes,
sera nécessaire afin de comprendre la dynamigua deuble localisation au sein de la
famille.

6.5.L'expression des génomes des organites est-elle mmnée par

des PPR doublement localisées ?

Comme détaillé dans I'introduction de cette thése organites sont des structures
complexes nécessitant, pour I'expression de lemomme et leur biogénese, I'activité
coordonnée et régulée de facteurs nucléaires éhadeurs codés par les organites. En
effet, par des analyses transcriptionelles, iléanébntré que I'expression des génomes des
organites et du génome nucléaire sont interdépénadrcomplexes (Leistet al, 2011,
Schwarzlandeet al, 2012). D’'une part, le noyau influence et contr@e organites par
I'activité de facteurs nucléaires adressés auxrit@s ces processus sont connus sous le
nom de « mécanismes de régulation antérogradeanrgins, les organites ne sont pas
des compartiments neutres sous le «joug dictaterdu noyau et, en réponse a des
stimuli, les organites influencent en retour l'aité des genes nucléaires par des
mécanismes décrits sous le nom de « signalisatimagrade » (Woodson & Chory 2008,
Leister 2012, Chet al, 2013). Cette interconnexion et le dynamisme deidgenése des
organites rendent difficile l'interprétation du ebue peut avoir chaque processus du
métabolisme de I’ARN sur la coordination de I'exggi®n des genes. Cependant, compte-
tenu de la régulation antérograde et de la lod@isale certains facteurs nucléaires, deux
types de mécanismes de coordination par le noydexgeession des génes entre les deux

organites sont imaginables. Soit le noyau produiere/oie deux facteurs, I'un dans la
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mitochondrie et l'autre dans le plaste, de mangneultanée, soit un seul facteur est
produit puis adressé aux deux organites. Il n’est possible pour l'instant d’évaluer la
contribution de chacun de ces deux mécanismesasaodrdination de I'expression de
génes des organites. Néanmoins, leur co-existeangls probable compte-tenu du
nombre croissant de protéines liées au métaboldend! ARN possédant une double
localisation et du fait que les complexes protésqies nucléoides, structures a laquelle est
associé le métabolisme de 'ARN, semblent étre awéps d’'une multitude de protéines

présentant des localisations simples et doubles.

Chez les organites des plantes terrestres, laatgulde I'expression des génes se fait
principalement de fagcon post-transcriptionelle (Bn& Brenicke 2003, Steret al, 2010,
Smallet al, 2013, Hammani & Giegé 2014). Au sein de ces @ les protéines PPR
ont un réle prépondérant. Dans ce contexte, le®ipes PPR doublement localisées sont
des bons candidats pour participer a la coordinati® I'expression des genes entre les
deux organites. Nous avons essayé de tester gpit¢hiese par I'analyse de protéines PPR
impliquées dans I'édition. Malgré I'évidence, issde cette these, de la fonction
moléculaire de DYW2 dans les deux organites, lemées actuelles ne nous permettent

pas de valider I'hypothése proposée au début detpro

Il est important de considérer que le fait que dyau envoie une machinerie protéique
similaire vers les deux organites pour agir suxdression de leurs genes ne prouve pas
que I'expression des genes mitochondriaux et pliastk soient coordonnées. Le lien de
coordination doit étre établi par une corrélatiotre les cibles, c’est-a-dire sur la liaison
entre les processus ou agisse la protéine dandelesorganites. Dans ce contexte, il serait
attendu que les protéines PPR contribuant a unedioadion de I'expression entre les
organites soient simultanément présentes dans éex @rganites. Néanmoins, la
complexité et l'interdépendance des différents @ssas post-transcriptionels dans les
organites ne permettent pas de bien distinguenidribution de chaque processus. De
plus, I'implication de processus comme I'éditiore@ U dans la régulation de I'expression
des genes n’est pas claire. En effet, deux hypeshée s’excluant pas mutuellement
existent pour expliquer le réle de I'édition C en LA premiére hypothése propose que
I'édition serait un processus correctif pour cocdreer les mutations T en C qui se
produisent dans le génome des organites des plkantestres (Gray M. 2012). Cependant

cette action corrective de I'édition n’est pas trépertinente » pour des changements
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synonymes dans les séquences codantes. La secygpdhdse, propose que I'édition
contribue a l'existence des introns et a la réguiatde I'expression des genes des
organites. Celle-ci est avancée par le fait quesstéaements d’édition dans des séquences
non codantes, particulierement dans les intronsyoa influence sur I'épissage (Borretr

al., 1995, Kagamet al, 2012, Farre et al 2013). Un des obstacles majeus évaluer la
coordination de I'expression de génes des orgaagete fait que les organites au sein de
la cellule semblent proliférer de maniére indépetela En effet, cette différence

importante rend difficile la caractérisation dedations de coordination entre organites.

Des analyses approfondies sur les PPR doublemealidées seront nécessaires pour
mieux définir l'influence de ces facteurs nucléaisair le contrdle et la coordination de
I'expression de génes entre les organites. Par @eenh serait intéressant d’analyser de
maniere conjointe les transcriptomes nucléairedestorganites de plusieurs mutants de
PPR doublement localisées en suivant une approohiéaise a celle développée par

Leisteret al.(2011). Alternativement, des analyses permettantalailler sur un matériel

cellulaire végétal dont le développement des otganest synchronisé, comme par
exemple les cellules BY-2 de tabac, adapté a diésres cellulaires de mutants dans les
protéines PPR pourrait éventuellement contribuler raeilleure caractérisation du réle de

ces protéines doublement localisées.

Finalement, les choses sont évidemment beaucowpgoitnplexes que c¢a. En effet, en
plus d’'une coordination post-transcriptionelle @ble de I'expression des génomes, le
contrble du fonctionnement des complexes resprepicordonné par des facteurs
nucléaires et mitochondriaux, se fait principaletreenniveau post-traductionnel (Giegé
al., 2005). Ainsi, il n'est pas exclus que la coortioa fonctionnelle des organites

implique ces différents mécanismes.
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7. METHODES ET MATERIELS

7.1.Matériels Biologiques

7.1.1. Espéces végétales

L’espéce model\. thalianaa été utilisée au cours de ce travail de théss. Le
écotypes Columbi#&Col-0), Landsberg erecta (Ler) et Wassilewskija (Ws) etligpsées
d’insertion ADN-T provenant des « Stock Centersnt été utilisées dans le cadre des

analyses fonctionnelles.

Des expériences de localisation par I'expresgiansitoire de protéines de fusions
traductionnelles avec la protéine fluorescente [MI@Rent été menées sur l'espéce

Nicotiana benthamiana.

7.1.2. Mutants d’insertion chez A. thaliana

Les analyses fonctionnelles de cette thése santipalement basées sur une
stratégie de génétique inverse utilisant des ligrasertion d’ADN-T. Pour cela les
lignées suivantes ont été commandées a I'ABRalfidopsis Biological Resource
Cente) au NASC Nottingham Arabidopsis Stock Centeou au CRB (Centre de

Ressources Biologique, INRA de Versailles)

AGI Nom de la lignée Lignée Code
NASC

AT1G06145 otp91-1 SALK_093892 N593892
AT1G06145 otp91-2 SAIL_549 EO7 N823289
AT1G25360 otp90 SM_3 29668 N116370
AT2G15690 dyw2-1 GABI_332A07 N431783
AT2G15690 dyw2-2 FLAG_435F11

AT2G15690 dyw2-3 SALK 002014.56 N502014
AT3G49240 otp100-1 SALK_069042 N569042
AT3G49240 otpl100-2 SAIL_784 All N835064
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7.1.3. Souches bactériennes

La souche dEscherichia coliDH50 (génotypefhuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA
gInV44 @80 A(lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl endAl thi-1 hsdRa7été utilisée dans le
cadre des expériences de biologie moléculaire pesirclonages et la multiplication

d’ADN plasmidique.

La souche bactérienne EScherichia coliDB3.1 (génotypeF- gyrA462 endAl
gIlnV444(sri1-recA) mcrB mrr hsdS2Q(r mg) aral4 galK2 lacY1 proA2 rpsL20(9myl5
Aleu mtl), modifiée génétiquement, a été utilisée pourdaégation et la multiplication
d’ADN plasmidique contenant les cassettes Gatevamns desquelles se trouve le gene
ccdB Cette souche est insensible a I'effet toxiqueyélueccdB (Controlling Cell Death
B).

La souche C58C1 Agrobacterium tumefacierigénotypepTi_, Enf, ChF) a été
utilisée pour la transformation génétique de pkantelus particulierement, la souche
contenant le plasmide pSOUP a été utilisée potrafesformation transitoire de plants de
N. benthamianaPour la transformation stableAd’thaliang la souche C58C1 contenant le

plasmide pMP90 a été utilisée.

7.2.Méthodes de biologie moléculaire

7.2.1. Clonage a l'aide d’enzymes de restriction

Avant de procéder au clonage utilisant des enzyieeasstriction, il a d’abord fallu
analyser et choisir le(s) site(s) de restriction aféviter les sites se trouvant a l'intérieur
des fragments d’ADN de l'insert a cloner et de gérain clonage directionnel dans le site
multiple de clonage (MCS) ou dans la région d’iététu plasmide. Par exemple, dans
cette thése, la modification de vecteurs pGWB anétéessaire pour obtenir les vecteurs

d’hémi-complémentation ou d’expression embryon gigge.

Dans une stratégie basée sur le clonage de psadieliPCR, des oligonucléotides

ont été dessinés pour permettre la synthese dménaigd’ ADN d’intérét portant des sites
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de restriction aux extrémités 5’ et 3’ (quelquesléatides sont ajoutés pour permettre une
coupure efficace). La quantité de nucléotides dépaa 'enzyme de restriction. Les
inserts sont synthétisés par PCR puis purifiesa@d’ du kit de purification « Qiaquick
ADN purification kit » (QIAGEN).

7.2.1.1. Digestion de ’ADN par enzyme de restriction

Avant de procéder a la digestion, une quantificatie la concentration d’ADN est
réalisée a l'aide du spectrophotometre NanoDrop 19D0. L’ADN plasmidique et le
produit de PCR purifié sont digérés suivant un qoole standard de digestion par des
enzymes de restriction et les indications du fas®ur (New England Biolabs ou

Fermentas).

Dans le cas d’'une simple digestion (une seule eayyes conditions et réactifs pour un

volume réactionnel de 30uL sont :

Réactifs Quantité
(volume total 30uL)
ADN (plasmide ou produit PCR) XUL pour 2-5ug
Tampon spécifique a 'enzyme 10X 3uL
BSA 10X (si nécessaire) luL
Enzyme de restriction (10u/uL) lpL
H.O Qsp 30pL

La réaction est effectuée a 37°C pendant le teraggésé par le fournisseur et sans

dépasser 16h. Ensuite 'enzyme est inactivée s@halication du fournisseur.

Dans le cas d’'une double digestion (deux enzymesstection) les conditions et réactifs

pour un volume réactionnel de 30uL sont
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Quantité
Réactifs (volume total 30puL)

ADN (plasmide ou produit PCR) XuL pour 2-5ug dedarid
Tampon 10X choisi pour optimiser la réaction 3uL
BSA 10X (si nécessaire) luL
Enzyme de restriction 1 (10u/uL) luL
Enzyme de restriction 2 (10u/uL) luL
Eau Qsp 30pL

La réaction est effectuée a 37°C pendant le tesuggéré par le fournisseur, cette
durée étant déterminée parl’enzyme ayant le plustdemps d’incubation. Ensuite les
enzymes sont inactivées selon les indications @s)(fburnisseur(s). Dans le cas d’'une
grande différence de temps d’incubation, une gteadtenzyme a été ajoutée pour garantir
une digestion totale des fragments tout en veiltaoe que le glycérol apporté avec les

enzymes ne dépasse pas une proportion de plud@eld/ivolume final. En effet, celui-ci

peut inhiber la réaction.

7.2.1.2. Ligation de 'ADN

Avant de procéder a la ligation, les produits agestion sont purifiés a l'aide du
kit de purification « Qiaquick ADN purification ki (QIAGEN). La ligation permet le
clonage de l'insert dans le plasmide d’intérét. iRmla, la T4 DNA ligase (Promega) est

utilisée dans les conditions préconisées par lenfsseur.

Quantités
Réactifs (volume total 10pL)
Vecteur digéré 100ng
Insert digéré X ng*
Tampon ligase 10X luL
T4 DNA ligase luL
Eau Qsp 10pL

*: X est la quantité en nano grammes d’insert poltenir un ratio de concentrations
molaires vecteur : insert déterminé. En généralati® 3 :1 est recommandé mais ce ratio

peut étre optimisé pour chaque réaction. Il peuevae 1 :1 a 10 :1. La quantité en nano

P ngvecteurxtaille en kb d’insert mol de vecteur
grammes est calculée comme syi= *

taille en kb du vecteur

mol drinsert
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La réaction est incubée a 4°C pendant une nuideant 3h & température
ambiante. Le produit de ligation est ensuite @if@ur la transformation puis la sélection
des bactéries (cf section 7.3.1.2.). Les colonies testées par PCR (cf section 7.2.8.) et
'ADN plasmidique issu des colonies positives estrat et séquencé pour valider le

clonage (cf section 7.2.11.).

7.2.2. Clonage Gatewa} (Invitrogen™)

Principe

Il s’agit d’une technique de clonage par recomisimra permettant lI'insertion d’'un
fragment d’ADN dans un vecteur. Pour ces clonagex dypes de vecteurs sont utilisés,
les vecteurs donneurs et les vecteurs de destingpiour générer respectivement les
vecteurs d'entrée et les vecteurs d’expressionveeeur donneur porte les séquences
attP1 etattP2, lesquels par recombinaison avec les sittB1l et attB2 (ajoutés aux
extrémités du fragment a cloner, amplifié par PE€&jt permettre l'intégration du produit
PCR dans le vecteur donneur. Cette réaction, appeléaction de BP » génére un
nouveau vecteur (vecteur d’entrée) portant des aitel etattl 2. Par la suite, un vecteur
d’expression est construit par une seconde réadéorecombinaison (appelée « réaction
LR ») entre le vecteur d’entrée possédant le fragrdéntérét flanqué des sitedtL1 et
attL2 et un vecteur de destination portant les s##R1 etattR2. Tous ces vecteurs
possédent une origine de réplication pour leur iplidation dansk. coli et un géne
conférant la résistance a un antibiotique permeltasélection des bactéries transformées.
Les vecteurs donneurs et de destination possedeplus la cassette suicide contenant le

geneccdB.lls sont donc multipliés dans de bactéries DB3.1.

7.2.2.1. Amplification par PCR du fragment a cloner

Pour permettre le clonage d'un fragment d’ADN tnét par recombinaison, la
stratégie repose sur une amplification par PCRrdgniient qui permet d’ajouter a ses
extrémités les siteattB1 et attB2 nécessaires au clonage. Ainsi, deux PCR sugesssi
sont effectuées. La premiere (PCR1) permet d’amplie fragment & I'aide d’amorces
specifiqgues du fragment (amorces auxquelles uneeség étiquette de 12 bases est
ajoutée). La deuxiéme réaction PCR (PCR2) a potricede produit de PCR1 et permet
d’apporter les séquencatiB1 etattB2 grace a des amorces universelles s’hybridait en

sur les étiquettes de 12 bases.
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Réactifs PCR1

Quantités
(volume total 10pL)

Amorce sens (0,5uM) luL
Amorce antisens (0,5uM) luL
dNTPs (10mM chacun) 0,2uL
Tampon polymérase iProof 5X 2uL
iProof polymérase (2u/uL) 0,1pL
Matrice (ADN g ou ADNCc) luL
Eau 4,7pL
Conditions d’amplification PCR1:
| I
mo 1 owe | | we | e
F\\ 55.60°C | 20-30sec/kb 2min
| 30zec |
Dénaturation: Hybridation : Elongation
10cycles > al®
co

Pour la réaction de PCR2 deux types d’amorces tg@lles sont utilisées selon la nature

du fragment cloné (séquences codantes ou fragmgéntamiques). Les étiquettes portées
par les amorces spécifiques sont modifiées en qoesée.

Réactifs PCR2

Quantité
(volume total 50uL)

Amorce universelle sens (10uM)

Amorce universelle antisens (10pM)

dNTP (10mM chacun)

Tampon iProof 5X

iProof polymerase (2u/uL)

PCR1

Eau

1pL
lpL
1pL
8uL
0,4pL
1opL
28,6pL

Conditions d’amplification PCR2:

244 |Page



METHODES ET MATERIELS

| |
598_ = 5;% = : | g 72°C
sec . -
i |\ s0°C | 20-30sec/kb 4min
| 30sec |
Dénaturation: Hybridation : Elongation
< 25cycles > 4°C
co

Un aliquot (5 uL) de la réaction PCR2 est utiligupla vérification, par électrophorése

sur gel d’agarose, de la taille du fragment généré.

7.2.2.2. Purification du produit PCR

Deux protocoles ont été utilisés pour la purifmatdes produits PCR avant
clonage. Un premier protocole permet d’éliminer t@gonucléotides et les diméres
d’amorces par simple précipitation au PEG. Poua,celx 47l de produit PCR2 sont
ajoutés 22pl de solution PEG/Mg/TE (2 volumes de PEG 30% 8@InM MgCI2 et 3
volumes de TE) etyd de glycogene azur (favorise la précipitation eore en bleu les
culots). Le mélange est ensuite soumis a une Gggdtion a vitesse maximale (20000 g)
pendant 15 min et a température ambiante. Le eglatesuspendu dansi2@e TE, puis 2
a 5uL sont utilisés pour évaluer la taille et pnégede I’ADN par électrophorese sur gel

d’agarose.

Un deuxieme protocole de purification a été dililans le cas ou la spécificité de
I'amplification n’était pas trés bonne et des framis « parasites » devaient étre éliminés.
Pour cela, le kit de purification « Qiaquick ADNrffication kit » (QIAGEN) a été utilisé.
Cette stratégie permet une purification sur gerdgment PCR ayant la taille attendue.

7.2.2.3. Recombinaison BP (Invitrogen™)

Cette réaction permet le clonage du fragment fiéngar les siteattB1 et attB2
par recombinaison avec un vecteur donneur, dane ra#s le vecteur pDONR207,
contenant les sitemttP1 etattP2. La réaction de recombinaison permet la formadion
vecteur d’entrée similaire au vecteur donneur necaistenant, a la place de la cassette

Gateway, le fragment d’intérét flanqué des sititis1 etattL 2.
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Quantité
Réactifs BP (volume total 5uL)
Produit de PCR-attB 1-2uL
Vecteur d’entrée pDONR207 (150ng/uL) lpuL
Tampon BP clonase 5X lpL
BP clonase luL
Tampon TE ou Eau Qsp 5uL

La réaction est réalisée a 25°C durant 1h au miminies hl de réaction BP sont
utilisés pour la transformation puis la sélecti@s thactéries. Les colonies sont testées par
PCR et 'ADN plasmidique des colonies positives edtait et séquencé pour vérifier la

séquence.

7.2.2.4. Recombinaison LR (Invitrogen™)

Cette réaction de recombinaison permet le transfes inserts clonés dans le
vecteur d’entrée dans un vecteur d’expressiong@rmbinaison des sitestL du vecteur
d’entrée et les siteattR du vecteur de destination. Les plasmides deraggin utilisés
dans cette thése sont ceux de la série pGWB (Nakaghal, 2007), en particulier les
vecteurs pGWB1, pGWB2, pGWB13, pGWBL15, et le vec229-DsRed?2.

Quantité
Réactifs LR (volume total 5uL)
Vecteur de destination (100ng/uL) lpL
Vecteur d’entrée (300ng/uL) 0,5-2uL
Tampon LR clonase 5X 1uL
LR clonase 1uL
Tampon TE ou Eau Qsp 5uL

La réaction est incubée a 25°C durant 1h au mimim® a 5uL de produit de
réaction LR sont utilisés pour la transformatiomsgda sélection de bactéries. Les colonies
sont testées par PCR et I’ADN plasmidique des detopositives est extrait et séquenceé si

nécessaire.
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7.2.3. Clonage pGEMT-easy

7.2.3.1. Ligation

Les produits PCR purifiés peuvent étre directenstmtés dans le vecteur pPGEMT-
Easy® (Promega) en suivant les instructions dunfigaeur. Ce vecteur linéarisé possede a
ses deux extrémités 3’-terminales une thymidine @Bgmidines permettent le clonage de
produits PCR générés par les polymérases classigidype « Taq polymérase » qui
insérent une adénosine en position 3’ terminalefdggnents amplifiés. Dans le cas de
Taq polymérases modifiées ayant une activité «fpeading » (par exemple la
polymérase iProof® utilisée dans cette these)atlEnosines sont éliminées par 'activité
exonucléase de l'enzyme. Il est donc nécessairpul&x aprés réaction PCR des
adénosines en 3’ des fragments par le biais dehantque du « A-tailing ». Pour cela, 7uL
de produit de PCR purifié, 1uL de tampon polymére®¥, 0,2 mM d’ATP, 5 unités de
Taq polymérase dans un volume final de 10pL cord@éteau déionisée sont mélangeés.
La réaction est incubée a 72°C pendant 10 & 15tesnda réaction de ligation se

compose des éléments suivants :

Réactifs Quantité
(volume total 10uL)
Vecteur pGEMT-easy® 50ng
Produit PCR X ng*
Tampon ligase 10X lpL
T4 DNA ligase 1uL
Eau Qsp 10pL

* . X est la quantité en nano grammes d’insert pme ratio de concentrations molaires
vecteur : insert déterminé. En général, le ratial @3 :1 est recommandé mais ce ratio

peut étre optimisé pour chaque réaction. Il peuevae 1 :1 a 10 :1. La quantité en nano

. ng vecteurxtaille en kb d’insert mol de vecteur
grammes est calculée comme sy= *

taille en kb du vecteur mol drinsert

La réaction est incubée a 4°C pendant une nuiprbduit de ligation est ensuite utilisé
pour la transformation et la sélection des bacéhkanches et bleues. Les colonies
blanches, devant contenir un insert, sont testégsPCR et 'ADN plasmidique des

colonies positives est extrait et séquencgé pouesfication.
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7.2.4. Clonage de microARN artificiels (amiR).

Les plasmides pRS300, pBJ36_AIcA et pMLBART_AlcRoifvcartes en annexe Xx)
proviennent du laboratoire du Pr. Detlef Weigel g¢Maanck Institute For Developmenal
Biology, Tubingen, Allemagne) et du laboratoire RleLaufs (« Facteurs de transcription
et architecture », IJBP Versailles). Dans un pre@mps, deux amiR ont été sélectionnés
parmi la liste des amiR potentiels spécifiques giises DYW2 (amiRaa et amiRba) et
OTP100 (amiRla et amiR2a). Le choix des amiR a ré@isé en suivant les
recommandations du site http://wmd3.weigelworld.oeg privilégiant des régions ne
ciblant ni les domaines PPR ni le domaine DYW afiaméliorer leur spécificité. La

« création » de chaque amiR est réalisée par PGRt @pur matrice le plasmide pRS300
contenant la séquence codante du miR319a. PouuelzaqiR, quatre amorces spécifiques
(1, 1, M, 1vV) sont définies grace au logiciel efigne Web MicroARN Designer
http://wmd3.weigelworld.org. Ces amorces sont dess afin de modifier la séquence du
miR319a et de la rendre complémentaire des trasgeviw2ou OTP100.Les PCR (4)
sont réalisées comme décrit dans la figure 28 #isant la polymérase iProBf high
fidelity (Biorad), les amorces universelles A eteBles amorces spécifiques a chaque
amiR. La séquence de toutes les amorces et la destevecteurs utilisés sont présentés
dans le tableau 22 de I'annexe. Le produit PCRcédjespondant & chaque amiR a été
cloné dans le vecteur pPGEMT-Easy® selon le protdélrit ci-dessus (cf section 7.2.3.).
Les plasmides obtenus ont été vérifiés par séqgenga utilisant les amorces A et B. Le
fragment a ensuite été libéré du vecteur pGEMT-®gsgr restriction avec les enzymes
Hindlll et Xbal puis il a été sous-cloné dans letear pBJ36_AICA. La ségquence a été
vérifiée par restriction et séquencage. Enfin,dastruit chimériquePALCAamiR a été
transféré dans le vecteur binaire pMLBART _AlcR stauforme d’'un fragment Notl. Le
nouveau plasmide a été vérifié par restriction.d€mier plasmide, contenant au sein de
son ADN-T les constructionB35SALCR et PALCAamiR, a été utilisé pour transformer
la souche C58C1pMP90Al' tumefaciengcf section 7.3.2.1.). La souche obtenue a été
utilisée pour transformer des planteé dthaliang écotype Col-0, selon la procédure par

immersion de boutons floraux (cf section 7.4.4.).
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Figure 28. Stratégie utilisée pour générer et amgler des amiR.

7.2.5. Extraction d’ADN

7.2.5.1. Extraction rapide d’ADN génomique (ADNg) dA.

thaliana

Pour le génotypage des plantes, un protocole rdetivn rapide d’ADN
génomique a été utilisé. Il est important de nqtex ce protocole ne permet pas d’éliminer
un grand nombre de contaminants, comme les prat@heles sucres par exemple. Le

protocole est le suivant :

1 a 3 g de tissus sont collectés dans des tulpperidorf 2 ml) contenant deux
billes métalliques. Les échantillons sont broyésisdae I'azote liquide a l'aide du
TyssuelLyserll (QIAGEN) pendant 30 a 60 seconde®-8®RHz et avec les adaptateurs
correspondants. Une fois les échantillons broy@8u# de tampon d’extraction [SDS 0,5
% ; NaCl 250 mM ; EDTA 25 mM; Tris-HCI (pH: 7,5) @0mM] sont ajoutés a chaque
tube. Aprés un léger mélange, les échantillons semtrifugés 2 minutes a vitesse
maximale (20000 g) dans une centrifugeuse de psadlade type eppendorf et a
température ambiante. 300 pL de surnageant sdetté#d et placés dans un nouveau tube
puis 300 pL d’'isopropanol sont ajoutés a chaque pdur précipiter les acides nucléiques.
Aprés 2 minutes d’incubation & température ambjalete échantillons sont centrifugés
pendant 5 minutes a vitesse maximale (20000 g) daascentrifugeuse de paillasse et a

température ambiante. Le surnageant est éliminke eulot est séché a température
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ambiante. Finalement, les culots sont resuspenders H00 a 200 pL de tampon TE pH
8,0 et les échantillons sont stockes a -20°C.

L’ADNg extrait est généralement assez propre @diectuer une PCR par la suite.
Pour obtenir des extraits d’ADNg contenant moins dentaminants, une étape
d’élimination des protéines par « phénol/chlorofermpeut étre ajoutée a la suite de

I'extraction « rapide ». Le protocole est le suivan

Un volume d’un mélange phénol/chloroforme est &@uun volume d’échantillon.
Aprés avoir été mélangés pendant 30 secondes @e Idiun vortex, la solution est
centrifugée durant 10 minutes a vitesse maximal®d@ g) dans une centrifugeuse de
paillasse a température ambiante. La phase supgmst ensuite prélevée et placée dans
un tube propre. Un volume égal de chloroforme @sit@, les échantillons mélangés au
vortex et les tubes sont centrifugés pendant 1Qit@éa vitesse maximale et a température
ambiante. La phase supérieure est & nouveau édlgetis une précipitation des acides
nucléiques est réalisée en ajoutant 1/10eme demeoldiacétate de sodium (5M) et 2
volumes d’ETOH 95°C froid. Cette solution est cé#agrée 20 minutes a vitesse maximale
et & 4°C. Le surnageant est éliminé et les cuiotgs avec 200uL d’éthanol a 70%. Apres
centrifugation durant 15 minutes a vitesse maxinsalé 4°C, le surnageant est éliminé et

les culots sont séchés puis resuspendus dansZ2@iid de TE pH 8.0.

7.2.5.2. Extraction d’ADNg en plaque 96 puits

Une méthode d’extraction et purification d’ADNg piantes consiste a utiliser des
plaques 96 puits portant des membranes de puitiicaCette méthode est couteuse en
raison du cout des plaques (Whatman). Néanmoites,acpour avantage de permettre
I'extraction d’ADNg « propre » et ceci de maniénmgle et simultanée pour 2 a 4 plaques

(192 a 384 échantillons) en parallele. Le protoeslele suivant :

Deux billes métalliques sont placées dans chaquits mle plaque de type
Mycrotube Rack SysteifiNational Scientific Supply Co) puis 50-100 mg tigsu est
prélevé et mis dans chaque tube de la plaquet(dogseillé de placer la plaque sur glace

pendant le temps du préléevement). Les tubes soméés et les planques sont ensuite
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congélées dans de l'azote liquide. Le tissu esyéora l'aide du du Tyssuelyserll
(QIAGEN) pendant 60 secondes a 20 Hz. 300uL de d¢andgP1l + RNase, préchauffé a
65°C, est ajouté dans chaque puits. Les plagudsfeonées et agités énergétiquement
pendant 15 secondes de haut en bas. Les plaquesestrifugées a 3500g 5 minutes puis
100pL de tampon AP&ont ajoutés dans chaque puit. Aprés avoir boabh§ue puit, une
nouvelle agitation est réalisée pendant 15 secorldes plaques sont placés a -20°C
pendant minimum 10 minutes (idéalement une nuitr gauoriser la précipitation des
protéines). Les échantillons sont centrifugées aen8 minutes & 35009, puis 300pL de
surnageant sont transférés dans une nouvelle pld§0gL de tampon AP3/gont ajoutés
a chaque échantillon. Une nouvelle agitation eatigée pendant 15 secondes. 600uL
d’échantillon sont ensuite transférés sur la pladeecolonnes Whatman UNIFILTER
(GE Healthcare) sur le S-Block. Les échantillonatsmentrifugés pendant 5 minutes a
3500g. Le liquide est jeté puis 600uL de tampon B\&6nt ajoutés a chaque colonne. La
plague est fermée avec une feuille spéciale perdmé&alx gaz puis les échantillons sont

centrifugés pendant 15 minutes a 3500g.

Finalement la plague Whatman est placé sur laupladjélution et 100pL de
Tampon AE sont ajoutées a chaque colonne. Apréiditend’incubation a température
ambiante les échantillons sont élués par centtifoiggpendant 3 minutes & 35009 et les
extraits d’ADNg sont stockés a -20°C

Composition des tampons :

Tampon AP1 (pour 500ml de solution)

Volume
Produits (mL) Masse (g)
Tris1 M pH 8,0 50
EDTA 0,5M 50
NaCl 2,5 M 100
SDS 20 % 31,5
PVP 40 000
Bisulfite de sodium
Eau 268
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Tampon AP2 (K Ac. 3M — A. Ac. 5M, pour 200ml de solution)

Produits Volume (mL)
Acétate de potassium 5M 120
Acide Acétique Glacial 23
Eau 57

Tampon AP3(pour 150ml de solution)

Produits Quantités
Chlorure de Guanidine 37,25¢
Ethanol 96% 100 ml
Eau Qsp 150 ml

Dissoudre le Chlorure de Guanidine dans de I'eau pteindre un volume final de 50ml

de solution puis ajouter I'éthanol.

Tampon AW (pour 1 L de solution)

Produits Volume (mL)
Tris 1 M pH 8,0 22,5
EDTA 0,5M 0,2
Acétate de potassium 5M 32
Eau 945,3

Le tampon AW/E est préparé en mélangeant 100mlaa@dan AW et 170mL d’éthanol
96%

7.2.6. Extraction d’ADN plasmidique

L’extraction de plasmide est effectuée a partiné’ culture liquide bactérienne
ayant atteint son plateau de croissance. Cellestcc@lottée par centrifugation a 3000g
pendant 15 minutes et a 4°C. Le surnageant esinéliet le culot est conservé. De fagon
générale, I'extraction d’ADN plasmidique de baaérconsiste en une resuspension suivie
d’'une lyse, généralement avec un tampon basiqdmagtment par la purification au sens
strict de 'ADN plasmidique. Cette procédure a gffgndardisée et plusieurs kits utilisant
des membranes a base de silice sont disponiblele snarché. Dans cette thése, le kit:
« GenelJet plasmid miniprep » (Fermentas) a étiédutiLe protocole rapide a été utilisé et

est présenté ci-dessous.
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Note : Toutes les étapes sont réalisées a temp&atibiante. Les centrifugations se font
dans une centrifugeuse de paillasse (micro-ceggifse) avec une vitesse de rotation d’au
moins 12000g.

1. Resuspension des cellules, lyse et neutralisatio

250 pL de solution de resuspension contenant B&kse sont ajoutés au culot bactérien,
puis les bactéries sont resuspendues en les vottexapar pipetage. 250 pL de solution
de lyse sont ensuite ajoutés et mélangés gracea b 4nversions douces. 350 pL de
solution de neutralisation sont ajoutés a cettatisol visqueuse et mélangés par 4 a 6

inversions douces. Le mélange est centrifugé perdamn.

2. Purification de '’ADN plasmidique.

Le surnageant est transféré dans une colonne degton et centrifugé pendant 1 min.
Aprés avoir jeté I'éluat, 500pL de solution de lgeasont ajoutés a la colonne de
purification puis celle-ci est centrifugée penddanmin. Le lavage est répété une fois.
Aprés avoir jeté I'éluat une nouvelle fois, la auhe est centrifugée a vide pendant 1 min

pour éliminer toute trace d’alcool.

3. Elution de I'ADN

30 a 50uL de tampon d’élution sont ajoutés a larow (il est possible d'utiliser de I'eau
mais le tampon garantit mieux l'intégrité de 'ADdbur un stockage long), aprés 2 min
d’incubation, la colonne est centrifugée pendamti2 et '’ADN plasmidique est élué dans

un tube collecteur. Il est ensuite stocké a -20°C.

7.2.7. Quantification de ’'ADNg ou '’ADNp

Au laboratoire, les acides nucléiques sont quastifirace au spectrophotomeétre
NanoDrog"” ND-1000. Ceci permet une estimation relativememécise de la
concentration d’ADN dans I'échantillon. Il a 'avage d’étre simple et d’utiliser peu
d’échantillon (1pL du produit d’extraction). La amntration en acides nucléiques (ADN
et ARN) de I'échantillon est calculée en ng/pL. Beatios permettent d’estimer la qualité

de I'échantillon par rapport aux contaminants. hgor 260/230 correspond au degré de

253 |Page



METHODES ET MATERIELS

pureté de I'échantillon par rapport aux contamisahydroxylés principalement. Les
acides nucléiques ont un pic d’absorption autou@@nm alors que les contaminants
d’extraction comme les phénols et alcools ont erdfabsorption aux alentours de 230nm.
Plus le ratio 260/230 est proche de 2, moins I'éthan est contaminé. Généralement,
des ratios de plus de 1,6 sont acceptables poudiesitillons d’ADN. En revanche, pour
'ARN, les contaminants sont plus génants et owilgdie des ratios supérieurs a 1,8. Le
ratio 260/280 refléte la contamination de I'extyzdr des protéines. Les protéines sont des
contaminants pouvant géner I'efficacité de futuremipulations, telles que des réactions
PCR. Les protéines ont un pic d’absorption auxtales de 280nm. On recherche des
échantillons ayant un ratio 260/280 proche de 2osyme de faible contamination

protéique.

7.2.8. Amplification d’ADN par la réaction de polymérisain en chaine
(PCR).

A partir d'une matrice ADN, il est possible d’'arfigr, de facon trés importante,
une séquence d’intérét par PCR. Le principe regasd’appariement d’oligonucléotides
(ou amorces), spécifigues de la séquence a amplii@ sont « allongés » par des
enzymes de la famill@hermusaguaticuspolymérase (Taq) nécessitant le cofacteufMg
et des désoxy-nucléotides. La plupart des amortiéiséas dans cette thése ont été
dessinées a l'aide du logiciel Primer3Plus en caclacase « détection » et en indiquant
les températures d’hybridation souhaitées. Ce iegiest disponible sur internet
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plusimer3plus.cgi/). Les amorces pour les
lignées d’insertion ont été obtenues grace a l'eutsect Primer» de la page web deT«
DNA express: Arabidopsis gene mapping tool (http://signal.salk.edu/cgi-

bin/tdnaexpress).
Plusieurs types de Tag DNA polymérase ont étésatb pendant la these :
La Taq DNA polymérase du fournisseur Biolabs audiiésée pour la plupart des

manipulations : génotypages, sélection de coloraeslyses d'édition... Trois volumes

réactionnels sont utilisés (10, 25 et 50pL).
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Volume (pL)

Réactifs 10pL 25uL 50pL
Tampon (10X) 1 2,5 5
Amorce sens (10uM) 0,2 0,5
Amorce antisens (10uM) 0,2 0,5
dNTPs (10mM chacun) 0,2 0,5
Taq polymérase (5u/uL) 0,1 0,15 0,25
ADNg* 0,5-1 1 1-2
Eau Qsp 10 Qsp 25 Qsp 50

* Pour la PCR sur colonies, 'ADN est remplacé garl’eau. La quantité d’ADN matrice

peut varier de 10pg a 500 ng

Conditions d’amplification :

95°C

95°C

Smin

=l

30sec

\

55-65"C
30zec

Dénaturation : Hybridation

30-40cycles

68-72°C 68-72°C

60sec/kb Smin

Elongation

4-8°C

h

oo

La Tag DNA polymérase iProbf high fidelity (Biorad) a été utilisée lorsque les

fragments générés ne devaient pas présenter d’ @trdavaient étre clonés.

Réactifs

Quantités (uL)

(volume total 50uL)

Tampon iProof (5X)
Amorce sens (10uM)

Amorce antisens (10uM)
dNTPs (10mM chacun)

Taq polymérase (2u/uL)

Matrice ADN*

Eau

10
1

* ADNg ou ADNCc.

Conditions d’amplification :

98°C

3min

=l

\

55-65°C
30sec

Dénaturation : Hybridation

25-35cycles

28 250

|
|
|
T
|
|
|
|

Elongation

15 -25zec/kb 4min

L
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7.2.9. PCR quantitative ou en temps réel (qQPCR)

Cette technique est une modification de la PCRpgumet d’observer en temps
réel la progression de la réaction. Ceci est ptessibAce a I'utilisation de molécules
fluorescentes qui sont intégrées dans les fragnteABN au cours de la réaction. Elle est
utilisée dans cette thése pour la quantificatiol’'@eression des genes. Selon la nature
des molécules fluorescence utilisées, plusieursestyge qPCR peuvent étre distingués.
Dans cette thése, j'ai utilisé [eS¥BR greem, une molécule s’intercalant dans I’ADN,
pour évaluer le niveau d’expression des genes ainetéet des organites. Dans ce cas, la
gPCR est réalisée en utilisant comme matrice dBNAcomplémentaire (ADNc) obtenu
par reverse transcription (RT) (cf section 7.2.1Tétte méthode est ainsi appelée RT-
gPCR.

Plusieurs variables sont importantes pour la diicetion par RT-gPCR de
'expression des genes. Parmi elles, il faut soligla génération et la validation des
amorces spécifiqgues du gene d’intérét, la quakte éthantillons d’ARN, les enzymes ou
kits utilisés, I'utilisation de génes de référemtda méthode de quantification. Dans cette
thése, j'ai suivi les recommandations de I'artielglinimun Information for publication of
Quantitative real time PRC ExperimemtsMIQE) (Bustinet al, 2009). Ce document
précise I'ensemble des paramétres a prendre entedarp d’expériences de RT-qPCR et
gui nécessitent d’étre décrits dans les publicatidila méthode de quantification choisie
dans cette thése est la quantification relativiésatit des courbes standards. Les génes de

référence choisis lors des expériences sont :rle gbosomal 18S et le geA€TIN2

Les réactions de qPCR ont été réalisées en utillsamachine CFX384 Toucl Real
System (Biorad) ou le systemeReche LightCycler real time PCR systerdans un

volume final de 10uL contenant les réactifs suisant

Réactifs Volume (uL)
Mesa Green gPCR mastermix Plus SYBR Assay* 5
Amorces sens et antisens (1uM chacun)** 4
Matrice ADNc (1/16, 1/100, 1/1000, 1/5000) 1

*Fournisseur EUROGENTEC, **Pour les réactions deCRP pour [I'étude du
transcriptome chloroplastique ou mitochondrial¢cdamcentration de chaque amorce est de
0,75uM.
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Conditions générales d’amplification

95°C 95°C | g95°(C" 95°C
30s 58 | ST
\_sve } T s A
I 308
Courbe de fusion
= 39¢cycley ————» 58, 0,5°Cleyele, 60 cycles

Les conditions d’amplification dans le systémieache LightCycler real time PCR
system »sont légerement différentes : 95°C pendant 10 suivi de 40 cycles a 95°C
pendant 10s, puis 60°C pendant 10s et 72°C dufant 2

7.2.9.1. Dessin des Amorces de gPCR

Les amorces de qPCR ont été dessinées grace iaielldyimer3Plus cochant la
case « General settings, Load and Save, qPCR weetume température d’hybridation
optimale de 60°C. La taille du fragment a été deaemtre 80 et 200 pb et avec un contenu
optimal en GC des amorces de 45 & 60%. Les amordeété validées sur une matrice
d’ADNCc obtenue a partir de feuilles en vérifiansigécificité d’amplification, 'absence de
formation de dimeres et une efficacité d’amplificat(E) comprise entre 90% et 105%.
Ces tests sont réalisé a partir d’'une large gamendildtions de I’ADNc (1/1€ 1/10G,
1/1006, 1/5000).

7.2.10. Electrophorese sur gel agarose

L’électrophoreése sur gel d’agarose permet la sdipar d’échantillons d’acides
nucléiques linéaires, par exemple des produits @&,Pen fonction de leurs masses
moléculaires et grace a un champ électrique peamtdtt migration des acides nucléiques

chargés négativement vers le péle positif du chizpit.
Le gel d’'agarose est préparé en présence de beowhiéthidium (BET), un
intercalant des acides nucléiques qui fluoresce gmIUV. Un autre intercalant, le SYBR

Gold, peut aussi étre utilisé pour colorer les egiducléiques. La concentration en agarose
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détermine la capacité de séparation des moléctdelds nucléiques en fonction de leur
taille. Elle est généralement comprise entre 0,82%t (masse d’agarose/volume de
tampon). Une concentration €levée est préconisée $&parer les fragments de petite
taille. Dans cette thése, la concentration d’agataplus souvent utilisée est de 1% dans
du tampon Tris-Acetate-EDTA (TAE ; 40 mM TRIS-Acetal mM EDTA, pH=8). Une
solution de glycérol contenant un colorant charggativement (par exemple rouge de
crésol dans cette these) est ajoutée a chaquetiflomazvant dépot sur gel afin d’alourdir
la solution et de suivre la migration. La migratiarieu dans une cuve d’électrophorése
remplie de tampon TAE sous une tension constamérgiement comprise entre 50 et
300V (le temps et le voltage variant en fonctionlaeaille du gel et des échantillons

testés).

7.2.11. Séquencage de produits de PCR ou de plasmides

Le séquencage a été effectué par une sociétéeppérialisée (GATC BIOTECH,
http://www.gatc-biotech.com/en/index.html). Les ditions d’envoi sont définies par le
prestataire. Les résultats sont recus 2 a 3 jquéssaenvoi et les séquences sont analysées

en utilisant le logiciel A plasmid Editor (ApE) \won 2.0.45.

7.2.12. Extraction d’ARN totaux

L’ARN est une molécule fragile. Tout d’abord, eaison de la présence de
nombreuses RNases dans les tissus vivants etaiablitité de ces enzymes. D’autre part,
les molécules d’ARN sont sensibles & la dégradapioysigue comme sous l'effet de
fluctuations thermiques prolongées ou d'un pH alcalorsque l'on prépare des
échantillons d’ARN, il est donc impératif de tralexi avec des gants, des tubes, des cdnes
et des solutions « RNase free ». Il est aussi itapbde manipuler a 4°C pour préserver

les échantillons. Deux protocoles d’extraction dbBnt été utilisés dans cette these.
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7.2.12.1. Extraction a l'aide du kit RNeasy plant Minikit
(QIAGEN)

L'utilisation du kit RNeasy plant Minikit permeektraction d’ARN totaux grace a
des membranes a base de silice qui permettentanreelreproductibilité de la qualité de
'ARN. Cependant, ce kit est onéreux, limité damgjliantité de matériel de départ utilisé
et ne permet pas d’extraire la totalité des mokxu’ARN. En effet, les ARN de taille
inférieure & 200b ne sont pas retenus par la celo@ette extraction a été néanmoins
choisie pour la plupart des extractions d’ARN r&&dis pendant ma thése. Le protocole

suivi est celui préconisé par QIAGEN et disponiateligne sur leur site internet.

7.2.12.2. Extraction au Trizol® «<RNA Now »™ (Ozyme)

L'extraction des ARN peut étre réalisée égalenaeigide de Trizdl. Ceci permet
d’extraire tous les ARN sans exclusion de taillésmeécessite I'utilisation de substances
toxiques comme le phénol et le chloroforme. De phestaines étapes sont critiques et
peuvent influencer dans la qualité de 'ARN extrhé protocole est le suivant (en utilisant

des gants et en travaillant sous sorbonne) :

Le matériel végétal est prélevé et placé imméniate dans de I'azote liquide. Il
est ensuite broyé a l'aide d'un TissuelLyser Il au mlons et de mortiers propres et
autoclavés (tout en maintenant la chaine du fraidsd’azote liquide). Apres broyage, les
échantillons sont homogénéisés, sous sorbonne giémians 1ml de TriZdlpour 50 a
100mg de tissu. Les échantillons sont ensuite isibminutes a température ambiante et
0,2mL de chloroforme est ajouté pour 1ml de Trit@s tubes sont inversés 15 secondes
et incubés 2 a 3 minutes a température ambiante étkantillons sont centrifugés a 12

000 g maximum durant 15 minutes a 4°C.

Apres centrifugation, le mélange est séparé erphase inférieure rouge, la phase
de phénol-chloroforme, une interphase, et une phaseuse supérieure incolore. Les
ARN se trouvent la phase aqueuse qui est prélawéansférée dans un nouveau tube. Les
ARN sont précipités avec 0,5ml d’isopropanol poorl He Trizol. Les échantillons sont

incubés 10 minutes a température ambiante et figgés a 12 000 g maximum durant 15
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minutes a 4°C. Le surnageant est éliminé et let@gorincé avec 1ml d'éthanol a 75%
pour 1ml de Trizol. Une derniére centrifugation 00g maximum durant 5 minutes a

4°C est enfin nécessaire. Les culots sont resusgeatehs de I'eau « RNase free ».

7.2.13. Traitement de 'ARN total a la DNase

L'extraction des ARN ne permet pas d’éliminer &sutles molécules d’ADN
(nucléaire, mitochondrial et chloroplastique). Damastaines expériences, il est impératif
d’éliminer toute trace d’ADN, notamment lors deckractérisation du niveau d’expression
de genes ou de I'étude de I'édition des 'ARN. Poela, un traitement a la DNAse doit
étre réalisé. Dans cette these, deux types de DNAseété utilisées, la « DNAse |

amplification grade » (Invitrogen) et la Turbo™ DBE\(Ambion). Les protocoles sont les

suivants :
Composition de la Composition de la réaction
Réactifs réaction (DNAse | (Turbo™DNAse 2U/uL)

Ampl. gradelU/uL)

ARN 1-5 pg 1-10pg

Tampon 10X 1puL 5uL

DNAse lpL lpL

Eau QsplopL Qsp50pL

Dans le cas de la DNAse | amplification grade :

Le mélange réactionnel est placé a 25°C pendanti@@tes puis 1uL de DNAse |
est & nouveau ajouté et I'échantillon est de nawvweeubé a 25°C pendant 20 minutes. La
réaction est arrétée par ajout de 1uL d’EDTA 25ntliheubation & 65°C pendant 10 min.

Les ARN sont ensuite précipités et stockés a -80°C.

Dans le cas de la Turbo™ DNAse :

Le mélange réactionnel est placé a 37°C pendanmBtutes puis 1pL de
Turbo™DNAse est a nouveau ajouté et I'échantillat cubé a 37°C pendant 30
minutes. La réaction est arrétée par ajout de 1FEDTA 25mM et incubation a 75°C
pendant 10 min. Les ARN sont ensuite précipitéstaatkés a -80°C.
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Une étape de vérification de la contamination Al PCR est nécessaire afin de
vérifier I'absence totale d’amplification sur lextmits d’ARN. Dans le cas d'une

amplification positive, une nouvelle étape de émmiént & la DNAse est réalisée.

7.2.14. Précipitation des ARN

Plusieurs méthodes sont possibles pour la pratigit des acides nucléiques tels
gue les ARN. Dans cette these, les ARN sont présippar la méthode « acétate de
sodium/éthanol ». Ainsi, il est ajouté 171® volume acétate de sodium 3M pH 5,2 et 2,5
volumes d’éthanol 96° froid (0°C) sont ajouté a wwlume d’échantillon ARN. Les
échantillons sont placés a -20°C durant une heurmiaimum (une nuit est conseillée)
puis centrifugés a 20 000 g pendant 15 minute<Ca Ué culot est rincé avec de I'éthanol
70% puis I'échantillon est centrifugé durant 105minutes a 100009 et a 4°C. Le culot

est repris dans de I'eau « RNase free »..

7.2.15. Quantification des I'ARN totaux

De la méme fagon que pour 'ADN, I'ARN peut étreagtifi€¢ au Nanodrop (cf
section 7.2.7.). Les mesures effectuées au Nanatropnéanmoins peu précises ce qui

peut poser probléme pour certaines expériences.

Pour plus de précision, les ARN peuvent étre daseRRibogreen (Molecular
Probes). Le Ribogreen est une molécule qui fluergsr a I'état libre mais qui, lorsqu'il
est complexé aux acides nucléiques, fluoresce deenealinéaire dans une gamme de
concentrations. De cette maniére les ARN peuveatdtantifiés de fagon trés précise. Le

protocole donnée ici est celui utilisé par la dlatee transcriptomique de TURGV.

7.2.15.1. Préparation de la gamme
76uL de tampon TE sont ajoutées a un échantillodde de Ladder ARN 0,5-10kb

(100ng/ pL). Une gamme d’étalonnage est prépameetdiment dans une plaque a fond

noir selon le tableau suivant :
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Puits* Volume de TE (uL) Volume d’ARN gamme (uL)  Quantité (ng)

1 30 20 100
2 34 16 80
3 38 12 60
4 42 8 40
5 46 4 20
6 48 2 10
7 49 1 S

8 49.5 0.5 25

*D’une plaque a fond noir.

7.2.15.2. Préparation des échantillons

Les ARN a quantifier sont dilués avec du TE erpkgant a une concentration
approximative de 50ng/puL. Dans la plaque a fond,M@uL de TE sont déposés dans
chaque puit, puis 1uL d'échantillon dilué est a@quar puit.

7.2.15.3. Préparation du Ribogreen

Une solution de Ribogreen dilué est préparée demsube noir de 1,5mL en
ajoutant 50pL de TE et 0,25uL de Ribogreen par idlem & doser. 50pL de cette
solution de Ribogreen diluée sont ensuite ajoutébagjue puits de la plague (gamme +
échantillons). La plaque est ensuite couvertesetdactions sont agitées pendant 5 minutes
a température ambiante. La lecture du signal feomet est réalisée dans le fluorimétre a
plagues FLUOstaGalaxyet a I'aide du logiciel BIOLISE.

7.2.16. Test de la qualité et de I'intégrité des ARN issligne extraction

Le test d'intégrité des ARN se base sur la conmigamnadu profil de I'échantillon
étudié avec un profil type connu pour des ARN deneoqualité. Ce test peut étre réalisé
par électrophorese sur gel d’agarose ou bien, gesirésultats plus précis, par analyse de
I'échantillon sur puce « Agilent » (Agilent, RNA 80 Nano Kit). Le protocole est celui

utilisé par la plateforme transcriptomique de 'URG
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7.2.16.1. Préparation des échantillons

20uL de RNA 6000 ladder sont dénaturés durant 0ar65°C. 1uL de chaque
échantillon est prélevé et placé dans un tube Bmll, Les échantillons sont ensuite
dénaturés pendant 2 minutes a 65°C puis placégiaue. Le gel est ensuite préparé et les

échantillons sont déposés selon les instructiofgil#nt.

7.2.17. Réaction de transcription inverse

Il s’agit de la synthése du brin d’ADN complémerga(ADNc) a partir d’'une
matrice ARN. Le but est d’obtenir un équivalent AlINIn transcrit. A partir de ce brin
d’ADNC, il est possible d'effectuer les manipulatsocomme des PCR qualitatives ou
quantitatives. La synthese d’ADN complémentaire eff¢ctuée en utilisant le kit de

reverse transcriptase Superscriptll™ (Invitrogen™).

La synthese se fait & partir de 150ng a 5ug d’A&Hl traité a la DNAse (7.2.13.)
auxquels sont ajoutés 1uL de dNTP (10mM), 150ngxdihucléotides aléatoires ou 2uL
oligonucléotide dT (10pM), le tout dans un volurmafde 12uL. Apres 5 minutes & 65°C
puis 1 minute sur glace, 4uL de tampon de réad&¥n2ulL de DTT, 1uL de RNase
OUT™ sont ajoutés. Dans le cas d'héxanucléotidéstates, le mélange est incubé a
25°C pendant 2 minutes ; dans le cas d’un olig@uiide dT, il est incubé a 42°C pendant
2min. Ensuite, 1uL de transcriptase inverse esit@jet la réaction est incubée a 25°C
pendant 10 minutes puis 50 min a 42°C (héxanudéstaléatoires) ou directement 50
minutes a 42°C (oligonucléotide dT). Finalemergnfyme est inactivée par 15 minutes

d’incubation & 70°C.
En général, un témoin négatif est généré en géeallréaction sans transcriptase

inverse qui est alors remplacée par de I'eau. Gecnet par la suite de vérifier qu'il ne

restait pas de contamination d’ADN génomique dassARN.
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7.3.Méthodes relatives aux bactéries
7.3.1. Souche d’E. coli

7.3.1.1. Préparation de bactéries thermo-compétentes d’E. tio

Une préculture de 10mL est inoculée par une sobele&rienne dans du milieu
liquide (LB pour Luria-Bertani) et est incubée uneit & 37°C et a 200-250rpm. La
préculture est utilisée le lendemain pour ensemeb@@mL de milieu (SOB pour Super
Optimal Broth) qui est incubé & 19°C sous agitafiesgu’a I'obtention d’'une densité
optique DO (600nm) comprise entre 0,5 et 0,6. Lauoa est refroidie 10 minutes sur la
glace puis centrifugée a 5000g pendant 10 minu#ié€al e culot bactérien est repris dans
160ml de solution TB froide puis incubé pendantniid. Les bactéries sont a nouveau
centrifugées a 5000g pendant 10 minutes et a 4i€rpprises dans 40ml de TB froid.
Aprés ajout de 5,6ml de DMSO, elles sont incubé&emihutes sur la glace, aliquotées et
finalement congelées dans de I'azote liquide astukage a -80°C.

Solution TB : 10mM Pipes, 15mM CaCR50mM KCI, ajusté a pH 6,7 avec du KOH,
55mM MnCb, stérilisé par filtration.

Milieu LB liquide : 10g/L bacto-tryptone, 59/l exit de levure, 10g/L NaCl, pH ajusté a 7
avec du NaOH.

Milieu LB solide : 10g/L bacto-tryptone, 5g/L exitrale levure, 10g/L NaCl, Agarose
15¢g/L pH ajusté a 7 avec du NaOH.

Milieu SOB : 20g/l bacto-tryptone, 5g/L extrait devure, 10mM NaCl, 2,5mM KClI,
10mM MgCh, 10mM MgSQ, pH ajusté a 7 avec du NaOH.

7.3.1.2. Transformation de bactéries thermo-compétentes et

sélection

Le principe repose sur l'application de deux chdbermiques successifs

permettant I'entrée du vecteur dans la bactérigorbeocole est le suivant :

Les bactéries thermo-compétentes sont décongeléeglace puis 100uL de

bactéries sont ajoutées a 10 & 100ng (1-2 pL) deeweou de réaction de clonage dans un
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tube froid. Le mélange est incubé sur glace dusaat20 minutes. Un choc thermique est
ensuite réalisé par 45 secondes d’incubation a 4@f&@n Marie) puis 5 minutes
d’incubation a 0°C (bain eau-glace). Apres choarttigue, les bactéries sont mises en
culture dans 900puL de milieu SOC (pour « Super r@gti broth with Catabolic
repressor ») & 37°C pendant une heure sous agitdts®rpm). 50 & 150uL de la culture
sont ensuite étalés sur milieu LB solide contenlanttibiotique nécessaire pour la

sélection des souches contenant le vecteur etéscal37°C pendant une nuit.

Une PCR sur colonies est réalisée le lendemainr pélectionner des clones
positifs. Pour cela, chaque colonie est piquée awer pointe de cdne stérile de 10pL,
inoculée sur une boite de LB solide et la pointee@suite immergée dans 10 ou 25uL de
mélange réactionnel PCR. Les conditions de la P@@Radaptées en fonction des amorces

utilisées. Le produit PCR est ensuite observé paration sur gel d’agarose.

Les colonies positives suite au test PCR sontulées dans 5 a 10 mL de milieu
LB liquide a 37°C pendant la nuit. Le lendemainQZD de culture sont mélangés avec
300pL de glycérol 50% stérile puis stockés a -8Q°€.reste de la culture liquide est
utilisé pour I'extraction de 'ADN plasmidique (cfection 7.2.6.) puis le plasmide est

envoyé au séquencgage avec les amorces correspesidant

Milieu SOC: 20g/l bacto-tryptone, 5¢g/L extrait devlire, 10mM NaCl, 2,5mM KCl,
10mM MgCh, 10mM MgSQ, 20mM glucose, pH ajusté a 7 avec du NaOH.

Milieu LB solide : 10g/L bacto-tryptone, 5g/L extrale levure, 10g/L NaCl, Agarose
15¢g/L pH ajusté a 7 avec du NaOH.

7.3.2. Souche d'A. tumefaciens

7.3.2.1. Préparation de bactéries C58C1 thermo-compétentes

Une préculture est effectuée en ensemencant 8mLBd@&gro, contenant les
antibiotiques nécessaires, avec une colonie fraitAe tumefaciensLa préculture est
incubée une nuit a 28°C puis ajoutée a 192mL deemilB agro contenant les

antibiotiques de sélection. La culture est incubé2B8°C sous agitation jusqu'a une DO
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(600 nm) comprise entre 0,4 et 0,6 puis centrifyggredant 15 min & 34009 et & 4°C. Le
culot est repris dans 10ml de Tris-HCI 10 mM pH frgid, centrifugé 15 min a 34009 et a
4°C et resuspendu dans 4mL de LB agro froid. Depiaies de 200uL sont préparés et
congelés dans de 'azote liquide avant stockag#DaG-

Milieu LB agro liquide : 10g/L bacto-tryptone, Sgktrait de levure, 5g/L NaCl, pH ajusté
a 7,5 avec du NaOH

Milieu LB agro solide : 10g/L bacto-tryptone, 5géitrait de levure, 5g/L NaCl, Agarose
15g/L pH ajusté a 7,5 avec du NaOH

7.3.2.2. Transformation de bactéries C58C1 thermo-compétense

200uL de bactéries compétentes sont décongeléggase puis ajoutées a | g de
plasmide avant incubation pendant 5 min sur un mg&aeau-glace. Deux chocs
thermiques sont effectués par transfert des tubras5lans de I'azote liquide puis en les
incubant & 37°C pendant 5 min. Aprés choc thermitgee agrobactéries sont mises en
culture dans 800uL de LB agro pendant 2h a 28°G sgitation douce. 200uL de cette
culture sont ensuite étalés sur milieu LB agro deolcontenant les antibiotiques de

sélection nécessaires. Aprés 48h a 28°C, les ckomdgestés par PCR.

7.4.Méthodes relatives aux plantes

7.4.1. Culture d’A. thaliana en serre et chambre de cultur

Deux compartiments (serre et chambre de cultung)été utilisés pour le semis
d’Arabidopsisen terre. Des plantes cultivées en serre ontétérglement utilisées pour la
transformation, la sélection et la multiplicatioa plantes. Les conditions de culture dans
ce compartiment sont de 21°C en moyenne et aveqénedicité de lumiere de type
« jours longs » (16h de lumiere — 8h d’obscurité).

La culture des plantes dans de chambres de cudtété utilisée principalement

lorsque des conditions plus contrblées étaientss@iees : phénotypage et expériences de
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caractérisation de I'expression de genes. Les tiondi de culture dans la chambre
« Arabidopsis »de 'URGV sont de 21°C pendant le jour et de 1T4Chuit, de 65%
d’humidité et avec une périodicité de lumiére deety jours longs » (16h de lumiére — 8h
d’obscurité).

7.4.2. Stérilisation des graines

Deux protocoles de stérilisation des graines thiuélisés lors de cette thése : un
traitement « acide » dans le cas de graines forteommtaminées et un second dans le cas

d’'une contamination plus faible.

Pour le premier protocole, une pastille d’eaualel (CHLOR'O, Chimie Plus) est
dissoute dans 50mL d’eau puis 50 pL de tween 20ajontés. 1 mL de cette solution est
ensuite ajouté a 9 ml d’éthanol 96 % (v/v) et cetikution est utilisée pour stériliser les
graines par incubation pendant 10 min maximum. Diearages a I'éthanol 96% sont

ensuite effectués sous hotte stérile et les graioesséchées sur papier stérile.

Dans le deuxieme protocole, les graines sontis&&as dans une solution d’éthanol
70% contenant 0,05% de SDS pendant 10 minutes.sAdmination de la solution, les
graines sont incubées 10 minutes dans de I'éth@Bfd sous la hotte. Les graines sont

finalement séchées sur papier stérile.

7.4.3. Culture in vitro

Deux types de milieux pour la culture de matéviegétalin vitro ont été utilisés

lors de cette thése.

Le milieu Murashige et Skoog (MS : MES 0,5¢/L, @4 mix Murashige et Skoog
salts SIGMA, pH 5,7), liquide ou solide, avec etsaddition de saccharose, a été utilisé
pour la sélection de transformants et pour les repees de phénotypages et de
génotypages des lignées d'insertion. Pour la gétectle transformants ou pour
I'évaluation de la ségrégation des ADN-T, des aatiipues, Kanamycine (50 mg/L) et

I'Hygromycine (25 mg/L), sont également ajoutégralieu.

267 |Page



METHODES ET MATERIELS

Un deuxiéme milieu utilisé pour la cultureAdabidopsisest le milieu Duchefa (Ester &
Somerville 1987) qui a été utilisé pour les exp@es de BIFC et pour certains

phénotypages.

Les graines stériles sont semées sur boites deunsiblide a I'aide de cure-dents
stérilisés ou « a la volée ». Aprés traitementraidf(de 48h a 4°C) pour la synchroniser la
germination des graines, les boites sont placées utze chambre rotative a 21°C, avec un
pourcentage d’humidité de 45% et une luminositéyge « jours longs » (16h de lumiére
— 8h d'obscurité).

7.4.4. Transformation stable de plantes d’A. thaliana

Une colonie dA. tumefaciengortant le plasmide binaire d'intérét est utiligéir
inoculer 5mL de milieu LB agro contenant de la mfacine (100 pg/mL) et le(s)
antibiotique(s) associés au plasmide. Les bact&oes incubées durant 48h a 28°C en
agitation a 150rpm. 500 uL de cette préculture stifisés pour inoculer 500mL de LB
agro contenant les antibiotiques appropriés. Laumilest incubée a 28°C jusqu’a
I'obtention d’'une DO (600nm) de 0,8 (environ 12@Heures) puis centrifugée 30 min a
5000g et 4°C. Le surnageant est éliminé et le @gbtresuspendu dans 500mL de milieu
de transformation. Les inflorescences des plantémrésformer sont trempées dans la
solution dAgrobacteriumpendant 2 min, puis les plantes sont laissées shmches
pendant 24h.

Milieu de transformation : 5% Saccharose, 200 p&illvet L-77

7.4.5. Croisement des plantes d’A. thaliana

A. thaliana est une plante essentiellement autogame mais @éret une
fécondation croisée (allofécondation) entre génedgypha fécondation a lieu naturellement
avant ouverture des bourgeons floraux grace a wmehsonisation du développent de la

partie male (étamines générant le pollen) et grttie femelle (pistil).

Afin de croiser manuellement différents génotypadaboratoire, les plantes sont

cultivées dans la serre jusqu’au stade de croiss@ri® — 6.50 (Boyest al, 2001). Une
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hampe florale de la plante utilisée comme femedtadentifiée et les siliques et bourgeons
floraux ouverts sont éliminés. A I'extrémité detegbhampe, deux bourgeons floraux bien
développés mais non ouverts sont sélectionnésade®s étant éliminés (les boutons
sélectionnés sont généralement au stade 10-11vélog@ement de la fleur selon I'échelle
du site http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeji.c Les pétales, les sépales et les
étamines sont ensuite délicatement enlevés sope lbimoculaire a l'aide de pinces fines
et seul le pistil est conservé. Des étamines pbdampollen mature sont ensuite prélevées
sur la plante considérée comme donneur méle ebllenpest déposé sur le stigmate
jusqu’a saturation. 2 a 3 jours aprés croissemantjébut de croissance de la silique est
normalement observé. Les siligues matures sonty#és 2 & 3 semaines aprés croisement

et laissées sécher dans un tube ouvert.

7.4.6. Induction de I'expression des amiR sous chambrecdéure

Ce méthode a été adaptée du protocole d’indudtioriaboratoire de P. Laufs
(« Facteurs de transcription et architecture », PIJBVersailles) http://www-
ijpb.versailles.inra.fr/fr/bc/equipes/MeristemeZ®me_ethanol_ind/sei_protocoles.html.
Il a été choisi en raison que, sous les conditthnaboratoire « Facteurs de transcription
et architecture », il semble induire moins d'effe¢gondaires dus a la toxicité de l'alcool.
Apres 48h a 4°C pour la synchronisation de la geation, des graines de chaque ligné
amiR et le contr6le Col-0 ont été semées (2-4 ggjar pot, 4 pots par ligné dans une
barquette de 24 pots) et mis sous conditions dmllede culture a 21°C pendant le jour
et de 17°C la nuit, de 65% d’humidité et avec uagaglicité de lumiére de type « jours
longs » (16h de lumiére — 8h d’obscurité). Apreésjdis de croissance une feuille de
chaque plante a été traité avec une goute de IthéebBasta pour déterminer les plantes
résistantes et sensibles. 20 jours aprés semikitition de 'amiR par I'éthanol a été initie
en distribuant 5 tubes eppendorf de 1.5mL sur tgumte, puis 500 pL d’éthanol 80% ont
été mis dans chaque tube. Les plantes resistanmt@&téosignalés et chaque barquette de 24
pots a été ensuite mis sous cloche. L'inductiotéaeitretenue pendant 3 jours et pour cela
I'éthanol a été rechangé chaque jour en retiraie de jour précédent et ajoutant 500 pL
d’éthanol 80% nouvelle. Finalement, les échantilafun pool de plantes résistantes et

des contrdles ont été prevelevés au troisiemedaauction et les ARN ont été extraits.
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7.5.Etude de la localisation subcellulaire des protéirse

Dans ce travail de thése, la localisation desépres a été évaluée en utilisant une
approche de fusion traductionnelle entre la pretéiintérét et une protéine fluorescente.
Pour cela deux systemes ont été utilisées : urermgstd’expression transitoire chbiz
benthamianaet un systeme utilisant des ligneés stables éhethaliana.Le signal de
localisation est observé par microscopie confoealeutilisant le microscope confocal
Leica SP2 AOBS (Leica Microsystems).

7.5.1. Expression transitoire chekl. benthamiana

Une colonie dAgrobacteriumcontenant le plasmide d’intérét est utilisée pour
ensemencer 5mL de LB agro liquide contenant lesbiatitjues nécessaires. Cette
préculture est incubée a 28°C pendant 48h soustiagit(150rpm) puis 500uL sont
utilisée pour ensemencer 5mL de milieu LB agro ilgucontenant les antibiotiques
nécessaires. La culture de bactéries est incul28G pendant 12 a 16h et sous agitation
(150rpm). Les bactéries sont ensuite « culotéem egntrifugation pendant 10 min a 4°C
et resuspendues dans un milieu d’agro-infiltratf@g@mM MES pH5,6, 10mM MgCI2,
150uM d’acétosyringone) afin d’obtenir une densité gpé (DO) a 600nm comprise entre
0,2 et 0,3. Cette solution est incubée une heteenpgérature ambiante, puis utilisée pour
infiltrer des feuilles déN. benthamianaPour cela, les agrobactéries sont injectéeddel’'a
d’'une seringue de 1 mL sans aiguille sur la fadérieure des feuilles dans I'espace

intercellulaire.

L’expression des protéines est observée apres'iflitration et jusqu’a 120h sur
des cellules protoplastisées. Pour obtenir deoplagtes, I'épiderme de la face inférieure
de feuilles est retiré dans les régions agro-mfés puis les fragments de feuilles sont
incubés dans un milieu de digestion enzymatiqudadearoi cellulaire (Maceroenzyme
R10 4g/L, Driselase 1g/L, Cellulase « Onusuka ».2@durashige et Skoog Salt Mix
4,4g/L MES 0,5¢/L, Sucrose 20g/L, Mannitol 80g/lenplant 2h a 28°C et a I'obscurité.

Pour confirmer la localisation mitochondriale, l@®toplastes sont incubés avec

0,5 & 1uM de Mito-tracker green (marqueur de p@kentembranaire) pendant 10 a 15
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min. Les signaux de fluorescence sont observés imwsnope confocal de maniere
séquentielle : excitation a 488nm du Mito-trackexem suivie par une excitation a 543nm
de la DsRed2. Les signaux d’émission sont détentés des fenétres de 500 a 530nm, 570
a 620nm et 620 a 700nm pour le Mito-tracker, laéne de fusion et I'auto-fluorescence

de la chlorophylle respectivement.

7.5.2. Localisation des protéines dans les lignées staklés thaliana.

Les descendants de transformants primaires exptiaes fusions PPR::DsRed2
sont semém vitro sur milieu MS contenant ou non de I'herbicide Bggn cas d’absence
de sélection, les plantes transformées sont séfetes par PCR). 10 a 15 jours aprés
semis, les plantules sont observées en microsagpifocale de la méme fagon que les

protoplastes.

7.6.Test dinteraction protéine-protéine par complémenation

biomoléculaire de fluorescence (BiFC) che&. thaliana

Aprés clonage dans un vecteur d’entrée, les ségaetndantes des PPR ont été
introduites par recombinaison LR dans les vecte@&da série pBiFC disponibles au
laboratoire. La sélection des bactéres coli transformées est réalisée sur du milieu
contenant 50mg/L de Spectinomycine, puis les bastésont testés par PCR et les
plasmides de clones positifs sont purifiées. Fimalet ces plasmides sont utilisés pour la
transformation d’agrobacteries, lesquelles sorisé@és pour la transformation transitoire

de plantules dirabidopsis

Le protocole ci-dessous est basé sur celui déans la publication de Mariaat al.
(2008). 4mL de milieu solide Duchefa sont ajoutéhacun des puits d’une plaque a six
puits (Saatitec, PA500/38). Des graines de I'éomtlypndsberg sont semées sur le milieu
recouvert d’'une grille en plastique de maille 1 nues boites sont placées a 4°C pendant

48h puis incubées dans la chambre de cuituviro d’Arabidopsis
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24h aprés mise en culture des semis d’Arabidopestscolonies d’agrobactéries
contenant les plasmides pBiFC (pBIFC1 et pBIFC4jtara les inserts d’intérét sont
utilisées pour ensemencer 5mL de milieu LB agraitlg contenant les antibiotiques
nécessaires (spectinomycine/rifampycine). Les agdies sont incubées pendant 16 a
20h et 1mL de cette préculture est utilisé pouciher 30mL de milieu LB agro liquide
contenant les antibiotiques nécessaires. Les esltsont incubées pendant 48h puis
centrifugées 15min a 4000g et resuspendues dand Hemmilieu Duchefa liquide
contenant 200 uM d’acétosyringone.

Les plantules sont transformées avec un mélanget dalL d’agrobactéries
combinant les deux protéines du couple testé (2entudture contenant pBIFC1 et 2 mL
contenant pBIFC4). La transformation est effectaédaide d’'une pompe a vide, la
solution est éliminée et les plantules sont placks la chambre de culture pour une
nouvelle phase de croissance. Trois jours apre®-iafitration, les signaux de
fluorescence sont observés dans les cotylédons gidan microscope confocal. Le
microscope est configuré en utilisant le laser 488omme source d’excitation. Les
signaux d’émission sont détectés avec des fenéa &0 & 550nm et 600 a 700nm pour

la protéine YFP reconstituée et I'auto-fluorescetheda chlorophylle, respectivement.
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Tableau 9. Protéines dArabidopsisthaliana connues pour étre localisées a la fois dans lestoaachondries et les plastes disponibles dans de
publications.

Localisatior
Compartimen
AGI V10 Annotatior Fluorescenc  Proteomiqu  Autre plastidia Réference
At1g08130.. DNA ligase M; C; N Ct Xu et al. 201z
Atlg11870.. Sery-tRNA synthetase (SerR M; C C strom: Carrie et al. 2013, Xuet al. 201z
At1g13900.. Purple acid phosphatase 2 (AtPA M; C C membrane extert  Carrieet al. 2013, Xuet al. 2013
At1g21400.. Thiamin diphosphate binding fold prot M; C Carrieet al. 2013, Xuet al. 201<
Atlg22660.. Polynucleotide adenylyltransferase family pro M; C M Carrieet al. 2013, Xuet al. 201z
At1g30680.. Toprim domail-containing protein, DNA helicase (H M; C Carrieet al. 2013, Xuet al. 201<
At1g31170.. Cysteinesulfinic acid reductase (Siredoxin, AtSrx M; C M; C Carrieet al. 2013, Xuet al. 201:
At1g48520.. Glutamy-tRNA(GIn) amidotransferase subuni M; C M; C M; C strom: Carrieet al. 2013, Xuet al. 201z
At1g49630.. Presequence protease 2 Zinc metalloprotease (A) M; C C,MP;r M; C strom: Carrieet al. 2013, Xuet al. 201z
At1g50200.. Alanyl-tRNA synthetase (AlaR: M; C; Ci Ct M; C strome Carrieet al. 2013, Xuet al. 201:
At1g50840.. DNA Polymerase gamme M; C Carrieet al. 2013, Xuet al. 201<
At1g63940.. Monodehydroascorbate reductase 6 (MDH M; C M; C M; C strome Carrieet al. 2013, Xuet al. 201z
At1g74260.. Purine biosynthesis M; C M; C strome Berthoméet al. 200¢
Atlg74350.. Intron Maturase ATnmAT M; C Xu et al. 2012
Atlg74600.. Organele transcription processing 87 (OTP M; C Carrieet al. 2013, Xuet al. 201z
Atlg79230.. Mercaptopyruvate sulfurtransferase 1 (M< M; C M; C M; C strom: Carrieet al. 2013, Xuet al. 201z
At2g03050.. mTERF, Soldat10, EMB¢ M; C C Fusset al, 201:
At2g04842.. Threony-tRNA synthetase (ThrF-2) C M; C strome Carrieet al. 2013, Xuet al. 201z
At2g25840.. Tryptophany-tRNA synthetase (TrpR M; C m; C strome Carrieet al. 2013, Xuet al. 201z
At2g30320.. Pseudouridine synthe M; C Carrieet al. 2013, Xuet al. 2012
At2g31170.. Cysteiny-tRNA synthetase (CysR M; C strome Carrieet al. 2013, Xuet al. 201<
At2g32230.. Proteinaceous RNase C M; C nucléoidt Gobertet al. 201(
At2g35370.1 Glycine decarboxylase complex H M;C @in M;C Baudischet al. 201
At2g37250.. Adenylate kinas M; C M; C Xu et al. 2012
At2g46110.. Ketopentoate hydroxymethyltransfer (KPHMT1) M; C n M; C Baudischet al. 2012
At2g47510.. Fumarase M; C M M; C Baudischet al. 2012
At3902660.. Tyrosy-tRNA synthetase (TyrR: M; C M; C strome Carrieet al. 2013, Xuet al. 2013
At3g05790.. Lon protease M; C M; C Carrieet al. 2013, Xuet al. 2012
At3g10690.. DNA GYRASE A M; C M; C Carrieet al. 2013, Xuet al. 201z
At3g12:70.1 Ribosomal protein L10 (RPL1 M; C M Xu et al. 2013
At3g13490.. Lysyl-tRNA synthetase (LysRS), clas: M; C C M; C strome Carrieet al. 2013, Xuet al. 201:
At3g15000.. Multiple organellar RNA editing factor 8 (MORF8)jRl M; C M; C nucléoice Bentolilaet al. 201z
At3g15660.. Glutaredoxin M; C M M; C Baudischet al. 2012
At3g16480.. Mitochondrial processing peptidaa 2 (MPFo2) M; C M M; C Carrieet al. 2013, Xuet al. 2013

Les données de la colonne « Fluorescence » etre Auint été collectés a partir des références<iéns la colonne correspondante. Les donnéescdéohne
« Protéomique » ont été collectés des bases detdsi8UBA3 et PPDB. M: mitochondrie, C: Plastes, MBmbrane Plasmique, Ct: Cytosol N: Noyau. Dans la
colonne « Protéomique », une localisation en mimlesidique une localisation potentielle car ungles@bservation supporte cette localisation.
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Tableau 9. (suite) ProtéinesAdabidopsis thalianaconnues pour étre localisées a la fois dans léschondries et les plastes disponibles
dans de publications.

Localisatiot

AGI V10 Annotatior Fluorescenc Protéomiqu Autre  Compartiment plastidi Réference
At3g19170.. Presequence protease 1 Zinc metalloprotease (At) M; C M; C M; C strom: Carrieet al. 2013, Xuet al. 201:
At3g20540.. DNA Polymerase gamme M; C Carrieet al. 2013, Xuet al. 2013
At3g23830.. Glycine-rich RNA binding protein (GRF M; C Carrieet al. 2013, Xuet al. 2013
At3g24320.. MutS Homologl (MSH]1 M; C nucléoidt Xu et al. 2011, Xuet al. 2013
At3g25660.. Glutamy-tRNA amidotransferase subunit A (GAT M; C M; C strome Carrieet al. 2013, »u et al. 2012
At3g25740.. Methionine aminopeptidase M; C C Carrieet al. 2013, Xuet al. 2013
At3g46100.. Histidyl-tRNA synthetase 1 (HisR M; C M; C strome Carrieet al. 2013, Xuet al. 201z
At3g48110.. Glycil-tRNA synthetase (GlyR: M; C C strome Carrieet al. 2013, Xuet al. 2012
At3g48250.. PPR protein BIR M; C Fusset al. 201z
At3g54660.. Glutathione reductase M; C M; C M; C strome Carrieet al. 2013, Xuet al. 2012
At3g55400.1 Methionyl-tRNA synthetase MetRS M; C ™; M; C stroma Carriet al.,2013, Xuet al.,2013
At3g58140.1 Phenylalanyl-tRNA synthetase PheRS M; C M; C stroma Carriet al.,2013, Xuet al.,2013
At4g02930 Elongation factor Tu family M; C M; MP NT, Baudisclet al.,2013
At4903320.1 TIC 20-IV M; C C membrane interne Xet al.,2013
At4g08390.1 Stromal ascorbate peroxidase M; C M;C M;C stroma Carriet al.,2013, Xuet al.,2013
At4g10320.1 Isoleucine-tRNA synthetase (lleRS) M; C Ct Carrieet al.,2013, Xuet al.,2013
At4g17300.1 Asparaginyl-tRNA synthetase (AsnRS) av; M; C stroma Carriet al.,2013, Xuet al.,2013
At4g25200.1 Small heat shock protein 23.6 (AtHsBP3. M; C Carrieet al.,2013, Xuet al.,2013
At4g26500.1 Chloroplast sulfur aceptor E1 (AtSFE1) M; C C stroma Carriet al.,2013, Xuet al.,2013
At4g30490.1 AFG1-like ATPase family protein M; C M Carrieet al.,2013, Xuet al.,2013
At4g30700.1 Mitochondrila Editing Factor 29 M; C Sossoet al., 2012
At4g31210.1 DNA topoisomerase (Top) M; C M; C noatie Carrieet al.,2013, Xuet al.,2013
At4g32400.1 Brittle 1 M; C membrane interne Carrée al.,2013, Xuet al.,2013
At4g32915.1 Glutamyl-tRNA amidotransferase sub@n{GATC) C M; C stroma Carriet al.,2013, Xuet al.,2013
At4g33760.1 Aspartyl-tRNA synthetase (AspRS) M; C M; C stroma Carriet al.,2013, Xuet al.,2013
At4g36580.1 AAA-type ATPase family protein M; C M Carrieet al.,2013, Xuet al.,2013
At4g37000.1 Accelerated cell death 2 (ACD2) M; C C thylakoides Pattanayak al.,2012
At4g37040.1 methionine aminopeptidase 1D (MAP1D) av; C stroma Carriet al.,2013, Xuet al.,2013
At5g04140.1 Ferredoxin-dependent glutamate synt{@k81) M; C C stroma Carriet al.,2013, Xuet al.,2013
At5g05730.1 Anthranilate synthagesubunit 1 (ASA1) M; C m; C Baudischet al.,2013
At5g06810.1 Mitochondrial transcription terminatifactor (MTERF) M; C Carrieet al.,2013, Xuet al.,2013
At5g08710.1 Regulator of chromosome condensati@(R M; C Carrieet al.,2013, Xuet al.,2013
At5g08740.1 NAD(P)H dehydrogenase C1 M; C C M; C aspdglobules Carriet al.,2013
At5g14660.1 Peptide deformylase 1B (PDF1B) M; C C troraa Carriect al., 2013, Xuet al.,2013
At5g15700.1 RNA polymerase RPOTmp M; C M Carrieet al.,2013, Xuet al.,2013
At5g16200.1 50 S ribosomal protein-related M; C Carrieet al.,2013, Xuet al.,2013
At5g16715.1 Valine-tRNA synthetase M; C C M; C stroma Carriet al.,2013, Xuet al.,2013
At5g22800.1 Alanyl-tRNA synthetase (AlaRS-2), cldss C M; C stroma Carriet al.,2013, Xuet al.,2013

275|Page



Tableau 9. (suite) ProtéinesAdabidopsisthalianaconnues pour étre localisées a la fois dans leschundries et les plastes.

Localisatior
AGI V10 Annotatior Fluorescenc Protéomiqu Autre  Compartiment plastidi Réference

At5g23060.1 Calcium sensing receptor M; C m; C; mp thylakoides Carriet al.,2013, Xuet al.,2013
At5g23300.1 Dihydroorotate dehydrogenase M; C M; mp M;C Baudisclet al.,2013

At5g24850.1 Flavin adenine dinucleotide Cryptoche®@nCry3) M; C C M; C nucléoide Care¢ al.,2013, Xuet al.,2013
At5g26860.1 Lon protease 1 (Lonl) M; C M Carrieet al.,2013, Xuet al.,2013
At5g926940.1 Defective in pollen organelle DNA detation1 (DPD1) M; C Carrieet al.,2013, Xuet al.,2013
At5g35630.1 Glutamine synthetase 2 (GLN2) M; C M;C WM;C stroma Carriet al.,2013, Xuet al.,2013
At5g38710.1 Methylenetetrahydrofolate reductase IAR) M; C Carrieet al.,2013, Xuet al.,2013
At5g40810.1 Cytochrome C1 protein M; C M M; C Carrieet al.,2013, Xuet al.,2013
At5g44785.1 Organellar single-stranded DNA bindingtein (OSB3) M; C Carrieet al.,2013, Xuet al.,2013
At5¢g51440.1 Small heat shock protein 23.5 (AtHspR3. M; C Carrieet al.,2013, Xuet al.,2013
At5g52520.1 Prolyl-tRNA synthetase (ProRS) M; C M; C stroma Carriet al.,2013, Xuet al.,2013
At5g54770.1 Thiazole biosynthetic enzyme, chlorsp(ARAG) M; C C stroma Carriet al.,2013, Xuet al.,2013
At5¢g55200.1 Co-chaperone GrpE protein (GrpE) M; C M Carrieet al.,2013, Xuet al.,2013
At5g56940.1 Ribosomal protein S16 (RPS16) M; C Carrieet al.,2013, Xuet al.,2013
At50g63980.1 SAL1 M; C C; Ct M; C stroma Carriet al.,2013, Xuet al.,2013
At5g64050.1 Glutamate tRNA synthetase (GIURS) M; C M; C stroma Carriet al.,2013, Xuet al.,2013
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Tableau 10. Protéines dArabidopsisthaliana probablement doublement localisées dans les
mitochondries et les plastes.

Localisation
Compartiment
AGI V10 Annotation Fluorescence Protéomique plastidial
Atlgl11860.1 Glycine cleavage T-protein M; C; mp
At1g15390.1 Peptide deformylase 1A M; C M; C
At1g48420.1 D-cysteine desulfhydrase M; C; Ct C;c
At1g52080.1 Actin binding protein M;
At1g65630.1 DegP protease 3 M; C
Atlg74130.1 Rhomboid protease M; C
Atlg79440.1 Aldehyde dehydrogenase 5F1 M; C
At2g01140.1 Aldolase superfamily protein C M; C; mp
At2g02510.1 NADH dehydrogenase (ubiquinone) M; & P M
At2g04030.1 Hsp90-5 C M; C; mp
At2g07698.1 ATPase, F1 complexsubunit protein M; C
At2g19490.1 RecA DNA recombination family protegtA2 M; C M
At2g21170.1 triosephosphate isomerase-1 (TPI-1) CtC; M; C; ct; mp
At2g25140.1 Casein lytic proteinase B4 M; C
At2g26080.1 Glycine decarboxylase P-protein 2 M; C
At2g28000.1 Encodes chaperoninQ C M; C stroma
At2g34630.1 Geranyl diphosphate synthase 1 M; C M
At2g35370.1 Glycine decarboxylase complex H M; C;n
At2g35605.1 SWIB/MDM2 domain superfamily protein ; m
At2g40300.1 Ferritin 4 M; C C
At3g01280.1 Voltage dependent anion channel 1 M CvMP
At3g02780.1 Isopentenyl pyrophosphate M; C M; C; ct
At3g10270.1 DNA GYRASE B1 M; C nucléoide
At3g13930.1 Dihydrolipoamide acetyltransferase M; C; MP
At3g47520.1 Malate dehydrogenase [NAD], C M; C osta
At3g57090.1 Tetratricopeptide repeat (TPR)-liketgiro M; C; Prx C
At3g58610.1 Ketol-acid reductoisomerase M; C; mp
At3g61440.1 Cysteine synthase C1 M; C
At3g62530.1 ARM repeat superfamily protein M; C
At4g00290.1 Mechanosensitive ion channel protein M; C
At4g02990.1 RUGOSA2 M; C
At4g25130.1 Peptide met sulfoxide reductase 4 M; C
At4g26970.1 Aconitase 2 (ACO2) m; c M; ¢; MP
At4g33010.1 Glycine decarboxylase P-protein 1 M; C
At4g34200.1 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase3BHP C M; C; MP
At4g34620.1 Small subunit ribosomal protein 16 M; C
At4g39460.1 S-adenosylmethionine carrier 1(SAMC1) ; QM m; C; MP
At5g04130.1 DNA GYRASE B2 M; C nucléoide
At5g13420.1 Aldolase-type TIM barrel family protein M; C; mp stroma
At5g13490.1 ADP/ATP carrier 2 M; C; MP; n
At5g14590.1 Isocitrate dehydrogenase family protein M; C
At5g14780.1 Formate dehydrogenase M; C; mp
At5g20720.1 Chaperonin 20 (Cpn20) C; Prx M; C
At5g39410.1 Saccharopine dehydrogenase M; C; MP
At5g36950.1 DegP protease 10 M; C
At5g53170.1 FTSH protease 11 M; C
At5g58270.1 ABC transporter family protein M; C; MP
At5g67500.1 Voltage dependent ion channel VDAC2 AVimp

Ces données sont issues de I'analyse de protéoitmshondriaux et plastidiaux des plantes. Danspretéomes
une recherche des données expérimentales de docbléesation a été mise en ceuvre sur les basedeéds
SUBA3 et PPDB en omettant les protéines de la fanRIPR. M: Mitochondrie, C: Plastes, MP: Membrane
Plasmique, Ct: Cytosol N: Noyau, Prx: Péroxisoman®la colonne “protéomique”, une localisation enuscule
indique une localisation potentielle car une sebhiservation supporte cette localisation.
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Tableau 11. Protéines dArabidopsis thalianapouvant étre doublement localisées dans les
mitochondries et les plastes.

Localisation
Compartiment

AGI V10 Annotation Fluorescence Protéomique plastidial
At1g03860.1 Prohibitin 2 M M; ¢; mp
Atl1g07040.1 Unknown protein m; C
At1g07510.1 FtsH protease 10 M; c; MP
At1g08640.1 Chloroplast J-like domain 1 CJD1 (ARG®@ractor) m; C
At1g09130.1 ATP-dependent caseinolytic (Clp) pregea C m; C
Atlg10760.1 Pyruvate phosphate dikinase m; C
At1g13280.1 Allene oxide cyclase 4 m; C stroma
Atlg14810.1 Aspartate-semialdehyde dehydrogenase m; c stroma
Atlg15060.1 Unknown proteiwbeta hydrolase m; c stroma
At1g25375.1 Metallo-hydrolase/oxidoreductase swgmaitfy protein m; C
At1g26340.1 Cytochrome B5 isoform A m; c; prx; mp
At1g29910.1 Chlorophyll A/B binding protein 3 C Q;
At1g32470.1 Glycine cleavage system H protein M; c
At1g50940.1 Electron transfer flavoproteifETF-) M; c
At1g56190.1 Phosphoglycerate kinase family protein C m; C
Atlg62750.1 Translation elongation factor EFG/EF&@ein C m; C
At1g64190.1 6-phosphogluconate dehydrogenase farolgin m; C; mp; ct
At1g68680.1 Unknown protein M; ¢
At1g73990.1 Signal peptide peptidase (SppA). m; C; mp; n
At2g13560.1 NAD-dependent malic enzyme 1 M; c
At2g15620.1 Nitrite reductase 1 m; C; mp
At2g24120.1 RpoT-3 -Nuclear-encoded RNA polymerhHeP) C m; C
At2g25830.1 YebC-related m; C
At2g28900.1 Amino acid transporter (OEP16:HP15) C ; Cmmp; n outer membrane
At2g35010.1 Thioredoxin O1 C M
At2g35720.1 DNAJ heat shock N-terminal domain-ciitag protein m; ¢; mp
At2g37500.1 Arginine biosynthesis protein ArgJ fami m; C
At2g38550.1 Transmembrane proteins 14C m; C; mp inner membrane
At2g43750.1 O-acetylSérine (thiol) lyase B C m; C
At2g44640.1 Unknown protein m; C; mp
At3g01480.1 TIp-40; CYCLOPHILIN 38 - CYP38 m; C
At3g03590.1 SWIB/MDM2 domain superfamily protein C M
At3g06310.1 Cox19-like CHCH family protein M; ¢
At3g10920.1 Manganese superoxide dismutase 1 MnSOD1 M; ¢
At3g11670.1 Digalactosyl diacylglycerol (DGDG) sgase 1 (DGD1) M; ¢
At3g15020.1 Malate dehydrogenase family M; c
At3g15640.1 Cytochrome c oxidase subunit Vb M; c
At3g16540.1 DegP protease 11 M
At3g19480.1 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase m; C
At3g20390.1 Endoribonuclease L-PSP m; C
At3g27740.1 Carbamoyl phosphate synthetase smalinsuA m; C stroma
At3g47450.1 Nucleoside triphosphate hydrolasesprot M C stroma
At3g48870.1 ClpC2; HSP93-Ill; similar to ClpC1 C o); stroma
At3g52230.1 Unknown protein m; C outer membrane
At3g55010.1 PURS5 C m; C
At3g55250.1 Unknown protein m; C
At3g57050.1 Cystathionine beta-lyase m; C stroma
At3g59760.1 O-acetylSérine (thiol) lyase isoform C M; ¢
At4g00570.1 NAD-dependent malic enzyme 2 M; ¢; mp

Ces données sont issues de I'analyse de protéoitmshondriaux et plastidiaux des plantes. Danspretéomes
une recherche des données expérimentales de diogblesation a été mise en ceuvre sur les basedeéds
SUBA3 et PPDB en omettant les protéines de la fanRIPR. M: Mitochondrie, C: Plastes, MP: Membrane
Plasmique, Ct: Cytosol N: Noyau, Prx: Péroxisoman®la colonne “protéomique”, une localisation eénuscule
indique une localisation potentielle car une sebigervation supporte cette localisation.
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Tableau 11. (suite) ProtéinesAdabidopsis thaliangouvant étre doublement localisées dans les

mitochondries et les plastes.

Localisation

Compartiment

AGI V10 Annotation Fluorescence Protéomique plastidial
At4g08870.1 Arginase/deacetylase superfamily pnotei M; c
At4g10750.1 Phosphoenolpyruvate carboxylase fapriyein m; C; n
At4gl7740.1 Peptidase S41 family protein m; C
At4g23620.1 Ribosomal protein L25/GIn-tRNA syntlseta m; ¢
At4g24280.1 Chloroplast heat shock protein 70-H&PB70-1) M; C; MP; N
At4g24830.1 Arginosuccinate synthase family m; C
At4925100.1 Fe superoxide dismutase 1 (FSD1) MIE; n
At4g27070.1 Tryptophan synthase beta-subunit 2 g)BS m; ¢
At49g28390.1 ADP/ATP carrier 3 M; ¢c; mp
At4g29130.1 Hexokinase 1 M; ¢c; mp
At4g29840.1 Pyridoxal-5'-phosphate-dependent enZamdy protein m; C; mp; ct
At4g31990.1 Aspartate aminotransferase 5 m; C;anp
At4g33030.1 Sulfoquinovosyldiacylglycerol 1 m; C
At4g39980.1 3-deoxy-D-arabino-heptulosonate 7-phaspsynthase 1 m; C; mp
At5g01600.1 Ferretin 1 m; C; mp stroma
At5g03455.1 Rhodanese protein c
At5g05570.1 Transducin family protein / WD-40 repfaanily protein c; mp
At5g09650.1 Pyrophosphorylase 6 m; C; mp stroma
At5g12040.1 Apolipoprotein N-acyltransferase fanphptein m; C; ct stroma
At5g13630.1 GUNS5 m; C
At5g14220.1 PPO2; MEE61 m; C; mp
At5g15450.1 Casein lytic proteinase B3 (ClpB3) Hxphomologue m; C stroma
At5g16290.1 Valine-tolerant 1 m; c; ct
At5g16390.1 Biotin carboxyl carrier protein BCCP-1 m; C
At5g42390.1 Insulinase (Peptidase family M16) farpitotein m; C stroma
At5g42650.1 Allene oxide synthase m; C; mp thylakoid
At5g43780.1 Pseudouridine synthase; ATPsulfurythgaPS4) m; C
At5g46800.1 Mitochondrial substrate carrier fanghptein M; ¢c; mp
At5g50920.1 ClIpC1; HSP93-V m; C
At5¢g55610.1 Unknown protein M; ¢
At5g56500.1 TCP-1/cpn60 chaperonin family protein m; C
At5g58330.1 Malate dehydrogenase [NADP] m; C
At5¢g63890.1 Histidinol dehydrogenase (ATHDH) m; C

At5¢65780.1

Branched-chain amino acid aminotraasteb (BCATS)
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Tableau 12.Liste des protéines PPR impliquées dafisdition de '’ARN des organites chez
A. thaliana

AGI V10 Annotation Localisation Réferences
A. thaliana
At1g05750 CLB19 C Chateigner-Boutin et al. 2008
At1g08070 OTP82 C Okuda et al. 2010, Okuda G2
At1g11290 CRR22 C Okuda et al. 2009
At1g15510 AtECB2 C Yu et al. 2009, Tseng et al.®201
At1g47580 DYWw1 C Boussardon et al. 2012
At1g59720 CRR28 C Okuda et al. 2009
At2g02980 OTP85 C Hammani et al. 2009
At2g29760 OTP81 C Hammani et al. 2009
At2g45350 CRR4 C Kotera et al. 2005
At3g22690 YS1 C Zhou et al. 2008
At3g57430 OTP84 C Hammani et al. 2009
At3g63370 OTP86 C Hammani et al. 2009
At4g18750 DOT4 C Petricka et al. 2010, Hayes e04l3
At4g37380 ELI C Hayes et al. 2013
At5g13270 RARE1 C Robbins et al. 2009
At5¢g55740 CRR21 C Okuda et al. 2007
At5g59200 OTP80 C Hammani et al. 2009
At5g66520 CREF7 C Yagi et al. 2013
At1g06140 MEF3 M Verbistkiy et al. 2012
At1g34160 OGR1 M Kim et al. 2009
At1g62260 MEF9 M Takenaka et al. 2010
At1g64310 OTP71 M Chateignier-Boutin et al. 2013
At2g03880 REME1 M Bentolila et al. 2010
At2g13600 SLO2 M Zhu et al. 2012
At2g20540 MEF21 M Takenaka et al. 2010
At2g22410 SLO1 M Sung et al. 2010
At2g25580 MEF8 M Vervitskiy et al. 2012
At3g05240 MEF19 M Takenaka et al. 2010
At3g09040 MEF12 M Hartel et al. 2013
At3g11460 MEF10 M Hartel et al. 2013
At3g12770 MEF22 M Takenaka et al. 2010
At3g13880 OTP72 M Chateignier-Boutin et al. 2013
At3g25060 MEF25 M Arenas-M et al. 2013
At3g26782 MEF14 M Verbitskiy et al. 2011
At4g15720 REME2 M Bentolila et al. 2013
At4932450 MEF8S M Vervitskiy et al. 2012
At5g08490 SLG1 M Yuan & Liu 2012
At5g09950 MEF7 M Zehrmann et al. 2012
At5g19020 MEF18 M Takenaka et al. 2010
At1g25360 OTP90 M/c Cette These
At1g74600 OTP87 M/c Hammani et al 2011
At1g80270 PPR 596 M/c Doniwa et al. 200
At2g44880 AHG11 M/c Murayama et al. 2012
At3g18970 MEF20 M/c Takenaka et al. 2010
At4914850 MEF11 M/c Verbitskiy et al. 2010
At4g30700 MEF29 M/c Sosso et al. 2012
At3g14330 CREF3 m/C Yagi et al. 2013
At5g48910 LPAG6 m/C Cai et al. 2009
At2g15690 DYW?2 M/C Cette Thése

* Cette theése
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Tableau 12. (Suite) liste des protéines PPR impkgudans l'edition de 'ARN des organites
chez d’autres plantes terrestres.

AGI V10 Annotation Localisation Réferences

Z. mays
EMP5 M Liu et al. 2013
PPR2263 M/c Sosso et al. 2012

0. sativa
OGR1 M Kim et al. 2009
MPR25 M/c Toda et al. 2012
PPR4 C Asano et al. 2013

P. patens
PpPPR_56 M Ohtani et al. 2010
PpPPR_65 M Schallenberg-Rudinger et al. 2013
PpPPR_71 M Tasaki et al. 2010
PpPPR_77 M Ohtani et al. 2010
PpPPR_78 M Rudinger et al. 2011
PpPPR_79 M Uchida et al. 2011
PpPPR_91 M Ohtani et al. 2010
PpPPR_98 M Schallenberg-Rudinger et al. 2013

Tableau 13. Liste demicroRNA artificiels obtenus pour les géne®YW2et OTP100

Séquence amiR Hybridization Geéne ciblé
TACTGAGGCCTGTGACCACCG -52,28 At2g15690
TCGTATTGAGGCCTCTGACCA -48,73 At2g15690
TCGTACTGAGGCCTGTGACCA -50,94 At2g15690
TGTATTGAGGCCTCTGACCAC -48,69 At2g15690
TGTACTGAGGCCTGTGACCAC -50,9 At2g15690
TGACCACCGTACTGAGGCCTG -52,34 At2g15690
TTGACCACCGTACTGAGGCCT -50,5 At2g15690
TGTCCACCGTATTGAGGCCTC -50,27 At2g15690
TTGACCACCGTATGGAGGCCT -50,64 At2g15690
TTGGAGGCCTTTGACCCCCGT -52,33 At2g15690
TGGTCCACCGTATTGAGGCCT -50,67 At2g15690

Les amiR surlignées correspondent aux amiR sefextim

28l |Page



Tableau 13. (suite) microRNA artificiels obtenus por les géneDYW2et OTP10Q

Séguence amiR Hybridization Geéne ciblé

TAAACGGTTATACACAGCCAG -42,25 AT3G49240
TAAGGTGGTTTAAAAAGGCGC -41,34 AT3G49240
TATGAAATACCCCTTCAGCAA -41,68 AT3G49240
TAATTTACAGCCAAATGGCTC -40,62 AT3G49240
TTATGTTAATACTTTGAGCCC -38,46 AT3G49240
TATGTTAATACTTTGCGCCTT -38,01 AT3G49240
TTTTACAGCCAAATGCCGCGG -45,48 AT3G49240
TGTGGTTTAAAAAGGCGGCTC -43,98 AT3G49240
TTATGTTAATACTTTGCGCCT -38,04 AT3G49240
TCAAACGGTTATACACGGCCA -44,66 AT3G49240
TTGGTCTTAGATTAGACTCAG -41,39 AT3G49240
TATTGCCCATAAACGACACCG -43,96 AT3G49240
TAAATAAGATCAGCCGGACGG -44,44 AT3G49240
TTATGTGTACTCATCACGCAT -41,49 AT3G49240
TAACAACTCGTTGTCACGCAG -43,67 AT3G49240
TAAACGGTTATACACACCCAA -40,45 AT3G49240
TGATATTAGGTGCACTACCAG -43,87 AT3G49240
TAATCATAGCTTATTGCCCCA -42,05 AT3G49240
TTTTTGTAATACGCAGCGCCT -41,67 AT3G49240
TAATTATAAGCCATCGCACTC -40,75 AT3G49240
TAATTATAAGCCATACCACTC -39,16 AT3G49240
TTTAGCTTGTCGACGCTGCGA -46,34 AT3G49240
TGTGACGAGTGTACAGCGCAG -49,1 AT3G49240
TGTGACGAGTGTACAGACCAG -47,72 AT3G49240
TAACAACTCGTTGTCACACAG -42,07 AT3G49240
TATCATAGCTTATTGTCGCAA -39 AT3G49240
TAATCATAGCTTATTGTCCCG -40,59 AT3G49240
TTATGTTAATACTTTGAGCCT -36,68 AT3G49240
TAACTCGTTGTCACGCAGCTG -46,28 AT3G49240
TAAATAAGATCAGCAGGGCGG -45,06 AT3G49240
TCAAACGGTTATACACAGCCT -43,02 AT3G49240
TGTGGTTTAAAAAGGCCGCTT -41,79 AT3G49240
TCTTACCGTGTCATCATGCAG -45,37 AT3G49240
TAAACGGTTATACACAGCCAA -40,47 AT3G49240
TTGGTCTTAGATTAGACCCAA -41,79 AT3G49240
TATGTTAATACTTTGACCCTT -36,63 AT3G49240
TTGACATGTATCGGACCGCGA -47,16 AT3G49240
TACGAGTGTACAGAGCACCTT -45,88 AT3G49240
TTTTACAGCCAAATGTCTCGG -41,92 AT3G49240
TATGAAATACCCCTTCATCCA -42,24 AT3G49240
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Tableau 14. Séquences des amorces utilisées powr &@proches d’hémi-complémentation,
complémentation embryon spécifique et des amiR.
Nom Séquence (5'a 3))
At1g25360_49aa_start GGAGATAGAACCATGCATATCCTGAACCGBTGAT
At2g15690_55aa_start GGAGATAGAACCATGGCAAACGATTACCAIAG
At3g49240 57aa_start GGAGATAGAACCCCGGTTAATTCATTCAAGAT

FDH_F_Xbal GACTCTAGAATGGCGATGAGACAAGC

FDH_R_Xbal TGTTCTAGAAAGGAAGTTAGGGTTCTTGG
FDH_R_center TTGCTATCACCAGAAGATGC

PLec2_Fw CAGAAGCTTTGAATGGCTATTAATGGTGTTTA
PLec2_Rv TGTTCTAGATTTTCCCGGAGAGAGAGAG

PLecl_Fw CAGAAGCTTACTTTTAGCAGAGTTCCATGAGATTTC
PLecl_Rv TGTTCTAGATGTTTCTCTGCCGTCTTTTTTTTTTTTTG

PLeclLike Fw
PLeclLike Rv
Tag HA R
pPBARTAICR_seqF
pPBARTAICR_NosF
pBJ36AIcA_OCSRv
pBJ36AICA_AICAF
pRS300_mirRv
mir_Aprimer
mir_Bprimer
I_miRs_otp100_1a
II_miRa_otp100_1la
Ill_miRs_otp100_1a
IV_miRa_otp100 1la
I_miRs_otp100_2a
II_miRa_otp100 2a
Ill_miRs_otp100_ 2a
IV_miRa_otp100 2a

CAGAAGCTTGAAGTGGAGAGAATACGCCG
TGTTCTAGAATCTTTCTTGTTCTAAATACACGAC
AGCGTAATCTGGAACGTCATA
CTGCAGGCGTTCAAACATT
ACAAAATATAGCGCGCAAAC
TTTAGGTTTGACCGGTTCTG
TAGAGCAGAGACGGAGCACT
ACCGCATCATTCATTCATTT
CTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAAC
GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAG
GATACGAGTGTACAGAGCACCTTCTCTCTTTTATTCCA
AGAAGGTGCTCTGTACACTCGTATCAAAGAGARCAATGA
AGAAAGTGCTCTGTAGACTCGTTTCACAGGTETGATATG
GAAACGAGTCTACAGAGCACTTTCTACATATAATTCCTA
GATTATGTTAATACTTTGAGCCTCTCTCTTTTGTTCCA
AGAGGCTCAAAGTATTAACATAATCAAAGAGAATCAATGA
AGAGACTCAAAGTATAAACATATTCACAGGTGTGATATG
GAATATGTTTATACTTTGAGTCTCTACATATAATTCCTA
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Tableau 15. Séquences des amorces pour clonage Bé&s déquences codantes de genes
utilisées dans cette thése.

Nom

Séquence (5'a 3")

Atlg06145_start
At1g25360_start
At2937230_start
At3942630_start
At2g15690_start
At1g29710_start
At4g32450_start
At2g25580_start
At1g06145 end
At1g25360_end
At2g37230_end
At3g42630_end
At2g15690 end
At1g29710_end
At4932450_end
At2g25580_end
At3g49240_end
Atlg06145_stop
At1g25360_stop
At2937230_stop
At3942630_stop
At2g15690_stop
At1g29710_stop
At4g32450_stop
At2g25580_stop
At3g49240_stop

At1g25360_gene_F
At1g25360_gene R

GGAGATAGAACCATGAATGCTTTCGCCAATGTGC
GGAGATAGAACCATGCAACCGAATCCAGACCTTG
GGAGATAGAACCATGGCTTTCATTTCCAGATCTAAC
GGAGATAGAACCATGTTGTCGCTCAATCTATCTG
GGAGATAGAACCATGTCTTCTCTAATGGCCATTC
GGAGATAGAACCATGGTGCGATTGTGGTGT
GGAGATAGAACCATGATATACACGTTGACGAGAGG
GGAGATAGAACCATGTATACGAAGTTATCATTGTTCC
TCCACCTCCGGATCCATATACATTCTCAGTTTCCT@C
TCCACCTCCGGATCCCCAGAAGTTACCACAAGAACAC
TCCACCTCCGGATCCTAGAGAAACATTGTTTTGTTTTGATTC
TCCACCTCCGGATCCGTAATTCCAGAAAATCTGGTCTC
TCCACCTCCGGATCCCCAGTAATCCCCGCAAGAAC
TCCACCTCCGGATCCCCAAAGATTGTTGCACCGG
TCCACCTCCGGATCCCCAATACTCTCTACAGGAGCAA
TCCACCTCCGGATCCCCAATAATCTTTACAGGTGCAIC
TCCACCTCCGGATCCGCAGGACGGTGGATCCTGA
TCCACCTCCGGATCAATATACATTCTCAGTTTCCTEAC
TCCACCTCCGGATCACCAGAAGTTACCACAAGAAGCA
TCCACCTCCGGATCATAGAGAAACATTGTTTTGTTTGATTC
TCCACCTCCGGATCAGTAATTCCAGAAAATCTGGTICTC
TCCACCTCCGGATCACCAGTAATCCCCGCAAGAAC
TCCACCTCCGGATCACCAAAGATTGTTGCACCGG
TCCACCTCCGGATCACCAATACTCTCTACAGGAGAA
TCCACCTCCGGATCACCAATAATCTTTACAGGTGRAC
TCCACCTCCGGATCAGCAGGACGGTGGATCCTGA
AAAGCAGGCTTCAATTGGGCTGGAGTTTTAAT
GAAAGCTGGGTCAAAAGCCTTACAATTGTTGC

At1g25360_Start PromGGAGATAGAACCCTGGCAAAAAAGGCAAATGCAGC
At1g25360_End_Prom TCCACCTCCGGATCCTTCATGTTTATGGTTGGEGTICG
At2915690_Start PromGGAGATAGAACCTGGAGAAAGCCATATCAGTT
At2915690_End_Prom TCCACCTCCGGATCCTGGCCATTAGAGAAGATT
At3g49240_Start_ PromGGAGATAGAACCTTAGTCACAGAAGCCGAAGT
At3g49240_End_Prom TCCACCTCCGGATCCGAAATCGACATGGTTBAT
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Tableau 16. Séquences des amorces pour évaluer lté&ah de 34 sites majeurs du
chloroplaste

Nom Séquence (5'a 3")
matK_F AGCGGCGTATCCTTTGTTGC
matK_R CGTTACCGGGTAAAAGATGC

atpF_F TTAATAGTACGTAAATGTAACTC
atpF_R AGAAGAGGAGATTATATGAAA
rpoC1_F GTCCACGGATTCCATTATCAA
rpoCl1_R TTGGACCTATAAAGAGTGGAATTTG

rpoB_A_F  CAAGTACTTCTTGGCGAGCTCTA
rpoB_A R CCTTTATACTGACACTGAGAAGATCG
rpoB_B_F  GTCTCCAATTAATATTTCGGCG
rpoB_ B R GAAAACCAGTAGGAATATGC

psbZ_F AGAACATAGCCCTATGAGTTAATACGA

psbZ R GATAAGAGAATTAAGGATACCCACCA

rpsl4d ' AAAGTTGCGGAGACAGGATTT

rpsl4 R TTATAGGGAGAAGAAGAGGC
accD_ A_F  TTCATTTGTAGTGAAAGCGG
accD A R AGAGGTAAACATTGATTGGTAGCAT
accD B F TATGGGATCCGTAGTAGGCG
accD B R AGAATCTGATCTAACAACAGGGAA

psbEF F  CGTTGGATGAACTGCATTGC

psbEF R ACAGGAGAACGTTCTTTTGC

petl_F GCCAAAGACGATGAATTGAGTT

petL_R GAGAGGTACTATCTATTCCTAGCTCTTAATC

rpsl2 F CTTGTACAATTCACATTCTTTGGC

rpsl2_ R CAAGACAGCCAATCCGAAAC

clpP_F TGAACCGCTACAAGATCAAC

clpP R GTAATGATCCATCAACCCGC

rpoA_F GGAGTTAAACTTCCATTTGTCCA

rpoA R GCGATGCGAAGAGCTTTACT

23 F  TCCAATTACGTAAATCAAATAGTTCAA

23 R AATTCCTACTGGATGCACGC

ndhB_A_F  AGGTCAGATTTCGCCTATTCC

ndhB_A R TCATTGCTATTACTCAAACAAGCA
ndhB_ B F  TCCGATTTGACCTATGGACG

ndhB_B_ R  GTGCTCCTACGGAACCAAGG

ndhB_C_F  TCTCAGAGATAGATAGAGAGGTAGGAATTT
ndhB_C_R  CATTGAATGTACAGAAATGGCTATAA
ndhB_D_F  ATTTCTTGAAGCTCAATCTCTCCCCCGGAT
ndhB_ D R  TCATGATCTGGCATGTACAG

ndhF_F GCATTCGCTGCAATAGGTCG
ndhF R AAAACCTTCGCCGCATGTGG

ndhD_A_F  CAAGCCTAATTCTATCATAACTCG
ndhD_A_R  ACCTGGTGTATCTTGTC

ndhD_B_F  TCGATCCATTTATAATCTTCGGA
ndhD_B_R  GACTGTGTTGGTTGTAAGAGATGTG

ndhG_F AGAATTATTGAAATGAGTTC
ndhG R TATAATGGATTTGCCTGGAC
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Tableau 17. Lignées T1 d’hémi-complémentation desutants dyw2-1et dyw2-2.

Génotype

Code dyw2-1  dyw2-2 Insertion

P100 Wt P35S::FDHTp:HA:DYW2
P101 Wt P35S::RBC1ATp:HA:DYW2
P102 Wt P35S::RBC1ATp:HA:DYW2
P103 HT P35S::RBC1ATp:HA:DYW2
P104 HT P35S::FDHTp:HA:DYW2
P105 HT P35S::RBC1ATp:HA:DYW2
P106 Wt P35S::RBC1ATp:HA:DYW2
P107 HT P35S::RBC1ATp:HA:DYW2
P108 Wt P35S::RBC1ATp:HA:DYW2
P109 Wt P35S::RBC1ATp:HA:DYW2
P110 Wt P35S::RBC1ATp:HA:DYW2
P111 Wt P35S::FDHTp:HA:DYW2
P112 Wt P35S::FDHTp:HA:DYW2*
P113 Wt P35S::FDHTp:HA:DYW2*
P114 HT P35S::FDHTp:HA:DYW2
P115 HT P35S::FDHTp:HA:DYW2*
P116 HT P35S::FDHTp:HA:DYW2
P117 Wt P35S::RBC1ATp:HA:DYW2*
P118 HT P35S::RBC1ATp:HA:DYW2
P119 Wt P35S::RBC1ATp:HA:DYW2
P120 Wt P35S::FDHTp:HA:DYW2
P121 Wt P35S::FDHTp:HA:DYW2
pP122 HT P35S::RBC1ATp:HA:DYW2
P123 Wt P35S::RBC1ATp:HA:DYW2*
P124 HT P35S::RBC1ATp:HA:DYW2
P125 HT P35S::RBC1ATp:HA:DYW2
P126 Wt P35S::RBC1ATp:HA:DYW2
P127 Wt P35S::RBC1ATp:HA:DYW2*
P128 ? P35S::RBC1ATp:HA:DYW2
P129 Wt P35S::RBC1ATp:HA:DYW2*
P130 Wt P35S::RBC1ATp:HA:DYW2*
P131 Wt P35S::RBC1ATp:HA:DYW2*
P132 Wt P35S::RBC1ATp:HA:DYW2*
P133 HT P35S::RBC1ATp:HA:DYW2
P134 HT P35S::RBC1ATp:HA:DYW2
P135 Wt P35S::FDHTp:HA:DYW2*
P137 Wt P35S::RBC1ATp:HA:DYW2
P138 HT P35S::FDHTp:HA:DYW2
P139 HT P35S::RBC1ATp:HA:DYW2
P140 Wt P35S::RBC1ATp:HA:DYW2
P141 Wt P35S::FDHTp:HA:DYW2
P161 HT P35S::FDHTp:HA:DYW2
P162 HT P35S::FDHTp:HA:DYW2
P163 HT P35S::FDHTp:HA:DYW2
P164 HT P35S::FDHTp:HA:DYW2

* Insertion a confirmer
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Tableau 18. Lignées T1 d’hémi-complémentation desutants otp100-1et otp100-2

Génotype

Code otpl00-1  otp100-2 Insertion

P201 ? P35S::FDHTp:HA:OTP100
P202 Wt P35S::FDHTp:HA:OTP100
P203 Ht P35S::FDHTp:HA:OTP100
P204 Wt P35S::FDHTp:HA:OTP100
P205 Ht P35S::FDHTp:HA:OTP100
P206 Wt P35S::FDHTp:HA:OTP100
P207 Ht P35S::FDHTp:HA:OTP100
P208 Ho? P35S::FDHTp:HA:OTP100
P209 Ht P35S::FDHTp:HA:OTP100
P210 Ht P35S::FDHTp:HA:OTP100
pP211 Ht P35S::FDHTp:HA:OTP100
p212 Ho? P35S::FDHTp:HA:OTP100
P213 Wt P35S::FDHTp:HA:OTP100
P214 Ho? P35S::FDHTp:HA:OTP100
P215 Ho? P35S::FDHTp:HA:OTP100
P216 Ht P35S::RBC1ATp:HA:OTP100
pP217 Ho? P35S::RBC1ATp:HA:OTP100
P218 Ho? P35S::RBC1ATp:HA:OTP100*
P219 Ht P35S::RBC1ATp:HA:OTP100*
P220 Ht P35S::RBC1ATp:HA:OTP100*
pP221 Ht P35S::RBC1ATp:HA:OTP100*
p222 Ht P35S::RBC1ATp:HA:OTP100*
P223 Ht P35S::RBC1ATp:HA:OTP100*
pP224 Ht P35S::RBC1ATp:HA:OTP100*
pP225 Ht P35S::RBC1ATp:HA:OTP100*
P226 Ht P35S::RBC1ATp:HA:OTP100
p227 Ht P35S::RBC1ATp:HA:OTP100
P228 Ht P35S::RBC1ATp:HA:OTP100
P229 Ht P35S::RBC1ATp:HA:OTP100
P230 Ht P35S::RBC1ATp:HA:OTP100
P231 Ht P35S::RBC1ATp:HA:OTP100
P232 Ht P35S::RBC1ATp:HA:OTP100
P233 Ht P35S::RBC1ATp:HA:OTP100
P234 Ht P35S::RBC1ATp:HA:OTP100*

* Insertion a confirmer
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AGI Site prédit Score p-value
AT1G06145 clpP_559 9,46581 0,000226
AT1G06145 cch256 521 8,99105 0,000312
AT1G06145 ccb206_467 6,99707 0,00105
AT1G06145 nad4L_86 5,7627 0,00198
AT1G06145 ccb203_208 5,09803 0,00272
AT1G06145 ccb203_176 5,00308 0,00285
AT1G06145 cch206_28 4,81318 0,0031
AT1G06145 nad2_1279 4,81318 0,0031
AT1G06145 nad4_74 4,33842 0,00382
AT1G06145 rpsl2_221 4,33842 0,00382
AT1G06145 nad2_1433 4,14852 0,00415
AT1G06145 cch382_289 2,81919 0,0071
AT1G06145 cob_325 2,72424 0,00736
AT1G06145 nad2_1309 2,43939 0,00819
AT1G06145 nadl 928 2,15453 0,00909
AT1G06145 ndhB_1251 2,15453 0,00909
AT1G06145 cch203 391 2,05958 0,0094

Tableau 19. Liste de sites d'édition prédits pour tée les cibles de la protéine OTP91
utilisant le code de reconnaissance des PPR (Donedeurnis par M. Takenaka)

Tableau 20. Liste de vecteurs de clonage utiliségans cette thése.

Nom Résistance Carte
qm”?// 2707 7l 1 slart
/ \ v
=/ |2 %
i y Amp" ‘V / ﬁ?o?.‘ ;":7
e |8
PGEMT-easy Cb \ 1~, o [
N - D sce2 )
pDONR207 Genta PDONR"201
pDONR"207
pGWBL1 Kan, Hy, CmR (--R1-CmR-ccdB-R2 -).
pGWB2 Kan, Hy, CmR (--P35S-R1-CmR-ccdB-R2--).
pGWB13 Kan, Hy, CmR (--P35S-R1-CmR-ccdB-R2-3xHA --)
pGWB15 Kan, Hy, CmR (--P35S-3xHA-R1-CmR-ccdB-R2--)
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Tableau 21. Vecteurs de destination pGWB15 et pGWBLremodifiées pour permettre
I’lhémicomplementation et la complementation embryorspecifique a I'aide des promoteurs
LEC

Nom Résistance Carte
HemiC_RBC ]
(pPGWB15_RBCTp) Kan, Hy, CmR /.

/

(--P35S-RBCTp-3xHA-R1-CmR-ccdB-R2--)

.....

HemiC_FDH \ |

(pPGWB15_FDHTp) Kan, Hy, CmR
(--P35S-FDHTp-3xHA-R1-CmR-ccdB-R2--)
Embryo_PLEC2
(PGWB13_PLEC2) Kan, Hy, CmR
A
(--PLEC2-R1-CmR-ccdB-R2-3xHA --)
Embryo_PLEC1
(pPGWB13_PLEC1) Kan, Hy, CmR )

/

(--PLEC1-R1-CmR-ccdB-R2-3xHA --)
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Tableau 22. Vecteurs utilisées pour la strategie daicroRNA artificielles inductibles.

Nom Résistance

Carte

pRS300 Amp

pBJ36_AIcA Amp o

PMLBART_AICR Basta

A forward ) ¥

T? promoter A

R5300 (miR319a pBSK)
(3369 bp)

miR3109a stemloop miR219a w

T3 promoter

B {reversze} "‘

A

AleA promater B.J[?galb\pl]c

FmpR

Balll Pt Bam Sull Sseg3enl potl Spel  EsRV EecRl 0.5 EouRl Mbal Spel Bl

35
pMLBart_AlcR
(14523%p)
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