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RESUME

La carbonylation des protéines est une modification post-traductionnelle associée aux
espéces réactives de l'oxygéne. Elle résulte de l'oxydation directe des chaines latérales des
acides amunés de lysine, arginine, proline et thréonine par le radical hydroxyle (HO") ou
de I'addition d'espéces réactives carbonylées (RCS), notamment d'aldéhydes o, B-mnsaturés
et d'oxylipines, a la chaine latérale de cystémne, histidine et lysine. Il a été monfré que la
phytohormone acide abscissique (ABA) induit 1a production d'aldéhydes o, B-insaturés qu
modulent l'effet de ' ABA sur la fermeture des stomates. Cela indique que les aldéhydes
o, B-insaturés pourraient servir de médiateur a la signalisation de l'acide abscissique. Dans
cette étude, nous avons exanuné les événements de carbonylation des protéines induites
par ' ABA en établissant le profil du protéome carbonylé extrait des femlles d'4rabidopsis
thaliana aprés avorr traité par 'ABA. Les protéines carbonylées ont été ensmte enrichies
par chromatographie d'affimté smivie d’une chromatographie hiqude couplée a une
spectrométrie de masse en tandem Cent quatre-vingt protéines ont été identifiées
carbonylées. Parnu celles-c1, 26 protéines sont devenues carbonylées lors du traitement a
I'ABA  tandis que 163 protéines étaient carbonylées dans les échantillons témoins et n'ont
plus été détectées dans les échantillons traités a 'ABA, ce qu indique un contrdle
dynamique de la carbonylation des protéines par I'ABA chez 4. thaliana. Quelques
protéines régulatrices lifes au stress et des enzymes impliquées dans la biosynthése des
acides amunés de la famulle de 1"aspartate étaient identifiées dans la liste des protéines dont
I'état de carbonylation changeait entre les échantillons non traités et traités par 'ABA. Ces
résultats indiquent que 1’acide abscissique déclenche un changement dans le schéma de
carbonylation des protémes chez 4. thaliana. Ce changement est mdépendant de
I'augmentation communément observée des mveaux de proténes carbonylées dans les
plantes soumises a des conditions de stress oxydatif.

Mots clés : acide abscissique, carbonylation des protéines, Stress modéré, Protéonuque,
d'espéces carbonylées réactives, Signalisation du stress
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION

La productivité des cultures est principalement influencée par les conditions climatiques,
les facteurs agronomiques, les parasites et la disponibilité des éléments nutritifs du sol [1].
Les effets de ces conditions défavorables sur la productivité des plantes sont devenus de
plus en plus préoccupants en raison du rythme et de 1'intensité croissants des changements
chimatiques mondiaux [2]. L'amélioration de la tolérance des cultures aux conditions de
stress abiotique nécessite une compréhension approfondie des réponses des plantes aux
changements environnementaux. Cette réponse dépend des événements de transduction
du signal impliquant des molécules de signalisation essentielles telles que les espéces
réactives de l'oxygene (ROS), diverses hormones végétales et d'autres molécules de
signalisation. L'intégration de ces événements de signalisation orchestre la réponse des
plantes au stress abiotique et entraine des changements dans les réseaux
transcriptomiques, métaboliques et protéomiques qui conduisent a l'acclimatation et a la
survie des plantes [2].

1 ROS

1.1 Génération et élimination des ROS dans les plantes

Les espéces réactives de I'oxygéne (ROS) ont été considérées comme des sous-prodts
du métabolisme normal de 1’oxygéne. Ils comprennent des radicaux libres comme les
radicaux hydroxyles (OH"), l'anion superoxyde (02™) et 'oxygéne singlet (102), ainsi que
des espéces non radicalaires comme le peroxyde dhydrogéne HO, [3-5]. Les
chloroplastes, les mitochondries, le peroxysome et l'apoplaste sont les principaux sites
producteurs des espéces réactives de l'oxygéne [6-8]. L'accummlation de ROS
mitochondriaux pendant le stress abiotique est généralement médiée par une fuute
d'électrons des complexes I et ITI pour produire I'amon superoxyde (O;™), qu peut étre
transformé en H2O» par la superoxyde dismutase SOD [9, 10]. La production de ROS dans
'apoplaste pendant le stress abiotique est médiée par les protéines RBOHs (Respiratory



Burst Oxidase Homolog). Lors d'un stress abiotique, les miveaux de ROS peuvent éfre
réeduits par un ensemble d'enzymes et de voies de piégeage des ROS comme les
superoxydes dismutases (SOD), les ascorbates peroxydases (APX), les peroxydases lides
a la paro1 cellulaire et de Glutathion (GSH). La production de ROS photorespiratoire est
principalement atténuée par la catalase (CAT) qu accélére sa dismutation [11, 12].

1.2 Homéostasie des ROS

Le métabolisme des cellules végétales produit en permanence des ROS, mais ce faible
niveau d'homeéostasie des ROS peut étre considérablement perturbé lorsque les plantes
sont exposées a des conditions de stress environnemental [13, 14]. Comme des quantités
élevées de ROS peuvent causer des dommages oxydatifs en indwsant la peroxydation des
lipides, les protémes et I'ADN [15], un réseau de signalisation redox composé de génes
qu controlent les métabolites et les enzymes antioxydants est nécessaire pour maimntenir
les ROS a des mveaux faibles. Par le biais d'interactions avec des composés redox-actifs
tels que l'ascorbate, le GSH et le NAD(P)H, les ROS ont un impact profond sur
I'homéostasie redox cellulaire [16]. Les plantes peuvent amnsi utiliser les ROS comme
molécules de signalisation pour réguler les fonctions physiologiques normales [15] et
tolérantes au stress, et elles ont mis en place des mécamismes pour résister a leurs
conséquences néfastes [16, 17]. HoO: est un acteur clé dans une variété de processus
physiologiques, y compris la sénescence [18], 1a photorespiration et la photosynthése [18],
le mouvement stomatique [19], le cycle cellulaire [12], la croissance et le développement
[12] et I'adaptation des plantes aux conditions environnementales défavorables [20]. H.O,
possede les caractéristiques d'une molécule de signalisation efficace en raison de sa durée
de vie relativement longue, de sa faible réactivité et de sa synthése étroitement régulée
[21]. L'état d'oxydoréduction cellulaire influence non seulement des processus spécifiques
comme la fermeture des stomates, la résistance aux maladies et l'architecture des plantes
[16], mais intégre également des données provenant du métabolisme, de l'environnement
et des réponses aux stress biotiques et abiotiques pour moduler la croissance des plantes,
les réponses adaptatives et la mort cellulaire programmeée [17]. La capacité antioxydante
des molécules antioxydantes cellulaires, amnsi que la somme des molécules redox-actives



réductrices et oxydantes sont utilisées pour calculer I'état redox cellulaire. L'activation des
réeponses d'acchmatation par les ROS pourrait étre médiée par des interactions des ROS
avec différentes hormones.

2 Les hormones de stress

Comme les facteurs de stress abiotiques affectent pratiquement tous les éléments de la
croissance, du développement et de la reproduction des plantes, ils provoquent des
variations dans les mveaux et la distribution des hormones végétales. Les hormones
végétales ou phytohormones sont de petites molécules organiques naturelles quu régulent
de nombreux aspects de la croissance et de la différenciation des plantes et sont impliquées
dans l'atténuation de différents stress biotiques et abiotiques [22].

Ces hormones comprennent l'acide abscissique (ABA), l'awane (IAA), les
brassinostéroides (BR), les cytokimnes (CK), l'éthyléne (ET), les gibbérellines (GA),
I'acide jasmomique (JA), l'acide salicylique (SA) [23-27]. Les hormones végétales jouent
un role important dans la détermination de la réponse d'acclimatation des plantes au stress
abiotique et biotique. En outre, pour coordonner le développement des plantes et les
réponses au stress, des réseaux d’interaction vastes existent entre les voies de signalisation
des ROS et des hormones [28-31].

2.1 L’auxine TAA

Les auxines sont des phytohormones impliquées dans le processus de croissance et de
développement, y compris la division cellulaire, I'élongation et la différenciation via des
changements de modéles d'expression génétique [32, 33]. Il exuste de nombreuses études
qu soutiennent l''mplication des auxines dans la médiation et l'amélioration de la
tolérance des plantes aux facteurs de stress abiotiques [33].

2.2 Les cytokinines

Les cytokimnes (CK) sont impliquées dans le mamtien de la croissance et le
développement des plantes [34, 35], ainsi que dans la prévention de la sénescence, ce qu
permet d'éviter la sénescence précoce des fenilles. Une réduction de la cytokinine entraine
une fermeture des stomates mdwte par 1'acide abscissique, ce qu rédut 1'absorption et



'assimulation du carbone, tandis que la régulation a la hausse de la cytokinine oxydase
peut également rédwre le métabolisme du carbone dans des conditions de stress. Les
cytokinines jouent un role important dans la réponse aux stress abiotiques. Ils
mterviennent aussi dans l'amélioration de la résistance des plantes contre les agents

pathogénes tels que les bacténies, les champignons et les insectes nusibles [36].

2.3 L’éthyléne

L'éthyléne (ET) est une phytohormone gazeuse qu régule la croissance et le
développement des plantes, comme la sénescence des fleurs, la maturation des fruits,
I'abscission des pétales et des fewlles, ainsi que les réponses au stress [37, 38]. Les mveaux
d'éthyléne endogénes dans les plantes sont affectés par une vanété de facteurs de stress
abiotiques. La tolérance au stress est améliorée lorsque les mveaux d'ET sont plus élevés

[39]. En combinaison avec d'autres hormones comme les jasmonates et l'acide salicylique,

'éthyléne, régule la défense des plantes contre les facteurs de stress biotiques[37, 40].

2.4 Les gibbérellines

La gibbérelline est un aufre régulateur crucial dans la croissance des plantes qui joue un
role dans la dormance des gramnes, la croissance des organes floraux et des branches
latérales [41]. L acide gibbérellique stimule la croissance et le développement des plantes
dans diverses conditions de stress abiotique [42]. Il favorise 1'absorption efficace et la
répartition des 10ons dans les plantes, ce qui enfraine une croissance accrue et le maintien
du métabolisme des plantes dans des conditions normales et stressantes [43]. Les
gibbérellines ont également le potentiel d'interagir avec d'autres phytohormones,
provoquant des réponses essentielles et médiant des processus de tolérance au stress. En
outre, 1l a été montré que l'acide gibbérellique a augmenté l'activité des enzymes
antioxydantes en réduisant les mveaux d'especes réactives de l'oxygéne (ROS), ce qui a

permus d'ameéliorer la croissance sous stress [44].

2.5 L’acide jasmonique

Les jasmonates (JAs) sont des phytohormones multifonctionnelles quu proviennent du
métabolisme des acides gras membranaires et sont présentes dans une variété d'especes



végetales[37]. les JAs interviennent dans les processus de la fructification, la floraison, la
sénescence et le métabolisme secondaire [37, 45]. Ils sont impliqués dans les réponses au
stress biotique et abiotique telles qu” a la salinité, la sécheresse, I'irradiation et les basses
températures [37, 46].

2.6 Les brassinostéroides

Les brassmostéroides (BRs) sont des phytohormones polyhydroxy-stéroidiennes qu
confrolent la croissance et le développement des plantes, comme la croissance des racines
et des tiges, ainsi que 1''mitiation et le développement des fleurs [37]. Ils interviennent dans
les réactions aux stress abiotiques tels que le froid, les températures élevées, la salimité du
sol, la sécheresse, la lumuére, les mondations et les polluants orgamques [37].

2.7 L'acide salicylique

L'acide salicylique et ses dérivés sont des acides phénoliques. Il est impliqué dans une
variété de fonctions physiologiques, y compris la stimulation de la floraison, 'absorption
d'ions, le transfert de nutrition, le controle du mouvement des stomates, I'échange de paz
et 1a synthése des protémes. L'acide salicylique améliore la réponse de la plante au stress
biotique et abiotique. Il renforce la résistance de la plante en favorisant ou en modifiant la
signalisation endogéne dans la dissection interne des femlles pour tolérer un large éventail
du stress. Il agit également comme un stimulant ou un transmetteur cellulaire, permettant
a la plante de supporter des conditions de stress environnemental telles que la sécheresse,
le froid, la chaleur, le stress lié aux métaux lourds et le stress salin [47]. De plus, 1l shimule
la réponse de la plante a la tolérance et a la résistance aux différentes maladies affectant
les plantes.

2.8 Acide Abscissique

2.8.1 Definition

L'acide abscissique (ABA) est un acide faible a 15 atomes de carbone qui a été découvert
comme inhibiteur de croissance dans les fruits du coton abscissant (" abscisine IT ™) au
début des années 1960 [48-50]. De nombreux aspects de la croissance et du
développement des plantes, y compris la maturation de I'embryon, la dormance des



graines, la gernunation, la division et 1'élongation des cellules, I''nduction florale et les
réponses aux stress environnementaux tels que la sécheresse, la salimté, le froid, les
attaques de pathogénes et le rayonnement UV, peuvent étre régulés par I’ABA_ L’acide

abscissique, malgré son nom ne semble pas contrdler directement l'abscission ;

¥

sa
présence dans les organes en abscission refléte plutét son implication dans I'augmentation
de la sénescence et/ou des réponses au stress, qui sont des processus qui se prodwmsent
avant l'abscission.

2.8.2 Structure chimique de I'acide abscissique

L'acide abscissique est une molécule sesquiterpene de 15 atomes de carbone de formule
chimique CysHpO4. Sa structure chimque a finalement été établie en ufilisant des
techmiques spectroscopiques [51] et une synthése climique [52]. Son
nom systématique est (S) -5- (Acide 1-hydroxy-2,6,6-triméthyl-4-oxo-1-cyclohexyl) -3-
méthyl-cis, trans-penta-2 4-diénoique. Cette phytohormone est composée de trois résidus
d'1sopréne. Elle posséde également un cycle cyclohexane avec un groupe cétone et un
groupe hydroxyle, amnsi qu'une chaine latérale avec un groupe carboxylique terminal
(Figurel 1)

L'orientation du groupe carboxylique autour du deuxiéme atome de carbone dans la
molécule détermine sa structure - les 1someéres "cis" et "trans" de 'ABA. Le cis-ABA est
la forme active. Cependant, le trans-ABA peut étre convert1 en ci1s-ABA [48]. L'ABA

existe par ailleurs sous deux formes énantioméres S et R [53].

"OH

S-trans ABA

Figure 1.1 Structure de l'acide abscissique [53]

2.8.3 Biosynthése et métabolisme de 'acide abscissique



L'ABA est synthétisé a partir de caroténoides dans une série de réactions dans les plastes
et le cytoplasme. L'enzyme zéaxanthine époxydase (ZEP) convertit les caroténoides en
zéaxanthine et la zéaxanthine en wiolaxanthine dans les plastides. La dégradation
oxydative de la violaxanthine par 1'enzyme 9-cis époxycaroténoide dioxygénase (NCED)
donne de la néoxanthine qu est transformée en xanthoxine [54, 55].

Ensuite, le produit xanthoxine est exporté vers le cytosol ou la xanthoxine est transformé
en ABA par une série d'étapes oxydatives via l'intermédiaire aldéhyde abscissique par les
enzymes déshydrogénase/réductase des alcools a chaine courte (SDR) et l'aldéhyde
oxydase abscissique (AAO) [48].

Cytoplasm
B-carotene

Zéaxanthine
# ZEP
Antheraxanthine
ZEP
MGT Violaxanthine
Aldéhyde
abscissique Neoxanthine

ABA

sor 't ﬂcm
Xanthoxing s———y-  Xanthoxine
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Figure 1.2 Représentation schématique de la biosynthése de ' ABA chez les plantes. La
figure est créée avec BioRender com et adaptée de [56].

2.8.4 Interaction des ROS avec L'acide abscissique

L'acide abscissique joue un réle important dans le développement des plantes, la
modulation de la fonction des stomates et la réponse des plantes aux facteurs de stress
abiotiques. Lorsque les plantes sont exposées a un stress, leur concentration en acide
abscissique s’éléve en raison d'une augmentation de la biosynthése, de la libération d'ABA
actif a partir des formes conjuguées ou d'une diminution de sa dégradation [57]. Le
manque d'eau et le stress lié a une forte salimté stmulent l'accumulation d'ABA | ce qu



entraine des modifications de 1'expression génétique et la fermeture des stomates [58, 59].
La fermeture des stomates rédmt la transpiration et la perte d'eau, mais elle rédut
également les échanges pazeux et l'activité photosynthétique.

2.8.5 Signalisation de I'acide abscissique

En raison de son role majeur dans l'adaptation des plantes aux facteurs de stress abiotiques,
I'acide abscissique est I'ine des phytohormones les plus étudiées. Les principaux
composants de la voie de signalisation de I'ABA ont été identifiés [50, 60-64] - La
concentration croissante d'ABA dans les cellules de garde en réponse a des circonstances
de stress (par exemple, une attaque de pathogénes, la sécheresse) déclenche une cascade
de signalisation qui conduit a la fermeture des stomates et a la réduction de la transpiration.
La perception de I'ABA par les protéines réceptrices Pyrabactin résistance/PYRI-
like/Composant Régulateur du Récepteur de ' ABA (PYR/PYL/RCAR) [65, 66] provoque
des changements de conformation dans leur structure protéique, ce qu entraine la liaison
et I''nhibition des membres de la fammlle de la protéme phosphatase 2C (PP2C) quu agissent
comme des répresseurs constitutifs du régulateur 1'Open Stomata 1 (OST1), également
connu sous le nom de SnRK?2 .6 (un membre de la famille des protéines kinases 2s liées
au sucrose non fermentant 1 [50]. Aprés la dérépression, SnRK?2 6/OST1 atteint une
activation compléte par autophosphorylation, puis phosphoryle davantage ses protéines
cibles, telles que les RBOHF et RBOHD. La phosphorylation des protéines de RBOHF et
RBOHD entraine la génération des ROS localisées dans l'apoplaste [67, 68]. Les canaux
d'influx de Ca’" sont activés par cette poussée oxydative [69]. SnRK2 6/0OST1 active
également le canal aniomque Slow Anion Channel-Associated 1 (SLAC1) [70, 71] qu est
important dans les cellules de garde. Le canal potassique KAT1, qu réduit sa fonction
lorsqu'il est phosphorylé, est un autre canal ionique ciblé par SnREK2/0ST1 [72].
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Figure 1.3 Un modéle schématique de la voie de signalisation de 'ABA pendant la
fermeture stomatique. La figure est créée avec BioRender.com et adaptée de [73-75].

Ces processus de signalisation fonctionnent ensemble pour controler les quantités d'ions
osmotiquement actives dans les cellules de garde par 'activité coordonnée des canaux
membranaires (Figure 1. 2).

2.8.6 [Expression et fonctions des enzymes REOHs dans la signalisation de 'ABA

Les enzymes RBOHs ont été identifiées pour la premuére fois dans les cellules
phagocytaires humaines pour leur réle dans la génération de ROS au cours de la défense
confre les pathogénes [76]. Les enzymes RBOHs ont été trouvées dans les plantes sur la
base de leur similanité de séquence avec la sous-umité gp91phox de NOX2 [77]. Les
protéines RBOHs ou les NADPH oxydases catalysent la réduction de 'oxygéne en anion
superoxyde (O>™), qu utilisent le NADPH comme source d'électrons. L’anion superoxyde
peut générer du H20: par dismutation enzymatique ou non enzymatique. La fanulle de
genes Rboh est surtout étudiée chez la plante modéle Arabidopsis thaliana. Elle comprend
10 membres (RbohA a RbohJ). Les réponses au stress abiotique et le développement sont
également régulés par les ROS produts par les Rboh-NADPH oxydases des plantes.
Pendant la fermeture des stomates, les ROS servent d'intermédiaires dans la signalisation
de l'acide abscissique [78]. Les cellules de garde expriment les génes RbohD et RbohF,



qu sont transcriptionnellement activés en réponse a ' ABA. Dans les cellules de garde non
endommagées, H20z active les canaux Ca®, qui médient l'augmentation de la
concentration cytosolique de Ca’* [69]. L'activation des canaux Ca’* par 'ABA et la
fermeture des stomates sont enfravés chez le double mutant d’Arabidopsis thaliana
RbohD/RbohF, bien que l'admunistration exogéne de HxO:» rétablisse l'activation des
canaux Ca’* et la fermeture partielle des stomates chez le double mutant RbohD/RbohF
[67].

3  Espéces reactives carbonylées dérivées des acides gras (RCS)

3.1 Génération et réactivite

Les espéces réactives carbonylées (RCS) sont des composés électrophiles générés par la
peroxydation lipidique causée par les ROS, en particulier dans les membranes des
mitochondries et les chloroplastes en raison de leur abondance en acides gras
polymnsaturés (acide linoléique, acide hinolénmique et acide arachidonique) [79-81]. La
peroxydation des lipides est un processus dans lequel des espéces radicalaires telles que
les radicaux hydroxyles enlévent des électrons aux lipides et prodmsent ensuite une grande
une variété d'électrophiles réactifs comportant un groupe carbonyle o f-insaturé. Les
principaux produits primaires de la peroxydation des lipides sont les hydroperoxydes
lipidiques (LOOH). Ces composés peuvent &tre formés par des voies enzymatiques et non
enzymatiques. La classe de molécules résultant de la peroxydation des lipides la plus
étudiée est celle des aldéhydes o p-insaturés comme l'acroléine, le malondialdéhyde
(MDA), I'hydroxyl-hexanal (HHE) et I'hydroxyl-nonénal (HNE) [82, 83]. Le MDA
semble étre le produit de peroxydation lipidique le plus mutagéne, tandis que le 4-HNE
semble étre le plus 1étal [84, 85]. Les composés carbonylés o,B-insaturés peuvent réagir
avec les nucléophiles tels que les protéines et forment des adduits de type Michael. Par
conséquent, 1ls peuvent avoir des effets biologiques imndésirables graves, notamment une
toxicité générale et une mutagénicité. En revanche, de faibles niveaux de ces espéces sont
présents de mameére ubiquitaire dans tous les organismes supérieurs, méme dans les
conditions dépourvues du stress [86].
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3.2 Activites biologiques des espéces carbonylées réactives dans les plantes

Malgré leur diversité structurelle et leur onigine biosynthétique, plusieurs composés
carbonylés o f-insaturés peuvent étre impliqué dans plusieurs variétés d'activités
biologiques comme I'mduction de génes de défense, lI'mduction du métabolisme
secondaire, ''nhibition de I'élongation des racines et l'altération de la croissance des semis
[87]. Plusieurs RCS affectent négativement l'activité photosynthétique tenant 1’exemple

de l'acroléme qui endommagent fortement le photosystéme IT.

3.3 Les espéces réactives carbonylées dérivées fonctionnent comme un médiateur
de signal en aval de la production de H:0: dans la voie de signalisation de
I’acide abscissique

Il a été constaté que l'acide abscissique indwt la production de RCS dans le tissu

épidermique de la feuille [88]. Parmu les espéces réactives carbonylées, les aldéhydes o, B-

insaturés ont stimulé l'activation des canaux cationiques perméables au Ca® dans la

membrane plasmique et I'augmentation de la concentration de Ca®* libre cytosolique dans
les cellules de garde des mutants RbohD et RbohF d'Arabidopsis défectueux dans la
génération de ROS mdwte par 'ABA [88, 89]. L'incubation des fewlles avec de la
carnosine et de la pyridoxamine qui sont considérés comme des piégeurs aldéhydes o, -
msaturés, a inhibé la fermeture des stomates induite par 'ABA et le HxO» sans affecter la
production de H20» mdwte par I'ABA, ce qu suggere que les aldéhydes, o, p-insaturés
peuvent servir de médiateurs a la signalisation de 'ABA [88-90]. Les RCS mcluant les
aldéhydes o, p-insaturés réagissent principalement avec les protéines par carbonylation
[80, 91].

3.4 Detoxification des espéces reéactives carbonylées par les aldehydes

déshydrogénases dépendantes

Les cellules ufilisent une variété de processus de détoxification enzymatique et non
enzymatique pour faire face aux effets négatifs des RCS. Les aldéhydes déshydrogénases

dépendantes du NAD(P)+ (ALDHSs) sont impliquées dans le piégeage enzymatique des
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aldéhydes produts par la peroxydation lipidique hiée au stress qui constifuent une vaste
superfamille de protéines dont les membres sont largement répartis entre les génomes
humains et végétaux [92, 93] Les ALDH sont des enzymes NAD(P)+-dépendantes qu
oxydent une large gamme de composés aldéhydiques aliphatiques et aromatiques
endogénes et exogénes en leurs acides carboxyliques [94].

Des résultats précédents ont montré que les ALDH mductibles par le stress sont régulés
au mveau franscriptionnel par I'ABA [95, 96]. Outre leurs fonctions dans le métabolisme
et la réponse aux stress biotiques [97-100] et abiotiques [101-103], les génes ALDH ont
recemment été liés au développement des plantes [104-106].

Les ALDH, comme les enzymes déubiquitinases, peuvent éfre impliquées dans la
prévention de l'mactivation de certamnes protéines de transduction du signal par la
carbonylation en oxydant les composés carbonylés réactifs. Nous pensons que les
recherches futures devraient se concentrer sur ces domames afin d'approfondir notre

compréhension des activités des ALDH végétales dans le développement des plantes.

Une revue de hittérature détaillée sur ces enzymes a été rédigée et publiée concernant les
roles des ALDH végétales dans le métabolisme, la signalisation et le développement
mtitulée « Recent Development on Plant Aldehyde Dehydrogenase Enzymes and Their
Functions i Plant Development and Stress Signaling » L’article est mis dans la partie
Publications.

4 Modifications des protéines induites par ROS
Les ROS peuvent réguler les cascades de signalisation des plantes en modulant 1'activité

des protéines cibles par des modifications oxydatives réversibles et/ou irréversibles sur
les résidus sensibles quu peuvent conduire a un changement de I'activité ou de la fonction
de la protéme oxydée [107, 108]. Les modifications post-traductionnelles (PTMs) affinent
la localisation des protéines, leur interaction et leur fonction pour atténuer les dommages
du stress environnemental [108].
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Les modifications directes des protéines comprennent la nifrosylation, la cystémylation,
la carbonylation d'acides aminés spécifiques, la glutathionylation, la persulfidation et
I'oxydation de méthiomne, tandis que les modifications indirectes comprennent la
conjugaison des protéines aux produits de dégradation de la peroxydation lipidique [109].

S-Nitrosylation

&

A
Dxydation de o " Cysteinylation
methionine Modifications past
®‘ - ..
Persulfidation Carbonylation

S-glutathionylation

Figure 1.4 Modifications des protémnes induites par les ROS. La figure est créée avec
BioRender com et adaptée de [90].

4.1 Nitrosylation

L'oxyde mnifrique (NO) produmt des PTMs covalentes chez plusieurs protémes,
généralement en combinaison avec d'autres espéces réactives de l'oxygéne et de l'azote.
Cette PTM est appelée S-Nitrosylation [110]. Elle implique la fixation du groupe NO a un
résidu de cystéme La S-Nitrosylation module la performance des enzymes
photorespiratoires, le flux de métabolites de différentes voies dans les peroxysomes, et
protége contre les dommages oxydatifs produits par I'accumulation de HyO» [111].

Chez Arabidopsis, la nitrosylation de RbohD i la cystéine (Cys®?) élimine la production
de ROS empéchant la mort des cellules de garde lorsque ces cellules subissent une réponse
immunologique induite par un pathogéne [111, 112].

4.2 Cysteinylation (oxydation de la cystéine)
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Les résidus cystéine avec des groupes thiol sont des centres redox qui sont impliqués dans
la structure des protémes, la catalyse enzymatique, la transduction du signal et la
régulation de l'activation transcriptionnelle [113]. En réponse a des miveaux accrus
d'espéces réactives de l'oxygeéne, une molécule de cystéine termunale s’ajoute sur des
groupes thiol libres des résidus de cystéine internes dans une protéine via un lien disulfure
[114]. Cette modification est appelée cystémnylation. Certamnes bactéries telles que
Bacillus subtilis utilisent la cystémylation comme mécanisme de protection des groupes
thiols libres suite a un stress oxydatif [115]. Néanmoins, I"hyperoxydation des résidus de
cystéine causée par un niveau élevé de peroxyde di au stress entraine des dommages aux
protéines et une perte wrréversible de l'activité protéique [116, 117].

4.3 S-glutathionylation

La S-glutathionylation des protéines est une modification post-traductionnelle spécifique
des résidus de cystéine des protéines qui implique la formation d'un disulfure mixte entre
les thiols des protéines et le glutathion [118]. Elle est favorisée par un stress oxydatif, mais
se produit également dans des conditions physiologiques. Des études ont montré qu'elle
est impliquée dans la protection des cystéines des protéines contre l'oxydation irréversible,
mais aussi dans la régulation redox des protémes. La S-glutathionylation a été lide au
confrole des voies de signalisation et métaboliques dans les systémes biologiques. Cette
modification régule de nombreuses molécules de signalisation et des facteurs de
transcription impliqués dans le développement cellulaire, la différenciation et 1'apoptose.

4.4 Persulfuration

La persulfuration (également connue sous le nom de sulfhydratation) est une forme de
modification post-fraductionnelle des protéines quu implique I'ajout d'une molécule de
soufre au groupe thiol (-SH) réactif d'un résidu de cystéine [119]. La persulfuration est
présente dans tous les régnes de la vie, y compris les plantes [120], les ammaux [121] et
les microbes [122]. 11 s'agit d'un mécanisme redox quu contrdle les localisations protéiques
et/on subcellulaires afin de réguler de nombreux processus biologiques dans la
signalisation du sulfure dhydrogéne (H2S) [123, 124]. La S-sulfhydratation peut soit
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stimuler, soit inactiver les activités enzymatiques [121]. Il a été démontré que la
persulfuration de la protéme RbohD par l'acide abscissique est nécessaire pour controler
la signalisation de 'ABA dans les cellules de garde [125].

4.5 Oxydation de la méthionine

La plupart des espéces réactives de l'oxygéne (ROS) peuvent oxyder les résidus
méthionine (Met) des protéines en sulfoxyde de méthiomine (MetO) [126]. Ces oxydations
peuvent condwire a des altérations de la conformation des protéines [127, 128] et a une
perte d'activité biologique des proténes oxydées [129, 130]. Cependant, l'oxydation
réversible des résidus méthionine des protéines peut étre impliquée dans la régulation de
certaines activités enzymatiques et hormonales peptidiques [131] et joue un role
antioxydant important dans le piégeage des ROS [132].

4.6 Carbonylation des protéines

4.6.1 Definition

La carbonylation des protéines est une modification post-traductionnelle (PTM) dans
laquelle un groupe carbonyle réactif, tel qu'un aldéhyde, une cétone ou un lactame, est
formé dans les chaines latérales de certains acides aminés [133]. Elle se produmt dans les
tissus ammaux et végétaux, causée par les conditions de stress et les maladies associées a
I'age [134-137]. La chimie de la carbonylation des protéines est complexe en raison des
différentes biomolécules impliquées, y compris les dérivés des lipides et des sucres. Elle
représente la modification chimique la plus fréquente et uréversible qu affecte la fonction
des protéines [138].

4.6.2 Genération de carbonyles de protéines

Historiquement, 'oxydation catalysée par les métaux (MCO) a été identifiée pour la
premuére fois comme une source de protéines carbonylées. Le processus est appelé
carbonylation primaire des protémes [91, 139]. Le MCO est produt par la réaction de
Fenton, qui se produit lorsque des ions de métaux de transition (Fe’*) sont réduits en
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présence de peroxyde dhydrogene (H20:) générant des radicaux hydroxyle (OH’)
hautement réactifs. Ces radicaux hydroxyles oxydent les chaines latérales des acides
amunés ou brisent le squelette de la protéine, ce quu enfraine une variété de changements,
tels que des carbonyles réactifs. La proline et 'arginine, par exemple, sont oxydées en
senualdéhyde glutanuque, tandis que la lysine est convertie en semualdéhyde
anmunoadipique et la thréonine est oxydée en acide 2-amino-3-cétobutynique (figure 1.5).

A - - e® - jr
. - - o [ et ] - .
- - - i - e » i B "
o o - e . o ,...\.. o . = ] -
= £ Profine R — ’ = d i
¢ it -aming-3-
- Theronine == ", '  ketobutyric acid
i Lysire i tﬂ-:'nr' Glutomic
Argining aer;Jl:rfdrh;dc 2-Aminoadipic semialdehyde
B seminidehyde
OH- a
1 H 'w”'.# o .nr.u'n-‘tf G\ M'\'\"'{t
N 2 o
H?N' MHH oy v HaM Pl W P ng (:'_4—-. "_i - l;l:\-'?:_'-' gH
z . - ld
?.i* Ho0 j“i‘. H,0 y ‘é.:‘_
Lysine 2-Aminoadipic semialdehyde

Figure 1.5 Mécamisme de la carbonylation primaire. A : Les ROS attaquent directement
la protéme par oxydation des chaines latérales des résidus argimine, lysine, proline et
thréonine. B : Exemple d’oxydation de lysine par une carbonylation primaire. Dans ce cas,
les radicaux hydroxyles dérivés de la réaction de Fenton des 1ons métalliques divalents et
H201 attaque le groupement e-aminé de 1’acide aminé en arrachant un atome d’hydrogéne
du carbone voisin. Le produit formé est instable et facilement hydrolysé pour générer le
correspondant carbonyle de la protéine. La figure est créée avec BioRender.com.
L’exemple B est adapté de [140].

En outre, I’oxydation directe d’autres résidus d’acides aminés peut également condure a
des carbonyles liés aux protémes. L’oxydation du tryptophane par les ROS produt au
moins sept prodwts d’oxydation. La kynurénine et la N-formyl kynurénine, amnsi que leurs
vaniantes hydroxylées, sont toutes caractérisées par des groupes aldéhyde ou cétone [141,
142].

Une autre source importante de carbonylation des protéines est constituée par les produits
réactifs de la peroxydation des lipides (4-hydroxynonénal (4-HNE), 2-propénal
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(acroléine) et malondialdéhyde (MDA)), un processus qualifié de carbonylation
secondaire des protéines [139, 143]. Elle imphque 1’addition d’espéces carbonylées
réactives (RCS) aux chaines latérales de la cystéine, de I"histidine et de la lysine par des
réactions d'addition de Michael [140, 144].
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Figure 1.6 Meécamisme de la carbonylation secondaire. A: Les ROS attaquent
directement la protéine par oxydation des chaines latérales des résidus histidine, lysine et
cystéine. B : Exemple d’une carbonylation secondaire par réaction d'addition de Michael
avec les résidus de lysine. La figure est créée avec BioRender com. L’exemple B est
adapté de [140].

La carbonylation des protémnes peut également se produire via la glycoxidation. La
glycation imphique la réaction des sucres réducteurs tels que le glucose ou le fructose avec
les chaines latérales des résidus de lysine et d'argimine formant des produits d'’Amadori.
Les ROS peuvent ensuite décomposer ces résidus en prodwts finaux de glycation avancée
(AGE) avec des fragments carbonylés [145, 146].

4.6.3 Cibles de la carbonylation des protéines et contrale métabolique

La carbonylation des protéines a été identifiée comme un marqueur umversel du stress
oxydatif l1é 4 diverses maladies humaines, notamment la maladie d'Alzheimer, les
maladies pulmonaires chromques, l'insuffisance rénale chromque, le diabéte, la
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septicémue, la sclérose latérale amyotrophique, la cataractogenése, la mucoviscidose, la
polyarthrite rhumatoide et les lésions d'ischénue-reperfusion [147, 148]. Une forte
corrélation entre 'apparition/progression de la maladie et le stress oxydatif a été trouvée
dans un plus grand nombre de données pour soutenir ''mportance de la carbonylation des
protéines dans la pathophysiologie des troubles humains [149, 150]. Levine et Stadtman
[151] ont proposé que les mveaux de carbonylation des protéines augmentent avec 1'dge,
soutenant le role de la carbonylation des protéines dans le vieillissement des cellules, des
tissus et des organes.

4.6.4 Rale de la carbonylation des protéines dans I’activation de la signalisation

cellulaire chez les procaryotes

4.6.4.1 Chez les procarvotes

La voie de signalisation impliquant l'activation d'une protéme par carbonylation vient
d'étre caractérisée pour la premuére fois chez les bactéries. Ces derméres ont développé
des systémes complexes pour controler de mamére coordonnée 'absorption des métaux et
les réponses au stress oxydatif [152]. Le facteur de transcription PerR est le principal
régulateur de la réponse au stress induite par le peroxyde d’hydrogéne chez les bactéries
Gram-positives et Gram-négatives. PerR est un répresseur des génes de la peroxiredoxine
(ahpCF), de la catalase (katA), de la nuniferritine (mrgA), de l'opéron de biosynthése de
I'héme (hemAXCDBL), du répresseur d'absorption du fer (fur) et du systéme d'absorption
du Zn (zosA) [153-155]. La dérépression de ces génes dans des conditions de stress au
peroxyde via la carbonylation de PerR méne a la détection et la résistance au H,O; comme
réponse adaptative [156]. Lee et Helmann [157] ont révélé que la détection du HxO» se
produt par une oxydation de PerR catalysée par un métal et condwt a l'expression de
génes de défense oxydative. PerR posséde deux sites de hiaison aux métaux - un site
structural Zn?* et un site régulateur d'ions métalliques divalents qui lie de préférence Fe**
ou Mn**. L'oxydation de la protéine, catalysée par un ion ferreux lié, entraine
I'incorporation rapide et directe d'un atome d'oxygéne dans I'histidine’” ou I’histidine®® .
Ce mécamsme explique la capacité de PerR a détecter de faibles mveaux de peroxyde
d'hydrogene in vivo (Figure 1.4).
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Figure 1.7 Meécanisme de la carbonylation primaire La figure est créée avec
BioRender.com et adaptée de [90, 154, 158, 159].

4.6.4.2 Chez les animaux

Les travaux de Wong ef al [139] ont donné le premuer aper¢u de cette voie de transduction
du signal des ROS dans les cellules de mammuiféres. Les auteurs ont démontré que le
puissant peptide vasoconstricteur endothéline (ET)-1 provoque la carbonylation de
plusieurs protémnes cibles umques dans les cellules musculaires lisses vasculaires
pulmonaires de rat.

L'endothéline (ET)-1 est prodwte par les cellules endothéliales vasculaires quu contribue
a la vasoconstriction et au remodelage vasculaire dans la circulation pulmonaire, qu se
produisent dans I'hypertension pulmonaire [156].

Wong ef al. ont montré dans leur article qu'une réduction de type Fenton est également
responsable de la carbonylation des protéines qu'ils ont observées. Lorsque les cellules
musculaires lisses vasculaires pulmonaires ont été exposées a I'ET-1, un certain nombre
de protémes ont été carbonylées, notamment des facteurs antioxydants et protecteurs
comme la peroxiredoxine-6, amnsi que des facteurs proapoptotiques comme ['annexine Al.

Les protémnes de annexin Al ont été sounuses a une dégradation rapide médiée par le
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protéasome. Dans leur article, Wong et al. mndiquent en outre que cette voie de
signalisation redox médiée par I'ET-1 pourrait avoir un role causal dans les changements
phénotypiques normaux des cellules musculawres lisses des artéres et artérioles
pulmonaires dans le développement de I'hypertension pulmonaire.

Il a été démontré aussi que la carbonylation des protéines est impliquée dans I’activation
de la voie du Nuclear Factor erythroid 2-related Factor 2 (NRF2)-Kelch-like ECH-
Associated Protemn 1 (KEAP1) qu contrdle l'expression des enzymes antioxydantes de la
phase II [160]. Dans des conditions normales, KEAP] se lie a NRF?2 en le séquestrant du
noyau [161] et en le ciblant pour une dégradation protéasonuque. Lors de la carbonylation
de KEAP] par un produit de peroxydation lipidique (par exemple HNE), NRF2 est libéré
et transloque vers le noyau aprés carbonylation des thiols clés de KEAP1. Dans le noyau,
il se dimérise avec une vaniété de facteurs nucléaires, dont MAF et NRF1. Ce complexe
mteragit avec l'élément de réponse antioxydant (ARE), déclenchant l'activation des
cascades de génes de réponse antioxydante (Figure 1.5 gauche). Lorsque le stress diminue,
la KEAP]1 carbonylée subit une dégradation protéasomuque [162, 163]. Ces résultats
montrent que la carbonylation de la protéine KEAP1 favorise la réponse antioxydante et
diminue ainsi le stress oxydatif.

En outre, l'activité de la kinase régulatrice du signal d'apoptose 1 (ASK) peut étre régulée
par carbonylation [164, 165]. Dans des conditions basales, la thiorédoxine (TRX) régule
négativement ASK1 en la séquestrant de 'autophosphorylation et de I'activation [166]. La
carbonylation de la thiorédoxine induite par les produits de peroxydation lipidique
entraine la libération de ASK1 du complexe. L'activation de 'ASK1, par la carbonylation
de la thiorédoxine, conduit & une cascade d'événements de phosphorylation entrainant
'expression de cibles génétiques pro-imnflammatoires (Figure 1.5 droite).
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Figure 1.8 Activation de la signalisation cellulaire par la carbonylation des protéines dans
la cellule anmimale [167].

4.6.4.3 Chez les plantes

4.6.4.3.1 La carbonylation des protéines comme réponse majeure au stress chez les
plantes

Les plantes produisent les ROS en réponse a des facteurs de stress biotiques et abiotiques
[168, 169]. Par conséquent, une réponse précoce des plantes au stress est souvent hiée a
une explosion oxydative qui entraine la carbonylation des protéines [170, 171]. La salimité
[172], la déshydratation [173, 174], le COz élevé [175] ou le stress thermique [56] et les
facteurs de stress biotiques (par exemple, les attaques de pathogénes) provoquent une
carbonylation accrue des protéines chez les plantes.

La quantité de carbonylation des protéines semble étre proportionnelle a la durée
d'exposition et a la quantité de ROS produite dans des circonstances de stress. Par
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conséquent, ce PTM a été un biomarqueur utile du degré de stress oxydatifs chez les
plantes.

La sélectivité de la carbonylation des protéines sous stress semble étre une caractéristique
conservée, méme dans des conditions extrémes. Dans le cas d'une oxydation catalysée par
un métal, les activités enzymatiques des protéines sensibles ont été considérablement
réduites, ce qui relie la carbonylation aux changements métaboliques induits par le stress
[176]. De plus, 20 protémnes carbonylées ont été signalées dans la matrice des
mitochondries des fewlles de nz in vivo et 32 protémes supplémentaires ont été
spécifiquement carbonylées aprés un stress oxydatif [177]. De méme, chez les plants de
pois sounus a un stress au cadmium, la photosynthése a été considérablement rédwte en
méme temps que la carbonylation des sous-unités RuB1sCO [173, 178, 179].

Plusieurs substances chimiques liées a la tolérance au stress paraissent augmenter ou
dimunuer la carbonylation des protéines dans les plantes, en plus des enzymes imphquées
dans la "machinerie antioxydante cellulaire”". La carbonylation des protéines induites par
le stress est empéchée par l'admnistration de l'oxyde mitrique exogéne pendant ou avant
les conditions de stress abiotique. Le NO, par exemple, a amélioré la tolérance a la
dessiccation des graines récalcitrantes d'4nfiaris foxicaria en activant les enzymes de la
vole ascorbate-glutathion, en munimisant la formation d'espéces réactives de l'oxygéne
(ROS) et en favorisant la S-mitrosylation plutot que la carbonylation des protéines
mmpliquées. Par conséquent, l'oxyde nifrique semble mnhiber la carbonylation des protéines
mduite par les ROS dans les graines résistantes pendant le séchage [174]. La réduction de
la carbonylation des protéines ne semble pas étre directement médiée par le NO, mais
semble plutot étre le résultat de 'mduction de 1a machinerie antioxydante par le NO.

En cas du stress, la carbonylation des protéines pourrait étre un signe de l'équulibre entre
un environnement promouvant favorisant I'oxydation et la capacité de la cellule végétale
a y faire face_ Elle pourrait d'abord entrainer la désactivation des protémnes qui ne sont pas
nécessaires a la survie. Cependant, s1 les enzymes de détoxification sont surchargées,
I'accumulation de ROS qu en résulte entraine 1'arrét des processus enzymatiques restants,
ce qui provoque la mort de la cellule.
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4.6.4.3.2 Carbonylation des protéines et developpement des plantes.

La carbonylation des protéines et son importance au cours des processus de
développement des plantes sont peu connues. Néanmoins, cette modification a été
découverte a chaque étape du cycle de vie de la plante [170, 180-182]. Plusieurs études
sur la biologie des grames [136, 170, 176, 183] ont mus en évidence le role de la
carbonylation des protéines dans les changements physiologiques. On a observé qu'elle
augmente pendant la perte de germunation des graines vieillissantes d'4rabidopsis [182],
pendant la levée de la dormance des graines [170], la sénescence des mitochondries des
nodules de légumineuses [136], la sénescence des mitochondries de pommes [183],
pendant la dessiccation des grames récalcitrantes d'4ntiaris toxicaria [174], et durant la
germunation des grames d'Arabidopsis[181]. 1l a été observé que la carbonylation des
protéines diminuait dans les embryons de gramnes de pomme pendant la levée de la
dormance [184] et qu'elle fluctuait dans les gramnes de pomme au cours de la stratification
[185]. Dans la plupart de ces études, seul le niveau total de carbonylation a été déterminé,
et on ne sait pas quelles protéines ont été affectées. Ces observations doivent donc étre
smvies d'études plus détaillées avant que le role de la carbonylation des protéines dans ces
processus puisse étre établi.

4.6.4.3.3 L'implication de la carbonylation des protéines dans les voies de signalisation

des phytohormones

La phytohormone acide abscissique (ABA) est connue pour favoriser la production
d'espéces réactives de l'oxygéne (ROS) par les protéines RbohD et RbohF sur la
membrane plasnuque des cellules de garde d'4rabidopsis. En utilisant des plantes de tabac
transgénmiques surexprimant la 2-alcénal réductase, Islam ef al. ont étabhi que les espéces
réactives carbonylées (RCS) fonctionnent en aval de la génération de H;O; dans la
signalisation de I’ABA pour la fermeture stomatique dans les cellules de garde [18]. Les
niveaux des RCS dans les tissus épidernuques traités a 'ABA ont augmenté dans 30
minutes et sont restés élevés pendant 2 heures. Les RCS ont été produits en réponse a la
fois a 'ABA et au H,O; [88]. La carnosine et la pyridoxamine qui sont des capteurs de
RCS, n'ont pas eu d'effet sur la production de H>O» indwite par ' ABA, mais ont empéché
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la fermeture des stomates mdute par I'ABA et le H20: [186]. La fermeture stomatique
mduite par le jasmonate de méthyle (MeJA) dans les cellules de garde d'4. thaliana
nécessite la formation de ROS par les protéines de Rboh, tout comme la fermeture
stomatique induite par I'ABA [67, 69, 187, 188]. Le jasmonate de méthyle (MeJA),
comme I'"ABA  a provoqueé 'accumulation de RCS tels que le HNE et l'acroléine dans les
plants de tabac WT, ce quu implique que les espéces sont impliquées dans la fermeture des
stomates indwte par la MeJA [189]. Il a été montré que la fermeture stomatique induite
par le MeJA s'accompagne dune diminution des miveaux de glutathion (GSH)
miracellulaire dans les cellules de garde d'4rabidopsis [190], mais que le GSH n'a aucune
mfluence sur la génération de ROS induite par le MeJA [191]. Par conséquent, le GSH est
nécessaire aprés la production des ROS. La génération des ROS imtiée par le MeJA
provoque systématiquement une déplétion du GSH dans les cellules de garde [189], ce qu
montre que les cibles des ROS dans les cellules de garde sont probablement en aval de la
génération de HaOs par les protémes RbohD et RbohF.

Dans la cellule de garde, le calcrum agit comme un second messager dans la signalisation
de 'ABA et la fermeture stomatique mmduite par I'ABA [192-194]. La fermeture
stomatique induite par le jasmonate de méthyle (MeJA) dans les cellules de garde était
également liée 4 une augmentation de la concentration de Ca’* libre cytosolique ([Ca®*]
cyt) [188]. L'afflux de Ca® en provenance de l'apoplaste et du stockage intracellulaire
entraine une augmentation de la concentration de Ca®" libre cytosolique lorsque les canaux
cationiques perméables au Ca®* de la membrane plasmique sont activés [67, 69, 195].
H>0O; provoque une augmentation du niveau de [Ca®*]cyt dans les cellules de garde en
activant les canaux cationiques perméables au Ca®* (Ica) [69]. L'administration exogéne
de l'acroléine était plus efficace que 'H2O2 exogéne pour augmenter le ([Ca®] cyt et
promouvoir la fermeture des stomates [186].

Les RCS sont des médiateurs de signaux en aval de la synthése de H>O; par les RBOHs
et en amont de I"induction du signal Ca®>* dans les cellules de garde d'drabidopsis pour la
fermeture stomatique médiée par 'ABA et le MeJA, selon les découvertes de Mano au
cours de la dermére décenme [186]. Des cellules de garde ont été traitées avec 100 pM
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d'acroléine et de HNE pendant 4 heures, et leurs stomates se sont progressivement fermés.
Etonnamment, lorsque la solution de bain a été remplacée par une solution ne contenant
ni acroléine ni HNE, la fermeture des stomates a été inversée [186]. Etant donné que la
carbonylation des protéines est nréversible, ces observations laissent également entrevoir
un taux de renouvellement plus élevé des protéines ciblées par le RCS.

4.6.4.3.4 Le devenir des protéines carbonylées

Il est essentiel de comprendre comment les protéines carbonylées se comportent dans les
cellules végétales. La carbonylation des protéines étant considérée comme wrréversible,
une dégradation efficace des protéines oxydées est nécessaire pour éviter les conséquences
négatives de leur accummlation. En raison d'une réticulation covalente et/ou d'une
hydrophobie de surface accrue, ces protéines ont tendance a former des agrégats de poids
moléculaire élevé s1 elles ne sont pas détruates [196]. En outre, 'accumulation de protéines
mactives pourrait concurrencer leurs homologues natives actives en termes de fonction.
Plusieurs processus de protéolyse différents équilibrent le degré de carbonylation des
protéines dans les cellules végétales pour éviter cela. Le protéasome, tout comme chez les
mammiféres, joue un role crucial dans ce processus. Cependant, la dégradation
cytosolique des protéines carbonylées semble étre médiée principalement par la voie du
protéasome 20S, plutét que par le protéasome 26S, d'une mameére indépendante de 'ATP
et de I'ubiquutine [197, 198]. De plus, l'autophagie peut éliminer les protéines carbonylées.
Plusieurs facteurs de stress environnementaux, en particulier les conditions oxydatives,
activent ce processus non spécifique de dégradation des protéines, ce qui entraine une
élinmination accrue des protéines carbonylées [171].

Enfin, les protéases mutochondriales et plastidiales, notamment celles appartenant a la
fanmlle AAA+ ATP-dépendante, telles que les protéases Lon et FtsH, empécheraient les
protéines carbonylées de s'accumuler dans ces orgamtes [199, 200].

Les protémes carbonylées ne sont pas exclusivement obtenues par ces processus
protéolytiques distincts. Toutefois, certains d'entre eux, comme la voie du protéasome
20S, semblent détruire les protéines carbonylées plutot que les protéines non modifiées
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[197]. Par conséquent, cette modification post-traductionnelle pourrait étre utilisée
comme une alternative pour aborder la dégradation protéolytique des proténes. La
carbonylation des protéines pourrait aider les cellules végétales a dégrader de cette
maniére les protémes mal traduites, endommagées, anormales ou méme devenues inutiles.
Par conséquent, en plus de son effet sur la fonction des protéines, ce changement pourrait
avoir un impact significatif sur la qualité des protéines et la dynanmque du protéome [201].
Dans les plantes stressées, la dégradation des protéines oxydées pourrait fournir une voie
de respiration alternative [202]. Par conséquent, la carbonylation des protémnes peut
confribuer a la survie des plantes dans des sifuations de stress. Selon des recherches
récentes, la carbonylation des protéines pourrait également jouer un role dans la
transmission des signaux. Dans ce contexte, les peptides 1ssus de la dégradation oxydée
des protéines pourratent participer a la signalisation des ROS en fonctionnant comme des
messagers secondaires des ROS [203]. Cependant, chez les plantes, I'occurrence de tels

événements n'a pas encore été établie.

Une revue de littérature détaillée sur la carbonylation des protéines a été rédigée et publiée
mtitulée « Protemn Carbonylation: Emerging Roles mn Plant Redox Biology and Future
Prospects » L’article est mis dans la partie Publications.

En guise de synthése de cette partie d’introduction, un schéma illustrant la relation entre
les espéces réactives de l'oxygéne (ROS), les phytohormones et les modifications post-
traductionnelles des protéines a été créé (Figure 1.9).
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Figure 1.9 Diagramme 1llustrant la relation entre les espéces réactives de l'oxygéne
(ROS), les phytohormones et les modifications post-traductionnelles des protéines. Dans
les conditions de croissance normales, les ROS peuvent étre prodwts dans les
mitochondries, les chloroplastes, les peroxysomes, la membrane plasmique, I’apoplaste et
la paroi cellulaire par de nombreuses enzymes, y compris les protéines RBOHs. Les
différentes formes de ROS comprennent le radical superoxyde, le peroxyde d'hydrogéne
et le radical hydroxyle. Les ROS en excés peuvent étre piégés par l'action des enzymes
antioxydantes. Les composants de la défense antioxydante sont la catalase, la superoxyde
dismutase (SOD) et la glutathion peroxydase (GPx). Au cours de leur cycle de vie, les
plantes subissent de nombreux types de stress biotiques et abiotiques. La perception du
stress est smvie d'une signalisation indute par le stress qui peut inclure la production des
ROS et l'activation de phytohormones. L'interaction entre les hormones végétales et la
signalisation des ROS orchestre la réponse d'acclimatation des plantes a différentes
conditions de stress. Une production excessive de ROS peut entrainer un stress oxydatif
qu modifie I'ADN, les lipides et les protémes. Les modifications des protéines
comprennent la cystémnylation, la nifrosylation, l'oxydation de la méthionne, la
glutathionylation, la persulfidation et la carbonylation des protéines. Au cours de la voie
de peroxydation des lipides, plusieurs produits finaux sont formés, tels que des aldéhydes
qu se lient aux protéimes et altérent leur activité. La figure est adaptée de [2, 90, 204].
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CHAPITRE II

PROBLEMATIQUES ET OBJECTIFS

La teneur en carbonylation des protémnes est largement utilisée comme marqueur pour
déterminer le mveau d'oxydation des protéines dans les cellules amimales et bactériennes.
Bien que cette modification entraine généralement une perte de la fonction des protéines,
elle peut étre régulatrice et peut activer des voies de signalisation impliquées dans la
biologie des antioxydants et 'homéostasie cellulaire.

Chez les plantes, la formation de protémnes carbonylées est I'uin des principaux produts
d’oxydation des protémnes, considérés donc comme une accumulation des dommages
oxydatifs. Elle peut étre impliquée dans le processus du vieillissement ou de sénescence
des plantes. Elle semble aussi s'accumuler dans tous les stades de développement et de
germunation des graines.

Cependant, les études du role potentiel de 1a carbonylation des protéines dans la transduction
du signal chez les plantes sont limitées. Ces études sont importantes pour bien comprendre

les mécanismes développés par les plantes pour bien résister au stress environnemental.

Dans le cadre de cette étude, nous avons émus I'hypothése que la carbonylation des protéines
pourrait servir dans la signalisation chez les plantes et plus spécifiquement dans le réseau de
la signalisation de ’ABA_
Pour vérifier cette hypothése, nous visons d:
I Etudier l'effet de I'acide abscissique sur la carbonylation des protéines.
II.  Identifier les processus physiologiques associés au protéome carbonylé en réponse a
I'ABA.

Dans cette étude, pour mieux comprendre la fonction régulatrice de la carbonylation des
protéines dans les plantes, nous avons exanuné et détecter le protéome carbonylé dans les
fewlles des plantes d'Arabidopsis thaliana traitées avec 1"acide abscissique en utilisant des
hydrazides fluorescentes qui réagissent spécifiquement avec les protéines carbonylées.
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Ensuite, le profil des protéines carbonylées en réponse de I’ABA a été caractérisé par une
chromatographie liquide couplée a une spectrométrie de masse en tandem en dénivant les
protéines avec une sonde réactive a aldéhyde.

Nos résultats ont montré que I'ABA mdut non seulement la carbonylation de certaines
protéines, mais empéche également la carbonylation de certaines protéines liées au stress
qu étaient carbonylées dans les femilles de plantes non traitées dans des conditions de
croissance normales. L'implication de ces résultats pour le mode d'action de ' ABA dans
les plantes a été discutée.

Un article intitulé « The phytohormone abscisic acid modulates protein carbonylation in
Arabidopsis thaliana » présentant des différentes méthodes et résultats de ce projet a été
rédigé et publié. I.’article est mis dans la partie Publications.
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CHAPITRE III

MATERIELS ET METHODES

1 Plantes et conditions de croissance

Les grames d'4rabidopsis thaliana écotype Colombia-0 (Col-0) ont été utilisées comme
type sauvage (WT) dans cette étude. Les graines des mutants d'insertion d'ADN-T pour
les génes RbohD (CS9555), RbohF (CS9557) et les mutants doubles RbohD/F (CS9558)
ont été obtenus du Centre de Ressources Biologiques d'Arabidopsis.

Les gramnes des différents génotypes ont été soit semées directement dans des pots en
plastique remplis de terre stérilisée a la vapeur, dont la surface est stérilisée pendant 10
minutes dans une solution de 70% (v/v) d’éthanol et 10% (v/v) d'eau de javel contenant
0,07% (v/v) de SDS avant d'étre placées sur des boites de Pétr1 avec du milien de culture
du Yax Murashige et Skoog (¥ x MS).

Les grames ont été stratifiées pendant deux jours dans l'obscunté a 4 °C pour rompre la
dormance, puis transférées dans une chambre de croissance (cycles lumiére/obscurité de
14/10 h ; lumiére blanche de 80 mol m? s ; humidité relative de 60 % ; 22 °C pour la
période de lumeére /18 °C pour la période d'obscurité). Des plantes de quatre semaines
cultivées dans le sol et des plantules de dix jours cultivés sur gélose ont été utilisées pour
les trartements avec I’acide abscissique ABA et les traitements de stress, respectivement.

2 Traitements

Pour le traitement avec 1’acide abscissique (ABA). L'ABA (TCI America, Portland, USA)
a été dissous dans du méthanol pour obtenir une solution mére de 100 mM. Une solution
d'ABA (100 puM) contenant 0,02 % (v/v) de Tween-20 a été pulvérisée sur des plantes de
quatre semaines cultivées dans le sol. La pulvérisation des plantes avec le méme volume
d'eau contenant 0,02 % (v/v) de Tween-20 et une trace de méthanol a servi de traitement
témoin (la méme quantité utilisée pour solubiliser ' ABA dans I'eau). Aprés 2 heures, les
sections aériennes de 5 a 6 plantes ont été prélevées au hasard, combinées en un seul

échantillon. Les échantillons sont immédiatement congelés dans I'azote hiqmde pour une
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extraction immeédiate des protémes ou un stockage a -80 °C jusqu'au moment de leur
analyse. Dans chaque expénience, trois réplicats biologiques ont été utilisés.

Pour le trartement au NaCl et au mannitol, les graines stérilisées en surface ont été placées
sur un milieu de culture de ¥ x Murashige and Skoog medium (MS) complété par 25 mM
et 100 mM de mannitol, 50 mM et 100 mM de NaCl pendant 10 jours avant d'étre
soigneusement prélevées avec une pince dans I'azote liqude. Les échantillons ont été
extraits immeédiatement ou stockés a -80 °C avant d’étre analysés.

3 Extraction de 'ARN

Les ARN totaux ont été i1solés a partir d'environ 100 mg de plantules d'4rabidopsis. Les
tissus végetaux ont été broyés en une poudre fine sous azote liqude avec des billes
meétalliques et renus en suspension dans 500 pl du tampon d'extraction (urée 6 M, LiCl 3
M, Tris-HC1 10 mM, pH 8,0 et EDTA 20 mM, pH 8,0). La suspension a été soigneusement
mélangée et centrifugée pendant 5 min a 14000 rpm, 4 °C. Ensuite, un volume de la phase
aqueuse a été meélangé avec un volume de phénol-chloroforme-alcool i1soamylique
(25:24:1). Le surnageant a été successivement réextraite avec un volume de phénol-
chloroforme-alcool 1soamylique et de chloroforme-alcool 1soamylique (24:1). Les ARN
ont été précipités du surnageant en ajoutant 0,1 volume d’acétate de sodium (3 M, pH 5,2)
et 0,7 V volume d'isopropanol. Le mélange a été maintenu sur la glace pendant 5 minutes.
Apreés centrifugation a 14000 rpm et 4 °C pendant 10 nun, le culot d'ARN a été lavé deux
fo1s avec de 1'éthanol a 70% (v/v), séché et dissous dans 20-30 pl d'eau eaun Milli-Q.

La qualité et la concentration de I'ARN ont été déterminées a I'aide d'un spectrophotométre
NanoDropTM 1000 (Thermo Scientific, USA).

4 Analyses RT-PCR

L'ADNc a été synthétisé a partir de 2 pg d'ARN total a l'aide d'un kit de transcription
mverse d'ADNc (Transcriptase inverse SuperScript IV, ThermoFisher scientifique) selon
les instructions du fabricant ; dans un volume total de 10 pl, 1 pl de désoxyribonucléase
(ADNase) et 1 pl du tampon de réaction (10x) ont été mcubés avec 2 pg d'ARN pendant
15 minutes a 37 °C dans un thermocycleur. La réaction a été stoppée avec 1 ul de 50 mM
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de EDTA 2 65 °C pendant 10 nunutes smivi d’aufre incubation de 5 minutes avec 1 pL
d’oligoDT pendant 65 °C Enswte, 4 ul du tampon de réaction (5x), 1 pl d’mhibiteur de
ribonuléase (ARNse) Ribolock, 2 pl de 10 mM de désoxyribonucléotide triphosphate
(dNTPs) et 1 pl de transcriptase inverse ont été ajoutés a la réaction et incubés pendant
une heure a 42 °C smivi d’une étape de désactivation a 70 °C pendant 5 minutes. La qualité
de ' ADNC a été testée dans une PCR standard en utilisant le géne de référence Actine. 30
cycles d'amplification PCR ont été utilisés pour chacun des échantillons. Les produts
d'amplification PCR. ont été vérifiés sur un gel d'agarose a 1%.

5 Analyses PCR
Les réactions ont été homogénéisées et la PCR. a été réalisée dans un thermocycleur. 30
cycles d'amplification PCR ont été utilisés pour chacun des échantillons. Le programme
standard de PCR était le smivant :

94 °C 5 mun dénaturation

30 fo1s : 94 °C 30 sec dénaturation

TA °C 30 sec lia1son des amorces
72 °C 45 sec élongation
72°C 5 min extension finale
4°C Pour garder les échantillons stables jusqu'a leurs collections.

TA =Température de recmt="TM= 5 °C.
TM = température de fusion des amorces. Pour les amorces ayant des TM différentes, la
plus basse est considérée pour le calcul de la TA.
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Tableau 3.1 Liste des séquences des amorces utilisées dans 1’analyse transcriptomique

. Amorces
Symbole Nom du géne Séquence Tm °C)
Actine Actine Sens 5 GAAACATTTTCTGTGAACGATTCCTS 541
Anti-sens | 5'GGAATCCACGAGACAACCTATAACY 550
Zat 10 Doigt de zine 10 Sens STGACTTCGTCGTCTCCGTTGY 569
Anti-sens 5 TTGCCTCATGCTTCTCGCTCY 578
Apxl Sens 5’ ACAGGGTCGTCCAATAGTGCY 57.1
Ascorbate peroxydase 1 | cons 5"TCAGCTTGCTGGTGTTGTGG3’ 583
RBOHD | [EPuAtory burstomidase | g 5 TGATAGCTTGTTAGCCGAAGCY 359
homolog protem D ) . \ 5713
Anti-sens 5" TCGTTCGGTGCTTATGTTTGCS
_ Aldehyde déshydrogénase | Sens 5" TAAGATCCGCGTCCCCTGAAAAGCY 620
3il 3 517
Anti-sens | 5'CTACTGGATGTGCCTGAAGCATCY
Th4 | Aldéhyde déshydropénase | Sens 5'GATATCTCGATTATCGTAGGCTCGS 589
B4 Anti-sens | GAAGCAATAGCCAAAGACACACGCY 541
COR47 Sens 5'CGGAGCACGAGGAAGTGAAGY 58.1
Cold-Regulated 47

Anti-sens 5 TTACAACCAACGGOGTGGACT 579

6 Détermination de la teneur en H:0:

Les niveaux de peroxyde d'hydrogéne ont été détermunés selon Sergiev ef al. [205]. De la
poudre congelée (40 mg) de tissus de plantes d'4rabidopsis thaliana,dgées de 4 semaines
traitées a ' ABA et d'échantillons non fraités, a été directement homogénéisée dans 250 pl
de tampon phosphate de potassium (10 mM, pH=7). L'homogénat a été centnfugé a 12
000xg pendant 15 min et 250 pl du surnageant a été ajouté a 250 pl d'acide trichloracétique
(TCA) (0,1% (p:v)) et 500 pl de KI (1 M). L'absorbance du surnageant a été lue 4 390 nm.
La teneur en H20: a été calculée en ufilisant une courbe gamme étalon réalisée par des

concentrations connues de H,O;.

7 Extraction des protéines

A Tl'aide d'un mortier et d'un pilon, les tissus végétaux des plantules et des feuilles
d'Arabidopsis thaliana ont été broyés dans l'azote liquude et aliquotés dans des tubes
Eppendorf de 1,7 ml. Les protéines totales ont été extraites de la poudre par centrifugation
a 15 000xg pendant 10 minutes a 4 °C dans un tampon de lyse contenant 25 mM Tris-
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HC1, pH=8,0, 0,1 % (v/v) de Triton X-100 et un cocktail d'inhibiteurs de protéase (Sigma)
par centrifugation a 15 000xg pendant 10 minutes. Les concentrations de protéines ont été
mesurées avec le réactif Bradford de Bio-Rad selon la méthode de Bradford [206].

8§ Marquage des protéines carbonylées

8.1 DMarquage des protéines carbonylees avec le 2.4-dinitrophenylhydrazine
(DNPH).

8.1.1 Préparation des protéines marquées par le DNPH pour l'électrophorese sur gel

de SDS

Les groupes carbonyles dans les chaines latérales des protéines ont été dérivatisés en 2 4-

dinitrophénylhydrazone (DNP) par réaction avec la 2 4-dimtrophénylhydrazine (DNPH)

comme décrit par Levine ef al. [207].

Les extraits de protémes ont été mélangés avec un volume égal de 10 mM de DNPH

préparé dans 10 N HCL. Le mélange est ensuite incubé a température ambiante pendant 1

heure a I’abn de la lunmére avec agitation chaque 15 minutes.

Les protémmes dérivées et non dérivées ont été précipitées avec 20% d’acide

trifluoroacétique sous la glace pendant au moins 2 heures. Les échantillons ont été ensuite

centrifugés durant 15 nun a 15 000xg a 4 °C. Les culots de protémes ont été renus en

suspension et lavés trois fois avec un mélange d'éthanol a 100% et d'acétate d'éthyle (1:1).

Ensuite, 1ls ont été séchés a 1'air avant d'étre dissous dans le tampon de lyse des protémes.

Dix pg d’extraits protéiques ont été mélangés avec un tiers du tampon Laemmli (4x),

bouillis pendant 5 mun a 95 °C et séparés par SDS-PAGE en utilisant des gels de

polyacrylanude a 12,5%.

8.1.2 Essais immunologiques par immunobuvardage

Les protéines ont été séparées par une électrophorése SDS-PAGE a une seule dimension

(1D-PAGE) et transférées sur une membrane de mtrocellulose (GE Healthcare, Royaume-

Uni1) selon des procédures standard. Le transfert des échantillons par immunobuvardage a

été vénfié par la coloration des protéines totales de la membrane de mitrocellulose avec du

Ponceau-S. Les blots ont été rincés une fois pendant 5 min dans 2 mM Tris-HCL; 150 mM
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NaCl ; pH 7,50 ; 0,1 % (v/v) de Tween 20 (TBST), puis incubés pendant 1 h a température
ambiante dans une solution de blocage (10%) avec de la poudre du lait dissoute dans
TBST. Aprés une mcubation d’une heure avec des anticorps anti-DNP de lapin dans du
TBST avec du lait, la membrane a été lavée trois fois dans du TBST et incubée pendant 1
h avec des anticorps secondaires anti-Anticorps IgG conjugués a de la peroxydase de
raifort. Les anticorps liés ont été visualisés a I'aide du kit ECL (GE Healthcare, Royaume-
Uni). Les immunoblots ont été visualisés par le scanner Azure Biosystems (Azure
Biosystems, USA) et la version du logiciel Azure Capture Software (Azure Biosystems,
USA).

8.2 Marquage des protéines carbonylées avec des sondes fluorescentes

8.2.1 Préparation des échantillons

Les échantillons protéiques ont été marqués avec des sondes fluorescentes des cyanines
dénvées d’hydrazides 5.5 (Cy5.5 ; excitation/émussion : 684/710) et cyammne 7.5 (Cy7.5 ;
excitation/émission, 788/808) (Lumiprobe USA) et diluées dans du diméthylsulfoxyde
pour obtenir une solution mére de 10 mM. Dans une solution de réaction contenant de
l'acétate de sodium (0,1 M pH 6,8), 0,1 % de SDS et 1 mM d'EDTA, 140 g de protéines
ont été combinés avec 500 pmol/l de la sonde fluorescente pour le marquage. La réaction
a été arrétée avec du cyanoborohydrure de sodmm (12 mM) a température ambiante
pendant 15 minutes aprés avoir été incubée a température ambiante pendant 1 heure a 500
rpm. Toutes les procédures ont été réalisées dans 'obscurité totale.

Les protéines ont ensuite été précipitées pendant au moins 2 heures avec un volume égal
d'acide trichloracétique (TCA) froid a 20% (v/v) et centrifugées a 15 000xg pendant 5
munutes & 4 °C. Pour se débarrasser de 'excés des colorants fluorescents non liés, les
culots de protéines ont été remis en suspension et lavés trois fois avec un mélange
d'éthanol a 100% et d'acétate d'éthyle (1:1). Enswte, 1ls ont été séchés a l'air avant d'étre
dissous dans le tampon de lyse des protémes. Le test de Bradford a été utilisé pour
déterminer la nouvelle concentration de protéines dans chaque échantillon [206].

8.2.2 Electrophorése sur gel et détection par fluorescence
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Les protéines marquées ont été séparées par SDS-PAGE a une seule dimension sur des
gels de résolution de polyacrylanude a 12,5 % (p/v) [208]. Selon les mstructions du
fabricant, les gels ont été fixés pendant 2 heures a température ambiante avec la solution
de fixation Azure A (Azure Biosystems, USA). Les protéines totales ont été colorées
pendant 2 heures a température ambiante avec de 1" Azure Red (excitation/émission :
520/610) diluée dans une solution de coloration Azure B (Azure Biosystems, USA) avec
une légére agitation selon les mnstructions du fabricant. L'image du gel a été prise avec le
scanner Azure Biosystems (Azure Biosystems, USA) et la version du logiciel Azure
Capture Software (version 1.2.1228 0; Azure Biosystems, USA). La fluorescence de
I’azure Red, du Cy5.5 et du Cy7.5 a été mesurée en utilisant respectivement les lasers vert
(520 nm), rouge (658 nm) et infrarouge proche (784 nm). L'mtensité de fluorescence en
umités arbitraires pour chaque puits de gel a été détermunée par le logiciel Azure Spot puis
téléchargée dans Excel. Les données ont été normalisées en divisant l'intensité de la
fluorescence des échantillons marqués au Cy5.5 ou au Cy7.5 correspondants aux protéines
carbonylées par I'intensité de la fluorescence de I’ Azure Red, correspondant aux protéines
totales. Les valeurs moyennes arithmeétiques et 'écart-type ont été déterminés pour chaque

9 Identification des protéines carbonylées par LC/MS-MS

9.1 Enrichissement des protéines carbonylées avec une suspension d'agarose a
I'avidine
L’identification les protéines carbonylées est réalisée par une chromatographie en phase
liquude couplée avec une spectrométrie de masse en tandem. Pour ce faire, les protéines
carbonylées ont été marquées préalablement par une sonde réactive a l'aldéhyde (ARP)
contenant de biotine (Chavez et al. 2006 ; Tzeng et Maier 2016). Les extraits protéiques
ont été mncubés pendant 2 heures a température ambiante a 500 rpm avec 5 mM d'ARP
(Dojindo Laboratories, Japon). L'excés d'ARP est élinuné a l'aide d'un équipement de
centrifuge d'ultrafiltration (Millipore, Irlande). L'enrichissement des échantillons marqués
a 'ARP a été effectué avec une résine d'avidine monomeére (Thermo Fisher Scientific,

USA). En résumé, 200 pl de suspension d'agarose d'avidine monomeére Pierce™ sont
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déposés sur une colonne de spin de 0,5 ml (Thermo Fisher Scientific, USA) et préparés
selon les instructions du fabricant. La résine a été équilibrée avec 150 pL de solution saline
tampon phosphate (PBS) a pH 7 et rincée trois fois avec le méme tampon. Les sites de
liaison non réversibles de la biotine ont été bloqués avec 300 pl de 2 mM de D-biotine
préparée dans le PBS, pH 7, pws lavés deux fois avec 600 pl de 0,1 mM de glycme, pH
2.8 et 400 pl de PBS. Ensuite, le volume de l'échantillon de protéines a été ajusté a 200 pl
avec du PBS avant d'étre ajouté a la résine et mcubé pendant 1 heure a température
ambiante avec une légére agitation. La colonne est lavée 5-6 fois avec du PBS et les
protéines marquées a 'ARP ont été éluées trois fois avec 150 pl de 0,1 mol/l glycine, pH
2.8. Un temps d’mcubation de 5 nunutes a été effectué aprés chaque ajout de la solution
d’élution. Les fractions ont été neutralisées avec 3-5 pl de Tnis-Cl (1 M, pH 8.0) pus
regroupées, concentrées dans un speedVac et stockées a -80 °C avant toute analyse
ultérieure.

Les protéines purifiées marquées avec de ’ARP ont été dénaturées avec 1% (p/v) de
désoxycholate, rédutes avec 5 mM de Tris-(2-carboxyéthyl)-phosphine a 60 °C pendant
30 nunutes a 550 rpm, et alkylées avec 10 mM d'iodoacétamide dans l'obscurité a 37 °C
pendant 30 nunutes avant d'étre digérées avec de la trypsine. 20 pg de protémes ont été
digérés pendant 16 heures a 22 °C et 550 rpm avec 2 pg de Trypsin Gold (Sequencing
grade, Promega, USA). Les échantillons de peptides ont été dessalés a I'aide de tubes a
centrifuger Agilent Peptide Cleanup C18 (Agilent, Etats-Unis), puis séchés dans un
speedVac conformément aux recommandations du fabricant.

9.2  Analyse par spectromeétrie de masse

Les analyses par spectrométrie de masse ont été réalisées par la Plateforme de
protéomique du Centre de recherche du CHU de Québec (Québec, Qc, Canada). Les
peptides dessalés ont été analysés par nanoLC/MSMS en ufilisant un systéme de
chromatographie Dionex UltiMate 3000 nanoRSLC (Thermo Fisher Scientific, USA)
connecté a un spectrometre de masse Orbitrap Fusion (Thermo Fisher Scientific, San Jose,
CA, USA). Les peptides ont été piégés a 20 pl/min dans le solvant de chargement
(acétonitrile a 2 %, TFA a 0,05 %) pendant 5 nunutes sur une pré-colonne de cartouche

37



pepmap C18 de 5 mm x 300 pm (Thermo Fisher Scientific / Dionex Softron GmbH,
Germering, Allemagne). Ensuite, les peptides ont été élués avec un gradient linéaire de 5
a 40 % de solvant B (A : 0,1% d'acide formuque, B : 80% d'acétomitrile, 0,1% d'acide
formique) pendant 90 minutes en utilisant une pré-colonne qui a été commutée en ligne
avec une colonne de séparation Pepmap Acclaim (ThermoFisher) de 50 cm x 75 m de
diameétre mterne a 300 nL/mun pour un temps de passage total de 2 heures. Le logiciel
Thermo XCalibur version 4.3.73.11 a été utilisé pour collecter les spectres de masse en
mode d'acqusition dépendant des données L'orbitrap a été utilisé pour capturer des
spectres de masse a balayage complet (350 a 1800 m/z) avec une cible AGC de 4e5, un
temps d'mjection maximal de 50 ms et une résolution de 120 000. Un étalonnage interne
utilisant la masse de verromllage sur 1'ion siloxane m/z 44512003 a été utilisé. Chaque
balayage MS était smivi de la fragmentation MSMS des 1ons les plus intenses pour un
temps de cycle total de 3 secondes (mode top speed). Les 1ons ont été 1solés a l'aide d'un
analyseur quadripolaire dans une fenétre de 1,6 m/z et fragmentés par la dissociation
mduite par collision a plus haute énergie (HCD) avec une énergie de collision de 35 %.
Les fragments résultants ont été détectés par le piége a 10ns linéaire en vitesse de balayage
rapide avec un temps d'injection maximum de 50 msec et une cible AGC de led.
L'exclusion dynamique des peptides précédemment fragmentés a été réglée pour une
période de 20 secondes avec une tolérance de 10 ppm.

9.3 Recherche dans les bases de données

Les listes de pics MS/MS au format générique Mascot (MGF) ont été élaborées a l'aide
du logiciel Proteome Discoverer 2.3 (Thermo). Ensuite, les fichiers MGF ont été analysés
a l'arde du moteur de recherche Mascot (Matrix Science, Londres, Royaume-Uni ; version
2.5.1). Mascot a été programmeé pour effectuer des recherches dans une base de données
de contaminants amsi que dans la base de données de référence Uniprot d 4rabidopsis
thaliana (septembre 2020 ; 39449 entrées) en considérant une digestion a la trypsine. La
recherche dans Mascot a été effectuée avec une tolérance de masse de l'ion fragment de
0,60 Da et une tolérance de I'ion parent de 10,0 ppm. Le carbanudométhyle de la cystéine
a été défim comme une modification fixe dans Mascot. La désammdation de l'asparagine
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et de la glutamine, amnsi que l'oxydation de la méthiomne, ont été décrites comme des
modifications variables dans Mascot. Deux clivages manqués étaient autorisés. Scaffold
(version Scaffold 5.0.1, Proteome Software Inc., Portland, OR) a été utilisé pour valider
les identifications de peptides et de protémes basées sur le MS/MS. Pour les peptides et
les protémes, un taux de fausse découverte de 1 % a été appliqué. Pour satisfaire aux régles
de parcimomie, les protéines ayant des peptides identiques et ne pouvant étre différenciées
sur la base de la seule analyse MS/MS ont été regroupées.
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CHAPITRE IV

RESULTATS

1 Effet de I'acide abscissique (ABA) exogéne sur I'expression des génes sensibles

au stress

L'ABA est une phytohormone essentielle qu est maintenue a de faibles mveaux dans les
plantes en conditions non stressantes. La concentration basale d'ABA est essentielle pour
le métabolisme primaire, la croissance et le développement des plantes [209]. Il a été
démontré que l'acide abscissique (ABA) est impliqué dans la régulation de nombreux
génes mduits par le stress.

Tableau 4.1 Expression des génes du stress suite au traitement avec 100 pM d’acide
abscissique dans des plantules d’4rabidopsis thaliana dgées de 14 jours. Le tableau
montre une analyse sur gel d'agarose des produts de RT-PCR.

100 pM

Symbole o qu gine Oh 1h 2h 4h
Actine Actine PrEp———
zatll Doigt de zinc 10 T
Apx1 Ascorbate peroxydase 1 —
RbohD Homologues de I'oxydase de l'explosion —

respiratoire D =
3il Aldéhyde déshydrogénase 3 R Pp——
7B4 Aldéhyde déshydrogénase 7B4 . — — -
Cord7 Cold-Regulated 47 — S— G—

C’est pourquo1 nous avons traité des semus d'Arabidopsis dgés de 14 jours de l'écotype
Columbia (Col-0) avec 100 pM d'ABA pendant Oh, 1h, 2h et 4h et avons effectué une
analyse transcriptomique de RT-PCR. Les résultats ont montré que la plupart de ces génes
étalent clairement indwts par le traitement ABA aprés 1 ou 2 heures de traitement avec
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I’ABA. A partir de ces résultats, 2 heures de traitement  1’ABA a été choisi pour le reste
des expériences.

2 Daosage de ROS

Chez les plantes, 1a production de ROS en réponse a un stress biotique et abiotique permet
aux plantes d'établir différents mécanismes de défense. L'acide abscissique augmente les
niveaux de ROS dans les cellules de garde [210, 211]. Les protéines de Rbohs sont
considérées comme le systéme enzymatique prédominant qui est responsable de la
production des ROS. Nous avons donc étudié la génération de ROS dans Arabidospsis
thaliana lors d'un traitement avec 100 mM d'ABA.
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Figure 4.1 Quantification de la teneur en H>O; des tissus d’Arabidopsis thaliana. La
teneur en H>O; a été calculée en utilisant une courbe gamme étalon réalisée par des
concentrations connues de H2O1. Cette méthode est basée sur une réaction catalysée par
la peroxydase (POD) dans laquelle I''odure de potassium (KI) est oxydé pour générer du
I5” stable de couleur jaune. L'absorbance du I3- généré a 350 nm et 400 nm présentait de
bonnes relations linéaires avec la concentration de HaOn.

Des analyses similaires avec les simples mutants RbohD, RbohF et le double mutant
RbohD/F ont été effectuées afin de vénfier la contribution de RbohD et RbohF a la
production de ROS lors des réponses au traitement avec I’ABA.

Pour les plantes non traitées, le type sauvage a montré une plus grande production de ROS
par rapport aux mutants. Le traitement d'4rabidopsis thaliana avec 100 pM d'ABA a
mduit une augmentation des mveaux de ROS par rapport a I'échantillon témomn. Cette
mduction a été diminuée chez tous les mutants. Comme le montre la fipure 4.1, la
production de ROS en réponse a I'ABA dans le mutant RbohD et RbohF a moniré une

petite différence d'augmentation par rapport a la réponse dans leurs correspondants
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échantillons de contréle. La production de ROS dans le double mutant RbohD/F était
partiellement réduite dans les plantes témoins par rapport aux mutants ssmples RbohD et
RbohF et clarement altérée par rapport a son échantillon témoimn. Ces résultats montrent
que la double mutation de RbohD et RbohF contribue a l'augmentation de l'insensibilité a
I'ABA et prouvent alors que RbohD et RbohF présentent un chevauchement de leurs
fonctions dans la réponse a 'ABA dans les cellules de garde.

3  Sélection du protocole de marquage au carbonyle des protéines

Pour étudier les effets de 'ABA exogéne sur la carbonylation des protéines, des plantes
de quatre semaines d’Arabidopsis thaliana ont été pulvérisées avec 100 pM d'acide
abscissique (ABA) pendant 2 heures ensuite le profil des protéines carbonylées a été
examiné. Les protéines carbonylées dans les échantillons de feuilles des plantes traitées a
I'ABA ont été d'abord analysées sur des gels de polyacrylanude a 12 5%.

Les échantillons témoins et traités a 'ABA ont été analysées en premier lieu par
mmmunobuvardage pour les protéines modifiées par le DNPH et de méme avec deux
sondes fluorescentes sensibles a la carbonylation. Les protéines ont été séparées par
électrophorése sur gel d’une seule dimension Les analyses de la carbonylation ont été
effectuées en triplicata.

Comme le montre la fipure 42 A on a constaté une vanation dans les profils de
carbonylation dans les 2 méthodes de détection de carbonylation. D aprés ces résultats
(figure 4.2 A), nous avons constaté que la méthode de dénvatisation avec le DNPH
contient plusieurs limitations techmques. Les profils de carbonylation des protéines sur
un seul Western blot sont rarement entiérement reprodumits, ce qu rend difficile
I''dentification et la quantification des protémes carbonylées qui ont changé entre les
échantillons témoins et ceux traités par ’ABA_= Ces problémes limitent la précision de la
quantification de la carbonylation. Pour les prochaines analyses, on a opté la méthode de
détection des protémes carbonylées par les sondes fluorescentes.

La sélectivité des dénivés d'hydrazide vis-a-vis des groupes carbonyles et l'exastence d'une
large gamme de groupes fonctionnels couplés a I'hydrazide permettent de concevoir de
nouvelles méthodologies pour la détection et la quantification des protéines carbonylées.
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Figure 4.2 Analyse du protéome carbonylé mdwt par 'ABA par deux méthodes
différentes : 10 pg de protémes provenant des plantes d’ Arabidopsis thaliana, agés de 4
semaines et fraitées avec ou sans 100 uM d’acide abscissique (ABA) pendant 2 heures ont
été dénvatisés et chargés dans chaque puits. A : Analyse du protéome carbonylé par SDS-
PAGE aprés marquage des protéines carbonylées avec le 2 4-dimtrophénylhydrazine
(DNPH) ; (a) : Electrophorése sur gel de polyacrylamide (1D SDS-PAGE) des protéines
totales. (b) : Analyse par immunobuvardage des protéines carbonylées des plantes
téemoins (Pwts 1) et des plantes traitées avec ABA (Pwts 2). B : Analyse du protéome
carbonylée par SDS-PAGE (1D SDS-PAGE) aprés marquage des protéines carbonylées
avec des sondes fluorescentes : Les protéines d'échantillons témoins (Puits 1) ont été
marqueées avec Cy5,5 et les pmtéiﬂes d’échantillons fraités avec I’ ABA (Puts 2) ont éte
marqueées avec Cy7.5. (a) : Electrophorése sur gel de polyacrylamide SDS des protéines
totales marquées avec AzureRed, (b) : Electrophorése sur gel de polyacrylamide SDS des
protéines carbonylées. Puits 1 : des plantes témomns, puits 2 : des plantes traitées avec
ABA  puits 3 : 5 pg de chaque échantillon ont été mélangés et chargés dans le puits.
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4 Analyse du protéeome carbonylée induite par I'ABA par SDS-PAGE

Les protéines carbonylées dans les échantillons de fewmlles des plantes traitées a ' ABA ont
été d'abord analysées sur des gels de polyacrylamude comme mentionné précédemment.
Les échantillons témoins et traités a I'ABA ont été marqués avec deux sondes

fluorescentes sensibles a la carbonylation.
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Figure 4.3 Analyse du protéome carbonylée mndwte par I’ABA par 1D SDS-PAGE : 10
g de protéines provenant des plantes d’ Arabidopsis thaliana des plantes de type sauvage
(WT), les mutants ssmples RbohD et RbohF et le double mutant RbohD/F agés de 4
semaines et fraitées avec ou sans 100 uM d’acide abscissique (ABA) pendant 2 heures,
ont été dérivatisés et chargées dans chaque puits. A : Analyse du protéome carbonylée par
1D SDS-PAGE aprés marquage des protéines carbonylées avec des sondes fluorescentes :
Les protémes d'échantillons témoimns ont été marquées avec Cy5,5 et les protéines
d’échantillons traités avec I’ABA ont été marquées avec Cy7,5. (a) : Electrophorése sur
gel de polyacrylamide SDS des protémes totales marquées avec AzureRed, (b):
Electrophorése sur gel de polyacrylamude SDS des protéines carbonylées. Puits 1 : des
plantes témoins, puts 2 : des plantes traitées avec ABA 6 puwts 3: 5 pg de chaque
échantillon ont été mélangés et chargés dans le puts. B : Plantes représentatives de 4
semaines des plantes de type sauvage (WT), les mutants simples RbohD et RbohF et le
double mutant RbohD/F. C : Abondance relative des protémnes carbonylées basée sur
I''mtensité de fluorescence des sondes réactives aux carbonyles. Les résultats proviennent
de trois expériences indépendantes et représentent les moyennes + SEM (n = 3). Des
lettres différentes indiquent des valeurs sipnificativement différentes a p <0,001, ANOVA
a sens umque et test post hoc de Tukey.



La comparaison de l'intensité de la fluorescence a révélé une diminution importante du
niveau de protéines carbonylées dans les échantillons provenant des plantes de type
sauvage (WT) ftraitées a I'ABA par rapport aux plantes témoins. Quelques bandes
distinctes ont pu étre observées dans les échantillons témoins et traités a 'ABA | indiquant
un changement dans le protéome carbonylé dans la feuille lors de 1'exposition a ’acide
abscissique (Fig. 4.3.C). Il a été démontré que la signalisation de I'ABA dans les cellules
de garde implique la production de H20z par les protémes RbohD et RbohF et qu'elle est
mfluencée par les espéces réactives carbonylées (RCS) en aval de H,O, [88, 186]. Dans
ce sens, nous avons examiné les protéines carbonylées dans les mutants ssmples et doubles
mutants des génes RbohD et RbohF. L'intensité de fluorescence était similaire entre les
échantillons WT et mutants non traités et diminuait de mamiére sinmlaire lors du trartement
a 'ABA_ Ces observations suggérent une diminution du nmiveau de protéines carbonylées
dans les plantes aprés traitement 4 I'ABA.

Cela contrastait avec 'augmentation souvent observée des protéines carbonylées dans les
plantes stressées dans la littérature. Pour vérifier si la baisse des miveaux de protéines
carbonylées dans les fewlles d’Arabidopsis thaliana ftraitées a I'ABA était
physiologiquement significative, nous avons examiné les protéines carbonylées dans les
plantes WT et les mutants RbohD/F soumus a des traitements de stress légers (Figure 4 4 A
et Figure S1).

On a constaté que le stress osmotique a abouti a un rétrécissement des feuilles des plantes
WT et mutantes RbohD/F. Une réduction visible de la croissance a été observée avec 25
mM de manmitol dans tous les génotypes tandis que le traitement avec 100 mM de
manmitol a indwt un retard de croissance important. L'effet le plus sévére a été observé
chez le mutant RbohD par rapport aux WT, mutants RbohF et RbohD/F. Le traitement
avec 50 et 100 mM NaCl a également ralent: la croissance de tous les génotypes, mais
l'effet était plus prononcé chez les mutants WT et RbohD. L'intensité de fluorescence
relative des sondes carbonyles a diminué simultanément dans les plantes de type sauvage
et mutants sounuses aux traitements de stress léger, comme nous I'avons observé dans les

plantes traitées a ' ABA (Figure 4.3 et Figures S1-285).
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Figure 4.4 Analyse du protéome carbonylé indwte par des traitements des stress légers
par SDS-PAGE!.
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5 Détection des protéines carbonylées induites par I'ABA par LC-MS/MS

5.1 Approche
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Figure 10.5 Apercu du flux de fravaill expérimental pour le marquage sélectif des
protéines carbonylées dans 1'extrait protéique.

L'enrichissement des protéines carbonylées peut se faire au mveau des peptides [212, 213]
ou au mveau des protéines [214, 215].

! A : Phénotype des plantules d’ Arabidopsis thaliana de type sauvage, les nutants simples de RbohD
et RbohF et le double mutant RbohD/F cultivées sur un milieu de % x Murashige et Skoog (Yx MS)
avec ou sans tratements de stress pendant 10 jours. B : Figures des gels représentant les protémes
carbonylées et les protéines totales : Les figures (a) montrent des gels représentant les protémes
carbonylées marquées avec des hydrazides fluorescents: L'échantillon témoin a été marqué avec Cy5,5
et les échantillons de stress avec Cy7.5. Les gels (b) représentent les protéines totales marquées avec
AzureRed : Puits 1, é&chantillons de comtréle ; puits 2-5, échantillons de plantules exposées
respectivement 3 25 mM de mannitol, 100 mM de mannitol, 50 mM de MaCl et 100 mM de NaCl ;
puits 6-9, mélange de quantités égales (5 pg) d'échantillons de contréle et chacun des trattements du
stress, dans le méme ordre que pour les voies 24 5. C : Abondance relative des protéines carbonylées.
Les résultats proviennent de trois expénences mdépendantes et représentent les moyennes + SEM
(n=3). Des différentes lettres indiquent des valeurs sigmificatrvement différentes 3 p < 0,001, ANOVA
a sens umque, test post hoc de Tukey.
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Lors de la recherche de cibles de la carbonylation primaire des protéines, les deux
approches peuvent étre employées ou la masse exacte de la chaine latérale de l'acide aminé
oxydé est connue et peut étre fournie comme modifications variables lors de la recherche
de la base de données peptidiques [143]. Cependant, pour les protéines carbonylées
dénivées de l'addition des espéces réactives carbonylées (RCS) a certamnes chaines
latérales d'acides aminés (carbonylation secondaire des protéines), I''dentité de ces RCS
qu ont provoqué leur modification est inconnue.

Etant donné que cette information n’est pas disponible pour les protéines extraites d’un
tissu, I’enrichissement au miveau des peptides ne peut pas étre utilisé pour identifier
précisément les protéines carbonylées dérivées des RCS extraites de ce tissu. Néanmoins,
'enrichissement au miveau des protéines permet de surmonter cette limitation suivie d’une
digestion tryptique et une analyse LC-MS/MS. Les protéines ont été identifiées sur la base
des peptides non modifiés. Dans ce cas, s1 |’enriclussement est effectué au mveau des
peptides, les protéines quu leur correspondent ne peuvent pas étre identifiées. Par exemple,
les RCS qu carbonylent les protémnes in vivo aprés un traitement a 'ABA sont inconnus
et 1l n'est pas clair s1 'ABA déclenche seulement un ou les deux types de carbonylation
des protéines. Pour ce faire, nous avons adopté l'enrichissement au niveau des protéines
dans cette étude (Figure 4.5).

Lors de l'enrichissement par chromatographie d'affimté, de nombreuses protéines non
spécifiques peuvent étre coenrichies par une colonne d'avidine monomérique. Pour cette
raison, des extraits de protéines d'échantillons témoins et traités a ' ABA qui n'ont pas été
marqués a I'ARP ont été analysés en paralléle avec les échantillons analysés
précédemment. Pour améliorer la crédibilité de I''dentification de la protéine carbonylée,
I’ensemble de données MS a été filtré sur la base de I'élimination de la protéme identifiée
dans les échantillons non marqués. Seules les protéines trouvées dans les échantillons
marqués avec I’ARP mais non découvertes dans les échantillons non marqués ont été
prises en compte.

1.1 Détection des protéines carbonylees induites par I'ABA
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Les protémes carbonylées marquées avec la sonde réactive au carbonyle (ARP) ont été
collectées et analysées par LC-MS/MS afin d'étudier plus en détail les changements dans
le protéome carbonylé des fewmlles d’4rabidospsis thaliana mdwt par 'ABA._ Les résultats
ont été analysés par rapport au changement de 1'état de carbonylation des protéines entre
le controle et les tratements avec I’acide abscissique (ABA). Il convient de noter que
'approche utilisée 1c1 n'a pernus que la détection des peptides carbonylés, mais pas leur
quantification relative. Parnu celles-ci, 163 et 26 protémes ont été identifiées par LC-
MS/MS dans trois réplicats biologiques des échantillons de plantes témoins et celles
traitées a I'ABA, respectivement (figure 4.6; tableaux S.1 a S.5). Neuf protéines
carbonylées ont été identifiées simultanément dans les deux groupes d’échantillons. Au
total, 365 et 124 protémes ont été 1dentifiées dans les échantillons témoins et traités a
I'ABA | respectivement, aprés une vérnfication manuelle de la probabilité des peptides des
données (tableaux S.6 4 S.17 de |’annexe). Le nombre de protéines carbonylées identifiées
dans les échantillons non traités était plus élevé que le nombre de protéines carbonylées
détectées dans les plantes traitées a I'ABA | ce qu était cohérent avec nos résultats dans la
Figure 4 3.

Control ABA-treated
samples 9 samples
154 17

Figure 4.6 Diagramme de Venn des protéines carbonylées dans les échantillons témoins
et les échantillons traités a 'ABA.

Les tableaux 1 et 2 énumeérent quelques protémes carbonylées identifiées dans les
échantillons témoins et ceux traités a ' ABA respectivement.
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Tableau 4.2 Exemples des protémes carbonylées sélectionnées dans les échantillons de

plantes témoins
Greme iom Molecal: %
reference Proiein name Localivation Pepride sequence miz  Charge
namber number muass (kda)
A. Amine acid lesynthetic and metabelic process
Aspartokinase 2 (NS YNPTAPGTVITE(S) 74588 2
ATSG08500 (ASE?) 023453 506 Muclens (RYGGSDLTATTIGE(A) 560,80 2 7
(EFGGSSVESAER(M) 56326 2
(EVSGYHADNIAPATMGGEVLIR(N) 73439 3
(E TFAPATVANLGPGFDFL G AVDGLGD
HVTLR(V) 106853 3
AT2GIT265 Homoserine kinase (HSE) QSL7R2 38,52 Plastid (R)SVGLSIDLHE(G) gi';,:i i 35
(BN AGLA ATATMEM)
(EDGLPLGSGLGESAASA A A A ANAVNEIF
GRIE) 125767 2
(FAGEVEISETTGTTTE(L) T47.30 2
. (ELNLGVGAYR(T) 481,77 2
AT5GII520 Jmmimmm P46644 4895  Peroxisome (R)EAEQQLINDE(T) 60783 2 7
(FBITTVECLSGTGSLE(V) 74738 2
L (BILQVMFGSoVTLAVQDPSYPAYVDSSVI
LI ~disminopimelate Plastid 145136 3 s
aminotransferase
ATHG33630 s oeIme 5039 (REQLTQLVEFAK(E) 65336 2
(ETHVVTTPGEGFGPGGEGFVEV) 979,90 2
+ (EAADSAGVNIVPISFGSAGEDGOR(V) 110954 2
hydrosytetrahvdrodipicolin Plastid  EJVGVPFVMGTTGGDRN)
AT2GH040 te mdnrss 1 OR0574 37,4 96,85 3 11
(DAPBEI)
(E)QSDAILLGAIGGYE(W) 0338 2
3-isopropylmalate Dlastid  (PSDLWVEANIRPATVIPQIVDASTLE(E) 86581 3
ATIG31180 debydrogensse  “MIPMY 45 (RYGITINENGEEVGENTEIVAAREIDR(T) 93111 3 23
(ATIMDI) (EANVLDASTTWE(E) 629,35 2
(EANPLATILSAAMI TE(Y) T63.05 2
B. Glycolic process
Fructose-bisphosphats (EJVAPEVIAEHTVE(A) 44001 3
aldolase 6 (EJAQEAFLVR(C) 46726 2
ATIGIE460 o9srge 3838 &7
[(AFBASG) (EANSEATLGAYE(R) 562,78 2
Pymuvate decarboxylase 2 C ; (EMLHHTIGLPDFTQELR(C) 630,67 3
B WVENQIGLDAAVEA A AFFT ME(A
ATFGFR60 (FDCT) O9FFT4 65,81 [1:4] J 1030,53 3 11
ATP-dependent 6- (B)EVVSSLSYMYGVE(R) L3 2
ATHFEFG630  phosphofructokinase 7 O9CEIT 53,48 (FYGINOQVYINGEDGETQRIG) 795,917 2 16
(PEET) (FITETQNNVVITDRM) 751894 2
Pyrophosphate fructase & (EIASVYSEVQSSRT) 606796 2
phospihate 1- (EIVEGPASSAAGNPDEIAK(L)
ATIGI2000  phosphotransferase sulwmit .
beta 1 OEFMT 6146 Guolgi 863,45 3 9
(PFP-BETA)
C. Protein folding
T-camplex protein 1 submit cviosgl FIVDDEVGDGTTSVVVLAGELIR(E) 113708 2
ATFGI0890 beeta Qa40PE 57,28 (ENLSQDEEHFAEMAVDANVER(L) T36,03 2 16
(CCTH) (FATVATPTTTADNAGI DSAFTVAQLR(A) 126169 2 |
. . . (BYFVEDLADAVE(V) 508,76 2
AT2G33219 Heatsbockproten602 gy g 4y Mitochondrio oy ocwGAPE(Y) 67136 2 1
(HSPS0-2) n (E) TPV Y TIASHAGVE GAVVVGE(L) 066,53 2

ATIGIE420 ! (PBPIE}I ! O34 3215
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Tableau 2.3 Exemples des protéines carbonylées sélectionnées dans les échantillons de
plantes témoins (Suite)

Gene . %
reference Protein name B i) Localisation Pepiide sequence miz e mn:-n;

C. Cellular response to oxidative siress

(FHAGDLGNITVGDDGTATFTITDCQIPL 122860 42

I 3
Supercride dismmrtase 1 P27 15,09 TGPHSIVGERA)
AT1G08530 (50D1) Cytosol FAVVVHADPDDLGE(G) 450017 3
(EGCHELSLATGEIAGER(V) 4662355 3
Superoide dismasase 3 OELTRI 1L . (RGTSDVEGVVILTQDDSGPTIVNVED 122400 2 12
AT2G28100 som2) Plastid (F)GGHEL SLTTGNAGGRL) 71385 2
mmﬁ% 1105 3
EVILFGVPGAFTPTcSME(H) 01297 2
ATIGE5950 Perowiredonin-76 OIXEX? 1742 (EHVPGFIEE(A) 46375 2 .
(PRXIIE) Cytosol (EFVADGSGEY THLLGLELDLE(D) 63T 3
(RRFALLLDDLE(V) 60235 2
(RFALLLDDLE) 52430 2
(EVTVANVESGGEFTVSSADDILE(A) 112006 2
Probable phospholipid R DVDLEIVEG) 5622851 2
ATsGlgop iroperoxide ghuuthione O48646 2558  Mitochandrio (E)GGLFGDGIE(W) 4327348 32 19
peroxidase & n (EFLVDED@EIVVDRI(F) 6258620 2
(GFXS) (RFAPTTSPLSIEK(D) 6458514 2
Peptide methionine — poyon  gp gy (EECSFESLLDVFWHR(H) W14 2
AT$G25130  sulfiecide reductsse A4 Plastid  (RMIVTEILPATE(F) 14
(SRS s 2
(EIALLQSDVOSE(S) 480 2
ESPVTVADY GSQAVVELVLER(E) 63804 3
(EELSSEPFSLVAEEDSGDLE(E) 104040 2
2080 SALL W 42546 3156 Plastid  (F)LVoDTLATEESFNGSTLSTDDLLE(A) 130664 2 35
(FADCGTSEGGIMGREH) @580 2
(EIGDQYAVAL GLI EEGH(V) 78100 2
EVVLGVLACPHLPLASIAGHNER) 106050 2
ATiGrosip  MAPkmsekimse)  BIFTY 326 oo (EJVIQLNIDEATR(E) gﬁ % 12
(MEED) (E)SDIWSLGLVVLECATGE(F) o448 2
. (RDIPPELR() 46078 2
Mitogen-activated protein
AT2643790 kinese 6 030026 40,05 Cvimsgl  \EOMAFNDVYTAYEI MDTDL HCATR(S) B8543 3 15
(MPES) (FIDLEPSMLLI NANCDLE(T) 01448 2
(BVTSESDFMTEY VVIR(W) 28241 2
Aldehyde dehydrogenase QSYGT 542 M575 2 7
ATIG34100  family 7 member B4 Cytosol  (RIPLVSFTGSSRV) 38232 2
(ALDHTES) (RSVLEAAVGTAGQRIC) 63885 2
Glutathions S-transfersse (FJIELVFIDLE() 031 2
ATIGI5040 12 QMOW2 33,05 Plastid  (EJVPALEHNMNE(V) 5052 3 12
(GSTLY) (EQVVADELL SYTDSFSE[A) Ml 2
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Tableau 4.4 Exemples des protéines carbonylées sélectionnées dans les échantillons de
plantes traitées a 'ABA

Geme . %
. Accession Molecular - . _ Charg
m Protein name mumber mass (ludg) LocalBation Pepride sequence mzo, e
A Aspartate family amine acid biosynthetic process
(E)SVDEEVVVAEEGIR(E) 76520 2
(EIGSVQLTDSE(H) sMM 2
(B)GIVIDAITTPVVNTSAYFFE(E) 107256 2
. (EY@PTTVVLEDET) 66834 2
AT3IGOIIZ0 q’“’"’“"m PIS2IT 5931 Plastid  (EJVSLEFTESPTNEFLE(C) ETIM6 2 01
symthase (B)GTLVCIDGTFEATPLNGE(A) P17 2
(E)ALAT GADLVVHSATE(Y) T3Ae 2
(EVQOORSTAFR(M) 58080 2
(E)ADILQALEAT() 52880 2
4507377 2
ATIGE0SS0  temshydrodipicolinate  QULZEF 40,62 Plastid  (R)DVQVLDDODEILIGR) 266 12
synthase 1(DHDPS) a2 2
Aspartate tRHNA ligase  (ETGFVEVVAEHVEILNPVE(T) 6003 3
ATHG33760 (DEIL) i Plastid o DVSNVFTESSFR(V) 6433 2 -
B. Reactive oxygen species metabolic process
Deroxiredoin-700 (E)FVADGSGEY THLLGLEL DLE(T) TI63TI6 3
ATIGE0740 PrxID) ouTH 1T41 Cywsol o) e 2 7
(FJESGGLGDLNYPLVSDITE(S) pIm0l 2
(E)SGGLGDNYPLVSIITE(S) E7496 2
2-Cys peroxiredarin BAS]- _ (KSFGVLIPDQGIALR(G) BB 2
AT3G06290 He2(CysPxB) S OR W7 Flastid Gl FIDREGVIQHS TDNLGIGRES) g3 3 ®
(RITLQALQYVQENPDEVCPAGWEPGER(S . 1. 5
) ¥
(F)AENEG SDELSLIEEVE(E) p0195 2
(F)AFNEG SDELSLIEEVEE(E) 64434 3
. (EYGGPISVADILAGQSAVE(F) B4l 2
ATHG09010 %"'&‘1’;“‘"’*4 i;;#;" LM Plasiid  (EQFTYLASATR(E) 220 2 33
(EYRILLY TAVGS AGQWGLEDR{N) 104501 2
(EFLAVGLGER(G) 46528 2
(E)LScLGQOIMFEAY TYPVERT) 114505 2
C. Oadereductase activity
MAD{P} binding Rossmann- QOZVQ Mitochondrio (EMFEADLT DSDATSR(A) 78300 2
ADGIOW o) operfamily protein.~ 2 S »  (RLELGIVFTAVEDAVE(E) gsgoe 2
D. Carbohydrate metabolic process
. (E)ATLFSLLEDIPVTVE(S) B3748 2
ATIGII370 D“"]’p’]&_f"’l';'“* QELTP4 5246 Plastid  (R)FPLADFMLAPR(L) 583 2 12
(E)ELGATEAEEVI TAGGGAE(N) E5193 2
. A (E)VPASEFVSSINTIVVVIE(G) DES55 2
AT4G33220 WW““ Q9SMI7 5850 Extacellulsr (R)DITFQNTAGPEE(H) 66083 2 8
(F)SDSDLSVFFR(C) SB6TE 2
E. (rganic membolic process
Tndole glucosinalate O- (B)DDVIGSSSFLIPSEIATRL) 04787 2
ATIGT6790  medylmmsfersse 5 = Q9SRDY 4022 Cytosol  (RTGRSVAVLE(E) iz 2 1
(IGMTS)
(EYGGGSVIAFVE(D) 46777 2
(E)DPDGYTFELIQR(G) 72735 2
Lactoylgheathions Iyase _ (REIERPEYE(Y) 3180 2
ATIGI1840 (GLXT) 065398 3192  Pemmisome rncor coen w1 2
(RIEAGH PGELGTE( 5028 2
(E)VSELDPDGWE(T) 63853 2

Pour mueux comprendre les processus biologiques affectés par la carbonylation des
protéines en réponse a 'ABA un enrichissement de l'ontologie génétique (GO) a été
effectué pour les deux listes d'échantillons carbonylés en utilisant ShinyGO, une ressource
bio-informatique basée sur le Web [216]. Cette analyse a porté umquement sur les
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protéines carbonylées identifiées dans trois réplicas biologiques (Tableaux S.1 a S.5).
Diverses catégories fonctionnelles étaient surreprésentées dans les échantillons témoins
ainsi les échantillons traités a I'ABA (Figure 5).

De nombreuses protémnes carbonylées identifiées dans les échantillons de controle étaient
mmpliquées dans le processus métabolique des acides organiques au miveau cellulaire
(GO:0006082), le processus de biosynthése et de métabolisme des acides aminés
(GO:0008652), le processus métabolique des petites molécules (GO:004428), le processus
métabolique des oxoacides (GO:0043436), la réponse au stress oxydatif (GO:0006979),
le stress salin (GO:0009651) et le repliement des protémes (GO:0006457) (Figure 4.7 A).
En revanche, la liste des protémes carbonylées identifiées umquement dans les
échantillons traités a l'acide abscissique était enrichie en protéines imphquées dans le
processus catabolique du peroxyde dhydrogéne (GO:0042744), I'homéostasie redox
cellulaire (GO:0045454), le processus de biosynthése des acides aminés de la fanulle de
I'aspartate (GO:0009067), le processus métabolique des acides orgamques (GO:0006082)
et le processus métabolique des glucides (GO:0005975) (Figure 4.7 B).

Les protéines carbonylées détectées dans les échantillons de controle se sont révélées avoir
une activité de hiaison aux ions cuivre, une activité de ligase, générant des liaisons
carbone-oxygéne, une activité de chaperon de curvre superoxyde dismutase et une activité
d'oxydoréductase, (figure 4.7.C). Les activités enzymatiques associées aux protéines
carbonylées dans les plantes fraitées a 'ABA comprenaient une activité oxydoréductase,
une activité peroxiredoxine, une activité peroxydase et une activité lyase carbone-oxygéne
(Figure 4.7.D).
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Figure 4.7 Analyse d'enrichissement de l'ontologie génétique :

Les graphiques présentent les 20 principaux termes de l'ontologie gémique (GO) représentés par les protéines carbonylées identifiées
dans les échantillons de contrdle et les échantillons traités a 'ABA a l'aide de la ressource bio-mnformatique en ligne ShinyGo. Les
protéines ont été regroupées en deux grandes catégories fonctionnelles : processus biologique (A) et fonction moléculaire (B). L'axe
des X indique la valeur de -Logl0 (valeur de p ajustée ou FDR). L'axe des Y indique les termes GO (P < 0,05).
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La localisation subcellulaire des protéines carbonylées dans les deux listes a été prédite

en utilisant la

base de données

protéomuque  subcellulaire

SUBA

(http://suba plantenergy uwa edu.au) [217] (Figure 4.8). Les protémes carbonylées
détectées dans les échantillons de controle étaient réparties dans presque tous les
organites, avec une proportion significative dans le cytosol (60 %). Seulement 13 %
d'entre elles ont été attribuées aux chloroplastes. En revanche, les protéines carbonylées
1dentifiées dans les échantillons traités a 'ABA étaient sipnificativement enrichies dans
les plastes (prés de 56 %). La carbonylation des protéines cytosoliques était marginale
dans ce groupe. Ces observations indiquent un changement dans le protéome carbonylé

en réponse a 'ABA.

A

Unassigned 10%

Plastid 13%
Peroxisome Shé
Mitochondrion 1% _—

Cytosol 66%

Unagsigned 28,96 % Extracellular 15,03%

Plastid 55,79 %

Figure 4.8 Localisation subcellulaire prédite des protéines carbonylées dans les feuilles
d'Arabidopsis thaliana dans les échantillons témoins : (A) et les échantillons traités a

I'ABA (B) en utilisant la base de données protéomiques subcellulaires SUBA.
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CHAPITRE V

DISCUSSION

La carbonylation des protéines était considérée comme le marqueur le plus couramment
utilisé de l'oxydation des protéines. Néanmoins, cette modification peut étre imphquée dans
les processus de transduction du signal chez les cellules amimales et bactériennes. Pour les
plantes, les études du role potentiel de la carbonylation des protémes dans la signalisation
sont trés limitées. Dans le cadre de cette étude, nous avons émus I’hypothése que la
carbonylation des protéines pourrait servir aussi dans la signalisation chez les plantes et plus
spécifiquement dans le réseau de la signalisation de 1’acide abscissique. Pour ce faire, nous
avons examuné |’effet de I’acide abscissique sur la carbonylation des protéines et avons
1dentifié les processus physiologiques associés au protéome carbonylé en réponse a I'ABA

1 Le choix de la méthode de marquage des protéines carbonylées

Les protémes carbonylées étant le marqueur le plus couramment utilisés de I'oxydation
des protémes, diverses meéthodes de détection et de quantification des protéines
carbonylées ont été utilisées [147, 218].

Les protéines carbonylées ne peuvent pas étre détectées directement, car 1ls n'ont pas de
caractéristiques distinctives d'absorbance/fluorescence spectrophotométrique UV ou
visible. Par conséquent, 1'utilisation des sondes chimiques est nécessaire pour leur
détection et leur quantification. La plus connue et la plus ufilisée est la DNPH. Les
protéines carbonylées sont préalablement dérivées avec de la 2-4-dimtrophénylhydrazine
(DNPH) qu se lie de mamére covalente aux groupes carbonyles (par I'intermédiaire d'une
base de Scluff) pour créer des adduits de protémes 2-4-dimtrophénylhydrazone (DNP)
pouvant étre détectés par approches protéomuques [219].

En outre, le marquage des protéines avec des colorants fluorescents a été largement utilisé
dans les études protéonuques, comme dans le cas de la protéonuque d'expression utilisant
I'électrophorése sur gel par différence de fluorescence (DIGE) [220]. La 2D-DIGE est une
méthode protéomique quu se distingue en permettant la comparaison directe de protéines
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provenant de (au momns) deux groupes d'échantillons indépendants. Deux sondes
d'hydrazide fluorescentes a résolution spectrale qui se fixent sélectivement aux groupes
carbonyles des protémnes sont utilisées pour marquer les carbonyles des protéines
provenant de tout échantillon biologique. Les sondes fluorescentes appariées ont les
mémes propriétés iomques et de pH, mais 1ls absorbent et/ou émettent de la lunuére a des
longueurs d'onde différentes. La détection des protéines carbonylées avec des sondes
fluorescentes a été utilisée dans les techmques d’analyses de la 2D-DIGE. Dans notre
laboratoire, nous avons optimusé la détection de la carbonylation des protéines a I'aide des
sondes fluorescentes dans 1’électrophorése sur gel a une seule dimension (1D-PAGE).

L’'utilisation de sondes fluorescentes sensibles apporte une détection de protéines
carbonylées de plus faible abondance amnsi une amélioration sigmificative en termes de
reproductibilité par comparaison a la méthode utilisant la 2-4-dimtrophénylhydrazine
(DNPH).

2 Signification des protéines carbonylées dans les plantes témoins

La carbonylation des protéines est un type d'oxydation des protéines qui a attiré I'attention
de plusieurs chercheurs, car elle est uréversible et peut entrainer une perte de fonction des
protéines ciblées. Cependant, la carbonylation des protéines peut également servir de
médiateur aux processus de signalisation redox dans les plantes. Jusqu'a présent, peu de
progrés ont été réalisés dans ce domaine.

Des protéines carbonylées ont été découvertes a tous les stades du cycle de vie des plantes,
mais la fonction de la carbonylation des protémes pendant la croissance et le
développement des plantes reste mconnue [180, 221]. L'application exogéne d'aldéhydes
o, B-mnsaturés a induat I'expression de plusieurs génes impliqués dans la croissance et la
défense des plantes [85, 222, 223] ce qui implique que la plante utiliserait la carbonylation
des protéines par ces aldéhydes a,B-insaturés pour transmettre des signaux hormonaux ou
des ROS.
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Dans cette étude, nous avons étabhi le profil des protémes carbonylées en réponse au
traitement a 1’acide abscissique des plantes d'4rabidopsis thaliana. En 'absence de stress
ou de traitement a 'ABA  nos résultats ont démontré un miveau significatif de protéines
carbonylées dans les plantes témoins de type sauvage (WT). Une observation similaire a
été faite avec le double mutant RbohD/F, qui présentait autant de protéines carbonylées
que le WT. Ces données suggérent que la carbonylation des protéines n'est pas toujours
liée au stress, mais qu'elle peut avorr un réle physiologique dans la croissance et le
développement des plantes. Il a été démontré, par exemple, que la carbonylation des
protémnes facilite la mobilisation des protémes de stockage des semences pendant
I''mbibition et la germination des gramnes [170, 181, 182, 224-226]. De plus, nos résultats
suggérent qu'en absence de stress, les protémes RbohD et RbohF pourraient ne pas étre
mmpliquées dans la création des ROS nécessaires a la carbonylation des protéines.

A partir de nos résultats, on pense qu’en absence du stress, les ROS a faible quantité
peuvent avoir un effet de protection des protéines, alors que des mveaux élevés de stress
oxydatif augmentent probablement le degré de modification oxydative post-
traductionnelle des enzymes antioxydantes. En effet, plusieurs protéines carbonylées
trouvées dans nos échantillons non-traités a 1’ABA sont des enzymes impliquées dans la
détoxification des ROS tels que la superoxyde dismutase 1 et la superoxyde dismutase 2
avec un pourcentage de couverture de 42 % et 18 % respectivement. La glutathion
peroxydase (GPx) était également carbonylée dans les échantillons de contréle. Des études
menées sur des cellules de mammiféres ont montré qu'un état d'hyperglycénuie modeste
dans les cellules endothéliales prédiabétiques semble activer les systémes de défense
antioxydants en augmentant I'activité de la glutathion peroxydase-1 via une carbonylation
catalysée par un métal, renforcant amnsi la réaction enzymatique [227]. L'accumulation de
la carbonylation peut entrainer donc la désactivation ou la dégradation des enzymes
antioxydantes bénéfiques aprés une période imitiale d'activité élevée.

Plusieurs protéines carbonylées 1ssues de 1’échantillon du contréle sont impliquées aussi
dans les voies glycolytiques et de biosynthése des acides aminés, comme mdiqué dans le
tableau 4.2, tableau 4.3 et la fipure 4.7. La carbonylation des protéines, contrairement a
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I'ubiquitination des protémnes, qui cible les protéines pour les dégrader, ne nécessite pas
d'ATP et n'est pas enzymatique. Par conséquent, La carbonylation de ces protéines
pourrait étre un moyen pour la cellule de réduire le coiit énergétique du controle du flux
métabolique par ces voles. Ainsi, la carbonylation des enzymes pourrait étre une technique
rapide et économe en énergie pour moduler la dispombilité des enzymes dans le
métabolisme des plantes dans les conditions physiologiques non stressantes.

En oufre, nos résultats, révélent que la carbonylation des protémnes pourrait réguler
I'activité des enzymes essentielles de la famulle des acides aminés de l'aspartate (Figure
5.1).
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Figure 5.1 Un apercu des enzymes carbonylées de la voie de biosynthése des acides
amuinés dérivés de l'aspartate : Les couleurs rouge et bleue indiquent les protéines
carbonylées 1dentifiées dans les échantillons de controle et dans les échantillons traités a
I'ABA respectivement. Glucose-6P : glucose-6-Phosphate ; Fructose -6P : fructose-6-
Phosphate PFK7 : 6-phosphofructokinase ATP-dépendante ; Fructose-1,6-Bi1 : fructose-
1,6-Biphosphate ; FBP aldolase 6 : fructose-bisphosphate aldolase ; DHAP
Dihydroxyacétone phosphate ; G3P : glycéraldéhyde-3-phosphate ; PEP
phosphoénolpyruvate : PEP carboxylase : phosphoénolpyruvate carboxylase ; DHDPS1

4-hydroxy-tétrahydrodipicolinate synthase 1 ; DAPB1 : probable 4-hydroxy-
tétrahydrodipicolinate réductase 1 ; CGS1 : cystathiomne gamma-synthase 1 ; MS3 :
méthionine synthase 3 ; a-KG : alpha Kétoglutarate ; SucCoA : succinyl-coenzyme A |
OAA : oxaloacétate

Plut6t que d'arréter complétement la voie métabolique, la carbonylation de ces enzymes
est plus susceptible de rédwre leur abondance ou de les rendre résistantes a d'autres
méthodes de régulation post-traductionnelle. Cette hypothése mérnite d'étre approfondie.
Les enzymes de l'aspartate kinase, la dihydrodipicolinate synthase, 1'homosérine
déshydrogénase, la cystathuonine-synthase, la thréomine synthase et la thréomine
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désaminase controlent la production des acides aminés de la famille de l'aspartate : Lysine,
Meéthionine, Thréonine, Isoleucine [228]. La cystéine est un substrat de la cystathionine-
synthase dans la production de L-Méthionine, en plus d'étre vitale pour la biosynthése du
glutathion Il a été démontré que la L-Méthionine influence la croissance et le mouvement
des stomates en activant les canaux Ca’* des homologues des récepteurs du glutamate
GLR3.1 et GLR3.5 d'Arabidopsis [229]. Les canaux Ca’* GLR3.1/3.5 sont distincts des
canaux Ca’* activés par les ROS et jouent un role dans le maintien des niveaux basaux de
Ca’* cytosolique [229]. La méthionine est également le précurseur direct de la S-adénosyl-
méthiomine, le prncipal donneur de groupes méthyles dans les processus de
transméthylation, la production de polyamines et d'éthyléne, et la méthylation des résidus
cytosine dans 'ADN [228, 230]. La S-adénosylméthionine est un activateur allostérique
de la thréonine synthase et un effecteur de 1'autorégulation posttranscriptionnelle du géne
de la cystathionine synthase [230, 231]. La S-adénosyl-homocystéine est produite par la
méthylation a base de S-adénosyl-méthionine et est recyclée en méthionine via l'activité
séquentielle de l'adénosyl homocystéinase et de la méthiomne synthase [228]. Par
conséquent, la régulation des génes dépend de I'homeéostasie des cystéines, méthionine et
autres acides aminés dérivés de 1'Aspartate. Ainsi, la carbonylation des enzymes
mmpliquées dans le métabolisme des acides amuinés de la famulle de l'aspartate pourrait

mfluencer I'homéostasie de ces acides aminés et 1a régulation des génes.

3 L'ABA modifie le schéma de carbonylation des protéines dans les feuilles
D'aprés nos analyses protéomiques sur gel et par spectrométrie de masse, L'ABA a créé
un changement dans le schéma de carbonylation des protémes dans les plantes. Ce
changement n'est pas lié aux miveaux souvent accrus de protémes carbonylées dans les
plantes exposées a un stress létal. Etant donné que ' ABA et le stress oxydatif sévére sont
tous deux mnduits en réponse a un stress sévére, l'effet de 'ABA sur la carbonylation des
protéines peut étre éclipsé par l'augmentation des protéines carbonylées induite par le
stress oxydatif [232]. Clest pourquoi, dans cette étude, nous avons ufilisé 1'acide
abscissique exogéne pour examiner le protéome carbonylé. Nous espérions ainsi séparer
l'effet réel de I'ABA sur la carbonylation des protéines de l'effet du stress oxydatif. Les
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analyses sur gel ont révélé que 'ABA et le stress léger ont des effets sinulaires sur la
carbonylation des protéines. Des conditions de stress léger ont été utilisées pour rédwre
les effets confondants du stress oxydatif lors de 1'étude de l'effet du stress osmotique sur
la croissance des plantes [233-236].

Les différents génotypes d'4. thaliana qu ont montré une survie accrue dans des
conditions de stress sévére n'ont pas montré une croissance améliorée dans des conditions
de stress plus léger, ce quu implique que les deux processus (stress modeéré et stress sévére)
sont controlés par des systémes distincts [237]. La réduction des miveaux de protéines
carbonylées aprés le traitement a 'ABA et le traitement au stress modéré pourrait étre due
a un déplacement du protéome carbonylé pendant le stress léger. Ceci est en accord avec
le fait que sous un stress léger, les réponses geénérales au stress telles que la signalisation
de I'ABA du Ca** et des ROS se produisent simultanément [238, 239].

Selon nos résultats, plusieurs protéines ayant des fonctions régulatrices dans la réponse
des plantes au stress ont été trouvées carbonylées dans les échantillons non traités, mais
pas dans les échantillons traités a 'ABA. Ces protémes comprennent la phosphatase
SAL1, la MAP kinase 6 et la protéine activée par I'action mutogéne (MAP) kinase 2. Leur
carbonylation dans des conditions de contréle empéche probablement une activation futile
en absence de stress. Lorsque le stress oxydatif se produit, les cellules fonctionnent pour
s'opposer aux effets oxydants qui en résultent et pour rétablir I'équilibre redox. Tous les
organismes ont des réponses adaptatives au stress oxydatif, les enzymes de défense
antioxydantes étant induites par des changements dans les niveaux des ROS, l'activation
des systémes antioxydants cellulaires en réponse a un stress léger ou a ' ABA empécherait
la carbonylation de ces protémes carbonylées en absence du stress ce qu entraine
'activation ou l'extinction des génes codant pour les enzymes défensives.

Des protémes peroxiredoxmnes (Prxs) ont été trouvées dans les deux pgroupes
d'échantillons. La protéme Peroxiredoxin-2B a été identifiée dans les protémnes de
confrole. En oufre, la peroxiredoxine 2-Cys (2-Cys Prx B) et la peroxiredoxine-2D
(PRXIID) ont été trouvées dans les échantillons traités a 1'ABA  Les protéines
peroxaredoxines (Prxs) sont frés sensibles a l'imactivation par oxydation et elles
fonctionnent dans la défense antioxydante et le réseau de signalisation redox de la cellule.
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Il a été démontré que H202 module la signalisation cellulaire en oxydant Prdx1 [240].
D'autres études ont également montré que les activités des Prxs sont également controlées
par la phosphorylation et l'acétylation. Cette phosphorylation inactive I'activité
peroxydase résultant en une augmentation du mveau de H,O; intracellulaire. De plus, 1l a
été montré que 'acétylation de Prx1 et Prx2 augmente 'activité peroxydase et la résistance
a la suroxydation [241]. Une autre enzyme antioxydante clé qu est carbonylée aprés le
traitement 4 ’ABA est l'ascorbate peroxydase (APX). Les isoformes de l'ascorbate
peroxydase sont rapidement inactivées par le peroxyde d'hydrogéne. La carbonylation de
I'APX peut indiquer I''mplication de la carbonylation dans la régulation de l'activité
d'antioxydants végétaux spécifiques dans la voie de signalisation de 'ABA.

Lorsque les plantes sont exposées a des conditions défavorables, le miveaun d'ABA
augmente pour déclencher les réseaux de signalisation de I'ABA et imitier des réponses au
stress [48]. Les réponses médiées par ' ABA aux stress sont contrélées par la concentration
locale d'ABA qu est régulée par les événements d hydrolyse et de conjugaison de I’ABA
[48], [242], [243]. La principale forme de conjugaison de I'ABA est la glycosylation, qu
produt 1'abscisate de PB-D-Glucopyranosyl (ABA-GE). Ce dermier est une forme de
stockage et un produit final inactif du métabolisme de 'ABA [244], [245], [246]).

La glycosylation de 'ABA est un processus réversible qui joue un réle clé dans le maintien
des miveaux d'ABA dans les tissus wvégétaux Elle est catalysée par des
glycosyltransférases (UGT). Ces dermiéres sont constituées de 56 familles impliquées dans
la régulation des hormones végétales [247], [248], [249], [250]. Parnu elles, la fanmlle de
UDP-glycosyltransférase 79B2 a été trouvée carbonylée en réponse de ’ABA_ 1l serait
mtéressant d'étudier leurs fonctions dans la plante pour enrichir les connaissances sur les
voles de signalisation imphquant I'ABA. En conclusion, nos résultats montrent que la
carbonylation de 1'UDP-glycosyltransférase 79B2 peut étre impliquée dans la régulation
de la glycosylation de I'ABA et ainsi dans la modulation de la réponse des plantes aux
stress.
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CHAPITRE VI

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Au cours des deux dermeéres décenmies, la biologie de I'oxydoréduction a suscité beaucoup
d'intérét dans les recherches scientifiques sur les stress environnementaux et les signaux
hormonaux des plantes. Cependant, le mécanisme exact des réponses hormonales par le
ciblage des espéces réactives de 'oxygéne dans les événements de signalisation cellulaire
n'a pas été complétement défim. Des études récentes, toutefois, suggérent que I'oxydation
uréversible des protéines pourrait étre impliquée dans la transduction du signal [10] en
modulant la fonction biologique des protémnes [11], révélant la possibilité que la
carbonylation des protéines pourrait jouer un réle régulateur important dans le stress et les
réponses hormonales des espéces d'oxygéne réactif Dans la présente étude, I’objectif
principal de cette étude est d'identifier les protéines qui ont été exprimées de maniére
différentielle dans les échantillons d’ 4rabidopsis thaliana de type sauvage (WT) traités a
I'ABA afin d'élucider le rdle de la carbonylation des protéines dans la voie de signalisation
de 'ABA fourmissant ainsi des ressources importantes pour les études futures sur la
signalisation régulée par la carbonylation chez les plantes.

Globalement, le schéma de carbonylation des protéines a été modifié par 'ABA dans les
femlles d'd. thaliana. Notre approche expérimentale nous a permus d'identifier les
protéines modifiées indépendamment du type de mécanismes (oxydation catalysée par les
métaux, addition de Michael de RCS sur les chaines latérales de lysine, cystéine et
Histidine). En effet, différents RCS sont produits dans la cellule, et leur composition
chimique et les protémnes qu'ils modifient devraient avoir des effets variés [251]. Par
conséquent, 1l est difficile d'identifier le RCS responsable de 1'altération in vive, car pour
le moment, la localisation et la nature du RCS médiant la modification peuvent varier.
Pour ce faire, une approche combinée impliquant le dépistage de la réactivité en utilisant
des substrats RCS arbitraires, smivie d'une caracténisation ciblée, ainsi que l'utilisation de
la spectrométrie de mobihité iomque, peut étre utile [252, 253]. Pour la signalisation, une
protéine cible doit avoir une haute affinité avec le RCS et étre capable de traduire le signal
RCS dans une protéme en aval wvia d'autres modifications. Pour une protéine cible, la
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carbonylation d'une protéine impliquée dans les voies de signalisation des ROS ou des
hormones est susceptible d'avoir un effet dominant méme s1 seulement une petite fraction
du pool de la protéine cible est carbonylée [254].

Les informations sur les résidus modifiés lors de la carbonylation n'ont pas pu étre
identifiées avec confiance Cela est dii a l'approche d'enrichissement que nous avons
utilisée [143, 215].

Cependant, 1'identification des résidus modifiés dans une protéme carbonylée d'intérét
peut étre obtenue avec une grande confiance en utilisant une approche protéomuque
descendante qu est une méthode capable d'identifier et de quantifier des protéoformes
uniques grace a l'analyse de protéines intactes [255]. Indépendamment de cette linutation,
I'ABA peut donc influencer l'activité des enzymes et des protéines régulatrices de I'activité
des enzymes liées au stress ainsi que des enzymes de la biosynthése des acides anunés de
la famille de l'aspartate lors de la carbonylation des protéines soit en favorisant ou en
empéchant leur carbonylation.

Le mécamisme de cette modulation est inconnu & ce jour. Nos données pourralent étre
considérées comme preuve sur les roles possibles de la carbonylation des protéines dans
les processus de transduction du signal de I’ABA chez les plants et ces résultats
fourmissent les bases de futures recherches wisant a détermuner la fonction de la
carbonylation de ces protéines dans la signalisation de I'ABA, non seulement pour la
modulation de la fonction stomatique, mais aussi pour d'autres processus régulés par
I'ABA  Des études plus détaillées sont nécessawres dans lesquelles les sites de
carbonylation sont identifiés pour comprendre comment la carbonylation affecte la
protéine individuelle, sa conformation et sa fonction.
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ANNEXE

Figure S.1 Analyse du protéome carbonylée induite par I'ABA par SDS-PAGE pour les
réplicats 2 et 3: 10 pg de protéines provenant des plantes d’.4rabidopsis thaliana de type
sauvage (WT), agés de 4 semaines et traitées avec ou sans 100 pM d’acide abscissique
(ABA) pendant 2 heures, ont été dérivatisés avec des sondes fluorescentes et chargées dans
chaque puits: Les protéines d'échantillons témoins ont été marquées avec Cy5,5 et les
protémnes d’échantillons traités avec I’ABA ont été marquées avec Cy7,5. (a):
Electrophorése sur gel de polyacrylamide SDS (1D SDS-PAGE) des protéines totales
marquées avec AzureRed, (b) - Electrophorése sur gel de polyacrylamide SDS (1D SDS-
PAGE) des protéines carbonylées. Puits 1 : des plantes témoins, puits 2 : des plantes
traitées avec ABA puits 3 : 5 pg de chaque échantillon ont été mélangés et chargés dans
le puits.
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Figure S.2 Effet des traitements de stress léger sur les semus d'4rabidopsis thaliana de
type sauvage (WT) pour les réplicats 2 et 3 :10 pg de protéines provenant des semuis
d’ Arabidopsis thaliana de type sauvage (WT), dgés de 10 jours et cultivées sur un nulien
de ¥x Murashige et Skoog (}4x MS) avec ou sans traitements de stress pendant 10 jours,
ont été chargées dans chaque puits : Les figures (a) monfrent des gels représentant les
protéines carbonylées marquées avec des hydrazides fluorescents: L'échantillon témoin a
été marque avec Cy5,5 et les échantillons de stress avec Cy7,5. Les gels (b) représentent
les protéies totales marquées avec AzureRed. Puits 1, échantillons de contréle ; puits 2-
5, échantillons de plantules exposées respectivement a 25 mM de mannitol, 100 mM de
manmitol, 50 mM de NaCl et 100 mM de NaCl ; puits 6-9, mélange de quantités égales
(5pg) d'échantillons de contréle et chacun des traitements du stress, dans le méme ordre
que pour les voles 24 5.
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Figure S.3 Effet des traitements de stress léger sur les senus d'4rabidopsis thaliana du
mutant RbohD pour les réplicats 2 et 3:10 pg de protéines provenant des semus
d’Arabidopsis thaliana, agés de 10 jours et cultivés sur un nulien de ¥:x Murashige et
Skoog (¥2x MS) avec ou sans traitements de stress pendant 10 jours, ont été chargées dans
chaque puts : Les figures (a) montrent des gels représentant les protéines carbonylées
marquées avec des hydrazides fluorescents : L'échantillon témoin a été marqueé avec Cy5,5
et les échantillons de stress avec Cy7.5. Les gels (b) représentent les protémes totales
marquées avec AzureRed. Puits 1, échantillons de contréle ; puts 2-5, échantillons de
plantules exposées respectivement a 25 mM de mannitol, 100 mM de manmtol, 50 mM
de NaCl et 100 mM de NaCl ; puits 6-9, mélange de quantités égales (5pg) d'échantillons
de controle et chacun des traitements du stress, dans le méme ordre que pour les voies 2 a
3.
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Figure S.4 Effet des traitements de stress léger sur les senus d'4rabidopsis thaliana du
mutant RbohF pour les réplicats 2 et 3: 10 pg de protéines provenant des semus
d’Arabidopsis thaliana, agés de 10 jours et cultivés sur un milieu de ¥: de MS avec ou
sans trartements de stress pendant 10 jours, ont été chargées dans chaque pwts : Les
figures (a) montrent des gels représentant les protémnes carbonylées marquées avec des
hydrazides fluorescents : L'échantillon témoin a été marqué avec Cy5,5 et les échantillons
de stress avec Cy7,5. Les gels (b) représentent les proténes totales marquées avec
AzureRed. Puits 1, échantillons de controle ; puits 2-5, échantillons de plantules exposées
respectivement a 25 mM de manmitol, 100 mM de manmitol, 50 mM de NaCl et 100 mM
de NaCl ; puits 6-9, mélange de quantités égales (5ng) d'échantillons de controle et chacun
des traitements du stress, dans le méme ordre que pour les voies 2 a 5.
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Figure S.5 Effet des traitements de stress léger sur les senus d'4rabidopsis thaliana du
mutant RbohD/F pour les réplicats 2 et 3 :10 pg de protéines provenant des semus
d’Arabidopsis thaliana, agés de 10 jours et cultivés sur un nulien de ¥:x Murashige et
Skoog (¥2x MS) avec ou sans traitements de stress pendant 10 jours, ont été chargées dans
chaque puts : Les figures (a) montrent des gels représentant les protéines carbonylées
marquées avec des hydrazides fluorescents: L'échantillon témoin a été marqué avec Cy5,5
et les échantillons de stress avec Cy7.5. Les gels (b) représentent les protémes totales
marquées avec AzureRed. Puits 1, échantillons de contréle ; puts 2-5, échantillons de
plantules exposées respectivement a 25 mM de manmtol, 100 mM de manmitol, 50 mM
de NaCl et 100 mM de NaCl ; puits 6-9, mélange de quantités égales (5pg) d'échantillons
de controle et chacun des traitements du stress, dans le méme ordre que pour les voies 2 a
3.
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Tableau S.1 Liste compléte des protémes carbonylées identifiées dans trois réplicats
biologiques des échantillons des plantes témoins.

N Protein ID
1 QOWNZS
2 Q95JQ9

3 Qon2T9
4 B9DFRG
5 Q6XTGE
6 Q9FI53

7 F4IVR2

8 AQAIPEAUMSE
9 Qo3wW22
10 | Q9FFP6
11 Q95GAG6
12 | P42733
13 | Q9LFX8
14 | Q43348
15 | QSMAHO
16 | Q42262
17 | 023717
18 | P537720
19 | Q9XEX2
20 | Q9SURD
21 Q956Z7
22 | Q9C5CE
23 | Q959MT
24 | QBLTR2
25 | Q9ZU23
26 | QILVWYT
27 | Q95AK4
28 | Q9LZF5
29 | Q9C517
30 | F4IHIZ
31 Q01525
32 | Q9ZVA2
33 | Q42546
34 | Q38900
35 | Q9XI22
36 | Q93784
37 | QBVYT0
38 | QU6FS5
39 | 004314
40 | Q95F85
41 QoLQQ3
42 | Q42527
43 | Q95E70
44 | QISWGO

Protein name
5-methyltetrahydropteroyltnglutamate—homocysteine methyltransferase 3
Fructose-bisphosphate aldolase 6
Methiomne--tRMNA ligase

Cysteine synthase

265 proteasome non-ATPase regulatory subunit 2 homolog B
Fumarate hydratase 2

Heat shock protein 60-2

3-isopropylmalate dehydrogenase

60S ribosomal protein L10-3

Pyruvate kinase

40S ribosomal protein $19-1

40S ribosomal protein S11-3

Glycine-rich protein

Acid beta-fructofuranosidase 3
Phosphoenolpyruvate carboxylase 1

405 nibosomal protemn S3a-2

Proteasome subumt beta type-5-A

Chorismate synthase

Peroxiredoxin-2B

AT4G23670 protemn

Bifunctional L-3-cyanoalanine synthase/cysteine synthase D1
Peptide methionine sulfoxide reductase B2
MNuclear protemn

Homoserine kinase

Jacalin-related lectin 5

Carbamoyl-phosphate synthase small chamn
Succinate-semialdehyde dehydrogenase
Lectin-like protemn

ATP-dependent 6-phosphofructokinase 7
Ribosomal protein 525 family protein
14-3-3-like protein GF14 omega

EP1-like glycoprotemn 2

SAL] phosphatase

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase CYP19-1
F9L.1.42 protein

At2g04039/At2504039

Dimethylallyl, adenosine tRINA methylthiotransferase
Solanesyl diphosphate synthase 2
PYE10-binding protem 1

Adenosine kinase 1

Atlg07750/F24B9 13
N-(5'-phosphoribosyl)anthramlate 1somerase 2
Peptidyl-prolyl cis-trans 1somerase FKBP16-4
Isovaleryl-CoA dehydrogenase
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N
46
47
48
45
50
51
52
33

35
36
57
58
59
60
61
62
63

65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80

81
82
83

85
86
87

Tableau S.2 Liste compléte des protémes carbonylées identifiées dans trois réplicats
biologiques des échantillons des plantes témoins (Suite 1)

Protein ID
QBLTNO
Q95GW3
Q80763
Q9ZUF6
Q940P8
QB5904
Q42406
Q93VP3
Q22785
Q955P1
QSFHW7
QOon879
Q95IP1
QILHGY
Q9FFT4
QONMAYS
Q95TGY
Q82204
Q95E6D
Q22287
QoM2IW2
Q82299
F4IRR2
Q9FM97
QOFZ48
P46644
AQAIPEAUS1
Q39026
QIFE51
F41G09
Q9LYFS8
AOAIPEBAQO
Q9T080
QILQO4

Q8VZC3

QSRW90
QSHOU4
Q41931
B9DGK2
QSGUK4
048646

Q6DBH4

Protein name

Eukaryotic translation mitiation factor 4A1

T-complex protein 1 subunit zeta 2

265 proteasome non-ATPase regulatory subunit 8§ homolog A
Probable nucleoredoxin 1

Subtihisin-like protease SBT1.8

T-complex protein 1 subunit beta

Adrenodoximn-like protein 2

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase CYP18-4

Eukaryotic translation mitiation factor 5A-2 1
Pre-mRINA-processing factor 19 homolog 2

40S ribosomal protein $12-1

SKP1-like protein 1B

Stearoyl-[acyl-carmier-protein] 9-desaturase
Stress-response A/B barrel domain-contaiming protein UP3
Mascent polypeptide-associated complex subumit alpha-like protein 1
Pyruvate decarboxvlase 2

At5g45170

Amidophosphonbosyltransferase 2

605 nibosomal protein L28-1

Methylenetetrahydrofolate reductase 1
Mannose-1-phosphate gnanylyltransferase 1

Glutathione S-transferase 1.2

Putative chloroplast RNA binding protein

Tmportin beta-like SAD2

Pyruvate kinase

Ubiquitin-conjugating enzyme E2 36

Aspartate aminotransferase 3

Rhodanese homologue 2

Mitogen-activated protein kinase 6

ADP-glucose phosphorylase

Subtihisin-like protease SBT4.1

AT5g11720/T22P22 110

Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamuly protein
UDP-glycosyltransferase 7982 thaliana

Bifunctional dTDP-4-dehydrorthamnose 3.5-epimerase/dTDP-4-
dehydrorhamnose reductase
Delta-1-pyrroline-S-carboxvylate dehvdrogenase 12A1
Fumarylacetoacetase

Transportin-1

1-amminocyclopropane- 1-carboxylate oxidase 2
AT2G35830 protemn

Subtihisin-like protease SBT3.13

Probable phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase 6
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N
88
89
90
91
92
93

95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108

109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130

Protein ID
Q93W34
Q94K56
QBLTNO
022941
F4TLMS5
AOAHIZEMSE
Q95IU8
Q9FNA3
Q9LV21
Q6ZY51
Q9552
F4IKE4
P56772

AOAIPEAMMG

P24704
QIMOS5
078310
Q9FVR1
QYFLTO
QILW?20

ADA1TEUINS

Q9T076
QI9SKTO
F4I9W8
F4J4K6
Q9CTN5
F4K4Q2
F4KEG63
Q8VZ57
QIFKS1
004450
Q39048
QYFF98
QISIR5
AOA2HI1ZE37
Q9XI05
Q93ZN9
F4IFC5
AOAI9LTV6
Q8W4MS
024521
064764
Q8S8F9

Protein name

At2o23820

Polyadenylate-binding protein RBP45C

GrpE protein homolog

Insulin-degrading enzyme-like

Isoleucine—tRINA hgase

Acylamnoacyl-peptidase-like protein

Probable protemn phosphatase 2C 20
Alpha-N-acetylglucosaminidase

T-complex protein 1 subunit delta

Phosphoglucan, water dikinase

Phytochrome-associated senne/threonine-protein phosphatase 1
Smapovlglucose 1

Chloroplastic ATP-dependent Clp protease proteolytic subunat 1
Protein phosphatase 2A subunit A3

Superoxide dismutase [Cu-Zn] 1

Isoamylase 3

Superoxide dismutase [Cu-Zn] 2

At1g32160/F3C3_6

Ribonuclease TUDOR. 2

Probable inactive shikimate kinase like 1

PsbP domain protemn (Mog1/PsbP/DUF1795-like photosystem II reaction
center PsbP family protein)

Early nodulin-like protein 2

Protein THYLAKOID FORMATION 1

Transducin family protem / WD-40 repeat fanuly protein
Tubulin binding cofactor C domain-containing protein

GDSL esterase/lipase At1g29660

tRINA synthetase class I (L L. M and V) fammly protein
Valine—tRNA hgase, chloroplastic/mitochondrial 2
Alpha/beta-Hydrolases superfamily protein

Stress-response A/B barrel domain-containing protein At5g22580
T-complex protein 1 subunit epsilon

Protein ECERIFERUM 2

MD-2-related lipad-recognition protein 3
AmmeMemoRadiSam system protemn B

HARMIESS TO OZONE LAYER 1

Proteasome subunit beta type-3-A

LL-diammnopimelate aminotransferase, chloroplastic
Threomne—-tRNA ligase_ chloroplastic/mitochondrial 2

Beta glucosidase 8

Pyrophosphate—fructose 6-phosphate 1-phosphotransferase subumit beta 1
Non-symbiotic hemoglobin 2

Thioredoxin O1

Nicotinammdase 1

Tableau S.3 Liste compléte des protémes carbonylées identifiées dans trois réplicats
biologiques des échantillons des plantes témoins (Suite 2)
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Tableau S.4 Liste compléte des protémes carbonylées identifiées dans trois réplicats
biologiques des échantillons des plantes témoins (Suite 3)

N Protein ID Protein name

131 | QSFFW8 Tryptophan synthase beta chain

132 | Q95YGT Aldehyde dehydrogenase farmly 7 member B4
133 | 023653 Aspartokinase 2

134 | P82538 PsbP-like protein 1

135 | Q9ZP7Z4 T31J12 3 protemn

136 | Q9M2PT Probable plastid-lipid-associated protemn 9

137 | Q9LPUS Indole glucosinolate O-methyltransferase 4

138 | Q9ASS6 Photosynthetic NDH subumnit of lumenal location 5
139 | Q8L6Y1 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 14

140 | 064640 Probable carboxylesterase 8

141 | ABMQP6 MNascent polypeptide-associated complex (NAC)
142 | Q75W54 Mannosylslyvcoprotein endo-beta-mannosidase
143 | Q95196 Histone H2B 3

144 | OB0574 4-hydroxy-tetrahvdrodipicolinate reductase 1

145 | AOAIR7T3K7 | Electron transfer flavoprotein beta

146 | F4IB62 Leucine-rich repeat protein kinase famuly protein
147 | ADAIPSART0 | Nucleotide-diphospho-sugar transferases superfamily protein
148 | P54150 Peptide methiomine sulfoxide reductase A4

149 | Q9LFI8 UDP-glycosyltransferase 78D2 PE=2 SV=1

150 | QBLFL5 Atlg49975

151 | QSCAPI1 Atlg77670

152 | Q95N73 Dnal/Hsp40 cysteine-tich domain superfamily protemn
153 | P42801 Inositol-3-phosphate synthase 1sozyme 1

154 | QS4E30 AT1G01800 protein

155 | B3H5V4 Ubiquitin-specific protease 6

156 | Q9C6D2 Methylthioribose kinase

157 | QSMOX9 4-coumarate—-CoA hgase-like 7

158 | Q9ZPI5 Peroxisomal fatty acid beta-oxidation mmltifunctional protein MFP2
159 | Q09152 Famesy] pyrophosphate synthase 1

160 | B3HT757 MAP kinase kinase 2

161 | Q8GRX2 Eukaryotic translation imitiation factor 3 subunit J
162 | FAKSB9 Eukaryotic aspartyl protease family protemn

163 | Q9CEW7 Atlg71950
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Tableau S.5 Liste compléte des protémes carbonylées identifiées dans trois réplicats
biologiques des échantillons des plantes traitées avec I'ABA

Protein ID
Q9C5R3
B9DFRG
P55217
Q9SURD
QO56Z7
Q9SAK4
065398
QoXI10
Q9LXU4
AQAIPEBEWG
Q95IE3
QBL7%4
Q22785
Qon314
Q9LZXG6
QOFM97
Q9T080
Q81876
022711
QOSMY7
Q39054
Q9SED4
F41IT9
QBL6Y1
Q9ZVQ2
Q94EK30

Protein name

2 Cys peroxiredoxin BAS1-like

Cysteine synthase

Cystathionine gamma-synthase 1

Dehydrase and lipad transport superfamily protemn
Bifunctional L-3-cyanoalanine synthase/cysteine synthase D1
Succinate-semialdehyde dehydrogenase
Lactovlglutathione lyase GLX1

DPP6 N-terminal domaimn-like protein

Proline-tRNA ligase (DUF1680)

Ascorbate peroxidase 4

Thioesterase superfamily protemn

D-ribulose kinase

Pre-mRNA-processing factor 19 homolog 2
Alpha/beta-Hydrolases superfamily protein
4-hydroxy-tetrahvdrodipicolinate synthase 1
Pyruvate kinase

UDP-glycosyltransferase 7982

Transmembrane protein

Peroxiredoxin-2D

Probable pectinesterase/pectinesterase mhibitor 44
Molybdopterin biosynthesis protein CNX1

Indole glucosinolate O-methyliransferase 5
Aspartate--tRNA ligase. chloroplastic/mitochondrial
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 14
NAD(P)-binding Rossmann-fold superfammly protein
NAD(P)-binding Rossmann-fold superfammly protein
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Tableau S.6 Liste des protéines carbonylées identifiées dans au moins un réplicat
biologique des échantillons des plantes témoins. Le tableau montre le nombre de peptides
1dentifiés et leur protéine de liaison dans un. deux et trois réplicats de plantes

N | Protein ID Protein name Replicate]l | Replicate2 | Replicate3
Probable mediator of RNA polymerase 1T
QOLHAS tanscription subunt 2 1 1
Probable mediator of RNA polymerase 1T
2 | P22954 transcription subunit 37c 0 0 1
3 | FAITQO ATPase, V1 complex. subunit B protein 2 1 0
4 | QUWNZs 5—mfrth}rl13e’gmh}rdmpta'n}r1uig1maﬂnte—
homocysteine methyltransferase 3 1 1 2
5 | P29514 Tubulin beta-6 chain 2 0 1
6 | QISIQ0 Fructose-bisphosphate aldolase 6 1 4 2
7 | QOM2TO Methionine--tRNA ligase 8 13 7
8 | P57751 UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase 1 o 2 2
9 | BODFR6 Cysteine synthase 3 8 5
265 proteasome non-ATPase re subunit
10 | Q6XIG8 2 homolog B ulatory 3 2 1
11 | Q9FI53 Fumarate hydratase 2 2 1 2
12 | F4IVR2 Heat shock protein 60-2 2 1 2
13 | AOAIPSAUMS | 3-isopropylmalate dehydrogenase 2 2 2
14 | Qo3W22 60S ribosomal protein L.10-3 1 2 1
15 | 024616 Proteasome subunit alpha type-7-B 1 1 0
16 | QOFFP6 Pyruvate kinase 2 1 2
17 | Q9SGAG 405 ribosomal protein $19-1 2 2 2
18 | P42733 405 ribosomal protein $11-3 1 2 1
19 | QOLFX38 Glycine-rich protein 7 4 5
20 | Po3832 3-isopropylmalate dehydrogenase 2 a 1 2
21 | P46637 Arginase 1 a 2 2
22 | Q43348 Acrid beta-fiuctofuranosidase 3 3 3 2
23 | QOMAHOD Phosphoenolpyvruvate carboxylase 1 4 9 5
24 | Q42262 405 ribosomal protein S3a-2 1 1 1
25 | QOFGX1 ATP-citrate synthase beta chain protein 2 1 0 1
26 | 023717 Proteasome subunit beta type-5-A 1 3 3
27 | P57720 Chorismate synthase 5 5 5
28 | QIXEX2 Peroxiredoxin-2B 3 4 4
Dehydrase and lipi i
29 | Q9SURO pmtgin pid transport superfamily 4 3 7
30 | P48348 14-3-3-like protein GF14 kappa a 2 3
Bifunctional 1.-3 alanine selcystel
31| Q9S6Z7 onthase DI Syuhaselcysietne 1 4 2
32 | Q9C5C8 Peptide methionine sulfoxide reductase B2 6 3 5
33 | Q959M7 Nuclear protein 4 8 6
34 | Q8LTR2 Homoserine kinase 2 3 ]
35 | Q9ZU23 Jacalin-related lectin 5 3 6 4
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Tableau S.7 Liste des protéines carbonylées identifiées dans au moins un réplicat
biologique des échantillons des plantes témoins (suite 1)

N | Protein ID Protein name Replicatel | Replicate? | Replicate3
Bifunctional L-3-cyanoalanine synthase/cysteine
36 | Q9SXST | Ginthase D2 > 2 0 2
37 | QOLVW7T Carbamovyl-phosphate synthase small chain 2 5 7
38 | Q9SAK4 Succinate-semialdehyde dehydrogenase 4 5 3
39 | Q9LZF5 Lectin-like protein 3 1 3
40 | FAIFY5 Stromal ascorbate peroxidase 0 1 4
41 | Q9C5I7 ATP-dependent 6-phosphofructokinase 7 1 1 2
42 | FATHIS Ribosomal protemn 525 fammly protemn 1 2 2
43 | Q84WM9 | Elongation factor 1-beta 1 2 0 2
44 | Q01525 14-3-3like protein GF14 omega 1 2 2
45 064638 Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit
beta-3 2 0 0
46 | Q9ZVA2 | EPI like glycoprotein 2 4 5 6
47 | Q42546 SAL] phosphatase 4 4 5
48 | Q9C9D0 Cytosolic sulfotransferase 16 0 1 2
49 | Q949W8 Xylulose kinase 2 0 5 3
50 | Q38900 Peptidyl-prolyl cis-trans 1somerase CYP19-1 1 4 2
51 | Q9X122 F9L1 42 protein 2 3 3
52 | 023714 Proteasome subumit beta type-2-A 0 1 2
53 | Q937284 At2g04039/At2204039 3 2 3
54 Dimethylallyl, adenosine tRNA
Q8VY70 o tareforaes > 3 4
55 | QT6FS5 Solanesyl diphosphate synthase 2 2 4 4
56 | Q9SSP5 Threonine synthase 2 0 1 0
57 | 004314 PYK10-binding protein 1 1 1 4
58 | Q9LT69 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase 3 1 0 2
59 | Q9SF85 Adenosine kinase 1 2 B 5
60 | QILQQ3 FmlC-like cupins superfamily protein 4 3 4
61 | Q42527 N-(5'-phosphoribosyl)anthranilate 1somerase 2 5 3 3
62 | Q9SRT0 Peptidyl-prolyl cis-trans 1somerase FKBP16-4 3 4 5
63 | Q9SWGO Isovaleryl-CoA dehydrogenase 3 5 3
64 Q29Q34 NAD_(P]—binding Rossmann-fold superfamily
protein 2 ] 7]
65 | FAJELS Eukaryotic translation inttiation factor 4A1 1 4 1
66 | QBL7NO T-complex protein 1 subunit zeta 2 3 1 2
67 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit
Q¥SGW3 | g homolog A 3 a 3
68 | O8B0763 Probable nucleoredoxin 1 1 B 4
69 | Q9ZUF6 Subtilisin-like protease SBT1.8 2 2 2
70 Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase
QBERWN9 component 2 of pyruvate dehydrogenase
complex 0 2 1
71 | Q9FE65 60S ribosomal protein 1.34-2 0 1 0
72 | Q940P8 T-complex protein 1 subunit beta 3 1 3
73 | Q85904 Adrenodoxin like protein 2 2 2 2
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Tableau S.8 Liste des protéines carbonylées identifiées dans au moins un réplicat
biologique des échantillons des plantes témoins (suite 2)

N | Protein ID Protein name Replicatel | Replicate? | Replicate3
74 | Q42406 Peptidyl-prolyl cis-trans 1somerase CYP18-4 2 3 3
75 | F41519 Cysteine proteinases superfamily protemn 2 1 1
76 | Q93VP3 Eukaryotic translation initiation factor 5A-2 1 1 4
77 | 022785 Pre-mRINA-processing factor 19 homolog 2 1 2 2
78 | Q959P1 40S nibosomal protein S12-1 2 2 2
79 | Q9FHW7 | SKPI-like protein 1B 3 2 5
80 | Q9MB79 Stearoyl-[acyl-camer-protein] 9-desaturase 5 1 1 2
81 Stress-response A/B barrel domain-contaiming

QISIP1 protein UP3 3 3 3
82 Nascent polypeptide-associated complex subunit

Q9LHGY alpha-like protein 1 1 3 3
83 | Q9FFT4 Pyruvate decarboxylase 2 1 3 1
84 Isocitrate dehydrogenase [NAD] regulatory

P93032 subumnit 2 0 1 1
85 | Q680P8 40S ribosomal protein 529 0 2 2
86 | QILYT7 3-1sopropylmalate dehydratase small subunit 2 0 3 3
87 Haloacid dehalogenase-like hydrolase (HAD)

Q6NMAS superfamily protein 1 1 3
88 | 004130 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase 2 1 2 (1]
44 | Q01525 14-3-3like protein GF14 omega 1 2 2
45 Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit

064688 beta-3 2 0 0
46 | Q9ZVA2 | EPI like glycoprotein 2 4 5 6
47 | Q42546 SAL] phosphatase 4 4 5
48 | Q9C9D0 Cytosolic sulfotransferase 16 0 1 2
49 | Q949W8 Xylulose kinase 2 0 5 3
50 | Q38900 Peptidyl-prolvl cis-trans 1somerase CYP19-1 1 4 2
51 | Q9X122 F9L1 42 protein 2 3 3
52 | 023714 Proteasome subumit beta type-2-A 0 1 2
33 | Q93784 At2204039/At2204039 3 2 3
54 Dimethylallyl, adenosine tRNA

QBVYT0 methylthiotransferase 2 3 4
55 | QT6FS5 Solanesyl diphosphate synthase 2 2 4 4
56 | Q9SSP5 Threonine synthase 2 0 1 0
57 | 004314 PYK10-binding protein 1 1 1 4
58 | Q9LT69 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase 3 1 0 2
59 | Q9SF85 Adenosine kinase 1 2 6 5
60 | QILQQ3 FmlC-like cupins superfamily protein 4 3 4
61 | Q42527 N-(5'-phosphoribosyl)anthranilate 1somerase 2 5 3 3
62 | Q9SRT0 Peptidyl-prolyl cis-trans 1somerase FKBP16-4 3 4 5
63 | QISWGD Isovaleryl-CoA dehvdrogenase 3 5 3
64 NADNP)-binding Rossmann-fold superfamily

Q29Q34 protein 2 5 6
65 | F4JELS Eukaryotic translation inttiation factor 4A1 1 4 1
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Tableau S.9 Liste des protéines carbonylées identifiées dans au moins un réplicat
biologique des échantillons des plantes témoins (suite 3)

N | Protein ID Protein name Replicatel | Replicate? | Replicate3
66 | QBLTNO T-complex protein 1 subunit zeta 2 3 1 2
67 265 proteasome non-ATPase regulatory subunit 8

QOSGW3 homolog A 3 4 3
68 | OB0763 Probable nucleoredoxin 1 1 6 4
69 | QOZUF6 Subtilisin-like protease SBT1.8 2 2 2
70 Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase

QEEWNO component 2 of pyruvate dehydrogenase complex | 0 2 1
71 | Q9FE65 605 ribosomal protein 1.34-2 0 1 0
72| Q940P3 T-complex protein 1 subunit beta 3 1 3
73 | Q85004 Adrenodoxin-like protein 2 2 2 2
74 | Q42406 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase CYP18-4 2 3 3
75 | F41519 Cysteine proteinases superfamily protein 2 1 1
76 | QO3IVP3 Fukaryotic translation initiation factor 5A-2 1 1 4
77 | 022785 Pre-mRMNA-processing factor 19 homolog 2 1 2 2
78 | Q950P1 405 nibosomal protein 512-1 2 2 2
79 | QOFHW7 SKP1-like protein 1B 3 2 5
80 | QoMB379 Stearoyl-[acyl-carner-protein] 9-desaturase 5 1 1 2
81 Stress-response A/B barrel domain-containing

QOsIP1 protein UP3 3 3 3
82 Nascent polypeptide-associated complex subunit

QOLHGY alpha-like protein 1 1 3 3
83 | QOFFT4 Pyruvate decarboxylase 2 1 3 1
84 Isocitrate dehydrogenase [NAD] regulatory

Po3032 subunit 2 0 1 1
85 | Q680P3 405 nibosomal protein 529 0 2 2
86 | QOLYT7 3-isopropylmalate dehydratase small subumit 2 0 3 3
87 Haloacid dehalogenase-like hydrolase (HAD)

QOENMAD superfamuly profein 1 1 3
88 | 004130 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase 2 1 2 0
89 | QOSTGH Amidophosphoribosyltransferase 2 3 1 3
0 | Q5XEP2 Hsp70-Hsp%0 orgamzing profein 2 2 0 3
01 | 082204 605 ribosomal protein L.28-1 2 4 1
92 | Q9SE60 Methylenetetrahydrofolate reductase 1 2 4 3
93 | QOSGY2 ATP-citrate synthase alpha chain protein 1 1 1 0
94 | 022287 Mannose-1-phosphate guanylyliransferase 1 2 2 1
95 | QoM2W2 Glutathione S-transferase L2 1 3 3
96 | QOLZX6 4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate synthase 1 0 2 2
97 | Q06588 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase 4 2 0 4
98 NADP-dependent alkenal double bond reductase

Q39173 P2 1 1 0
090 | 082200 Putative chloroplast ENA binding profein 2 3 3
100 | F4IRR2 Importin beta-like SAD2 3 2 4
101 | Q9FM97 Pyruvate kinase 1 1 1
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Tableau S.10 Liste des protémes carbonylées identifiées dans au moins un réplicat
biologique des échantillons des plantes témoins (suite 4)

N Protein ID Protein name Replicatel | Replicatel | Replicate3
102 | QOFZ48 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 36 1 2 2
103 | P46644 Aspartate aminotransferase 3 1 2 1
104 | ADAIPSAUS] | Rhodanese homologue 2 1 3 2
105 | Q9TO0AD Long chain acyl-CoA synthetase 4 4 2 0
106 | Q32026 Mitogen-activated protein kinase 6 2 2 2
107 | Q9FKS1 ADP-glucose phosphorylase 2 3 3
108 | F4IG09 Subtilisin-like protease SBT4.1 4 2 4
109 | QO9LYFS AT5g11720/T22P22 110 2 2 4
110 | P31168 Dehydrin COR47 0 2 1
111 | P42760 Glutathione S-transferase F6 0 2 2
112 | F4IP55 General regulatory factor 9 0 0 2
113 Tetratric ide t like i

AOAIPSBAQO | 7 opeptide repeat (TPR}Hlike superfamily ) ; 3
114 | Q9T080 UDP-glycosyltransferase 7982 2 1 3
115 Bifimctional dTDP-4-dehydrothamnose 3.5-

QOLO04 epimerase/dTDP-4-dehydrorhamnose reductase 1 1 2
116 Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase

QEVZC3 1241 2 1 3
117 | Q9ZVAlL EP1-like glycoprotein 1 1 2 0
118 | Q9ZWE4 3-isopropylmalate dehydratase small subumnit 1 0 2 0
119 | QBRW90 Fumarvylacetoacetase 1 5 4
120 | Q8HOU4 Transportin-1 2 1 2
121 | QO9MAP3 505 nbosomal protein 111 0 2 1
122 | 041931 1-aminocyclopropane-1-carboxvlate oxidase 2 3 1 2
123 | BO9DGE2 Ureidoglycolate hydrolase 2 2 2
124 | Q8RY94 Adenylosuccinate lyase 0 1 2
125 | QBGUE4 Subtilisin-like protease SBT3.13 3 4 2
126 048646 Probable phospholipid hydroperoxide

glutathione peroxidase 6 1 2 4

127 | Q6DBH4 Metal-dependent phosphohydrolase 3 1 1
128 | QOLVI9 Dihydropyrimidine dehydrogenase (NADP(+)) 0 4 4
129 | QEGWUIO Phosphoglycolate phosphatase 2 0 3 3
130 | O80585 Methylenetetrahydrofolate reductase 2 0 1 2
131 | Q93W34 Polyadenylate-binding protein RBP45C 2 1 1
132 | Q94ES6 GrpE protein homolog 2 3 4
133 | 022941 Insulin-degrading enzyme-like 1 2 2 3
134 | FAILMS Isoleucine—tRINA ligase 2 3 2
135 | ADAZHIZEMS | Acylaminoacyl-peptidase-like protein 1 1 5
136 | Q95SIUS Probable protein phosphatase 2C 1 2 3
137 | Q9FNA3 Alpha-N-acetylglucosaminidase 4 1 2
138 | Q859M1 Probable plastid-lipid-associated protein 13 0 1 1
139 | Q9LV21 T-complex protein 1 subunit delta 1 3 3
140 | FAIC86 Ubiquitin family protein 0 2 3
141 | Q6ZY51 Phosphoglucan, water dikinase 1 1 3
142 | Q8LPI4 ABC transporter E family member 2 3 1 0
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Tableau S.11 Liste des protémes carbonylées identifiées dans au moins un réplicat

biologique des échantillons de plantes témoins (suite 5)

N Protein ID Protein name Replicatel | Replicate? | Replicate3
ochrome-associated serine/threonine-
143 | Q9SX52 ;;nu}:em phosphatase 1 3 3 2
144 | 081644 Villin-2 2 o 2
145 | Q95KZ3 40S ribosomal protein 512-2 0 2 0
146 | PO6525 Alcohol dehydrogenase class-P 1 2 1
147 | Q9S5HPO Phosphoserine aminotransferase 2 0 1 1
148 | ADAIIOLM90 | RNA-binding KH domain-containing protein 0 1 4
140 | P46645 mm aminotransferase, cytoplasmic
1sozyme 1 2 1 0
150 | F4IEE4 Sinapovlglucose 1 1 1 2
151 | 023710 Proteasome subunit beta type-7-A 0 o 2
Chloroplastic ATP-dependent tease
152 | PS6772 rotoote aubumit 1 Clp pro ) 5 5
153 | P31169 Stress-induced protein KIN2 1 0 2
154 | ADAIPSAMMSG | Protein phosphatase 2A subunit A3 1 1 2
155 | F4I7X1 SEUS-similar 6 0 o 2
156 | P11832 Nitrate reductase [NADH] 1 3 0 0
157 | P24704 Superoxide dismmutase [Cu-Zn] 1 1 2 2
158 | P56808 30S nbosomal protein 519, chloroplastic 1 1 0
159 | Q9MUOSS Isoamvylase 3 2 3 3
160 | OT78310 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 2 1 2 1
161 | Q9FVR1 Beta-casein 4 1 1
162 | Q9FLTO Ribonuclease TUDOR 2 2 3 4
163 | QOLW20 Probable inactive shikimate kinase like 1 1 2 2
PsbP domain protein (Mogl/PsbP/DUF1795-
164 | ADAITBU9NS | like photosystem II reaction center PsbP family
protein) 2 1 2
165 | Q9T076 Early nodulin-like protein 2 1 3 2 2
166 | P61841 30S nibosomal protein 57 0 1 0
167 | Q95VG3 Berberine bridge enzyme-like 21 0 o 2
168 | Q8VZF1 Acetate/butyrate—CoA ligase AAET7 1 1 1
169 | Q95KT0 Protein THYLAKOID FORMATION 3 1 2
Transducin famil in / WD-40 t
170 | Fatows famity prote Y protein Tepea 5 1 X
Tubulin binding cofactor C domain-containin
171 | FA14K6 protein & & 5 2 5
172 | QOFIZ7 5-oxoprolinase 2 1 0
173 | QOCTIN5 GDSL esterase/lipase Atlpg29660 1 2 3
tRNA class I(L L, M and V) famil
174 | FAR4Q2 prmanm T V) family 5 5 .
175 | F4EEG3 Valine—tENA ligase 4 2 3
176 | FAIQ55 Chaperone protein htpG family protein 1 o 1
177 | Q95BAS Inositol-tetrakisphosphate 1-kinase 1 1 2 0
178 | QBVZS7 Alpha/beta-Hydrolases superfamily protein 1 1 2
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Tableau S.12 Liste des protémes carbonylées identifiées dans au moins un réplicat
biologique des échantillons des plantes témoins (suite 6)

N Protein ID Protein name Replicatel | Replicate? | Replicate3
Stress-response A/B barrel domain-
179 | QOFKS1 containing protem A 2 3 2
180 | P54873 Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase 0 2 3
181 | Q9ZW19 Tropinone reductase homolog At2g29360 2 3 0
182 | 004450 T-complex protein 1 subunit epsilon 1 3 3
183 | Q39048 Protein ECERIFERUM 2 3 1 1
184 | Q9FF98 MD-2-related lipid-recognition protein 3 2 1 2
185 | Q9SIRS AmmeMemoRadiSam system protein B 2 2 2
186 | AOAPHIZE37 | HARMILESS TO OZONE LAYER 1 1 2 1
187 | Q93105 Proteasome subunit beta type-3-A 2 3 2
ADP-ribosylation factor GTPase-activating
188 | O80925 protein AGD7 3 1 2
189 | Q501G7 Alpha/beta-Hydrolases superfanuly protein 2 1 0
190 | AOAIPBAVOE | Aspartic proteinase Al 1 1 0
191 | Q93ZN9 LL-diaminopimelate aminotransferase 1 1 1
192 | FAIFC5 Threonine—tRNA ligase 4 1 2
193 | AOAIIOLTV6 | Beta glucosidase 8 1 2 3
fructose 6-phosphate 1-
194 | Q8W4MS Pf"mpl Eg“‘f’h“m‘ﬁ o< o P;;:’:“ ) 5 .
195 | Q9ZT91 Elongation factor Tu 1 2 0
196 | 024521 Non-symbiotic hemoglobin 2 2 1 2
197 | 064764 Thioredoxin O1, mitochondnal 2 2 3
198 | Q95RD4 Indole glucosinolate O-methyltransferase 5 0 2 2
199 | QBSEF9 Nicotinammdase 1 1 1 3
200 | P93732 Proline iminopeptidase 0 1 3
201 | Q9SSG3 HIPL] protein 1 1 2
201 | Q9FFWS§ Tryptophan synthase beta chain 2 1 1
203 | A0A1PSBAA4 | CYUdine/deoxycytidylate deaminase family
proteimn 0 1 3
204 | AOAIPEB223 | Ureidoglycolate hydrolase 2 2 0
205 | Q9SSN5 Simuilar to part of disease resistance protein 1 1 0
206 | Q9FID4 Tmportin subunit beta-1 1 0 1
207 | QISYG7 gidehyde dehydrogenase famly 7 member
1 1 2
208 | 023653 Aspartokinase 2 2 2 1
209 | FAIIT9 Aspartate tRNA ligase 3 0 1
GroES-like zinc-binding alcohol
210 | QOLXZ4 dehydrogenase famuly protein 2 1] 2
Nascent polypeptide-associated complex
211 | Q¥cATy subunit beta 1 1 1
212 | PE2538 PsbP-like protein 1 2 1 1
213 | Q9ZPZ4 T31J12 3 protein 2 1 1
214 | Q8GUN2 Adenylylsulfatase HINT1 1 0 2
215 | Q8HTF6 Bifunctional monothiol glutaredoxin-S16 0 2 1
216 | QO9LVM3 YCF54 0 1 0
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Tableau S.13 Liste des protémes carbonylées identifiées dans au moins un réplicat
biologique des échantillons des plantes témoins (suite 7)

N | Protein ID Protein name Replicatel | Replicate? | Replicate3
217 | Q9sII7 Phospholipase Al-Ildelta 1 0 2
218 | QOM2PT Probable plastid-lipid-associated protein 9 1 1 2
219 | Q9LPUS Indole glucosinolate O-methyltransferase 4 1 2 1
220 Photosynthetic NDH subunit of lumenal

Q9ASS6 location 5 1 1 2
221 | QBL6Y1 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 14 1 1 2
222 | 023722 Diphosphomevalonate decarboxylase MVD1 1 1 0
223 ATP-dependent Clp protease ATP-binding

Q8GW78 subunit CLPT?2 0 1 2
224 Haloacid dehalogenase-like hydrolase (HAD)

QG6DBI? superfamily protein 0 0 2
225 Probable pectinesterase/pectinesterase inhibitor

Q94CB1 25 0 1 3
226 | QY9FPH3 Probable low-specificity L-threomine aldplase 2 | 0 0 2
227 | QYLEUS Argimnosuccinate lyase 1 1 1
228 | Q8VYM4 30S ribosomal protein 2 1 2 0
229 | P92981 5"_adenylylsulfate reductase 2 2 0 0
230 | 064640 Probable carboxylesterase 8 1 2 2
231 Nascent polypeptide-associated complex

ASMQPG6 (INAC), alpha subumit fanuly protein 1 3 2
232 | Q75W54 Mannosylelycoprotein endo-beta-mannosidase 2 1 2
233 | Q9FMF1 Inositol monophosphatase family protein 0 1 2
234 | Q9SW96 Asparagine tRNA ligase 0 0 2
235 | Q95196 Histone H2B.3 2 1 1
236 | 080574 4_hydroxy-tetrahydrodipicolinate reductase 1 2 1 1
237 | AOAIRTT3K7 | Electron transfer flavoprotem beta 1 1 2
238 Leucine-rich repeat protein kinase family

FAIBG62 protein 2 2 1
239 Nucleotide-diphospho-sugar transferases

AOAIPSARTO0 | superfamily protein 1 4 1
240 NADNP)-binding Rossmann-fold superfamily

QOZVQ2 proteimn 1 1 0
241 | P54150 Peptide methionine sulfoxide reductase A4 1 1 3
242 | FATWV2 2-oxoglutarate dehydrogenase 1 1] i}
243 | P35133 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 10 1 1 2 1
244 | P13114 Chalcone synthase 0 3 0
245 | 004603 505 ribosomal protemn L5 0 1 0
246 | Q42529 Tryptophan synthase alpha chamn 2 2 0
247 Monofimctional riboflavin biosynthesis protemn

QBNLO7 RIBA 2 1 0 1
248 | QOLFJS UDP_glycosyltransferase 78D2 1 2 1
249 | QO9M328 Universal stress protein, USP17 1 0 1
250 | Q8LFLS photosystem I reaction center subumt N 1 1 3
251 | Q9LP53 Alba DNA/RNA binding protein 0 1 2
252 | 048802 Protemn CLMP1 1 0 3 0




Tableau S.14 Liste des protémes carbonylées identifiées dans au moins un réplicat
biologique des échantillons des plantes témoins (suite 8)

N | Protein ID Protein name Replicatel | Replicate? | Replicaie3
253 | P49040 Sucrose synthase 1 1 1 1
254 | Q8HI26 Selenoprotein O 1 0 1
255 | QOCAP1 Atlg77670 1 2 1
256 | Q8HI124 Uncharacterized protein At2g34460 2 1 2
257 Dmnal/Hsp40 cysteine-rich domain superfamily

QUSNT3 protein 1 1 1
258 | ADAIPSBGF9 | CTP synthase 2 0 1
259 | P42801 Inositol-3-phosphate synthase isozyme 1 1 1 1
260 | Qo4K30 AT1G01800 protein 1 1 1
261 | ASMRESG Nucleosome assembly protein 12 1 2 1
262 | P35510 Phenylalanine ammonia-lyase 1 1 0 1
263 | Q8VIY0 Expressed protein 1 0 1
264 | FAIIY2 Uncharacterized protein 1 0 1
265 | Q9FGH3 Cinnamoyl-CoA reductase-like protein 1 3 1 0
266 | ATWMT3 Beta-hexosanunidase 1 1 3 0
267 | Q6NQAS Probable apyrase 5 2 1 0
268 Bifunctional aspartate aminotransferase and

(Q9SIE1 glutamate/aspartate-prephenate aminotransferase 0 2 3
269 | 023034 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 5 2 0 2
270 Aluminum mduced protein with YGL and LRDR

AQDAIPEBYQ2 | motifs 0 o 2
271 | Q9LHAG TRAF-like fanuly protein; 2 0 1
272 | QO3Z10 Regulator of chromosome condensation 1 2 1
273 | B3H5V4 Ubiquitin-specific protease 6 1 1 1
274 | FAICX9 TSK-associating protein 1 2 0 1
275 | A1AGF3 BNE./Asp-box repeat family protein 2 1 2
276 | QOLE47 51 RNA-binding nbosomal protein 1 0 2 1
277 Peptide-N4-({N-acetyl-beta-glucosaminyT)

QOFFGH asparagine amidase A 0 0 2
278 | QoC6D2 Methylthioribose kinase 1 2 1
279 | QosU7T9 Probable polyamine oxidase 5 0 2 1
280 | QoMOX0 4-coumarate—CoA ligase-like 7 & 2 1
281 | QoCam2 Peptide methionine sulfoxide reductase B1 1 0 1
282 | Qo3VCT 305 ribosomal protein 51 1 2 0
283 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase

QOC5K7 homolog 2 1 1 0
284 Peroxisomal fatty acid beta-oxidation

QOZPI5 multifunctional protein MFP2 1 1 2
285 | QOMOE2 60S nibosomal protein L28-2 0 1 1
286 | Q09152 Famesvyl pyrophosphate synthase 1 1 1 2
287 | QBWS593 Probable lactoylglutathione lyase 2 0 1
288 | B3H757 MAP kinase kinase 2 2 1 1
280 | ASMSBO Glycine-rich RNA-binding protein 2 0 2 1
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Tableau S.15 Liste des protémes carbonylées identifiées dans au moins un réplicat
biologique des échantillons des plantes témoins (suite 9)

N Protein ID Protein name Replicatel | Replicatel | Replicate3
290 | QBGRI2 Eukaryotic translation initiation factor 3 subumit J 1 1 1
201 | 023290 605 ribosomal protein L.36a 0 1 1
202 | Q9ZW26 Glutathione S-transferase U6 0 1 2
203 Cyclophilin-like peptidyl-prolyl cis-trans

ADAIPBAPNS | isomerase family protein 2 0 0
294 | QOFFPY Serine/threonine-protein kinase SEE2H 2 1 1
205 | F4I215 Guanylate-binding family protein 1 1 1
206 | F4E5SBO Fukaryotic aspartyl protease family protein 1 1 1
207 | Q95XE9 Atlg62480/T3P18 4 0 1 0
208 Plasma membrane-associated cafion-binding

Q96262 protein 1 1 1 0
299 | Q95YL9 505 ribosomal protein 113 0 1 0
300 Mitochondrial transcription termination factor

F4JE28 family protein 1 1 1
301 | Q84W6S SufE-like protein 1 2 0 1
302 | Q94JT5 Cyclase-like protein 2 0 2 0
303 | QOFLI7 Adenylate kinase 2 0 1 2
304 Probable voltage-gated potassium channel subunit

023016 beta 1 1
305 | PODEI3 Tropinone reductase homolog Atlg(7440 0 1
306 Tetratricopeptide repeat (TPR)-like superfamily

F41448 protein 3 0 0
307 | QOLT39 Leucine-rich repeat (LER) family protein 1 0 0
308 | Q955A5 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase CYP38 2 0 0
309 | Po3028 Ubiquitin-activating enzyme E1 1 0 1 1
310 | AODAIPEB687 | Inosine triphosphate pyrophosphatase 1 0 1
311 | 004202 Eukaryotic translation initiation factor 3 subumt F 0 1 0
312 | Q41188 Cold shock protein 2 0 1 1
313 | QOCAI3 Probable cinnamy] alcohol dehydrogenase 1 1 0 0
314 | Q9FGS4 Quinolinate synthasel 1 2 0
315 Cysteine—tRNA ligase,

F4IPY2 chloroplastic/mitochondrial 1 2 0
316 | QOLVQS Probable protein phosphatase 2C 80 0 0 2
317 | Q9FRLS Glutathione S-transferase DHAR2 1 1 1
318 SNF1-related protein kinase regulatory subumnit

QSLEB2 gamma-1 2 0 1
319 | QBVWGT TPR. repeat-containing thioredoxin TDX 1 0 2
320 Protein EARLY-RESPONSIVE TO

048832 DEHYDRATION 7 0 1 1
321 | ADAIPSAPUO | Thylakoidal ascorbate peroxidase 0 1 1
322 | P51412 505 ribosomal protein 121 0 1 0
323 | QOLVCS Glucose-6-phosphate 1-epimerase 0 3 1
324 | ADAIPSB1ES | 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyliransferase 1 1 0
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Tableau S.16 Liste des protémes carbonylées identifiées dans au moins un réplicat
biologique des échantillons des plantes témoins (suite 10)

N | ProteinID | Protein name Replicatel | Replicate2 | Replicate3
325 | AOA1PSBSFS | Endo-1.4-beta-xylanase 5 0 1 2
326 | 023049 505 nbosomal protein L6 0 2 0
327 | P50287 Isoaspartyl peptidase/L-asparagmase 1 0 0 2
328 | QBLTK9 NAD-dependent malic enzyme 2 1 1 1
329 | QILVO9 Protem BOBBER 1 0 0 2
330 | AOA1PEB894 | Carboxypeptidase 1 0 1 2
331 | Q9FR44 Phosphoethanolamine N-methyltransferase 1 0 3 1
332 Eukaryotic translation itiation factor 3

Q9C5Z2 subumit H 0 2 0
333 | QOWMNS5 | Uncharacterized protein At3g49140 1 0 0
334 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-

Q9IMB58 bisphosphatase 2 0 0
335 | Q9FHYS Protemn HLB1 0 1 0
336 | QOWM93 AAA_type ATPase family protein 1 1 0
337 | QICEW7 subtilisin propeptide-like mnhibitor 1 1 1 1
338 | Q42566 ATsEH 1 1 0
339 | Q95VDI1 Eukaryotic aspartyl protease famuly protein 1 0 1
340 | Q682E0 Catalytic/ hydrolase 1 0 2
341 | AOAIISLLZ? | SIT4 phosphatase-associated family protein 1 1 0
342 | FAIMI15 PfkB-like carbohydrate kinase family protein 0 1 1
343 Glycerophosphodiester phosphodiesterase

QTY208 GDPDL1 1 1 0
344 | 022609 Protease Do-like 1 0 1 2
345 | Q9LFY3 Atlg27030/TTN9 9 0 1 1
346 | 023401 UDP-_glycosyltransferase 84A3 0 1 1
347 | 049006 Pectinesterase/pectinesterase mhibitor 3 0 0 2
348 | Q9ZSK3 Actin-depolymerizing factor 4 2 0 0
349 | Q9SLV3 TRAF like family protein 0 0 3
350 Eukaryotic translation itiation factor 2

Q9SI1Z2 subunit alpha homolog 2 0 0
351 Phosphoribosylaminoimmdazole carboxylase

QB4TI2 like protein 2 0 0
352 | Q39061 RNA_binding protein CP33 0 2 0
353 | QOLVU3 YDG domain-contaimng protein At5g47160 0 0 2
354 | FATTKS Peptidase M20/M25/M40 family protein 0 0 2
355 | Q9ZW24 Glutathione S-transferase U7 1 1 1 0
356 ENA polymerase II C-terminal domain

QSLL04 phosphatase-like 3 1 0 1
357 | Q9LZGT Glutathione S-transferase U27 0 0 1
358 | 022793 Multiple organellar RNA editing factor 21 0 1 0
359 | FAIKQ3 Tim10/DDP family zinc finger protein 0 1 1
360 | QON4BS5 Probable prefoldin subumit 4 0 0 2
361 | QLU0 Protease Do-like 8 0 1 1
362 | QBGSI ATP phosphoribosyliransferase 2 0 1 1
363 | OB0944 Aldo-keto reductase family 4 member C8 0 0 2
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Tableau S.17 Liste des protémes carbonylées identifiées dans au moins un réplicat
biologique des échantillons des plantes témoins (swte 11)

364 | Q9SUT5 Protem SGT1 homolog B

=
—
(3%

365 | Q9LZRS Histone deacetylase HDT3 0 0 2
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Tableau S.18 Liste des protémes carbonylées identifiées dans au moins un réplicat
biologique des échantillons des plantes traitées avec 'ABA. Le tableau montre le nombre

de peptides 1dentifiés et leur protéine de liaison dans un, deux et trois réplicats.

N | Protein I Protein name Replicatel | Replicate? | Replicate3d
1 | Q9C5RE 2_Cys peroxiredoxin BAS1 like 1 3 3
2 | 081149 Proteasome subunit alpha type-5-A 2 2 0
3 | BODFR6 Cysteine synthase 4 4 3
4 Q93W22 605 nbosomal protein 1.10-3 0 1 1
5 | 024616 Proteasome subunit alpha type-7-B 0 1 1
6 | P93832 3-1sopropylmalate dehydrogenase 2 0 1 2
7 P55217 Cystathionine sgamma-synthase 1 4 6 6
8 Dehydrase and lipad transport superfammly

Q9SURO protein 2 3 3
9 Bifunctional I-3-cyanoalanine

Q95627 synthase/cysteine synthase D1 1 1 2
10 Bifunctional I-3-cyanoalanine

Q95XS57 synthase/cysteine synthase D2 1 0 1
11 | Q9SAK4 Succinate-semialdehyde dehydrogenase 1 3 3
12 | 065398 Lactoylglutathione Iyase GLX1 3 2 6
13 | Q9XI10 DPP6 N-terminal domain-like protein 1 2 1
14 Pyruvate dehydrogenase E1 component

064688 subumit beta-3 1 1 0
15 | Q9SSP5 Threonine synthase 2 0 2 1
16 | Q9LXU4 Proline tRNA ligase (DUF1680) 2 2 2
17 | Q9FFN4 Beta-galactosidase 6 0 1 0
18 | ADAI1PEBEBWG | Ascorbate peroxidase 4 4 2 3
19 NAD(P)-bmding Rossmann-fold superfanuly

Q29Q34 protein 0 3 2
20 | O80763 Probable nucleoredoxin 1 0 2 1
21 | Q9SIE3 At2g22230/T26C19.11 2 2 2
22 | Q9FEGS 605 nbosomal protein L.34-2 1 1 1
23 | Q8L794 D-nibulose kinase 1 3 2
24 | 022785 Pre-mRNA processing factor 19 homolog 2 1 2 3
25 | Q9MET9 Stearoyl-[acyl-carmier-protein] 9-desaturase 5 0 1 0
26 | QOFFT4 Pyruvate decarboxylase 2 0 1 4
27 Isocitrate dehydrogenase [NAD] regulatory

P93032 subumit 2 1 0 0
28 | F4IYK3 ARM repeat superfarmly protein 1 0 0
29 | QOLYT7 3-1sopropylmalate dehvdratase small subunit 2 0 1 2
30 | Q9SE60 Methylenetetrahydrofolate reductase 1 0 1 0
31 | Q9SGY?2 ATP-citrate synthase alpha chain protem 1 0 3 1
32 | Q9314 AT3g61540/F2A19 140 1 1 4
33 | QILZX6 4 hydroxy-tetrahydrodipicolinate synthase 1 1 1 1
34 | Q9FM97 Pyruvate kinase 1 2 1
35 | Q39026 Mitogen-activated protein kinase 6 0 2 1
36 | F4IGO9 Subtihisin-like protease SBT4.1 1 1 0
37 | P31168 Dehydrin COR47 0 1 0
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Tableau S.19 Liste des protémes carbonylées identifiées dans au moins un réplicat

biologique des échantillons des plantes traitées avec PABA (Sute 1)

N | Protein ID Protein name Replicatel | Replicate? | Replicate3d
38 | Q9T080 UDP-glycosyltransferase 7982 2 2 2
39 | QSHOU4 Transportin-1 1 1 0
40 | QOM132 Fatty-acid-binding protein 1 2 1 0
41 | Q9MAP3 505 nbosomal protein L11 0 1 0
42 1-amnocyclopropane-1-carboxylate oxidase

Q41531 2 0 1 1
43 | AOAPHIZEMS | Acylaminoacyl-peptidase like protein 0 2 2
44 | Q8S9MI Probable plastid-lipid-associated protem 13 | 0 1 2
45 | 081876 Transmembrane protein 2 2 1
46 Phytochrome-associated senne/threonine-

Q9SX52 protein phosphatase 1 0 1 2
47 | FAIKK4 Sinapoylglucose 1 0 2 1
48 | 022711 Peroxiredoxin-2D 1 1 1
49 | Q9FKG3 ATP-dependent 6-phosphofructokinase 4 1 1 0
50 | AOATPSAMMSG | Protein phosphatase 2A subumt A3 0 1 0
51 Probable pectinesterase/pectinesterase

QOSMY7 mhibitor 44 2 2 1
52 | FAIEM1 Tropinone reductase homolog At2g29340 1 1 1
53 Tubulin binding cofactor C domam-

F4J4K6 containing protein 1 0 0
54 | FAKE®G3 Valine--tRNA ligase 0 0 1
55 | FAIQ55 Chaperone protein htpG family protemn 0 1 1
56 | Q9FHOS Serine carboxypeptidase-like 42 1 2 1
57 | QSMER4 Protein DJ-1 homolog D 1 0 2
58 | 004450 T-complex protein 1 subunit epsilon 0 1 1
59 | Q9XI05 Proteasome subunit beta type-3-A 0 3 1
60 | Q39054 Molybdopterin biosynthesis protein CNX1 1 1 2
61 | Q937ZV1 Metal-dependent phosphohydrolase 0 1 1
62 | ADAIIDLTVE Beta glucosidase 8 1 0 0
63 | Q9SRD4 Indole glucosinolate O-methyltransferase 5 1 2 1
64 | Q858F9 Nicotinamidase 1 0 1 1
65 | Q9C658 Protein decapping 5 1 1 2
66 | Q9FFWS Tryptophan synthase beta chain 1 1 0 0
67 | QUSSN5 Similar to part of disease resistance protein 0 0 1
68 | FAIIT9 Aspartate tRNA ligase 1 1 1
69 GroES-like zinc-binding alcohol

QILXZ4 dehydrogenase family protein 0 1 1
70 MNascent polypeptide-associated complex

QOCAT7 subunit beta 0 0 1
71 | P82538 PsbP-like protein 1 0 1 0
72 | QOLVM3 YCF54 1 0 2 0
73 | QBL6AY1 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 14 1 1 1
74 | Q9FMF1 AT5g64380/MSI1 22 1 0 2
75 | Q95X22 305 nbosomal protein 3-1 0 2 1
76 | AOAIRTT3K7 | Electron transfer flavoprotein beta 1 1 1 0
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Tableau S.20 Liste des protémes carbonylées identifiées dans au moins un réplicat
biologique des échantillons des plantes traitées avec ’ABA (Suite 2)

N Protein ID Protein name Replicatel | Replicatel | Replicate3
77 Nucleotide-diphospho-sugar transferases

AQAIPBARTO | superfamily protein 1 0 0
78 NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily

QoZVQ2 protein 1 2 1
79 | P35133 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 0 1 1
80 | P13114 Chalcone synthase 0 1 0
81 Monofunctional iboflavin biosynthesis protein

Q6NLQ7 RIBA 2 0 0 1
82 | Q8RUF8 Omega-amidase 1 2 0
83 | 022797 Glycolipid transfer protein 1 1 1 1
84 NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily

F4J5P1 protein 0 1 0
85 Dnal/Hsp40 cysteine-rich domain superfamily

QOSN73 protein 0 1 0
86 | Q94E30 AT1G01800 protein 1 1 1
87 | ATWM73 Beta-hexosaminidase 1 0 1 1
88 Almminum induced protein with YGL and LRDR

AODAIPEBOQ2 | motifs 0 1 1
89 | B3H5V4 Ubiquitin-specific protease 6 0 0 2
00 | A1AGF3 BNER/Asp-box repeat family protein 1 0 0
01 | F4EO0T5 Anthranilate synthase alpha subumnit 1 1 1 0
02 | QoCeD2 Methylthioribose kinase 0 1 1
03 | Q9ZW13 Tropinone reductase homolog At2g29200 2 0 1
04 | ADAIPSBSRO | Heat shock protein 70 (Hsp 70) family protein 1 0 0
05 | Q09152 Farnesyl pyrophosphate synthase 1 0 1 1
06 | Q8W593 Probable lactoylglutathione lyase 1 0 2
07 | ASMSBO Glycine-rich RNA-binding protein 2 0 1 1
08 Plasma membrane-associated cation-binding

Q96262 protein 1 1
00 | ADAIPSBO3? | Tautomerase/MIF superfamily protein 1
100 Mitochondrial transcription termination factor

F4JE28 family protein 0 1 0
101 | Q94ITS Cyclase-like protein 2 1 0 0
102 | PODKI3 Tropinone reductase homolog Atlg07440 0 0 2
103 | QOSSAS Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase CYP38 0 0 1
104 | P93028 Ubiquitin-activating enzyme E1 1 1 0 0
105 | 004202 Eukarvotic translation initiation factor 3 subumnit F 1 2 0
106 | F4IPY2 Cysteine—FINA ligase 1 0 0
107 | QoxI27 305 ribosomal protein S9 1 2 1
108 | Q9MOGO Glutathione hydrolase 3 0 2 0
109 | QOLVO9 Protein BOBBER 1 0 0 2
110 | ADAIPEB894 | Carboxypeptidase 0 0 2
111 | Q9C5Z2 Eukarvotic translation initiation factor 3 subunit H 0 2 1
112 | QOWMNS5 Uncharacterized protein At3g49140 2 0 0
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Tableau S.21 Liste des protémes carbonylées identifiées dans au moins un réplicat
biologique des échantillons des plantes traitées avec ’ABA (Suite 3)

N | Protein ID Protein name Replicatel | Replicate? | Replicaie3
113 | Q9FHYS Protein HL.B1 0 2 0
114 | QOWM93 AAA-type ATPase fanuly protein 0 0 1
115 | FAIMI15 PfkB-like carbohydrate kinase fapuly protein 0 0 1
116 | P56801 308 ribosomal protemn S81 0 1 1
117 | Q93VKT AT5g14910/F2G14 30 1 2 1
118 Phosphonibosylammnoimidazole carboxylase

QB4TI2 like protein 0 1 0
119 | QBHOWD Protetn LOW PSII ACCUMULATION 3 1 0 0
120 Pleckstrin homology (PH) domamn

Q9CA21 superfamily protein 0 2 0
121 | Q9LZGT Glutathione S-transferase U27 1 1 0
122 | 022793 Multiple organellar RNA editing factor 2 1 1 0
123 | Q9M4B5 Probable prefoldin subunit 4 0 0 1
124 | AOAIPSBDF?2 | Importin subunit alpha 0 2 0
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