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Préambule 
 

La paroi primaire des plantes des dicotylédones vraies est constituée de microfibrilles 

de cellulose, de protéines et de polysaccharides complexes, représentés par les 

hémicelluloses et les pectines. Chez la plante modèle Arabidopsis thaliana, le xyloglucane 

(XyG) et le rhamnogalacturonane-I (RG-I) constituent les catégories majeures des 

hémicelluloses et des pectines respectivement. Avant d’être transportés vers la paroi, le XyG 

et le RG-I sont synthétisés au sein de l’appareil de Golgi, notamment via l’action d’enzymes 

d’interconversion des sucres et de glycosyltransférases, qui vont générer et assembler les 

différents sucres pour former les polysaccharides.  

L’objectif de ce projet de recherche a été d’effectuer la cartographie golgienne 

d’épitopes polysaccharidiques et de différentes enzymes impliquées dans la synthèse du XyG 

et du RG-I, ainsi que de rechercher l’existence de complexes enzymatiques, en utilisant les 

techniques de microscopie confocale à balayage laser, de microscopie électronique à 

transmission et d’immunocytochimie quantitative. 

Ce manuscrit s’organise en quatre chapitres : 

 Une introduction où les polysaccharides constitutifs de la paroi primaire des plantes 

eudicotylédones sont présentés, ainsi que les enzymes participant à la synthèse de deux 

polysaccharides majoritaires : le XyG et le RG-I. Dans une dernière partie, l’organisation 

structurale et fonctionnelle de l’appareil de Golgi (lieu de synthèse des polysaccharides 

complexes) sont décrites. 

 Un chapitre Matériel et Méthodes où le matériel végétal, les conditions expérimentales, 

ainsi que les techniques auxquelles j’ai été formée sont décrites en détail. 

 Les résultats obtenus au cours de mes travaux de thèse selon quatre parties : le 

développement méthodologique, la synthèse golgienne du XyG, la synthèse golgienne du 

RG-I et les travaux effectués dans le cadre d’une collaboration avec l’équipe du Dr Y. 

Sakuragi (Université de Copenhague, Danemark). Pour chaque partie, un résumé présente 

les résultats clefs, puis les résultats sont décrits en détail sous forme d’articles scientifiques 

(publiés ou soumis à publication). 

  Enfin, un dernier chapitre relatif aux discussions et conclusion reprend les données clefs 

de ces travaux et propose des hypothèses sur la synthèse golgienne du XyG et du RG-I. 
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PARTIE A : COMPOSITION DE LA PAROI PRIMAIRE VEGETALE CHEZ LES PLANTES 

EUDICOTYLEDONES 

 

I- Généralités 

Les cellules végétales sont caractérisées par la présence d’une matrice extracellulaire 

de structure moléculaire diverse et hétérogène, appelée paroi (Popper et al., 2011). Il existe 

une paroi primaire et secondaire constituées d’une grande variété de polysaccharides 

complexes, dont la composition et les propriétés structurales sont contrôlées dans l’espace 

et le temps, ainsi qu’aux niveaux tissulaire et cellulaire. Cette paroi est essentielle pour les 

plantes, puisqu’elle joue un rôle dans la croissance, la différenciation cellulaire, la 

communication intercellulaire, les mouvements d’eau et la défense (Cosgrove, 2005 ;Vicré et 

al., 2005 ; Moore et al., 2006).  

 
La paroi végétale a également un intérêt industriel important puisqu’elle représente 

la matière première nécessaire pour le textile, le papier, le bois de construction, les agents 

texturants, etc…. Plus récemment, l’industrie s’est aussi intéressée aux propriétés de la paroi 

végétale en tant que source de biocarburant (Jordan et al., 2012).  

 

Mon projet de recherche s’est principalement intéressé à la localisation subcellulaire 

d’enzymes participant à la synthèse de la paroi primaire de la plante modèle Arabidopsis 

thaliana. De plus, Nicotiana tabacum, autre modèle végétal très répandu, a été utilisé 

comme système d’expression de ces enzymes impliquées dans la synthèse des composés 

pariétaux. D’après la troisième version de la classification phylogénétique des angiospermes 

(figure 1), la plante Arabidopsis thaliana est issue de l’ordre des Brassicales qui fait partie de 

l’embranchement des Rosidées, tandis que Nicotiana tabacum est issu de l’ordre des 

Solanales qui fait partie de l’embranchement des Asteridées. Les Rosidées et les Astéridées 

font partie de l’embranchement du noyau des dicotylédones vraies ou « Core Eudicots », 

c’est pourquoi nous nous focaliserons dans cette introduction bibliographique, sur la 

présentation des caractéristiques pariétales de cet embranchement. 
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Figure 1 : Classification phylogénique des angiospermes (APG III). 

 

 

II- Organisation de la paroi primaire 

Au sein des parois primaires des plantes du noyau des dicotylédones vraies sont 

présents des microfibrilles de cellulose, des protéines et des polysaccharides non 

cellulosiques (également nommés polysaccharides complexes). Ces derniers sont définis par 

deux catégories : les hémicelluloses et les pectines. Les hémicelluloses regroupent le 

xyloglucane (hémicellulose majeure chez les dicotylédones vraies), les xylanes, les mannanes 

et les glucomannanes. Les pectines regroupent 4 classes majeures : les homogalacturonanes, 

les homogacturonanes substitués représentés par les xylogalacturonanes et le 

rhamnogalacturonane-II, et le rhamnogalacturonane-I. 
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L’organisation de ces différents composés pour former la paroi primaire végétale a 

donné lieu à plusieurs modèles. L’un des premiers modèles a initialement représenté cette 

paroi comme une grosse structure avec de nombreux liens covalents entre les microfibrilles 

de cellulose, les hémicelluloses et les pectines (figure 2A) (Keegstra et al., 1973). Vingt ans 

plus tard, Talbott et Ray (1992) ont proposé un modèle « multi-couches » (figure 2B), dans 

lequel la cellulose est intégrée dans des couches d’hémicelluloses et où les pectines 

remplissent les interstices. 

 
 

Figure 2 : Premiers modèles proposés pour l’organisation de la paroi primaire végétale. 
A-  Modèle « grosse structure » proposé par Keegstra et al., 1973   
B- Modèle « multi-couches » proposé par Talbott et Ray, 1992  

 

A cette même période, McCann & Roberts (1991) proposèrent un modèle nommé 

« réseau collant » (figure 3A), en insistant sur le rôle central de l’hémicellulose xyloglucane 

qui, via des liaisons non covalentes, permet d’attacher les microfibrilles de cellulose entre 

elles, tout en les séparant d’un espace de 20 à 40 nm. C’est ce modèle qui a été 
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communément admis ces dernières années. Toutefois, celui-ci a récemment été remis en 

cause. En effet, Park et Cosgrove (2012), ont proposé un nouveau modèle où le xyloglucane 

n’aurait plus un rôle central, mais serait un adhésif sur des zones limitées là où 2 

microfibrilles sont suffisamment proches pour le prendre en sandwich et former une sorte 

d’amalgame cellulose/xyloglucane (figure 3B).  

 

 

 

 

Figure 3 : Derniers modèles proposés pour la structure de la paroi primaire végétale. 
A- Modèle de  McCann & Roberts (1991) où le XyG joue un rôle central dans l’attachement des microfibrilles de 
cellulose entre elles.  
B- Modèle proposé par Park et Cosgrove (2012), où le XyG relie les microfibrilles de cellulose uniquement sur 
des zones où les deux molécules sont suffisamment proches. 
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III-La cellulose  

Les fibres de cellulose sont constituées de macrofibrilles, constituées à leur tour d’un 

assemblage de microfibrilles (figure 4A). Celles-ci sont formées de chaînes parallèles de 

β(1,4)-D-glucose, liées par des liaisons hydrogènes inter- et intramoléculaires, et par des 

forces de Van der Waals. 

La biosynthèse de la cellulose a lieu au niveau de la membrane plasmique (Brown, 

1996), grâce à des complexes protéiques formant des hexamères appelés « rosettes » (figure 

4B). Une rosette, dont le diamètre est d’environ 20 à 30 nm, est constituée de 6 complexes 

globulaires dans lesquels se trouvent des cellulose synthases, nommées CesA (Kimura et al., 

1999). Un complexe globulaire possèderait jusqu’à 6 protéines CesA, qui représentent les 

sous-unités catalytiques, permettant la synthèse simultanée de 36 chaînes de 

β(1,4)glucanes. 

 

 

Figure 4 : Structure et synthèse de la cellulose (Lerouxel et al., 2006). 
A - Représentation schématique d’une fibre de cellulose, composée de macrofibrilles, elles-mêmes constituées 
de microfibrilles formées à partir de chaînes glucanes. B- Structure d’une « rosette », constituée d’un hexamère  
de complexes globulaires CesA. Chaque complexe est lui-même formé par 6 sous-unités catalytiques (les 
protéines CesA) au sein de la membrane plasmique. (TMD, domaine transmembranaire ; UDP-Glc, uridine di-
phosphate glucose). 

 

Chez Arabidopsis, 10 gènes codant pour les protéines CesA ont été identifiés. Les 

protéines CesA1, -2, -3, -5, -6 et -9 sont impliquées dans la synthèse de la cellulose de la 
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paroi primaire, tandis que les protéines CesA4, -7 et -8 interviennent pendant la synthèse de 

la paroi secondaire (Endler et Persson, 2011). 

Plusieurs modèles concernant le déroulement de l’initiation, de l’élongation, et de la 

terminaison des chaînes β(1,4)-glucane au sein des complexes CesA ont été proposés, revus 

par Endler et Persson (2011), et sont résumés figure 5. Les complexes CesA, formant une 

structure en rosette avec un large domaine cytosolique, utilisent l’UDP-glucose (UDP-Glc) 

pour la polymérisation des chaînes. Celui-ci peut être synthétisé dans le cytosol par une 

sucrose synthase (SuSy) ou une UDP-glucose pyrophosphorylase (UGPase). Lorsque SuSy est 

attachée sous forme phosphorylée à la membrane plasmique, elle fournit l’UDP-Glc pour la 

production de chaîne β(1,4)-glucane. Cette protéine a également été décrite comme 

appartenant à un large complexe soluble associé au complexe CesA (Fujii et al., 2010). Ainsi, 

les invertases cytosoliques fourniraient le glucose dans les cellules non photosynthétiques 

(Barratt et al., 2009), alors que les steryl glycosides, tels que le sisterol-β-glucoside, 

pourraient agir comme primers pour initier la polymérisation de la cellulose (Peng et al., 

2002) et/ou pourraient créer un environnement membranaire favorable à la synthèse de la 

cellulose (Schrick et al., 2004).  

  

 
 
Figure 5 : Les différentes sources de glucose pour la synthèse de cellulose (Endler et Persson, 2011). 
Les enzymes SuSy et UGPase, mais également des invertases,  apportent l’UDP-Glc nécessaire à la synthèse de 
chaîne glucane via l’action des complexes CesA au sein de la membrane plasmique. La présence de steryl 
glycosides semble essentielle pour l’initiation de la synthèse des chaînes glucanes (CesA : cellulose synthase ; 
Fru, fructose ; Glc, glucose ; Suc, sucrose ; PM, membrane plasmique ; SuSy, sucrose synthase ; UGPase, UDP-
glucose pyrophosphorylase). 
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IV-Les hémicelluloses 

Les hémicelluloses sont définies comme des polysaccharides insolubles dans l’eau, 

mais que l’on peut extraire par une solution alcaline de 1M ou 4M de KOH. Elles sont 

également définies comme les polysaccharides pariétaux ayant une chaîne principale de 

résidus β-D-pyranosyl (glucose, xylose ou mannose)  liés en 1,4 ; où l’oxygène O-4 est en 

orientation équatoriale (figure 6) (Scheller et Ulvskov, 2010). 

. 

 

Figure 6 : Spécificité structurale et de liaison des hémicelluloses (Scheller et Ulvskov, 2010). 

 

Chez les plantes dicotylédones vraies,  les hémicelluloses sont très majoritairement 

représentées par le xyloglucane (XyG) qui représente 20 à 25% de la quantité de 

polysaccharides pariétaux, ainsi que la présence d’environ 5% de glucuronoarabinoxylanes 

(GAX) (Darvill et al., 1980 ; Zablackis et al., 1995 ;  Scheller et Ulvskov, 2010). Chez certains 

ordres, on détecte également de 3 à 5% de (gluco)mannanes (Eda et al., 1985 ; Sims et al., 

1997 ; Schröder et al., 2001). 

Les hémicelluloses jouent un rôle structural au niveau de la paroi primaire, et par 

conséquent régulent l’expansion cellulaire (Scheller et Ulvskov, 2010). Ce sont également 

des sources de molécules signal (McDougall et Fry, 1989) et des molécules de réserves au 

sein de la graine (Meier et Reid, 1982 ; Reid, 1985). 

 

IV-1- Le xyloglucane (XyG) 

Le xyloglucane est constitué d’une chaîne principale de β-D-(1,4)-glucose pouvant 

être substituée par des chaînes latérales contenant des sucres variés, dont l’identification 

repose sur l’utilisation d’une endoglucanase générant des fragments oligosaccharidiques 

analysés ensuite par spectrométrie de masse. Une nomenclature a été mise en place par Fry 

et al. en 1993, afin de nommer et d’identifier facilement ces fragments oligosaccharidiques 
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définissant les chaînes latérales. Ainsi, une lettre a été attribuée à chaque résidu β(1,4)-D-

glucose de la chaîne principale qui est lié à une chaîne latérale. Cette lettre désigne les 

substituants constituant la chaîne latérale, à partir du sucre terminal de cette dernière. La 

lettre G est utilisée dans le cas où le glucose n’est pas substitué. Cette nomenclature est 

présentée figure 7. 

 

Figure 7 : Nomenclature des chaînes du xyloglucane (Fry et al., 1993). 

 

Après plusieurs études, il a été montré qu’il existe deux grands types de  xyloglucane 

nommés XXXG ou XXGG (Vincken et al., 1997). Le type XXXG possède 3 résidus glucose 

consécutifs substitués par un xylose et un dernier non substitué, tandis que le type XXGG 

possède 2 résidus glucose consécutifs substitués par un xylose et deux non substitués.  

Le traitement à l’endoglucanase des XyG de type XXXG génère des oligosaccharides 

qui ont été très bien définis. Par exemple, les études effectuées sur les Rosidées telles que  

les suspensions cellulaires d’Arabidopsis thaliana (Ordre des Brassicales) (Pauly et al., 2001) 

ou les suspensions cellulaires de sycamore Acer pseudoplatanus (Ordre des Sapindales) 

(Hisamatsu et al., 1992) ont montré que les chaînes latérales sont principalement 

constituées de résidus xylose, xylose-galactose et xylose-galactose-fucose, pour donner des 

structures de type XXFG, XXXG et XLFG (figure 8). Ces structures peuvent être partiellement 

acétylées sur le carbone 6 du galactose. 

 

 

Figure 8 : Structures typiques des fragments de xyloglucane retrouvées chez les Brassicales.   
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(Complex Carbohydrate Research Center, http://www.ccrc.uga.edu/~mao/xyloglc/Xtext.htm#xyloglucan)  

L’étude des XyG de type XXGG, s’est avérée un peu plus complexe de par la présence 

de groupement O-acétyl sur les glucoses de la chaîne principale, empêchant ainsi l’action de 

l’endoglucanase. Cependant, les études effectuées sur les Astéridées Solanales, telles que les 

suspensions cellulaires de tabac Nicotiana tabacum (Eda et al., 1983 ; York et al., 1996) et 

Nicotiana plumbaginifolia  (Sims et al., 1996) ou bien les suspensions cellulaires de tomate 

Lycopersicon esculentum (Jia et al., 2003), puis sur d’autres représentants des Astéridées 

(Hoffman et al., 2005) ont montré que les chaînes latérales sont principalement constituées 

de résidus xylose, xylose-arabinose, xylose-galactose ou xylose-arabinose-arabinose, pour 

donner des structures de type XSGG, LSGG et XTGG (figure 9). Ces structures peuvent être 

acétylées sur le carbone 5 de l’arabinose et sur le carbone 6 d’un glucose non substitué. 

 

 

Figure 9 : Structures typiques des fragments de xyloglucane retrouvés chez les Solanales . 
(Complex Carbohydrate Research Center, http://www.ccrc.uga.edu/~mao/xyloglc/Xtext.htm#xyloglucan) 

 

Le XyG est étroitement associé aux microfibrilles de cellulose grâce à leur homologie 

conformationnelle, ce qui lui permet de contrôler leur relachement ou leur resserrement. 

Cette interaction assure le maintien de l’intégrité cellulaire  durant les processus de 

croissance et de différenciation (Scheller et Ulvskov, 2010 ; Hayashi et Kaida, 2011). 

 

IV-2- Les glucuronoarabinoxylanes (GAX) 

Des études menées sur des suspensions cellulaires de sycamore Acer pseudoplatanus 

(Darvill et al., 1980) et des feuilles d’Arabidopsis (Zablackis et al., 1995), ont révélé que les 

glucuronoarabinoxylanes (GAX) sont composés d’une chaîne principale de β-D-(1,4)-xylose , 

substitués par des chaînes latérales neutres ou acides (Figure 10).  

Les chaînes neutres sont constituées de résidus arabinose et/ou xylose, tandis que les 

chaînes acides sont terminées par des résidus d’acide glucuronique ou de 4-O-méthyl acide 

http://www.ccrc.uga.edu/~mao/xyloglc/Xtext.htm#xyloglucan
http://www.ccrc.uga.edu/~mao/xyloglc/Xtext.htm#xyloglucan
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glucuronique. Les résidus xylose de la chaîne principale peuvent être O-acétylés et les 

résidus arabinose des chaînes latérales peuvent être estérifiés par de l’acide férulique. 

 

 

Figure 10 : Structure des glucuronoarabinoxylanes. 
(Complex Carbohydrate Research Center, http://www.ccrc.uga.edu/~mao/wallmab/Hemicel/hemi.htm) 

 
 

IV-3-Les polysaccharides mannanes  

Les mannanes regroupent différents types de polysaccharides : les mannanes, 

polymères de résidus mannose liés en β(1,4), et les glucomannannes qui contiennent une 

chaîne principale de résidus glucose et mannose liés en β(1,4). Les résidus mannose ou 

glucomannane peuvent être substitués avec un résidu galactose lié en α(1,6), on les nomme 

alors galactomannanes ou galactoglucomannanes. Les mannanes et glucomananes sont 

parfois acétylés (Scheller et Ulskov, 2010).  

Chez Arabidopsis thaliana, il n’a pas été détecté de mannanes dans la paroi primaire 

(Zablackis et al ; 1995), et il ne semble pas qu’il y ait d’étude montrant la présence de ce type 

de polysaccharide dans la paroi primaire des Rosidées. Cependant, chez les Astéridées telles 

que le tabac Nicotiana tabacum (Eda et al., 1985), Nicotiana plumbaginifolia (Sims et al., 

1997) ou le kiwi Actinidia deliciosa (Schröder et al., 2001), on trouve des 

galactoglucomannanes constitués d’une chaîne principale de résidus D-glucopyranose et D-

mannopyranose  liés en β(1,4), avec une majorité de mannoses substitués en O-6 par un ou 

deux résidus β-D-galactopyrannosyl (figure 11).  

 

 

Figure 11 : Galactoglucomannanes présents chez Nicotiana tabacum (Eda et al., 1985). 

http://www.ccrc.uga.edu/~mao/wallmab/Hemicel/hemi.htm
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Chez Nicotiana tabacum, la présence d’arabinoglucuromannanes  (Mori et Kato, 

1981) constitués d’une chaîne principale d’acide D-glucopyranosyluronique et de D-

mannopyranose, substitué en O-3 par un résidu α-L-arabinofuranose a également été mis en 

évidence (figure 12).  

 

Figure 12 : Arabinoglucuronomannanes présents chez Nicotiana tabacum (Mori et Kato, 1981) . 

 

 

V- Les pectines 

Les pectines sont définies comme des polysaccharides facilement extractibles avec un 

acide à chaud ou des chélateurs, et contenant une grande proportion de résidus d’acide 

galacturonique. Chez les plantes « Core Eudicots »,  les pectines constituant la paroi primaire 

sont représentées par les homogalacturonanes, les homogalacturonanes substitués : le 

xylogalacturonne et le rhamnogalacturonane-II, et le rhamnogalacturonane-I. 

Les pectines sont structurellement complexes et très hétérogènes, elles jouent un 

rôle clef dans le contrôle de l’architecture pariétale (porosité, adhésion,…). Elles jouent 

également un rôle dans la défense des plantes, car elles servent de cibles primaires lors 

d’attaques microbiennes et peuvent servir d’éliciteurs (Cosgrove, 2005 ; Caffall et Mohnen, 

2009). 

 

V-1-Les homogalacturonanes  

Les homogalacturonanes (HG) consistent en une chaîne linéaire de résidus d’acide 

galacturonique liés en α(1,4), avec un degré de polymérisation typique de 100/150, pouvant 

être méthylée et/ou acétylée (figure 13) (Caffall et Mohnen, 2009 ; Wolf et al., 2009).  

 

 

Figure 13 : Structure des homogalacturonanes (Scheller et al., 2007) 
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Les HG semblent représenter la chaîne principale des pectines (Coenen et al., 2007), 

même s’il a également été suggéré que les HG seraient une chaîne latérale du 

rhamnogalacturonane-I (Vincken et al., 2003). Les blocs d’HG non estérifiés peuvent être liés 

par des ponts calciques (figure 14), pour former des chaînes d’HG fortement compactées, 

appelé modèle en « boîte à œufs », participant ainsi à la rigidité de la paroi. Le degré de 

méthyl estérification des HG influe directement sur leur affinité pour les ions calcium, et 

donc également sur la formation d’un gel pectique essentiel pour l’adhésion (Jarvis, 1984 ; 

Orfila et al., 2001 ; Caffall et Mohnen, 2009).   

 
 

Figure 14: Association des chaînes HG via des ponts calciques : modèle en « boîtes à œufs ».  
(Caffall et Mohnen, 2009) 

 

V-2- Les xylogalacturonanes  

Les xylogalacturonanes (XGA) sont constitués d’une chaîne de résidus d’acide 

galacturonique liés en α(1,4), pouvant être acétylés et méthylés, et substitués en O-3 avec 

un β-D-xylose terminal (figure 15) ou de courtes chaînes de xylanes. 

 
Figure 15 : Structure des xylogalacturonanes (Scheller et al., 2007) 

 
Les courtes chaînes de xylanes peuvent varier dans leur type de liaison. Chez les 

Rosidées, les chaînes de xylanes ont des liaisons β(1,4) pour la pomme (Oechslin et al., 

2003), β(1,4) et β(1,2) pour le soja (Nakamura et al., 2002), β(1,2) et β(1,3) pour le pois 

(LeGoff et al., 2001). Chez les Astéridées, les liaisons sont de type β(1,4) comme pour la 

pomme de terre (Zandleven et al., 2006). 
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V-3-Le rhamnogalacturonane-II  

Le rhamnogalacturonane-II (RG-II) (figure 16) est le polysaccharide pectique le plus 

complexe d’un point de vue structural, puisqu’il est constitué d’au moins une douzaine de 

monosaccharides différents et de plus d’une vingtaine de liaisons (Ridley et al., 2001).  

 

Figure 16: Structure du Rhamnogalacturonane-II. 
(Complex Carbohydrate Research Center, http://www.ccrc.uga.edu/~mao/rg2/intro.htm#rhamnogalacturonan 
II) 

Sa chaîne principale est constituée d’au moins 8 résidus α-D-(1,4)-GalA sur lesquels 

sont substituées 4 chaînes latérales, notées A, B, C et D. Les chaînes A et B sont liées en C-2 

du résidu acide galacturonique (GalA) de la chaîne principale, tandis que les chaînes C et D 

sont substituées en C-3 (O’Neill et al., 2004). Les chaînes A et B sont constituées de 8 à 10 

monosaccharides et attachées via un résidu β-D-apiose en O-2. La chaîne B possède 

également un résidu D-galactosyl (D-Gal). Les chaînes C et D sont des chaînes courtes 

constituées par un disaccharide. La chaîne C est formée par un résidu rhamnose et un résidu 

acide 2-céto-3-déoxy-D-manno-octulosonique (Kdo), tandis que la chaîne D est constituée 

d’un résidu acide 2-céto-3-déoxy-D-lyxo-heptulosarique (Dha) et d’un résidu arabinose 

(O’Neill et al., 2004).  

Le RG-II joue un rôle essentiel dans la régulation de la porosité et des propriétés 

mécaniques de la paroi primaire (Ishii et al., 2001), car il existe sous forme d’un dimère lié 

par des di-esters de borate (Matoh et al., 1993; Kobayashi et al., 1996; Ishii et Matsunaga, 

1996; O’Neill et al., 1996). Chez Arabidopsis, des mutations portant sur la synthèse ou la 

http://www.ccrc.uga.edu/~mao/rg2/intro.htm#rhamnogalacturonan II
http://www.ccrc.uga.edu/~mao/rg2/intro.htm#rhamnogalacturonan II
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dimérisation du RG-II entrainent des altérations majeures de la croissance et du 

développement des plantes (O’Neill et al., 2001; Reuhs et al., 2004, Voxeur et al., 2011). 

 

V-4- Le rhamnogalacturonane-I   

 
Le rhamnogalacturonane-I (RG-I) représente 20 à 35% des pectines, et il est le plus 

variable d’un point de vue structural, dû à la variabilité des chaînes latérales. Sa chaîne 

principale est constituée du disaccharide [-4-α-D-GalA-(1,2)-α-L-Rha-(1-)]n. De 20 à 80% des 

résidus rhamnose sont substitués par des chaînes latérales dont la composition et la 

longueur varient en fonction de l’espèce et du stade de développement (Albersheim, 1996). 

Ces chaînes latérales sont majoritairement constituées de galactanes, d’arabinanes et 

d’arabinogalactanes (McNeil et al., 1982, Vincken et al., 2003; Mohnen, 2008).  

Les galactanes sont principalement des chaînes linéaires de β(1,4)-D-galactopyranose 

(Galp) (Figure 17B et 17C). Les arabinanes sont des chaînes de α(1,5)-L-arabinofuranose 

(Araf) linéaires ou substituées en O-3 et parfois en O-2 (Figure 17A, 17D et 17E). Les chaînes 

arabinanes ou galactanes sont souvent substituées par des esters phénoliques terminaux 

permettant la liaison avec d’autres polymères (Ralet et al., 2005). 

  

 

Figure 17 : Structures des chaînes arabinanes et galactanes rencontrées  dans le RG-I (Adapté de Mohnen,  
2008) 
B,C : exemples de chaînes galactanes, A,D,E : exemples de chaînes arabinanes. 
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Plusieurs types de chaînes arabinogalactanes ont été identifiés. Les 

arabinogalactanes de type I (Figure 18F et 18G) consistent en une chaîne de β(1,4) 

galactanes avec des résidus arabinose branchés en O-3 ou d’autres sucres tels que le fucose 

et l’acide glucuronique  (Ridley et al., 2001; Nakamura et al., 2002; Øbro et al., 2004).  

Les arabinogalactanes de type II (Figure 18H) consistent en une chaîne de β(1,3) 

galactanes substituée par de courtes chaînes β(1,6) galactanes, elles-mêmes branchées par 

des résidus arabinose, rhamnose, et acide glucuronique. Ce type de chaîne est typique de la 

composition glycannique des arabinogalactanes protéines (AGPs), et le débat reste encore 

ouvert pour savoir si les chaînes identifiées dans les fractions enrichies en RG-I sont 

effectivement liées à ce polysaccharide ou bien si elles proviennent d’une co-extraction des 

AGPs (Mohnen, 2008; Verhoef et al., 2009).  

Un autre type de chaîne arabinogalactane a été identifié chez les Rosidées telles que 

la pomme (Schols et al., 1990) ou le soja (Huisman et al., 2001). Elle consiste en un résidu 

galactose ou une courte chaîne de galactane liée en β(1,3), branchée à une chaîne 

d’arabinanes liés en α(1,5) et substitués en -2 ou en -3 (figure 18I). 

 
 
Figure 18 : Structures des chaînes arabinogalactanes rencontrées  dans le RG-I (Adapté de Mohnen,  2008) 
F,G : exemples de chaînes arabinogalactane de type I ; H : exemple de chaîne arabinogalactane de type II ; I : 
autre type de chaîne arabinogalactane. 
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Les chaînes latérales du RG-I influencent les propriétés mécaniques de la paroi car 

elles diminuent la capacité des molécules pectiques à créer un réseau pour former un gel 

stable (Hwang et Kokini, 1991). Les chaînes latérales jouent également un rôle important 

dans l’adhésion cellulaire (Orfila et al., 2001) et dans l’ouverture et la fermeture des 

stomates, grâce à l’action des chaînes arabinanes qui maintiendraient la flexibilité en 

prévenant l’association des homogalacturonanes (Jones et al., 2003).  

De plus, il a été montré que la structure et la distribution tissulaire des chaînes riches 

en arabinanes ou galactanes sont régulées durant la croissance cellulaire et le 

développement chez de nombreuses espèces (voir les revues Willats et al., 2001 ; Scheller et 

al., 2007 ; Harholt et al., 2010).  
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PARTIE B : LES ENZYMES IMPLIQUEES DANS LA SYNTHESE DU XYLOGLUCANE ET 

DU RHAMNOGALACTURONANE-I 

I- Généralités 

Chez les plantes, environ 10% de leurs gènes sont dédiés à la biosynthèse et au 

remodelage de la paroi végétale (Arabidopsis genome initiative, 2000; Tuskan et al., 2006). 

Comme décrit précédemment, les polysaccharides pariétaux non cellulosiques sont des 

structures complexes constituées d’au moins 14 monosaccharides différents et d’une grande 

variété de liaisons glycosidiques (Scheible et Pauly, 2004). Afin d’assembler ces différents 

polysaccharides non cellulosiques, dont la synthèse a lieu au sein de l’appareil de Golgi, 

l’action de différents types d’enzymes et de transporteurs est nécessaire.   

Dans un premier temps, les monosaccharides sont générés majoritairement dans le 

cytosol sous forme de nucléotide-sucres, puis ils sont amenés dans la lumière des saccules 

golgiennes grâce à l’action de transporteurs de nucléotides-sucres, avant d’être pris en 

charge par des glycosyltransférases golgiennes (dont le site catalytique est luminal) 

spécifiques d’un nucléotide-sucre et d’un type de liaison, afin de les assembler pour générer 

les différents types de polysaccharides.  

 

 
Figure 19 : Schéma représentant la prise en charge des UDP-sucres au cours de la synthèse golgienne des 
polysaccharides complexes . 
Les monosaccharides sont générés majoritairement dans le cytosol sous forme de nucléotide-sucres par des 
enzymes d’interconversion d’UDP-sucre (NIE), puis ils sont amenés dans la lumière des saccules golgiennes via 
l’action de transporteurs de nucléotides-sucres (NST), avant d’être pris en charge par des glycosyltransférases 
golgiennes (GT) dont le site catalytique est luminal, afin de les assembler pour générer des polysaccharides. 
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II- Les enzymes d’interconversion des nucléotides-sucres 

Les différents monosaccharides sont générés sous forme de nucléotides-sucre par 

une conversion séquentielle de l’UDP-glucose,  grâce à l’action d’enzymes d’interconversion 

comprenant des épimérases, des décarboxylases, des déshydratases, des réductases et des 

mutases (Figure 20). 

 

Figure 20 : Interconversion des UDP-sucres via l’action des différentes enzymes d’interconversion (Yin et al., 
2011). 
(GER : GDP-4-keto-6-désoxy-D-mannose-3,5-épimérase-4-réductase, GMD : GDP-D-mannose-4,6-déhydratase, 
GME : GDP-D-mannose-3,5-épimérase, RHM : UDP-L-rhamnose synthase, NRS/ER : nucléotide-rhamnose 
synthase/épimérase-réductase, UGE : UDP-glucose-4-épimérase, UGlcAE : GDP-4-céto-6-désoxy-D-mannose-
3,5-épimérase-4-réductase, UAXS : UDP-D-apiose/UDP-D-xylose synthase, UXE : UDP-xylose-4-épimérase, UXS : 
UDP-D-xylose synthase) 

 

II-1- La production de l’UDP- D-xylose 

Harper et Bar-Peled (2002) ont identifié cinq UDP-xylose synthases (UXS) chez 

Arabidopsis thaliana, par comparaison avec celle identifiée chez Cryptococcus neoformans, 

qu’ils ont nommées AtUXS. D’après les analyses in silico, AtUXS3 et -5 seraient solubles, 

tandis que AtUXS1, -2 et -4 seraient transmembranaires de type II.  

Leur activité UDP-acide glucuronique décarboxylase, pour convertir l’UDP-GlcA en 

UDP-Xyl, a été démontrée chez Escherichia coli par expression hétérologue. En 2005, 

Pattathil et al., ont démontré qu’AtUXS2 était effectivement une protéine transmembranaire 

de type II de localisation golgienne et qu’AtUXS3 était cytosolique. 

 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Cryptococcus_neoformans
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II-2- La production de l’UDP- D-galactose 

La première UDP-glucose-4-épimérase (UGE), qui convertit l’UDP-Glc en UDP-Gal, a 

été identifiée chez  Arabidopsis thaliana, par comparaison de séquences avec les UDP-

glucose épimérases identifiées chez les bactéries, le rat et les champignons (Dörmann et 

Benning, 1996). Son activité épimérase a été démontrée par expression hétérologue chez 

Saccharomyces cerevisiae et Escherichia coli.  

Par la suite, un groupe de 5 isoformes a été défini par homologie de la séquence 

d’AtUGE1 (Seifert, 2004) et les caractéristiques de chacune ont été étudiées (Barber et al., 

2006). Il est ressorti des différences au niveau de leurs propriétés enzymatiques, de la 

régulation de leur transcrit et de leur localisation subcellulaire. AtUGE2, -4, et -5 auraient 

plutôt tendance à convertir l’UDP-Glc en UDP-Gal, tandis qu’AtUGE1 et -3 feraient la 

réaction inverse. La localisation subcellulaire d’AtUGE1, -2 et -4 a montré une localisation 

uniquement cytosolique, excepté pour AtUGE4 qui semble pouvoir être aussi associée aux 

membranes golgiennes. 

Rösti et al. (2007) ont montré qu’AtUGE4 influence la croissance racinaire et la 

quantité de galactose au sein de la paroi, en agissant de façon synergique avec AtUGE2, et 

de façon moindre avec AtUGE1 et -5. Cependant, AtUGE4 influence à elle seule la 

galactosylation du XyG au niveau racinaire. AtUGE3, avec l’aide d’AtUGE2, est spécialisée 

dans le développement du pollen. Enfin, AtUGE5 pourrait agir en situation de stress, car son 

niveau de transcription varie en fonction de la température et du niveau d’acide abscissique 

et des teneurs en sel. De plus, les auteurs ont émis l’hypothèse qu’AtUGE5 pourrait apporter 

de l’UDP-Gal pour la synthèse de galactinol, qui serait un osmoprotectant pour la tolérance à 

la sécheresse. 

 

II-3- Production du GDP-L- fucose 

La synthèse du GDP-L-fucose (ou 6-désoxy-L-galactose) à partir du GDP-D-mannose 

nécessite 3 types de réactions séquentielles : une 4,6-déshydratation, une 3,5-épimérisation 

et une 4-réduction.  

Bonin et al. (1997) ont isolé chez Arabidopsis deux séquences d’ADNC d’intérêt, en 

utilisant un EST (Expressed Sequence Tag) ayant une forte similarité de séquence avec des 

séquences codant des GDP-D-mannose-4,6-déshydratases bactériennes. Ces gènes ont été 

nommés GMD1 and GMD2 (guanosine-diphospho-D-mannose-4,6-déshydratase). Il s’est 
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avéré que GMD2 était en fait un ADNc dérivé du gène MUR1. Le mutant chimique 

Arabidopsis mur1 est un mutant nain, qui est justement déficient en GDP-L-fucose (Reiter et 

al., 1993). L’activité GDP-D-mannose-4,6-déshydratase de la protéine soluble et cytosolique 

AtGMD2/MUR1 par expression hétérologue dans E.coli et par complémentation du mutant 

mur1 a ensuite été démontrée.  

La protéine AtGMD2/MUR1 est exprimée partout dans la plante, alors que la 

protéine AtGMD1 est exprimée principalement dans la pointe de la racine. L’expression 

différentielle des deux isoformes AtGMD1 et -2 montre que la synthèse du GDP-L-fucose est 

contrôlée de façon cellule spécifique  (Bonin et al., 2003).  

Ce même laboratoire a également identifié chez Arabidopsis l’enzyme responsable 

des 2 autres réactions, une 3,5-épimérase-4-réductase, nommée AtGER1/FX, ainsi que la 

présence d’un homologue potentiel d’AtGER1/FX, nommé AtGER2. Ainsi, ils ont pu convertir 

du GDP-mannose en GDP-fucose in vitro en coexprimant AtGER1/FX et AtGMD2/MUR1 dans 

E.coli, démontrant ainsi leur activité (Bonin et Reiter, 2000).  

 

II-4- Production de l’UDP-D-acide galacturonique 

Une UDP-D-acide glucuronique-4-épimérase (UGlcAE, ou GAE pour Glucuronic Acid 

Epimerase) catalyse l’épimérisation de l’UDP-α-D-acide glucuronique (UDP-GlcA) en l’UDP-α-

D-acide galacturonique (UDP-GalA). Par comparaison de séquence avec une UDP-D-acide 

glucuronique-4-épimérase bactérienne,  le gène codant pour AtUGlcAE1/GAE4 a été identifié 

chez Arabidopsis et l’activité de l’enzyme a été démontrée par expression hétérologue de la 

protéine (délétée de son domaine transmembranaire) chez E.coli (Gu et Bar-Peled, 2004). 

Les auteurs ont montré que l’activité d’AtUGlcAE1 n’était pas inhibée par l'UDP-Glc, l’UDP-

Gal, mais qu’elle était inhibée par l'UDP-Xyl et l’UDP-Ara, suggérant un rôle de ces 

nucléotides-sucres dans la régulation de la synthèse des pectines. 

Le gène AtUGlcAE1 fait partie d’une famille de gènes déshydrogénases/réductases 

composée de 6 isoformes, dont tous les membres codent pour des protéines putatives 

transmembranaires de type II. En 2004, Usadel et al. (a) ont identifié, cloné et caractérisé la 

protéine AtUGlcAE2/GAE6 chez Arabidopsis, et la même année la protéine AtUGlcAE3/GAE1 

a été caractérisée par MØlhØj et Reiter. L’activité de ces deux protéines a été démontrée in 

vitro chez Pichia pastoris.  
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L’analyse de l’expression des différentes isoformes montre qu’AtUGlcAE3/GAE1 est 

fortement exprimée dans tous les tissus (MØlhØj et Reiter, 2004). Toutes les isoformes sont 

exprimées au cours du développement du pollen et leur expression au niveau racinaire est 

différentielle. En effet, AtUGlcAE3/GAE1 et AtGAE2 sont exprimées dans toute la racine, 

alors que AtGAE3 et AtUGlcAE2/GAE6 sont exprimées uniquement dans la zone pilifère et 

AtUGlcAE1/GAE4 à la pointe racinaire (Usadel et al., 2004a). 

 

II-5- Production de l’UDP-L- rhamnose 

La première UDP-L-rhamnose synthase (RHM) a été identifiée chez Arabidopsis grâce 

au mutant mum4 (mucilage modified 4) qui a une quantité réduite de rhamnose et d’acide 

galacturonique dans le mucilage des graines (Western et al., 2004 ; Usadel et al., 2004b). La 

protéine AtMUM4 est exprimée de façon ubiquitaire et code certainement pour une UDP-L-

rhamnose synthase requise pour la synthèse du RG-I, puisque c’est le composant majoritaire 

du mucilage des graines d’Arabidopsis. MUM4 est un membre d’une famille de gènes décrite 

in silico par Reiter et Vanzin en 2001, et constituée de 3 membres AtRHM1, AtRHM2/MUM4 

et AtRHM3.  

La deuxième UDP-L-rhamnose synthase a été identifiée via l’étude d’un mutant 

suppresseur, le mutant rol1 (repressor of lrx1) (Diet et al., 2006). A partir d’un mutant 

chimique lrx1 (LRR-extensin1) présentant des poils racinaires morphologiquement aberrants, 

un screening a été effectué pour identifier les gènes liés à l’expression de lrx1 au cours du 

développement, et le mutant rol1 a été identifié. ROL1 est allélique à AtRHM1, et les 

mutations sur le gène AtRHM1/ROL1 modifient la structure du RG-I et RG-II. Il a été montré 

que AtRHM1 est une protéine cytosolique fortement exprimée dans les racines et les 

cotylédons de plantules (Wang et al., 2009), et que sa surexpression chez Arabidopsis 

entraîne une augmentation de 40% de rhamnose dans les feuilles, et que ce surplus est 

utilisé pour la synthèse de RG-I et/ou RG-II.  

Oka et al. (2007) ont démontré que les 3 isoformes avaient une activité 

cytoplasmique UDP-D-glucose 4,6-déshydratase, UDP-4-céto-6-désoxy-D-glucose-3,5-

épimérase et UDP-4-céto-L-rhamnose 4-céto-réductase lorsqu’elles étaient exprimées chez 

Saccharomyces cerevisiae, pour former de l’UDP-L-rhamnose à partir de l’UDP-glucose. Lors 

de cette étude, il a été montré que la partie N-terminale de AtRHM2/MUM4 ayant l’activité 
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UDP-D-glucose-4,6-déshydratase était fortement inhibée par l’UDP-L-rhamnose, UDP-D-

xylose et l’UDP, mais pas par les autres nucléotides-sucres.  

 

II-6- Production de l’UDP-L-arabinose 

 

II-6-1- Les UDP-D-xylose 4-épimerases 

En 1999, Burget et Reiter ont étudié chez Arabidopsis le mutant chimique mur4, qui 

présente une réduction de 50% du monosaccharide L-arabinose dans la plupart des organes. 

De façon plus fine, une réduction de moitié des teneurs en L-arabinose dans les fractions 

pectines, xylanes et xyloglucane est observée chez le mutant mur4, ainsi qu’une plus grande 

mobilité électrophorétique des arabinogalactanes protéines traduisant une modification de 

charge et/ou de masse. Le mutant mur4 présente une déficience dans la conversion de 

l’UDP-D-xylose en UDP-L-arabinose. La protéine AtMUR4 (Burget et al., 2003) a ensuite été 

caractérisée et son activité  UDP-D-xylose 4-épimerase démontrée après expression chez 

Pichia pastoris. AtMUR4 est une protéine transmembranaire de type II, localisée au niveau 

de l’appareil de Golgi, ayant ainsi son activité épimérase dans la lumière des saccules 

golgiennes. Trois autres isoformes d’AtMUR4 existent chez Arabidopsis.  

En 2004, Seifert a normalisé leur dénomination en les appelant UXE (pour UDP-D-

xylose 4-épimerase), pour donner AtUXE1/MUR4, AtUXE2, -3 et -4. Le gène AtUXE1/MUR4 

est allélique au gène AtHSR8, isolé chez le mutant  high sugar response 8  (Li et al., 2007) et 

le gène AtUXE3 est allélique au gène AtMEE25, identifié lors de l’identification de gènes 

requis pour le développement gamétophyte femelle (Pagnussat et al., 2004). 

 

II-6-2- Les UDP-arabinose mutases 

Les épimérases précitées génèrent de l’UDP-L-arabinopyranose, or in planta les 

pectines contiennent du L-arabinofuranose transféré par des arabinosyltransférases. L’action 

intermédiaire d’UDP-arabinose mutases (UAM) convertissant l’UDP-arabinopyranose en 

UDP-arabinofuranose est donc nécessaire.  

La première UDP-arabinose mutase a été caractérisée chez le riz (Konishi et al., 

2007b), et il a été montré qu’elle partageait plus de 80% d’identité avec une famille de 5 

protéines chez Arabidopsis nommées RGPs, pour Reversibly Glycosylated Polypeptides, 

capables de s’autoglycosyler.  
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Une première étude de la localisation de ces protéines exprimées de façon transitoire 

chez N.tabacum a montré que AtRGP1 à 4 étaient des protéines solubles délivrées au 

plasmodesme via l’appareil de Golgi (Sagi et al., 2005). Cependant, lorsque ces protéines ont 

été exprimées chez Arabidopsis soit dans le tube pollinique (Drakakaki et al., 2006) ou dans 

la plante entière (Rautengarten et al., 2011), il a été montré que AtRGP1, -2 et -5 étaient des 

protéines cytosoliques, avec AtRGP1 et -2 également associées aux vésicules golgiennes.  

Les différentes études d’activité tendent à montrer que AtRGP1, -2 et -3, qui forment 

les RGPs de classe 1, ont une activité UDP-arabinose mutase ; contrairement à AtRGP4 et -5 

qui forment les RGPs de classe 2 (Delgado et al., 1998 ; Konishi et al., 2007a ; Rautengarten 

et al., 2011). Rautengarten et al., (2011) ont montré que les transcrits d’AtRGP1, -2 et -5 

étaient détectés dans tous les tissus, avec une plus forte présence au niveau des fleurs, des 

graines et des siliques en développement. Les transcrits d’AtRGP3 et -4 sont quasiment 

uniquement retrouvés dans les siliques.  

 

III- Les transporteurs des nucléotides-sucre 

Une fois les différents nucléotides-sucre synthétisés dans le cytosol, ils vont être 

transportés jusque dans la lumière des saccules golgiennes via des transporteurs de 

nucléotides-sucre (NST), qui sont des protéines golgiennes ayant 6 à 10 domaines 

transmembranaires (Reyes et Orellana, 2008). Peu de NST pouvant participer à la synthèse 

des polysaccharides complexes, et plus particulièrement du XyG ou du RG-I, ont été 

identifiés chez Arabidopsis. Actuellement, seuls des NSTs pouvant transporter l’UDP-glucose 

et /ou l’UDP-galactose ont été identifiés et leur activité démontrée : AtUTr1 (Norambuena et 

al., 2002) et AtUTr7 (Handford et al., 2012) transportent l’UDP-glucose et l’UDP-galactose ; 

tandis qu’AtUTr2 (Norambuena et al., 2005), UDP-GalT1 et -2 (Bakker et al., 2005) et AtNST-

KT1 (Rollwitz et al., 2006) transportent uniquement l’UDP-galactose. 

L’identité de NSTs transportant l’UDP-xylose ou le GDP-fucose nécessaires à la 

synthèse du xyloglucane, ou bien l’UDP-acide galacturonique, l’UDP-rhamnose et l’UDP-

arabinose nécessaires à la synthèse du RG-I n’est pas encore connue. Cependant, tous ces 

transporteurs ne sont peut-être pas nécessaires, car plusieurs enzymes d’interconversion de 

nucléotides-sucre sont des protéines transmembranaires de type II également présentes 

dans les saccules golgiennes, avec une activité luminale.  
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Par exemple, le transport d’UDP-acide glucuronique au sein des saccules golgiennes 

pourrait fournir un substrat pour la synthèse d’UDP-acide galacturonique, d’UDP-xylose et 

d’UDP-arabinose au sein des saccules. En effet, toutes les UDP-acide glucuronique 4-

épimérases (AtGAE) identifiées  sont de type II, donc semblent générer de l’UDP-acide 

galacturonique uniquement au sein des saccules golgiennes. Certaines UDP-xylose synthases 

sont également de type II (AtUXS1, -2 et -4) et peuvent générer de l’UDP-xylose à partir de 

l’UDP-acide glucuronique. Enfin, l’UDP-arabinose peut  être généré à partir de l’UDP-xylose, 

grâce à une UDP-xylose 4-épimérase dont une, nommée AtUXE1/MUR4 est de type II (Figure 

21). 

 

 
 

Figure 21 : Vue générale des transporteurs d’UDP-sucres pouvant exister (adapté de Reboul et al., 2011) 
GAE : UDP-D-acide glucuronique-4-épimérase ; GMD/GER GDP-D-mannose 4,6-déshydratase/ 3,5-épimérase-4-
réductase; RHM : UDP-L-rhamnose synthase; UGD : UDP-D-glucose déshydrogénase ; UGE:UDP-D-glucose 4-
épimérase ; UXE : UDP-D-xylose-4-épimérase ; UXS : UDP-D-xylose synthase 
GDP-D-Man : Guanidine-diphosphate-D-mannose; GDP-L-Fuc : Guanidine-diphosphate-L-fucose; UDP-D-
Gal :uridine diphosphate-D-galactose; UDP-D-Glc : uridine diphosphate-D-glucose; UDP-D-GlcA : uridine 
diphosphate-D-acide glucuronique; UDP-D-GalA : uridine diphosphate-D-acide galacturonique; UDP-L-Ara : 
uridine diphosphate-D-arabinose; UDP-L-Rha : uridine diphosphate-L-rhamnose. 
 

IV-Les glycosyltransférases impliquées dans la synthèse du XyG 

L’étude des mutants chimiques d’Arabidopsis, puis l’utilisation de la génomique 

fonctionnelle ont permis d’identifier et de caractériser les principales glycosyltransférases 

qui participent à la synthèse du XyG de type XXXG. Cette dernière requiert une glucane 

synthase pour l’assemblage de la chaîne principale, et différentes glycosyltransférases pour 



Introduction 

 

37 

 

la synthèse des chaînes latérales, qui sont principalement de type xylosyltransférase, 

gactosyltransférase et fucosyltransférase. 

 

IV-1- La Glucane synthase  

Identifier un ou plusieurs gènes responsables de la synthèse de la chaîne principale 

de  β(1,4)-D-glucose du XyG n’a pas été aisé, car sa structure est similaire à celle de la 

cellulose.  Cependant, la famille de gènes CSL (cellulose synthase like) a été identifiée chez 

Arabidopsis comme étant un bon candidat (Richmonds et Somerville, 2001) pour la synthèse 

des polysaccharides non cellulosiques. En 2007, Cocuron et al., ont identifié un gène chez la 

capucine (Tropaeolum majus), puis ont ensuite trouvé un gène très proche chez Arabidopsis 

thaliana, nommé AtCSLC4. Ils ont exprimé ce gène dans Pichia pastoris, en le coexprimant 

avec le gène d’une xylosyltransférase (AtXXT1), puisque de précédentes études ont montré 

qu’ils devaient certainement agir ensemble pour la biosynthèse du XyG (Hayashi et al., 

1981 ; Faik et al., 2002). Bien que Cocuron et al. n’aient pas réussi à détecter d’activité 

glucane synthase, ils ont montré une accumulation de  β(1,4)-D-glucose chez les 

cotransformants de Pichia, qui est naturellement riche en β(1,3)-D-glucose et pauvre en 

β(1,4)-D-glucose. De plus, des analyses in silico révèlent que ce gène est coexprimé avec 

d’autres gènes participant à la synthèse du XyG, tel que le gène XTH22 codant pour une 

xyloglucane endotransglucosylase/hydrolase.  

Ces résultats tendent à montrer que AtCSLC4 est une glucane synthase impliquée 

dans la synthèse du XyG, et que la famille de gènes AtCSLC est impliquée dans la synthèse du 

XyG (Liepman et Cavalier, 2012). AtCSLC4 est une protéine golgienne constituée de plusieurs 

domaines transmembranaires (probablement six), avec son site actif situé sur la face 

cytosolique (Cocuron et al., 2007 ; Davis et al., 2010). AtCSLC4 fonctionnerait probablement 

de façon analogue aux protéines CESA, puisque sa topologie est très proche, permettant 

ainsi l’ajout d’UDP-glucose sur un polymère en cours de synthèse et la traversée de la 

membrane des vésicules golgiennes (Davis et al., 2010 ; Davis, 2012). 

 

IV-2- Les α(1,6)Xylosylstransférases 

La première α(1,6)xylosylstransférase, a été identifiée chez Arabidopsis par 

homologie de séquence d’une α(1,6)galactosyltransférase du fenugrec (Edwards et al., 1999) 

qui a conduit à 7 candidats possibles (Faik et al., 2002).  L’activité d’AtXXT1 (xyloglucan 
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xylosyltransferase 1) a été montrée par expression hétérologue dans Pichia pastoris. Un 

cellopentaose de type GGGGG a été utilisé comme accepteur, et AtXXT1 y a transféré 

principalement un résidu xylose sur le deuxième résidu glucose à partir de l’extrémité non 

réductrice, pour donner GXGGG. 

Cavalier et Keegstra (2006) ont identifié AtXXT2, dont le gène est très proche 

d’AtXXT1. Cette fois-ci, l’activité de la protéine a été démontrée par expression hétérologue 

dans des cellules d’insectes, car cela ne fonctionnait pas avec Pichia pastoris. L’activité 

d’AtXXT1 et AtXXT2 a été testée sur un cellopentaose et un cellohexaose comme accepteur. 

Les deux enzymes ont permis l’ajout d’un résidu xylose pour donner GXGGG ou GGXGGG. De 

plus, les auteurs ont montré qu’en augmentant le ratio UDP-xylose/cellohexaose et le temps 

de réaction, AtXXT1 et AtXXT2 pouvaient ajouter un deuxième résidu xylose pour donner 

GGXXGG. 

Zabotina et al. (2008) ont étudié une autre enzyme, nommée AtXXT5, ayant 

potentiellement  une activité α(1,6)xylosyltransférase. L’étude du XyG des graines du mutant 

T-DNA xxt5 d’Arabidopsis, après traitement à l’endoglucanase, a montré une diminution des 

fragments  xylosylés (XXXG, XXFG et XXLG) et une augmentation de fragments avec un seul 

xylose (GXXG et XXG), comparé au type sauvage. De plus, ils ont montré que le mutant xxt5 

était complémenté par la protéine AtXXT5 et retrouvait un XyG comparable au type sauvage. 

Enfin, des analyses immunohistochimiques effectuées sur le mutant xxt5, ont montré une 

diminution spécifique des épitopes du XyG des parois (reconnus par les anticorps CCRCM1, 

CCRCM39 et CCRCM58), alors que les épitopes d’autres polysaccharides étaient inchangés. 

Bien que l’activité in vitro de la protéine n’ait pas été démontrée, ces résultats semblent 

montrer que AtXXT5 peut être une α(1,6)xylosyltransférase impliquée dans la synthèse du 

XyG. 

 
IV-3- Les β(1,2)Galactosyltransférases 

 La première β(1,2)galactosyltransférase a été identifiée chez Arabidopsis grâce à 

l’étude du mutant chimique mur3 qui possède un XyG très différent du type sauvage 

(Madson et al., 2003). En effet, chez le type sauvage, après traitement à l’endoglucanase, 

des fragments typiques d’Arabidopsis XXXG, XLXG, XXLG, XXFG, XLLG et XLFG étaient 

détectés, tandis que chez le mutant mur3, seuls les fragments XXXG et XLXG étaient 

présents. Ceci tendait à montrer que le gène mur3 codait certainement pour une 
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β(1,2)galactosyltransférase spécifique du troisième résidu glucose portant un xylose. Une 

fois le gène identifié, l’activité de la protéine AtMUR3 a été montrée par expression 

hétérologue dans Pichia pastoris, montrant l’incorporation spécifique du galactose sur le 

troisième résidu glucose portant un xylose, pour donner le fragment XXLG et son équivalent 

fucosylé XXFG. Grâce à AtMUR3, 10 régions codantes proches de sa séquence ont été 

identifiées, et l’étude des mutants d’insertion T-DNA a fait ressortir 2 candidats 

(AtGT13/At2G32740 et AtGT18/At5G62220) montrant une diminution en galactose, qui 

pourraient coder pour une galactosyltransférase (Li et al., 2004). 

En 2012, Jensen et al., ont effectué une étude transcriptomique sur des graines de 

capucine, qui sont riches en XyG non fucosylé, afin d’identifier de nouvelles enzymes 

impliquées dans la synthèse de ce polysaccharide. Parmi les gènes très exprimés, ils ont 

recherché les gènes orthologues chez Arabidopsis thaliana, et le candidat 

AtGT18/At5G62220, précédemment cité comme une potentielle galactosyltransférase est 

ressorti. Ainsi, ils ont étudié le phénotype du XyG chez le mutant qu’ils ont nommé xlt2 

(Xyloglucan L-side chain galactosylTransferase position 2), et ont montré par les techniques 

de HPAEC–PAD et OLIMP que les fragments XLXG and XLFG n’étaient pas détectés, alors que 

les fragments XXLG et XXFG étaient bien présents. Ces résultats démontrent que AtXLT2 

incorpore spécifiquement du galactose sur le deuxième résidu glucose portant un xylose, 

pour donner le fragment XLXG et son équivalent fucosylé XFXG. Pour confirmer que ce 

phénotype était bien dû à l’absence de la protéine AtXLT2, ils ont complémenté le mutant 

avec AtXLT2 sauvage et réussi à restaurer un phénotype structural typique de XyG 

d’Arabidopsis. 

 

IV-4- La α(1,2)Fucosyltransferase 

En 1999, Perrin et al., ont identifié et caractérisé une xyloglucane 

α(1,2)fucosyltransférase chez Arabidopsis thaliana. A partir de fractions microsomales 

d’épicotyles de pois, ils ont purifié la protéine et testé son activité sur du XyG de tamarin ou 

de graine de capucine (qui possèdent un XyG non fucosylé). Une fois l’activité confirmée, ils 

ont recherché un candidat orthologue chez A.thaliana, nommé AtFUT1, et démontré son 

activité α(1,2)fucosyltransférase sur le XyG.  

AtFUT1 a permis de mettre en évidence une famille de gènes contenant 9 autres 

glycosyltransférases potentielles, notées AtFUT2 à -10, qui ont été étudiées pour voir si 
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certaines étaient redondantes avec AtFUT1, ou bien étaient des fucosyltransférases 

impliquées dans la synthèse d’autres polysaccharides non cellulosiques  (Sarria et al., 2001). 

L’activité de AtFUT3, -4 et -5 a été testée in vitro sur du xyloglucane (de tamarin), des 

arabinogactanes (de mélèze) et des arabinogalactanes protéines (de radis), mais aucun 

transfert de fucose n’a eu lieu. AtFUT3, -4 et -5 ont ensuite été surexprimées chez 

Arabidopsis pour voir si la composition monosaccharidique pariétale était modifiée. AtFUT4 

et -5 induisaient une augmentation de fucose (ainsi qu’une augmentation de xylose, et une 

diminution d’arabinose et de galactose) dans la composition pariétale des feuilles et de la 

tige, comparé au type sauvage. AtFUT3 avait un profil pariétal différent d’AtFUT4 et -5, ainsi 

que du type sauvage. Ces résultats suggèrent qu’AtFUT4 et -5 possèdent des fonctions 

similaires, mais distinctes d’AtFUT3.  

En 2002, Vanzin et al., ont étudié le mutant chimique d’Arabidopsis mur2, qui 

possède un phénotype normal, bien qu’il contienne moins de 2% de XyG fucosylé comparé 

au type sauvage, et ce à cause d’une mutation dans le gène AtFUT1. Cette mutation 

engendre la perte de fucosylation du XyG dans presque toute la plante, indiquant qu’AtFUT1 

est la seule enzyme responsable de la fucosylation du XyG chez Arabidopsis thaliana. 

 

V- Les glycosyltransférases impliquées dans la synthèse du RG-I 

Il existe peu de données sur l’identification et la caractérisation des 

glycosyltransférases impliquées dans la synthèse du RG-I, comparé aux connaissances sur le 

xyloglucane. En 2009, Caffall et Mohnen ont postulé que 34 glycosyltransférases ayant une 

activité spécifique pourraient être requises. 

A ce jour, aucune donnée n’existe quant à l’identification de l’activité de 

glycosyltransférases impliquées dans la synthèse de la chaîne principale, qui est constituée 

du disaccharide [-4-α-D-GalA-(1,2)-α-L-Rha-(1-)]n, ainsi seules les glycosyltransferases 

potentiellement impliquées dans la synthèse des chaînes ramifiées seront présentées. 

Cependant, ces dernières années, plusieurs équipes ont réussi à synthétiser 

artificiellement un tétrasaccharide ou un hexasaccharide de la chaîne principale (Nemati al., 

2008 ; Reiffarth et al., 2008 ; Zakharova et al., 2013). Ainsi, ils pourront servir de substrats 

pour tester et montrer l’activité de glycosyltransférases candidates pour la synthèse de la 

chaîne principale, mais aussi pour des glycosyltransférases qui pourraient initier la synthèse 

des chaînes ramifiées à partir de la chaîne principale. 
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V-1- Les β(1,4)galactosyltransférases 

Plusieurs études ont permis d’identifier des activités β(1,4)galactosyltransférases, 

notamment chez le soja (Rosidée, Glycine max Merr) (Konishi et al., 2004, 2007a) et la 

pomme de terre (Astéridée, Solanum tuberosum L.) (Geshi et al., 2002, 2004). 

Konishi et al. (2004) ont réussi à transférer quelques résidus galactose sur des 

galactanes pectiques commerciaux de lupin partiellement hydrolysés, par une préparation 

membranaire issue d’hypocotyles étiolés de soja. Ils ont montré que le transfert nécessite au 

moins 5 résidus galactose. En 2007, les mêmes auteurs ont augmenté le transfert jusque 25 

résidus galactose, avec une fraction plus purifiée, et ont montré qu’au-delà de 7 résidus 

galactose, l’efficacité de transfert diminuait fortement.  

Geshi et al. (2002) ont démontré une activité β(1,4)galactan galactosyltransférase à 

partir de fractions microsomales issues de suspensions cellulaires de pomme de terre, puis 

ont prouvé que cette activité était intra-golgienne (Geshi et al., 2004). 

 Récemment, Liwanag et al. (2012) ont réussi à identifier une β(1,4)galactan 

β(1,4)galactosyltransférase dans la famille CAZy GT92, qui possède chez Arabidopsis 3 

candidats potentiels nommés AtGALS1, -2 et -3. Ces 3 mutants d’insertion montrent une 

diminution significative de galactose dans la paroi. De façon plus fine, l’analyse de sucre a 

montré une réduction significative du contenu en galactose dans les tiges chez les mutants 

gals1-1 et gals3-1, mais pas chez le mutant gals2-1 ; et une faible réduction dans les graines 

pour les mutants gals1 et gals2. Les 3 protéines sont des protéines transmembranaires de 

type II, et la protéine AtGALS1 est golgienne. Les protéines AtGALS2 et -3 ont été identifiées 

comme des protéines potentiellement golgiennes, d’après une étude protéomique effectuée 

sur des fractions golgiennes purifiées de cellules d’Arabidopsis (Parsons et al., 2013). 

Les auteurs ont exprimé la protéine AtGALS1, fusionnée à un tag (FLAG ou YFP), chez 

Nicotiana benthamiana et ont démontré que les fractions microsomales contenant la 

protéine AtGALS1 pouvaient transférer un galactose sur un β(1,4)galactopentaose. Les 

auteurs suggèrent que cette protéine n’est certainement pas une enzyme qui ajoute le 

premier galactose sur la chaîne principale du RG-I, puisque son substrat est un 

β(1,4)galactopentaose, mais n’ont pas de preuve qu’elle pourrait être processive. 
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 V-2- Les β(1,3)galactosyltransférases 

Une étude bioinformatique a permis d’identifier chez Arabidopsis thaliana des 

β(1,3)galactosyltransférases potentielles (Qu et al., 2008), par comparaison avec des 

séquences de β(1,3)galactosyltransférases issues de l’Homo sapiens. Une vingtaine de 

candidats a été identifiée, tous issus de la famille GT31, dont une β(1,3)galactosyltransférase 

impliquée dans la synthèse des N-glycannes, et caractérisée chez  A. thaliana (Strasser et al., 

2007). Sur ces 20 candidats, 13 protéines sont prédites comme des protéines 

transmembranaires de type II, avec une localisation golgienne, après une analyse in silico des 

séquences.  

 

V-3- Les α(1,5)arabinosyltransférases 

Chez Arabidopsis, une première α(1,5)arabinosyltransférase potentiellement 

impliquée dans la synthèse des chaînes arabinanes du RG-I a été identifiée grâce à la 

génération d’un mutant d’insertion T-DNA arad 1 (arabinan deficient 1). Il présente une 

réduction d’arabinose d’environ 75% dans les feuilles et 46% dans les tiges (Harholt et al., 

2006). Une étude immunohistochimique a montré que cette diminution était spécifique des 

arabinanes, de plus le RG-I du mutant présentait seulement 30% d’arabinose comparé au 

sauvage. Enfin, lorsque la protéine AtARAD1 a été exprimée sous promoteur fort chez le 

mutant arad 1-1, elle a permis de restaurer un niveau d’arabinose équivalent au type 

sauvage. Bien que l’activité de la protéine n’ait pu être testée in vitro, ces résultats tendent à 

montrer que la protéine AtARAD1 est très certainement une α(1,5)arabinan 

arabinosyltransférase impliquée dans la synthèse du RG-I. De plus, les auteurs ont constaté 

que même si la quantité d’arabinose diminuait, le pourcentage de substitution de rhamnose 

de la chaîne principale restait identique, indiquant une diminution de la longueur des 

chaînes arabinanes. Ces résultats tendent à montrer que cette arabinosyltransférase a 

certainement une activité processive. 

Chez une autre Rosidée, le haricot mungo, Konishi et al. (2007a) ont démontré une 

activité α(1,5)arabinofuranosyltransférase dans des fractions membranaires golgiennes 

issues d’hypocotyles étiolés. Ils ont démontré qu’il y avait transfert d’un résidu UDP-

arabinofuranose (UDP-Araf) à la fois sur un oligomère d’arabinofuranoses liés en α(1,5) et 

marqués au 2-AB (2-aminobenzamide), montrant une activité non processive. Lorsque cet 
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oligomère possédait un arabinopyranose (Arap) en position terminale, il n’y avait aucun 

ajout. Les auteurs ont donc émis l’hypothèse que l’ajout d’Arap sur une chaîne 

α(1,5)arabinane était certainement le moyen de stopper l’élongation d’une chaîne et donc 

de contrôler la longueur des chaînes. 

 

V-4- Les α(1,2) et α(1,3)arabinosyltransférases 

Actuellement, aucune étude n’a mis en évidence de candidats potentiels pour une 

activité α(1,2) ou α(1,3) arabinofuranosyltransférase pouvant participer à la synthèse du RG-

I. Cependant, une étude récente portant sur la famille CAZy GT61, a démontré l’activité 

d’une α(1,3)arabinofuranosyltransférase spécifique de la synthèse des xylanes (Anders et al., 

2012). Cette famille possède d’autres candidats qui potentiellement peuvent participer à la 

synthèse du RG-I. 

 
V-5- Les β(1,3)arabinosyltransférases 

Une activité β(1,3)arabinopyranosyltransférase permettant le transfert d’un résidu 

arabinopyranose sur un accepteur L-arabinofuranose-oligosaccharide lié en α(1,5) marqué 

au 2-AB a été identifiée sur une préparation d’hypocotyle de haricot mungo (Vigna radiate L. 

Wilezek) (Ishii et al., 2005). Les résultats ont démontré que l’arabinopyranose transféré était 

lié en β(1,3) sur le O-3 d’un résidu arabinofuranose terminal de l’oligosaccharide, et que le 

degré de polymérisation le plus efficace s’effectuait avec un  oligomère de 8 

arabinofuranoses. 
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PARTIE C : LA  SYNTHESE GOLGIENNE DES POLYSACCHARIDES NON 

CELLULOSIQUES CHEZ LES PLANTES EUDICOTYLEDONES 

 

I- L’appareil de Golgi 

I-1- Généralités 

L'appareil de Golgi fut découvert par Camillo Golgi, professeur de pathologie générale 

à l'Université de Pavie (Italie) en 1883. Il étudiait la structure du cervelet à l'aide d'une 

coloration au nitrate d'argent, où il décrivit un « appareil réticulaire interne » dans le 

cytoplasme des cellules de Purkinje, qui fut ensuite nommé « appareil de Golgi ». Plus tard, 

ce dernier fut décrit à l’échelle de la microscopie électronique comme « un empilement de 

lamelles courbes à surface lisse entourées par des vacuoles de taille variable » (Sjostrand et 

Hanzon, 1954). Ces lamelles courbes sont appelées citernes ou saccules. 

Contrairement à l’appareil de Golgi (AG) des cellules animales qui est formé par une 

structure fixe unique périnucléaire, celui des végétaux est constitué de nombreux 

empilements golgiens mobiles dans le cytoplasme. Cependant, il existe des exceptions, telles 

que la Drosophile et chez certaines cellules de mammifères où l’appareil de Golgi peut aussi 

exister en plusieurs petites unités (Kondylis et Rabouille, 2009). Grâce aux différentes études 

de microscopie électronique réalisées chez les plantes (Staehelin et al., 1990; Staehelin and 

Kang, 2008), l’appareil de Golgi a pu être défini comme des empilements de citernes 

constitués de 3 compartiments nommées cis, médian et trans, qui se distinguent par leur 

position dans l’empilement golgien et leur morphologie unique (Figure 22A).  

Les citernes cis sont les plus larges et sont les moins contrastées. Les citernes médian 

sont plus étroites et plus denses aux électrons. Les citernes trans ont la plupart du temps 

leur domaine central avec leur lumière complètement collapsée et sont visualisées par un 

trait épais denses aux électrons. Chacune de ces saccules ont des extrémités 

bourgeonnantes. Un réseau trans-golgien (TGN, trans-Golgi network) peut être associé, situé 

très proche des saccules trans. Il est constitué de nombreuses vésicules bourgeonnantes 

ayant différents types de contraste. Des éléments interciternes situés entre les citernes trans 

et le TGN peuvent également être présents. Les saccules et le TGN sont englobés dans une 

zone sans ribosomes, appelée matrice golgienne. De nos jours, la technique de tomographie 

électronique, qui permet d’obtenir une image de microscopie électronique en 3 dimensions, 
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ouvre de nouvelles perspectives sur la vision que nous avons de l’appareil de Golgi (Figure 

22B). 

 

 

Figure 22 : Morphologie générale d’un empilement golgien. 
A- Micrographie électronique montrant la structure 2-D  des 3 catégories de saccules cis, médian, trans et le 
TGN, chacun différenciés par la largeur de leur saccule et leur contraste spécifiques  (Staehelin et al., 1990).  
B- Tomogramme électronique représentant la structure 3-D d’un empilement golgien avec les différentes 

saccules et le TGN englobés dans la matrice golgienne (Staehelin et Kang, 2008). 

(ER : réticulum endoplasmique, med : médian ; TGN : réseau trans-golgien) 

 

I-2- L’appareil de Golgi est une structure évolutive et mobile 

La première difficulté pour définir un modèle général de la structure de l’appareil de 

Golgi réside dans le fait que ce n’est pas une structure fixe. Le nombre d’empilements 

golgiens par cellule, le nombre de citernes par empilement, la présence ou l’absence de TGN 

et d’éléments interciternes varient en fonction du type cellulaire, du stade de 

développement de la cellule et des espèces (Staehelin et al., 1990; Zhang and Staehelin, 

1992).  

Cette variabilité est due au fait que l’appareil de Golgi joue un rôle central dans le 

trafic membranaire intracellulaire. En premier lieu, au sein de l’appareil de Golgi, les 

protéines sont glycosylées et les polysaccharides non cellulosiques sont synthétisés, puis 

chacun est trié pour être envoyé à sa destination finale selon les différentes voies (sécrétion, 

lysosome, vacuole, endocytose,..). Son activité peut donc être variable selon les besoins de 

la cellule. 

 De plus, à l’échelle d’un empilement golgien, deux points de vue ont longtemps été 

débattus quant à son évolution dans le temps, à savoir si un empilement golgien est 

constitué de saccules dont la nature reste fixe, formant une sorte de sous-organites 
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distincts ; ou bien si les saccules évoluent  du cis vers le trans. Ce deuxième modèle, appelé 

« modèle de maturation des citernes », propose que de nouvelles citernes se forment du 

côté cis de l’empilement golgien, et maturent à travers l’empilement dans une direction cis-

trans, puis se dissipent en formant des vésicules dans le réseau trans-golgien.  

De nos jours, c’est plutôt ce modèle qui est finalement accepté, car il a été mis en 

évidence chez la levure Saccharomyces cerevisiae (Losev et al., 2006; Matsuura-Tokita et al., 

2006), les algues (Becker et al., 1995), les mammifères (Bonfanti et al., 1998), et chez les 

plantes (voir les revues Moreau et al., 2007 ;  Staehelin et Kang, 2008 ; Hawes et al., 2010). 

L’autre difficulté pour étudier l’appareil de Golgi est que, chez les plantes, les 

empilements golgiens sont mobiles dans la cellule, des études l’ont notamment démontré 

chez le tabac (Boevink et al., 1998 ; Nebenführ et al. 1999 ; Yang et al. 2005 ; Ito et al., 2012). 

De plus, ce déplacement est dépendant des éléments du cytosquelette  (système 

actine/myosine) (Boevink et al., 1998 ; Nebenführ et al. 1999). 

 

I-3-Techniques développées pour étudier l’appareil de Golgi  

Pour répondre à ces 2 difficultés, les techniques d’imagerie par microscopie 

confocale à balayage laser et par microscopie électronique à transmission ont été 

développées et admises comme étant les 2 méthodes complémentaires permettant l’étude 

structurale et fonctionnelle de l’appareil de Golgi chez les plantes. La première permet une 

observation in vivo de la dynamique des empilements golgiens dans leur environnement, 

quand la deuxième permet une observation avec une plus grande résolution, pour observer 

l’ultrastructure des empilements golgiens à un instant donné. 

A ces techniques ont été ajouté différents outils, dont la Brefeldin A (BFA). La BFA est 

un métabolite fongique qui bloque le système endomembranaire de sécrétion, et plus 

particulièrement le transport entre le RE et le compartiment cis-Golgi. L’intérêt de cette 

molécule est qu’elle induit une disparition des empilements golgiens, et que son action est 

réversible après un simple lavage de l’échantillon traité. Ainsi, on peut induire la reformation 

d’un empilement golgien après un traitement à la BFA (Hawes et al., 2010).  

L’utilisation de marqueurs de l’appareil de Golgi et de son environnement proche a 

également été développée afin de suivre la néosynthèse des empilements. Ces marqueurs 

peuvent être des protéines transmembranaires ou cytosoliques fusionnées à la Green 

Fluorescent protein (GFP) ou l’un de ses variants (RFP, YFP) exprimées dans le système 
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étudié, ou bien des anticorps couplés à des fluorochromes et dirigés contre des marqueurs 

constitutifs. Ces marqueurs sont souvent des enzymes résidentes des empilements golgiens 

ou des protéines associées aux vésicules impliquées dans le système endomembranaire de 

sécrétion situées dans l’environnement très proche des saccules.  

Ainsi, les paragraphes suivants sont une synthèse des résultats obtenus en utilisant 

une approche combinée de ces différents outils.  

 

II- Biogenèse et structure de l’appareil de Golgi  

 

II-1- Différents modèles de synthèse 

II-1-1- Synthèse de novo à partir du réticulum endoplasmique 

Chez les plantes, lorsqu’on colocalise le réticulum endoplasmique (RE) et l’appareil de 

Golgi, on observe une distribution des empilements golgiens parfaitement liée au réseau du 

RE (Figure 23), en particulier sur des zones spécifiques du RE, appelées « site d’export du 

RE » (ERES, endoplasmic reticulum exit site) (Hawes et Satiat-Jeunemaitre, 2005 ; Sparkes et 

al., 2009, Hawes et al., 2010).  

 

 
 

Figure 23 : L’association entre le RE et l’appareil de Golgi mise en évidence dans des cellules de tabac (Hawes 
et Satiat-Jeunemaitre, 2005) 
Coexpression d’un marqueur du RE couplé à la GFP (vert) formant un réseau en toile d’araignée, et d’un 
marqueur golgien couplé à la RFP (rouge) formant des spots, dans des cellules épidermiques de feuille de 
tabac. Notez la colocalisation de signal des empilements golgiens (rouge) avec le réseau du RE (vert).  

 
Les empilements golgiens étant constitués de saccules évolutives qui maturent du cis 

vers le trans, l’hypothèse a été posée que c’était peut-être au niveau des ERES que les 

empilements golgiens étaient synthétisés de novo. 
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Récemment, une étude effectuée sur différents types d’algues (Scherffelia dubia, 

Chlamydomonas reinhardtii) et sur des cellules de pointe de racine d’Arabidopsis a montré à 

l’échelle ultrastructurale la mise en place des premières saccules cis au niveau des sites ERES 

(Donohoe et al., 2013). Au départ, plusieurs vésicules intervenant dans le système de 

sécrétion, appelées COPII, vont fusionner pour donner une structure tubulaire, puis une 

structure plate qui sera définie comme étant la première saccule cis. Une fois générée, cette 

première petite saccule va évoluer en une saccule cis plus tardive, qui va grossir en taille 

grâce à la fusion d'autres vésicules COPII par les extrémités de la saccule (Figure 24A). Une 

fois les saccules cis formées, elles maturent en saccules median, puis en saccules trans, puis 

vont former le réseau trans-golgien (Figure 24B). 

 

Figure 24 : Synthèse de novo des saccules golgiennes  (Donohoe et al., 2013) 
A- Tomogramme électronique montrant les vésicules COPII (représentées en jaune) qui s’associent en petits 
groupes (cercle en pointillés notés I et II), puis fusionnent pour donner une structure tubulaire, la première 
saccule cis (notée C1 en orange). Puis la saccule C1 va former une « vraie » saccule cis, nommée C2, et ainsi de 
suite. De C2 à C5, les saccules cis grossissent grâce à la fusion par les extrémités de vésicules COPII.  Barre 
d’échelle : 100 nm. B- Tomogramme électronique montrant les vues de face des différents types de saccules, 
cis, median et trans. 

 

II-1-2- Duplication par maturation   

Une autre hypothèse sur la synthèse de l’appareil de Golgi a été formulée. En effet, 

durant le cycle cellulaire de cellules méristématiques d’Arabidopsis, il a été montré que le 

nombre d’empilements golgiens, doublait durant la phase G2, précédant la mitose (Segui-

Simarro et al., 2006). Plus tard, la même équipe a montré via la tomographie qu’à partir d’un 

empilement golgien constitué de deux demi-citernes cis, on pouvait obtenir deux nouveaux 

empilements golgiens (Staehelin et Kang, 2008). Ces derniers ayant des saccules qui 
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maturent du cis vers le trans, les deux saccules cis servent de matrice de départ, et vont 

ensuite évoluer en median, puis en trans pour donner un nouvel empilement golgien (Figure 

25). 

 

 Figure 25 : Duplication par maturation d’un empilement golgien (Staehelin et Kang, 2008) 
Tomogramme électronique montrant un empilement golgien en cours de division au niveau d’un ERES dans 
une cellule méristématique de racine d’Arabidopsis. Les saccules cis (orange et vert) et médian (bleu et beige) 
sont doublées et maintenues ensemble via une grande saccule trans (rose). Au-dessous, on peut observer 
différents TGN (vert, blanc rouge). L’ensemble est entouré dans une matrice Golgienne (maillage blanc). On 
observe également la fusion de vésicules COPII (sphères jaunes) pour former les premières saccules cis. 
 

II-1-3- Coexistence des 2 modèles 

Récemment, Abiodun et Matsuoka (2013) ont démontré que la synthèse des 

empilements golgiens chez les cellules de tabac BY-2 se faisait selon les 2 systèmes. Pour ce 

faire, ils ont utilisé des protéines fluorescentes photoconvertibles (Hawes et al., 2010) 

couplées à des marqueurs golgiens. L’intérêt de ces protéines est de pouvoir différencier in 

vivo des empilements golgiens préexistants et des empilements nouvellement synthétisés. 

Ainsi, on s’affranchit de l’utilisation de la BFA pour destructurer puis reconstruire des 

empilements golgiens, et la création de possibles artéfacts est minimisée.   

Le principe est le suivant : les cellules de tabac exprimant les marqueurs golgiens 

couplés à la protéine photoconvertible sont exposées à une lumière violette, transformant le 

marquage initial en vert des empilements golgiens en marquage rouge. Les cellules sont 

ensuite cultivées normalement, puis de nouveau observées au microscope. Le marqueur 

golgien nouvellement formé émettra en vert, et lorsqu’il sera transporté dans les 

empilements golgiens, ces derniers auront donc un marquage rouge, vert et jaune. 

Ils ont observé une diminution rapide d’empilements golgiens « rouges » et 

« jaunes », et une augmentation d’empilements golgiens « verts » dès le début de leur 
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analyse, indiquant que la synthèse de novo à partir du RE et la division d’empilements 

préexistants après avoir accepté la protéine marqueur provenant du RE nouvellement 

synthétisée se fait en parallèle dans des cellules de tabac en croissance. 

 

II-2- Le réseau trans-golgien 

Staehelin et Kang (2008), ont mis en évidence l’existence de deux types de TGN, 

nommés TGN précoce et TGN tardif, ayant une morphologie bien distincte.  Le TGN précoce 

possède un domaine central plat, provenant certainement d’une saccule trans et quelques 

vésicules en bourgeonnement, et situé très près du compartiment trans de l’empilement 

golgien. Le TGN tardif présente plutôt une structure en grappe, constitué de vésicules et de 

quelques restes de saccules, il peut être proche ou éloigné du TGN précoce (Figure 26). 

 

 

Figure 26 : Morphologie des différents types de TGN (Staehelin et Kang, 2008). 
Micrographe (A) et tomogramme électronique (B) présentant la morphologie d’un empilement golgien, avec 
les TGN précoce et tardif. En (C), tomogramme électronique montrant une vue de face d’une saccule trans 
(bleu), du TGN précoce (turquoise) et du TGN tardif (rouge). (CCV : vésicules à manteau de clathrine ; SV : 
vésicules de sécrétion) 

 

Il a également été montré que le TGN tardif en tant que structure disparaissait 

complètement, puisque la totalité de ses membranes servait à la formation des vésicules de 

sécrétion et des vésicules à manteau de clathrine. Ainsi, le TGN tardif peut être considéré 
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comme une structure à « usage unique », dont la durée de vie varierait en fonction des 

besoins cellulaires (Kang et al., 2011 ; Kang, 2011). 

 

II-3- Comment est conservée l’intégrité d’un empilement golgien ? 

II-3-1- Les éléments inter-citernes 

Les éléments inter-citernes sont des éléments fibreux, opaques aux électrons, avec 

une structure régulière, et majoritairement détectés entre les saccules trans (Kristen, 1978 ; 

Staehelin et al., 1990) (Figure 27A). Ces éléments sont supposés effectuer une compression 

de la région centrale des citernes, afin de restreindre le gonflement des saccules et le 

bourgeonnement de vésicules aux extrémités des saccules. En effet, une citerne avec un 

contenu hypertonique aura tendance à devenir sphérique (Figure 27B). Kristen (1978) a émis 

l’hypothèse que la compression des citernes par les éléments inter-citernes pouvait 

engendrer un changement de distribution de charges électriques dans les membranes, 

permettant ainsi une attraction des surfaces internes de ces dernières et conduisant à des 

saccules très collapsées. 

 
 

Figure 27 : Les éléments inter-citernes (Kristen, 1978) 
(A)  Micrographe montrant la morphologie des éléments inter-citernes, indiqués par les flèches noires.  
(B) Schéma présentant le rôle possible des éléments inter-citernes. Ces derniers sont représentés en points 
noirs entre les saccules trans, les flèches représentent la direction de la force de compression. (E : éléments 
inter-citernes; FF : forming face (face cis); GV : golgi vesicles; MF : maturing face (face trans)) 

 
II-3-2- La matrice golgienne 

La matrice golgienne est définie par une zone entourant les empilements golgiens 

d’où sont exclus les ribosomes, suggérant une densité plus forte que le cytoplasme dans 

lequel se trouvent les empilements golgiens (Figure 28).  
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Figure 28 : Morphologie de la matrice golgienne (Donohoe et al., 2013) 
Micrographie montrant un empilement golgien inclut dans une zone exclue de ribosomes, la matrice golgienne, 
délimitée par un trait blanc. Barre d’échelle : 300 nm. 

 
La nature et le rôle de cette matrice sont encore peu définis. Les golgines, une classe 

de protéines avec une structure en superhélice, ont été identifiées dans la matrice golgienne 

de plusieurs systèmes eucaryotes, et leur rôle commence à être mieux compris. Les golgines 

semblent avoir un rôle dans le trafic membranaire et la structure des empilements golgiens. 

De nombreuses golgines possèdent un site de fixation pour les GTPases de la famille Rab, ce 

qui amène à penser que les golgines pourraient agir de façon collective pour former une 

matrice golgienne qui capture les membranes coatées avec la protéine Rab à proximité des 

saccules (Munro, 2011 ; Renna et al., 2013). 

Aujourd’hui, encore peu de golgines ont été identifiées chez les plantes, mais les 

premiers résultats montrent une grande conservation de ces protéines dans les différents 

systèmes (Latijnhouwers et al., 2007), et suggèrent donc un rôle similaire, ou du moins en 

partie.  

 

II-4- Le système endomembranaire golgien 

II-4-1- L’appareil de Golgi et les sites ERES 

 
La nature du contact entre les sites ERES et les empilements golgiens fait débat, 

puisque deux hypothèses sont proposées : les ERES et les empilements golgiens sont 

associés de façon stable pour former une unité sécrétoire mobile (Brandizzi et al., 2002a ; 

daSilva et al., 2004) ou les empilements golgiens s’associent de façon transitoire aux ERES 

(Nebenführ et al., 1999 ; Yang et al., 2005).  

Staehelin et Kang (2008) ont proposé un modèle appelé « Dock, Plug and Go » 

(Figure 29). A l’échelle de la tomographie électronique, ils ont observé qu’au niveau d’un site 
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ERES, les vésicules COPII bourgeonnent et s’entourent d’une couche d’où sont exclus les 

ribosomes. Un empilement golgien qui passe sur son filament d’actine va être « arrimé » par 

cette couche qui va l’orienter du côté de sa face cis, et l’entourer comme dans une sorte de 

cocon, le décrochant du filament d’actine. Les vésicules COPII délivrent alors leurs molécules 

par fusion avec l’empilement golgien, puis une fois ce processus terminé, l’empilement 

golgien est de nouveau libre de continuer son mouvement sur le filament d’actine. La nature 

des molécules constituant la couche est très certainement constitué de golgines structurées 

en super-hélice (Latijnhouwers et al., 2007). 

 

 
 
Figure 29 : Le modèle “Dock, pluck, and go” du transport RE/Golgi (Staehelin et Kang, 2008) 
(A) « Phase Go » : Les empilements golgiens circulent sur les filaments d’actine propulsés par les moteurs de 
myosine. (B) « Phase Dock- and Pluck : la couche située sur les vésicules COPII en bourgeonnement  va arrimer 
l’empilement golgien et l’orienter sur sa face cis, et le décrocher du filament d’actine. Les vésicules COPII vont 
délivrer leur molécules, puis l’empilement Golgien sera libre et de nouveau sur le filament d’actine. 

 
II-4-2- Transports antérograde et rétrograde entre le RE et les empilements golgiens 

Un transport antérograde est effectué par les vésicules COPII, originaires du RE, qui 

se chargent de transporter les molécules du RE vers le compartiment cis, et participent 

activement à la génération des saccules comme vu au paragraphe II-1-1. Un transport 

rétrograde est effectué par les vésicules COPI, originaires des saccules golgiennes, qui se 

chargent de ramener des protéines « échappées » du RE et du transport intra-golgien. En 

effet, puisqu’un empilement golgien est une structure dont les saccules maturent en 

permanence, les vésicules COPI maintiennent la composition membranaire de chaque type 

de saccule. 
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Il a été montré par tomographie électronique (Staehelin et Kang, 2008) qu’il existait 

deux groupes de vésicules COPI, nommés COPIa et COPIb. Les vésicules COPIa bourgeonnant 

uniquement des saccules cis, sont confinées dans l’environnement RE/cis-Golgi, et 

colocalisent avec les vésicules COPII. Au contraire, les vésicules COPIb bourgeonnant 

exclusivement des saccules median, trans et du TGN précoce, sont confinées dans 

l’environnement proche de ces saccules (Figure 30). 

 
Figure 30 : Transport antérograde et rétrograde entre le RE et les empilements golgiens (Staehelin et Kang, 
2008) 
Les vésicules COPII effectuent le transport antérograde du RE vers les saccules cis, tandis que les vésicules 
COPIa se chargent du transport cis vers le RE, et les vésicules COPIb se chargent du transport rétrograde au 
niveau des saccules médian, trans et du TGN précoce. 

 
II-4-3- Transport post-Golgi 

Le réseau trans-golgien est le point de départ du transport post-Golgi, qui joue un 

rôle essentiel dans la voie de sécrétion, mais également dans les voies d’endocytose et de 

recyclage des membranes. Ces transports font appel à des vésicules bourgeonnant à partir 

du TGN, via la nature lipidique particulière des membranes ou grâce à l’action de protéines 

manteaux, comme détaillé ci-après. 

Les vésicules à manteaux (Figure 31, «Coat-mediated budding») se forment grâce à 

l’action des coat protein complexes (CPCs) qui vont faciliter la reconnaisance de la molécule 

à transporter et la déformation de la membrane, et à l’action des dynamin-related GTPases 

(DRPs) qui participent à la tubulation et à la scission de la vésicule ainsi formée. Puis, 

l’intervention des Rab GTPases (membre des Ras), des protéines d’attachement et des 

SNAREs (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptors) vont 

permettre le guidage, l’ancrage et la fusion de la vésicule au niveau de la membrane 
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réceptrice (Fujimoto et al., 2012). Pour les vésicules formées à partir de domaines lipidiques 

(Figure 31, «Domain-mediated budding»), de petits radeaux lipidiques vont fusionner pour 

former une plateforme lipidique plus large et plus stable qui va également emprisonner les 

molécules cargo.  Les différents lipides créent des forces de tension qui vont recourber la 

membrane, et ce avec l’aide d’autres facteurs (Melser et al., 2011 ; Surma et al., 2012). 

 

 

Figure 31 : Formations des vésicules de transport au niveau du TGN (Surma et al., 2012). 
Droite : formation des vésicules à manteau. La molécule cargo est intégrée dans une vésicule de transport par 
l’action de protéines « adaptateur » et de protéines manteaux qui vont induire une déformation de la 
membrane. Gauche : la formation du radeau lipidique est induite avec l’aide d’agents aidant à l’agglomération 
des lipides et des molécules cargo. Les différents lipides créent des forces de tension qui vont recourber la 
membrane, et ce avec l’aide d’autres facteurs. 
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L’idée que le bourgeonnement de certaines vésicules au niveau du TGN a lieu 

spécifiquement au niveau de microdomaines lipidiques distincts est de plus en plus présente 

(Melser et al., 2011 ; Surma et al., 2012). Effectivement, le TGN a été observé comme le lieu 

privilégié pour la formation de microdomaines lipidiques, également nommés « radeaux 

lipidiques » (Klemm et al., 2009). Récemment, une étude a montré le rôle déterminant des 

sphingolipides et des stérols dans le trafic endomembranaire (Yang et al., 2013). Ils ont 

étudié un transporteur ABC (ATP-binding cassette) chez Arabidopsis et ont montré qu’une 

fois traversé l’empilement golgien, son départ au niveau du TGN dépendait du contenu 

membranaire en stérols.  

Cela présente plusieurs avantages. Premièrement, cette organisation en 

microdomaines ne nécessite pas l’intervention d’autres molécules qu’il faudrait ensuite 

stocker au niveau de l’appareil de Golgi. De plus, ce système représente un bon moyen pour 

exclure les protéines transmembranaires résidentes de l’appareil de Golgi des vésicules en 

bourgeonnement, parce qu’elles seront riches en cholestérol/sphingolipides, et ainsi les 

retenir indirectement dans l’empilement golgien (Bretscher et Munro, 1993). 

En 2006, Dettmer et al., ont émis l’hypothèse que le TGN ne jouait pas uniquement 

un rôle dans le système de sécrétion, mais également dans le système d’endocytose, en 

représentant un endosome précoce. Ainsi, le TGN a été nommé TGN/EE pour Early 

Endosome. La même équipe a également observé que les TGN/EE se dissociaient de 

l’appareil de Golgi et pouvaient s’associer à d’autres TGN par le biais d’une interaction 

homotypique réversible (Viotti et al., 2010). Enfin, ils ont démontré que les corps 

multivésiculaires (MVBs, Multivesicular Bodies), représentant les endosomes tardifs (LE, Late 

Endosome), étaient dérivés du TGN/EE par maturation, et que la formation des vésicules 

intraluminales commençait dès le TGN/EE, via l’action d’ESCRT (Endosomal Sorting Complex 

Required for Transport) et l’action d’annexines pour l’étape finale de libération des MVBs 

comme transporteur jusqu’à la vacuole. Ainsi, ils ont également démontré que le transport 

post-TGN vers les vacuoles lytiques n’était pas dépendant des vésicules à clathrines 

(Scheuring et al., 2011) (Figure 32). 
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Figure 32 : Modèle de maturation des corps multivésiculaires (MVBs) à partir du TGN (Scheuring et al., 2011). 
Le TGN/EE se subdivise probablement en différents domaines, certains vont donner les vésicules de sécrétion 
vers la membrane plasmique, d’autres domaines vont maturer pour former un MVB/LE, via l’action des 
complexes ESCRT et d’annexine, qui fusionnera avec une vacuole lytique. 
(CCV : vésicules à manteau de clathrine ; MVB/LE : corps multivésiculaire/endosome tardif ; TGN/EE : réseau 
trans-golgien/endosome précoce ; SV : vésicule de sécrétion) 

  

 

III- La synthèse golgienne des PS complexes 

 

III-1- Généralités 

 

Les premières études ayant démontré l’implication de l’appareil de Golgi dans la 

synthèse des PS pariétaux datent des années 60 et 70 (Pickett-Heaps, 1966, 1968; Harris et 

Northcote, 1971; Dauwalder et Whaley, 1974). Elles ont montré que l’appareil de Golgi était 

riche en glucides de même nature que ceux contenus dans la paroi. Puis, d’autres études ont 

montré le rôle de l’appareil de Golgi dans la synthèse des PS non cellulosiques par la 

présence d’activités glycosyltransférases spécifiques dans les membranes golgiennes 

(Gardiner and Chrispeels, 1975; Green et Northcote, 1978; Ray, 1980 ; Camirand et al., 1987; 

Brummell et al., 1990; Gibeaut et Carpita, 1994).  

Les glycosyltransférases impliquées dans la synthèse du xyloglucane et du 

rhamnogalacturonane-I qui ont été caractérisées (voir partie B ; Scheller et al., 2010 ; 

Atmodjo et al., 2013) sont des protéines transmembranaires de type II résidentes de 

l’appareil de Golgi.  
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III-2- La rétention des glycosyltransférases au sein du Golgi 

Plusieurs mécanismes de rétention des protéines membranaires semblent coexister 

(Figure 33), impliquant la nature de leur séquence primaire, ainsi que leur relation avec la 

composition lipidique des membranes golgiennes.  

 

 
Figure 33 : Différents mécanismes de rétention des protéines membranaires (adapté de Banfield, 2011). 
« Oligomerization »: rétention par oligomérisation des protéines ; « TMD-based partitioning »: rétention selon 
la longueur et la nature du domaine transmembranaire de la protéine ; « Lipid composition-based partitioning 
»: rétention de la protéine selon la composition lipidique membranaire du compartiment. 

 

III-2-1- Longueur et nature du domaine transmembranaire des protéines 

 
En 1993, Bretscher et Munro ont observé que les protéines transmembranaires de 

type II localisées dans la membrane plasmique avaient un domaine transmembranaire en 

moyenne plus long que des protéines golgiennes transmembranaires de type II. Ce modèle 

propose que le domaine transmembranaire plus court des protéines golgiennes de type II 

empêche leur entrée dans les vésicules de sécrétion à destination de la membrane 

plasmique, ces dernières ayant une bicouche plus épaisse enrichie en stérols. Ainsi, la 

longueur et la composition riche en acides aminés aromatiques du domaine 

transmembranaire des protéines golgiennes seraient déterminantes pour leur rétention 

dans le Golgi.  
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Une étude menée chez le tabac a clairement démontré que la longueur du domaine 

transmembranaire jouait un rôle déterminant sur la localisation d’une protéine 

transmembranaire de type I (Brandizzi et al., 2002b). Enfin, une récente étude de 

protéomique effectuée sur des cals d’Arabidopsis a comparé la structure des domaines 

transmembranaires de 304 protéines localisées dans le RE, 197 localisées dans l’appareil de 

Golgi et 208 dans la membrane plasmique. Comparées aux protéines de la membrane 

plasmique, les protéines golgiennes ont des domaines transmembranaires plus courts, avec 

des séquences qui possèdent plus d’acides aminés hydrophobes volumineux comme la 

leucine, la phénylalanine, la tyrosine. Leur queue cytosolique est quant à elle inférieure à 45 

acides aminés (Nikolovski et al., 2012).  

 

III-2-2-Un signal de rétention dans la séquence protéique  

Pour les protéines transmembranaires de type II, il n’y a pas de motif directement lié 

à une rétention dans l’appareil de Golgi, comme il peut exister pour le RE (motif H/KDEL). 

Cependant, plusieurs études tendent à montrer que la queue cytosolique joue un rôle 

essentiel, mais pas suffisant dans la rétention au sein de l’appareil de Golgi (Dirnberger et al., 

2002 ; Saint-Jore-Dupas et al., 2006). Ainsi, il semblerait que la présence d’acides aminés 

basiques (Arginine/Lysine) situés dans la queue cytosolique de glycosyltransférases soit 

importante pour faciliter l’export de ces protéines au niveau du RE (Schoberer et al., 2009 ;  

Strasser et al., 2006).  

Dès lors, une glycosyltransférase de type II pourrait résider dans l’appareil de Golgi 

par un signal de rétention « indirect », à savoir un export immédiat du RE,  puis une 

localisation dans l’appareil de Golgi par son domaine transmembranaire ou via une 

interaction avec d’autres protéines partenaires (Banfield, 2011). 

 
III-2-3-La composition lipidique des membranes golgiennes  

En 2008, Patterson et al., ont proposé que les protéines transmembranaires 

golgiennes se séparaient dans des domaines membranaires spécifiques selon un ratio 

lipidique, en particulier celui des glycérophospholipides/sphingolipides (GPL/SL). En effet, ce 

dernier est plus faible du côté cis et plus important du côté trans. Ainsi, chaque protéine 

transmembranaire irait vers le compartiment dont le ratio lipidique lui convient (Patterson 

et al. 2008; Lippincott-Schwartz et Phair 2010; Sharpe et al., 2010). 
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III-2-4-Ancrage des enzymes par les éléments inter-citernes 

Staehelin et al. (1990) ont proposé que les éléments inter-citernes, situés 

principalement au niveau du trans-Golgi, aient pour fonction principale de servir de point 

d’ancrage pour les enzymes transmembranaires ou les complexes enzymatiques au sein des 

saccules golgiennes afin de prévenir leur sorties dans les vésicules de sécrétion. Cependant, 

aucune étude n’a démontré cette hypothèse. 

 

III-2-5- L’oligomérisation des protéines 

Il a été observé dans le monde animal et le monde végétal que les protéines 

membranaires résidentes de l’appareil de Golgi, peuvent exister sous forme de monomères, 

mais également sous forme d’homo- ou hétéro-oligomères (Banfield, 2011 ; Oikawa et al., 

2013). Un des rôles proposés pour cette oligomérisation est que ces protéines seraient 

exclues des vésicules de transport car le complexe formé serait trop large, les préservant 

ainsi de leur sortie d’un empilement golgien (Nilsson et al., 1993). La capacité à former des 

oligomères dépendrait des caractéristiques du domaine transmembranaire (longueur et 

composition en acides aminés) et/ou de leur région luminale (Banfield, 2011). 

 
III-3- Les enzymes de synthèse fonctionnent en complexes 

 

III-3-1- Généralités 

La synthèse golgienne des polysaccharides pariétaux, tels que le xyloglucane et le 

rhamnogalacturonane-I, nécessite l’action concertée d’enzymes d’interconversion des 

nucléotides-sucres, des transporteurs de nucléotides-sucres et de glycosyltransférases, dont 

un certain nombre a été identifié, comme décrit dans la partie B de ce chapitre. 

Les glycosyltransférases sont des protéines membranaires de type II, ayant un seul 

domaine transmembranaire, avec un site catalytique dans la lumière d’une saccule 

golgienne. Les enzymes d’interconversion des nucléotides-sucres peuvent également être 

des protéines transmembranaires de type II ou bien des protéines solubles, souvent 

périphériques et associées à un empilement golgien, et d’autres peut-être situées dans la 

lumière d’une saccule golgienne. Enfin, les transporteurs de nucléotides-sucre sont des 

protéines membranaires présentent dans la memebrane golgienne et possédant plusieurs 

domaines transmembranaires (Figure 34). 
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Figure 34 : Les différents types de protéines (adapté de Banfield et al., 2011). 
« Type II » : Les protéines ont un domaine transmembranaire avec un domaine catalytique luminal, 
« Peripheral » : ce sont des protéines solubles souvent associées à des partenaires transmembranaires, 
« Multispanning » : protéines avec plusieurs domaines transmembranaires. 

 

Les approches de biochimie, de bio-informatique et d’imagerie ont permis d’apporter 

des preuves plus ou moins directes sur le fonctionnement de ces différents acteurs en 

complexes enzymatiques golgiens pour la synthèse des polysaccharides pariétaux. Par 

exemple, il a été montré que pour la synthèse de l’homogalacturonane (Atmodjo et al., 

2011), la galacturonosyltransférase AtGAUT1 fonctionne en complexe avec une autre 

protéine nommée AtGAUT7, qui bien que présentant des similarités avec AtGAUT1, n’a pas 

d’activité transférase. Ces deux protéines sont membranaires de type II, mais la région N-

terminale et le domaine transmembranaire de AtGAUT1 seraient clivés et son site 

catalytique serait lié par des liaisons covalentes et non-covalentes au site catalytique de 

AtGAUT7 (Figure 35). Une analyse protéomique a également démontrée qu’une douzaine 

d’autres protéines étaient potentiellement associées à ce complexe. 

 

 

Figure 35 : Association des protéines AtGAUT1 et AtGAUT7 (adapté de Oikawa et al., 2012). 
La partie N-terminale et le domaine transmembranaire d’AtGAUT1 sont clivés, puis la partie C-terminale 
possédant le site catalytique est associé via des cystéines à la partie C-terminale d’AtGAUT7. 
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III-3-2-Complexes enzymatiques impliqués dans la synthèse du XyG 

 
Il a été montré que la glucane synthase AtCSLC4 et la xylosyltransférase AtXXT1 

fonctionnaient certainement en complexe d’après des études biochimiques effectuées in 

vitro (Hayashi et al., 1981, 1988). Plus récemment,  Chou et al. (2012) ont démontré par 

différentes méthodologies in vitro et in vivo l’existence d’homodimères de la glucane 

synthase AtCSLC4-AtCSLC4 et de la xylosyltransférase AtXXT2-AtXXT2 (également montré par 

Pattathil et al., 2005) , et d’hétérodimères AtXXT1-AtXXT2, AtXXT2-AtXXT5 et AtXXT5-

AtCSLC4.  

L’UDP-glucose épimérase AtUGE4, qui transforme l’UDP-glucose en UDP-galactose, 

participe à la galactosylation du XyG. Elle est cytosolique, mais également localisée en 

périphérie de l’appareil de Golgi, et pourrait ainsi être associée à la galactosyltransférase 

AtMUR3 (Barber et al., 2006 ; NGuema-Ona et al., 2006). AtUGE2, une autre épimérase, agit 

synergiquement avec AtUGE4, et ces deux protéines solubles peuvent former des 

homodimères et également des hétérodimères entre elles, mais avec une faible interaction 

(Rosti et al., 2007).  

La synthèse du GDP-L-fucose (ou 6-désoxy-L-galactose) à partir du GDP-D-mannose 

nécessite l’action d’une GDP-D-mannose-4,6-déshydratase AtGMD2/MUR1 et d’une 3,5-

épimérase-4-réductase AtGER1/FX. Nakayma et al. (2003) ont montré que ces deux 

protéines cytosoliques formaient un complexe, et que la protéine AtGER1/FX était même 

importante pour garder l’intégrité de la protéine AtGMD2/MUR1 (Figure 36). 

 

 
Figure 36 : Association des protéines AtFX/GER1 et AtMUR1/GMD2 (Nakayama et al., 2003). 
L’association de la protéine AtGER1/FX à la protéine AtGMD2/MUR1 permet de maintenir cette dernière dans 
une forme stable et active. 
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III-3-2-Complexes enzymatiques impliqués dans la synthèse du RG-I 

 

Comme il a été vu dans la partie B, peu de glycosyltransférases impliquées dans la 

synthèse du RG-I ont été identifiées. Récemment, Liwanag et al. (2012) ont réussi à identifier 

une β(1,4)galactan β(1,4)galactosyltransférase AtGALS1, mais il n’ont pas testé si cette 

dernière était associée en oligomères.  

L’UDP-L-arabinopyrannose est synthétisé par les UDP-D-xylose 4-épimérases, or in 

planta les pectines contiennent du L-arabinofuranose transféré par des 

arabinosyltransférases. L’action intermédiaire d’UDP-arabinose mutases, nommées RGP 

(voir partie B), convertissant l’UDP-arabinopyranose en UDP-arabinofuranose est donc 

nécessaire. En 2011, Rautengarten et al. ont montré in vitro l’existence de différents hétéro-

oligomères AtRGP1-AtRGP2-AtRGP5 ; AtRGP3-AtRGP1 et AtRGP4-AtRGP2-AtRGP1. De plus,  

les auteurs ont montré qu’AtRGP1, -2 et -5 s’associent in vivo en complexes cytosoliques, 

dans l’environnement très proche des vésicules golgiennes.  

De Pino et al. (2007), ont montré que la glycosylation des RGPs facilitait leur 

association en complexe, et ont proposé que l’intérêt de ces protéines de fonctionner en 

complexe serait de faciliter leur association aux vésicules golgiennes. Plus récemment, ces 

mêmes auteurs ont confirmé et affiné leur hypothèse en étudiant les RGPs du riz (De Pino et 

al., 2013). Ils ont montré que la formation de complexes s’effectuait à des moments 

spécifiques du développement, puisqu’ils sont présents sur de jeunes plantules et absents 

sur des graines non germées. La formation d’un complexe est donc très probablement 

associée à la synthèse d’un polysaccharide durant l’élongation de la plante. De plus, une 

expression différentielle des transcrits des RGPs de classe 1 et 2 a été observée. Ainsi, ils 

proposent que les RGPs de classe 1 soient glycosylées dans le cytosol, ce qui enclenche le 

recrutement de RGPs de classe 2, voire de classe 1. Une fois les RGPs complexées, une RGP 

de classe 2 pourrait se lier aux vésicules golgiennes (Figure 37). Les RGPs de classe 2 n’ont 

pas d’activité mutase.  

 



Introduction 

 

64 

 

 

Figure 37 : Oligomérisation des protéines RGPs (De Pino et al., 2013). 
Une fois la glycosylation d’une RGP de classe 1, le recrutement de RGPs de classe 2, voire de classe 1, peut 
s’effectuer, puis le complexe formé peut être lié aux vésicules golgiennes via une RGP de classe 2 (C1RGP : RGP 
classe 1, C2RGP : RGP classe 2) 
 
III-4- Les enzymes de synthèse sont spécifiques d’un compartiment golgien 

 

Schoberer et Strasser (2011) ont résumé plusieurs études ayant utilisé les techniques 

d’imagerie in vivo pour compartimenter les glycosyltransférases impliquées dans la synthèse 

golgienne des N-glycanes chez les plantes (ce sont aussi des protéines membranaires de type 

II). Ces études ont testé la présence ou non d’une colocalisation des différentes 

glycosyltransférases testées avec l’α2,6-sialyltransférase de rat, qui est un marqueur 

reconnu de la face trans-Golgi à l’échelle de la microscopie électronique à transmission 

(Boevink et al., 1998 ; Wee et al., 1998).  

D’autres études effectuées à l’échelle de la microscopie électronique à transmission 

ont montré que ces enzymes étaient spécifiquement localisées dans un seul type de 

compartiment golgien cis ou médian  (Nebenführ et al., 1999; Pagny et al., 2003 ; Saint-Jore-

Dupas et al. 2006 ; Reichardt et al., 2007; Staehelin and Kang, 2008). 

Actuellement, la cartographie à l’échelle de la microscopie électronique au sein de 

l’appareil de Golgi des enzymes impliquées dans la synthèse du XyG ou du RG-I est très peu 

connue (Chevalier et al., 2010). Cependant, plusieurs études d’immunomarquage ont permis 

d’effectuer la cartographie golgienne d’épitopes polysaccharidiques spécifiques de la chaîne 

principale ou de chaînes ramifiées fucosylées du XyG (Zhang and Staehelin, 1992; Driouich et 
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al., 1993; Staehelin et Driouich, 1997). Celles-ci ont montré que ces épitopes étaient associés 

aux citernes trans et au réseau trans-golgien. Zhang et Staehelin (1992) ont également 

étudié la cartographie golgienne d’un épitope polysaccharidique associé à la chaîne 

principale du RG-I, qui a été détecté dans les citernes cis et median.  

 
 
 

En tant que préambule à l’ensemble de ces travaux, nous avons écrit et publié une 

revue synthétisant l’ensemble des connaissances sur la synthèse golgienne et la sécrétion 

des polysaccharides de la paroi primaire des plante supérieures, présentée ci-après. 
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Papier N°1: Revue scientifique 

 
 
 
 
 
 
Introduction :  
 
 
 
 

Golgi-mediated synthesis and secretion of matrix polysaccharides of 
the primary cell wall of higher plants. 

 
Azeddine Driouich, Marie-Laure Follet-Gueye, Sophie Bernard, Sumaira Kousar, 
Laurence Chevalier, Maite Vicré-Gibouin, Olivier Lerouxel 

 
Frontiers in  Plant Science  (2012) 3: 79. 
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PARTIE D : OBJECTIFS DE MES TRAVAUX DE THESE 

 

Cette étude bibliographique montre que les voies de biosynthèse golgienne du 

xyloglucane et du rhamnogalacturonane-I à l’échelle des différents compartiments golgiens 

sont encore peu documentées. Afin de compléter les connaissances dans ce domaine, nous 

avons mené des études ayant pour objectifs :  

1) développer une méthode de préparation d’échantillons qui préserve la qualité 

d’ultrastructure et les épitopes, pour l’observation à l’échelle de la microscopie électronique 

à transmission, en utilisant la cryofixation et la cryosubstitution, 

2) effectuer la cartographie golgienne d’épitopes glucidiques spécifiques du XyG et 

du RG-I à l’échelle de la microscopie électronique à transmission, sur des suspensions 

cellulaires de tabac BY-2, 

3) réaliser la cartographie golgienne de différentes enzymes impliquées dans la 

synthèse du XyG et du RG-I à l’échelle de la microscopie électronique à transmission, sur des 

suspensions cellulaires de tabac BY-2 exprimant ces protéines couplées à la Green 

Fluorescent Protein, 

4) rechercher in vivo l’existence de complexes d’enzymes impliquées dans la synthèse 

du RG-I à l’échelle de la microscopie confocale à balayage laser, sur des cellules 

épidermiques de feuilles de tabac N.tabacum. 
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CHAPITRE II : MATERIEL ET METHODES 
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PARTIE A : CULTURE DU MATERIEL VEGETAL 

 

I- Culture des plants de tabac Nicotiana tabacum 

 

Les graines de Nicotiana tabacum sont mises à germer en terreau préalablement 

stérilisé, dans un phytotron avec une photopériode de 16h de jour à 25°C, et 8h de nuit à 

22°C, et un taux d’humidité de 60%. Après 4 semaines, les jeunes plants sont rempotés 

individuellement, puis utilisés pour l’expression transitoire des protéines de fusion entre 2 et 

3 semaines après le rempotage (Figure 38).  

 

Figure 38 : Plant de tabac Nicotiana tabacum âgé de 7/8 semaines 

 

II- Culture des cellules de tabac Nicotiana tabacum cv Bright Yellow -2 (BY-2) 

 

Les cals de tabac (Figure 39a) sont cultivés sur milieu BY-2 composé comme suit : 

Murashige et Skoog (MS) 4,3g/L (Sigma M5524), saccharose 30g/L, di-hydrogénophosphate 

de potassium (KH2PO4) 100 mg/L, myo-inositol 51mg/L, thiamine 1mg/L, acide 2,4 

dichlorophénoxyacétique 0,22mg/L et bacto agar 8g/L. Le pH du milieu est ajusté avec une 

solution molaire d’hydroxyde de potassium (KOH) à 5,6-5,8, puis stérilisé. Pour les cals 

transgéniques, un ou deux antibiotiques de sélection est ajouté aux concentrations 

adéquates. Les cals sont repiqués toutes les 4 semaines sur milieu neuf, et maintenus à 24°C 

à l’obscurité. 

Les suspensions cellulaires de tabac (Figure 39b) sont initiées à partir des cals. Elles 

sont cultivées en milieu BY-2 liquide (composition identique à celui des cals de tabac, 

exempté de bacto-agar). Après 3 repiquages du cal transgénique sur milieu avec antibiotique 

de sélection, un morceau de cal âgé de 3 semaines est déposé dans un erlenmeyer de 80 mL 

contenant 30 mL de milieu BY-2 liquide frais. On maintient sous agitation  permanente (140 

rpm) à 24°C et à l’obscurité durant 8/ 10 jours afin de resuspendre le cal, puis on repique 10 



Matériel et Méthodes 

 

88 

 

mL dans 150 mL de milieu frais. Chaque semaine, 10 mL de suspension sont repiqués dans 

150 mL de milieu BY-2 frais. Toutes les manipulations de culture de cellules sont réalisées en 

conditions aseptiques sous hotte à flux laminaire horizontal.  

 
Figure 39 : Cal (a) et suspension cellulaire (b) de Nicotiana tabacum cv Bright Yellow 2(BY-2) 

 
PARTIE B : CREATION DES PROTEINES DE FUSION  
 

 I- Construction des protéines de fusion avec la Green Fluorescent Protein 

 

I-1- Clonage via l’utilisation des endonucléases de restriction 

Les protéines AtXT1, AtMUR3, AtFUT1, AtARAD1 et AtMUR4 ont été fusionnées à 

l’extrémité N terminale de la sGFP (Pédelacq et al., 2006) selon la méthode suivante.  

Le clonage par l’utilisation des endonucléases de restriction est la méthode la plus 

ancienne. Cette méthode est assez longue et fastidieuse, puisque pour sous-cloner une 

séquence d’intérêt en utilisant les enzymes de restriction, il faut s’assurer que la séquence 

d’intérêt ne porte pas les sites reconnus par les enzymes choisies pour le sous-clonage. Par 

conséquent, cette méthode de clonage est complètement dépendante de la séquence 

nucléotidique considérée et la stratégie doit être ajustée au cas par cas. 

 

I-1-1- Amplification PCR 

Le gène de chaque protéine est amplifié grâce à la réaction de polymérisation en 

chaîne (PCR). Les couples de primers utilisés sont décrits tableau 1.  

AtXT1 

(At3g62720)  

For BamH1 5’-CGCGGATCCCGATGATAGAGAAGTGTATAGGA-3’  

Rev Nhe1 5’-CTAGCTAGCCGTCGTCGTCGTACTAAGCTT-3’  

AtMUR3 

(At2g20370)  

For Kpn1  5’-GGGGTACCCCATGTTTCCAAGGGTTTCT-3’ 

Rev Nhe1 5’-CTAGCTAGCCTGTGTCTTATCTCTCTG-3’  

AtFUT1 

(At2g03220)  

For BamH1 5’-CGCGGATCCCGATGGATCAGAATTCGTACAGG-3’ 

Rev Spe1 5’-GGACTAGTTACTAGCTTAAGTCCCCAGCT-3’  
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ARAD1 

(At2g35100) 

For Kpn I 5’-GGGGTACCCCATGGCGCGTAAATCTTCC-3’ 

Rev Spe I 5’-GGACTAGTAATGGAAGTGATAAGACC-3’ 

MUR4 

(At1g30620) 

For BamH I 5’-CGCGGATCCCGATGTTTAGTTTTGGCCGAGCA-3’ 

Rev SpeI 5’-GGACTAGTGTAAACCGAGACCGATGAGGT-3’ 

Tableau 1 : Primers utilisés pour l’amplification PCR 

 
Le milieu réactionnel était constitué comme suit : 100 à 200ng d’ADN, 5 µL de 

tampon Thermo pol. buffer 10X (Biolabs), 1 µL de chaque primer à 10 µM, 2 µL de mix de 

dNTP à 10mM et 1 µL de VENT DNA polymerase, Biolabs, complété à 50 µL avec de l’eau 

stérile. Pour xt1, ce milieu réactionnel ne fonctionnant pas, nous avons utilisé : 100 à 200ng 

d’ADN, 5 µL de tampon Mg free buffer , 5 µL de MgCl2 25 mM (Biolabs), 1 µL de chaque 

primer à 10 µM, 2 µL de mix de dNTP à 10mM et 1 µL de Taq polymerase, Biolabs, complété 

à 50 µL avec de l’eau stérile. Les paramètres de températures de la réaction PCR sont décrits 

Figure 40.  

 

Figure 40 : Paramètres des cycles PCR (dénaturation, hybridation et élongation). 
 

Une fois la réaction de PCR effectuée, chaque échantillon est mis à migrer par 

électrophorèse sur un gel d’agarose à 0,8% + bromure d’éthidium à 0,3µg/mL, dans un 

tampon de migration TBE 1X (TBE 5X : Tris Base 54g ; Acide borique 27,5g ; EDTA 2,92g ; pH 

8,2). Le marqueur de taille utilisé est le « 1kb DNA ladder », Invitrogen. Chaque bande ADN 

d’intérêt est ensuite découpée et purifiée grâce au « Gel Purification Kit », Proméga. 

I-1-2- Insertion dans le plasmide pBLTI221sGFP 

Le plasmide pBLTI221sGFP a été utilisé comme vecteur de clonage, présenté Figure 41. 

 

Figure 41 : Représentation schématique du vecteur de clonage pBLTI221sGFP. 
35S : promoteur CaMV35S du virus de la mosaïque du chou-fleur, sGFP: séquence codante pour la sGFP,  

Nos : terminateur nos 3 du gène de la nopaline synthase,  Amp : gène de résistance à l’ampicilline. 
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Afin de créer des extrémités complémentaires pour insérer les séquences d’ADN 

amplifiées dans le vecteur de clonage, on les digère par le couple d’enzymes de restriction 

choisi en tableau 1. De façon générale, 1µg d’ADN est digéré avec 2µL de tampon 

enzymatique (10X), 5 à 10 unités d’enzyme de restriction, et complété avec de l’eau stérile à 

20µL. La digestion a lieu à température optimale de l’enzyme durant 2 à 4h. 

La ligation entre le vecteur de clonage et le fragment d’ADN digérés est effectuée 

avec un ratio molaire Vecteur/Insert 1/3, 1/1 et 3/1, avec 1µL de tampon ligase 10X, 1 unité 

de T4 DNA ligase, et complété avec de l’eau stérile à 10µL. Ce milieu réactionnel est ensuite 

laissé sur la nuit à température ambiante.  

L’ADN plasmidique obtenu est ensuite amplifié en mélangeant 5 µL du mix de ligation 

à 50 µL d’E.coli DH5  chimiocompétentes (Invitrogen). Ce mélange est laissé 30 min sur la 

glace, puis 30s à 42°C exactement, et remis dans la glace 2 min. Ensuite, ajouter 950 µL de 

milieu LB (Sigma) et incuber 1h à 37°C à 150 rpm. Enfin, étaler 10µL sur boite LB 

supplémentées en ampicilline 100µg/mL, et incuber sur la nuit à 37°C.  

L’ADN amplifié est ensuite extrait via l’utilisation du « Gene Elut Plasmid Miniprep 

Kit », Sigma. Le protocole a été modifié afin d’optimiser le rendement final. Lancer une 

préculture sur 2 colonies dans 2 mL de milieu LB additionné d’antibiotique de sélection, 

incuber 24h à 37°C (150 rpm). Puis, 200 µL sont repris dans 10 mL de milieu  LB + 

antibiotique de sélection et incubés 24h à 37°C (150 rpm). La préculture est centrifugée 8 

min à 7000 rpm, et le culot est repris dans 200 µL de tampon de suspension, auxquels ont 

été ajoutés 2 µL de lyzozyme à 50 mg/mL (afin d’augmenter l’efficacité de la lyse), et laissé 5 

min à température ambiante (RT). Puis, 200 µL de tampon de lyse sont  ajoutés, et le 

mélange est laissé 5 min à RT.  Trois cent cinquante microlitres de tampon de neutralisation 

sont ajoutés, puis le tube est centrifugé 1 min à 13000 rpm. Parallèlement, la colonne 

d'extraction est préparée avec 500 µL de tampon de préparation et centrifugée 1min à 

13000 rpm. Le surnagent est transféré sur la colonne, et centrifugé 1min à 13000 rpm. Puis, 

750 µL de tampon de lavage sont ajoutés, et la colonne est centrifugée 1min à 13000 rpm. 

Après 1 min de séchage à RT, l’ADN est élué de la colonne par 120 µL de la solution d'élution, 

préalablement chauffée à 50°C, puis centrifuger 1min à 13000 rpm.  
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I-1-3- Contrôle de l’ADN plasmidique amplifié et extrait  

Afin de contrôler la bonne insertion du gène dans le pBLTI221sGFP, plusieurs clones 

de chaque construction plasmidique obtenue sont digérés par les endonucléases de 

restriction choisies pour insérer les séquences d’intérêt, selon le protocole décrit en I-1-2, et 

ainsi vérifier la bonne taille de l’insert. 

Une fois les digestions contrôles effectuées, chaque clone est séquencé au 

laboratoire, avec le système d’analyses génétiques CEQTM, afin de vérifier l’exactitude de la 

séquence et le respect du cadre de lecture de la sGFP. Les primers ev1 (situé dans le 

promoteur 35S) et sGFPRev (situé au début de la GFP) ont été utilisés, ainsi que le kit de 

séquençage « Dye Terminator Cycle Sequencing Quick Start Kit », Beckman Coulter. 

 

I-1-4- Sous-clonage dans le vecteur d’expression pBLTI-121 

Le vecteur pBLTI121 (Pagny et al., 2000), représenté Figure 42,  est un vecteur binaire 

utilisé pour la transformation des cellules végétales par Agrobactérium tumefaciens. 

 

Figure 42 : Représentation schématique du vecteur de clonage pBLTI221sGFP 
35S : promoteur CaMV35S du virus de la mosaïque du chou-fleur, Nos : terminateur nos 3 du gène de la 

nopaline synthase,  Kan : gène de résistance à la kanamycine. 

 

 Les constructions obtenues dans le vecteur de clonage pBLTI221sGFP sont digérées 

par le couple d’enzymes BamH1/Sac1, afin de sortir la cassette d’expression contenant la 

protéine fusionnée à la sGFP, et de l’insérer dans le vecteur pBLTI121, préalablement digéré 

par BamH1/Sac1. Les méthodes de digestion, ligation, d’amplification, et d’extraction du 

plasmide sont identiques au protocole décrit en I-1-2. 
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I-2- Clonage par recombinaison : le système GATEWAY 

Cette partie du travail a été effectuée en 2008 durant mon stage doctoral (6 mois) au 

sein du laboratoire de recherche « Plant cell wall biotechnology: cell wall elaboration », 

dirigé par le Dr Ahmed Faik, à l’université d’Athens, Ohio, USA. 

I-2-1- Principe du Gateway 

Les protéines homologues d’AtMUR4/UXE1, à savoir At2g20460/UXE2 et 

At2g34850/UXE3, ont été fusionnées à l’extrémité N terminale de la GFP selon la méthode 

suivante.  

  La technologie Gateway a été développée par la société Invitrogen. Elle utilise les 

propriétés de recombinaison sites spécifiques utilisées par le phage λ pour intégrer son ADN 

dans le chromosome d’E.coli. Les 2 organismes ont des sites de recombinaison spécifiques : 

attP dans le phage λ et attB dans E.coli. L’intégration de l’ADN est catalysé par 2 enzymes : la 

protéine Int (integrase) pour le phage λ et la protéine IHF (Integration Host Factor) pour 

E.coli. Après intégration, la recombinaison des sites attB (25nt) et attP (243nt) va générer 

des sites attL (100nt) et attR (168nt) flanquants l’ADN intégré du phage λ, comme montré 

Figure 43.  

 
Figure 43 : Principe de la recombinaison par site spécifiques entre le phage λ et E.coli. 

 

Cette réaction étant réversible, on peut donc faire des intégrations ou des excisions. 

La société Invitrogen a donc développé des vecteurs possédant des régions att, pour obtenir 

des vecteurs d’entrée ou de destination. Ici, nous avons utilisé le vecteur d’entrée pENTR-D-

TOPO (Invitrogen) pour intégrer notre séquence d’intérêt, qui permet un clonage 

directionnel du gène, grâce à des extrémités spécifiquement sensibles à l’action de la 
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Topoisomérase I. Le clone d’entrée ainsi obtenu constitue le point de départ de la deuxième 

étape, la réaction LR, qui permet de transférer la séquence d’intérêt dans un vecteur de 

destination, pour donner le « clone d’expression », comme montré Figure 44.  

 

Figure 44 : Principe du clonage Gateway par réactions BP ou LR (Invitrogen) 

 
I-2-2- Amplification PCR 

Le gène de chaque protéine est amplifié grâce à la réaction de polymérisation en 

chaîne (PCR). Les couples de primers utilisés sont décrits Tableau 2.   

At4g20460  For 5’-CACCATGGCTGCTCATGGTGTGAAG-3’ 

Rev 5’-CATGTATGCAGAAACCAAGGA-3’  

At2g34850  For 5’-CACCATGGGCAAGATTATCTTGGTT-3’ 

Rev 5’-CATAAACTTTTTTTCTTTCT-3’  

Tableau 2 : Primers utilisés pour l’amplification PCR 

 
Le milieu réactionnel était constitué comme suit : 100 à 200ng d’ADN, 2,5 µL de Accu 

prime Pfxreaction mix (avec dNTP) Invitrogen, 1 µL de chaque primer à 10 µM, 0,5 µL de Pfx 

DNA polymerase Invitrogen, complété à 25 µL avec de l’eau stérile. Les paramètres de 

températures de la réaction PCR sont décrits Figure 45. 

95°C, 2 min
95°C, 15 sec
50°C, 1 min
68°C, 2 min
68°C, 8 min
4°C, 

* 35

At2g34850

95°C, 2 min
95°C, 15 sec
55°C, 30 sec
68°C, 2 min
68°C, 8 min
4°C, 

* 35

At4g20460

95°C, 2 min
95°C, 15 sec
50°C, 1 min
68°C, 2 min
68°C, 8 min
4°C, 

* 35

At2g34850

95°C, 2 min
95°C, 15 sec
50°C, 1 min
68°C, 2 min
68°C, 8 min
4°C, 

* 35

At2g34850

95°C, 2 min
95°C, 15 sec
55°C, 30 sec
68°C, 2 min
68°C, 8 min
4°C, 

* 35

At4g20460

95°C, 2 min
95°C, 15 sec
55°C, 30 sec
68°C, 2 min
68°C, 8 min
4°C, 

* 35

At4g20460

 

Figure 45 : Paramètres des cycles PCR (dénaturation, hybridation et élongation). 
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I-2-3- Insertion du gène d’intérêt dans le vecteur d’entrée pENTR-D-TOPO ® 

Le gène d’intérêt est dans un premier temps intégré au vecteur d’entrée pENTR-D-

TOPO  (Figure 46), via l’utilisation du « pENTR-D-TOPO cloning kit », Invitrogen. 

 

Figure 46 : Représentation schématique du vecteur d’entrée pENTR/D-TOPO 

 

Mélanger 4µL du mix de produit PCR + 1µL de « Salt solution » + 1µL du vecteur 

pENTR-D-TOPO. Mélanger doucement et laisser 30 min à température ambiante. 

Afin d’amplifier le plasmide, ce dernier est inséré dans E.coli, selon le protocole 

suivant. Mélanger 2µL du mix de ligation à 50 µL de E.coli TOP10 (Invitrogen), laisser 30 min 

sur la glace, puis 45 sec à 42°C exactement. Laisser 1 min dans la glace, puis ajouter 250 µL 

de milieu SOC (Invitrogen). Agiter à 150 rpm durant 1h à 37°C, puis étaler 10µL et 50µL sur 

boîte LB + antibiotique de sélection. Laisser sur la nuit à 37°C. Quatre colonies sont piquées 

et mises en culture séparément dans 2 mL de milieu LB additionné d’antibiotique de 

sélection, sur la nuit à 37°C (200 rpm), avant d’être traités par le kit « Qiaprep Spin 

Miniprep », Qiagen 

 

I-2-4- Digestion contrôle Asc1/Not1 

Afin de vérifier le sens d’insertion du gène, chaque clone est digéré par des enzymes 

de restriction selon le protocole suivant. Mélanger 5 µL de miniprep à 1 µL de l’enzyme Asc I 

(New England Biolabs) + 2 µL de tampon NEB 4 (10X). Ajuster à 20 µL avec de l’eau stérile, 

puis digérer sur la nuit à 37°C. Purifier le mélange de digestion avec le « QIAquick 

purification kit», Qiagen. Le plasmide purifié est ensuite digéré par 1 µL de l’enzyme Not1 

(New England Biolabs) + 3,5 µL de tampon NEB 3 (10X) + 1 µL de BSA (100X), 4h à 37°C. 
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I-2-5- Séquençage 

Une fois les digestions contrôles effectuées, chaque clone a été envoyé à séquencer 

au laboratoire « Ohio University Genomics Facility », pour vérifier l’exactitude de la 

séquence. Les primers M13For et M13Rev ont été utilisés. 

 

I-2-6- Insertion dans le vecteur d’expression pMDC : la réaction de LR clonase 

Nous avons choisi le vecteur d’expression pMDC83, représenté Figure 47, qui 

provient d’une banque de vecteur créée par Curtis et Grossniklaus en 2003 (« Marks vector 

gateway page » : http://botserv1.uzh.ch/home/grossnik/curtisvector/index_2.html), et 

commercialisée par l’ABRC stock center. 

 

Figure 47 : Représentation schématique du vecteur d’expression pMDC83 

 
Avant d’effectuer la réaction de LR clonase, il est important de digérer le PENTR-D-

TOPO contenant le gène d’intérêt avec une enzyme de restriction, afin de linéariser le 

vecteur. En effet, le vecteur pENTR-D-TOPO et le vecteur pMDC possèdent le même 

antibiotique de résistance. Il faut tout d’abord digérer 5 µL de pENTR-D-TOPO contenant le 

gène d’intérêt + 5 µL d’enzymes Mlu I (New England Biolabs) + 2 µL NEB 3 (10 X) +  8 µL 

d’eau stérile, sur la nuit à 37°C ; puis laisser 10 min à 80°C pour inactiver l’enzyme.     

La réaction de LR clonase se déroule comme suit :  

- mélanger 2 µL  de vecteur pENTR-D-TOPO contenant le gène d’intérêt (et digéré par Mlu I) 

+ 3 µL de vecteur pMDC + 4 µL de tampon TE 1X + 2 µL d’enzyme LR clonase (Invitrogen) ; 

- vortexer, et laisser 2h à température ambiante ; 

- ajouter 1 µL de protéinase K pour stopper la réaction, puis laisser 10 min à 37°C.  

Le plasmide est ensuite amplifié selon la méthode décrite en I-2-3. Puis, plusieurs clones 

sont piqués et testés par une réaction PCR, comme décrit en  I-2-2. 
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II- Construction des protéines de fusion pour la Bimolecular Fluorescence 

Complementation 

Cette partie du travail a été effectuée en 2007 sous responsabilité du Dr. Yumiko Sakuragi 

durant mon stage doctoral (2 mois) au sein du laboratoire de recherche « Molecular plant 

biology: Cell wall », dirigé par le Pr. Henrik Vibe Scheller,  à l’université de Copenhague. 

 

II-1- Clonage via l’utilisation de la méthode USER™ 

 
II-1-1- Principe du USER™ (uracil-specific excision reagent) 

Les protéines AtARAD1 et AtARAD2 ont été fusionnées en Cter ou Nter des moitiés 

de la YFP, nommées Yn ou Yc pour l’étude des complexes par la technique de 

complémentation de fluorescence bimoléculaire (BiFC).  

Cette nouvelle méthode de clonage ne dépend pas de site de restriction enzymatique 

ou d’une ligase pour insérer un produit PCR dans un vecteur (Nour-Eldin et al., 2006 et 

2010). Dans un premier temps, on créé des primers contenant un uracyl et on amplifie le 

produit PCR avec une Taq polymérase. Puis, le produit PCR est digéré par l’enzyme USER™, 

constituée d’un mélange d’uracile DNA glycosylase et de DNA glycosylase-lyase endo VIII, 

créant au final une extrémité 3’ dépassante de 8 nucléotides. En parallèle, un vecteur 

possédant une cassette de clonage user, appellée cassette PacI, est digéré par les enzymes 

PacI et N.BbvC pour créer des extrémités 3’ dépassantes de 8 nucléotides et complémentaire 

de celles du produit PCR. Le principe de cette méthode est représenté Figure 48. Chacune 

des extrémités dépassantes n’étant pas complémentaires au sein du produit PCR ou du 

vecteur, cela permet une insertion orientée du produit PCR et évite un repliement du 

vecteur sur lui-même. 
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Figure 48 : Principe du clonage USER 

 
 

 

II-1-2- Amplification PCR du gène d’intérêt   

Le gène de chaque protéine est amplifié grâce à la réaction de polymérisation en 

chaîne (PCR). Les couples de primers utilisés sont décrits Tableau 3.   

 

 

Tableau 3 : Primers utilisés pour l’amplification PCR 

 

Le milieu réactionnel était constitué comme suit : 100 à 150ng d’ADN, 5µL de Turbo Cx 

Buffer 10X, 5µL de chaque primer à 5µM, 5µL de dNTP à 2mM,  0,5µL de Pfx Cx Hot Start 

Polymerase NEB, complété à 50 µL avec de l’eau stérile. Les paramètres de températures de 

la réaction PCR sont décrits Figure 49. 

 
Figure 49 : Paramètres des cycles PCR (dénaturation, hybridation et élongation). 
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II-1-3- Digestion de l’ADN matrice par Dpn I 

Cette étape permet de s’affranchir d’un gel de purification, si et seulement si le gène 

amplifié  n’est pas coupé par DpnI. Ajouter 1 µL d’enzyme de restriction DpnI aux 50 µL du 

mix PCR, incuber 2 heures à 37°C. Puis, inactiver l’enzyme par une incubation de 20 min à 

80°C. Ainsi, le mélange est directement utilisable pour la ligation.  

 

II-1-4- Digestion du vecteur de clonage BJH MP27 

 Nous avons utilisé comme vecteur de clonage le plasmide BJH MP27, représenté 

Figure 50.  

 

Figure 50 : Représentation schématique du plasmide BJH MP27 

 
 

Le milieu réactionnel est constitué comme suit : 1µg d’ADN, 2µL de NEB buffer 1 

(10X), 2 µL de BSA (10X), 2µL d’enzyme PacI et de l’eau stérile pour compléter à 20µL. 

Incuber le mélange réactionnel sur la nuit à 37°C, puis ajouter 1 µL d’enzyme N.BbvC et 

incuber 5h à 37°C. Puis, ajouter 40 µL d’eau stérile, et inactiver l’enzyme via un traitement 

de 20 min à 80°C. Vérifier la digestion sur gel agarose 0,8% + BET 0,3µg/mL, en utilisant le 

vecteur non digéré comme contrôle. Le mélange est directement utilisable pour la ligation. 

 

II-1-5- Ligation via l’enzyme USER 

Le milieu réactionnel est constitué comme suit : 2µL de vecteur digéré par 

PacI/N.BbvC, 5 µL de produit PCR et 0,5 µL d’enzyme USER.  Incuber 30 min à 37°C, puis 30 

min à 25°C. Utiliser 4 µL de ce mélange pour l’amplification du plasmide par E.coli. L’ADN 

plasmidique est amplifié et extrait comme décrit en I-1-2. 
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PARTIE C : EXPRESSION DES PROTEINES DE FUSION  

 

I- Utilisation d’Agrobacterium tumefaciens 

 

Les agrobactéries sont des bactéries pathogènes des plantes. Les souches utilisées en 

laboratoire renferment un plasmide Ti (Tumor inducing) désarmé, c'est-à-dire qu’il ne 

contient plus les gènes induisant la tumeur, mais conserve les facteurs de virulence 

responsables de l’insertion d’un ADN exogène dans le génome des cellules eucaryotes. 

 Deux souches d’Agrobacterium tumefaciens ont été utilisées durant ce travail de 

thèse : GV3101pMP90RK (Koncz et Schell, 1986) et EHA105 (Hood et al., 1993). 

 

I- 1- Mise en compétence d’Agrobacterium tumefaciens 

 

I-1-1- Préparation d’agrobactéries chiomiocompétentes 

Une colonie d’agrobactérie est repiquée dans 4 mL de milieu LB stérile, puis laissé 24 

h à 28°C sous agitation. Cette préculture est transférée dans 100 mL de milieu LB stérile et 

incubée à 28°C jusqu’à obtention d’une absorbance lue à 600 nm, égale à 1. Une fois 

transféré dans 2 cornings de 50 mL, laisser 5min sur la glace, puis centrifuger 5 min à 3000 

rpm. Chaque culot est rincé avec 10 mL de CaCl2 20 mM froid et stérile, puis centrifuger. Le 

culot est remis en suspension avec 1mL de CaCl2, puis aliquoté par 100 µL dans des 

eppendorfs, ces derniers sont plongés dans l’azote liquide, puis conservés a -80°C dans du 

glycérol 20% (Xu et Li, 2008). 

 

I-1-2- Préparation d’agrobactéries électrocompétentes 

Une colonie d’agrobactérie est repiquée dans 4 mL de milieu LB stérile, puis laissé 24 

h à 28°C sous agitation. Cette préculture est transférée dans 100 mL de milieu frais, et 

incubée à 28°C jusqu’à obtention d’une absorbance lue à 600 nm, égale à 1. Deux tubes à 

centrifuger froids sont ensuite transférer dans la glace et laisser 20 min, avant une 

centrifugation à + 4°C à 4000g durant 15 min. Puis, le surnagent est éliminé et le culot 

resuspendu dans 50 mL d’eau stérile froide. Les cellules sont lavées 4 fois pour éliminer 

toutes traces de sels, puis doucement resuspendues dans du glycérol froid et stérile à 10%. 
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Enfin, aliquoter 50 µL de cellules, et les plonger dans de l’azote liquide, avant de les stocker à 

- 80°C. 

 

I - 2 - Transformation des agrobactéries 

 

I-2-1- Transformation des agrobactéries chiomiocompétentes 

Un microgramme d’ADN plasmidique est ajouté stérilement à 50 µL d’agrobactéries 

compétentes (souches GV3101 ou EHA105), préalablement décongelées sur glace. Le tube 

est  mélangé et  plongé dans l’azote liquide durant 1 min, puis 5 min dans un bain à 37°C. 

Une fois le choc thermique effectué, 150 µL de milieu LB sont ajoutés et le tube est incubé 

4h à 28°C sous agitation. Dix microlitres de cette préculture sont ensuite étalés sur une boite 

de milieu LB supplémenté en antibiotique de sélection et incubé 2 jours à 28°C. 

Afin de préparer un stock d’agrobactéries transformées, une colonie est repiquée et 

mise dans 3 mL de milieu LB supplémenté en antibiotique de sélection et laissé 24h à 28°C. 

La préculture est centrifugée 10 min à 3000 rpm, le culot est repris dans 500 µL de LB stérile, 

additionné de 200 µL de glycérol 80%, dans des tubes cryogéniques. Ces derniers sont 

plongés 3 min dans l’azote liquide et mis à -80°C. 

 

I-2-2- Transformation des agrobactéries électrocompétentes 

Mélanger doucement 200 ng d’ADN à 50 µL d’agrobactéries électrocompétentes, et 

transférer dans une cuvette d’électroporation  pré refroidie en déposant la goutte au milieu 

de la cuvette. Insérer la cuvette dans l’appareil d’électroporation (Bio-Rad, « Cap Exterior 

pulse»), puis créer le choc électrique, selon les paramètres suivants : Capacitance 25 µF ; 

Voltage 2,4 kV ; Sample resistance 200  ; Pulse length 5 ms. Puis, ajouter 1 mL de milieu LB, 

transférer dans un eppendorff, et incuber 4h à 28°C (200 rpm). Etaler 1 à 10 µL sur boîte LB 

supplémentée en antibiotique de sélection. 
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II- Transformation de cellules végétales 

 

II-1- Transformation transitoire des cellules épidermiques de feuilles de tabac Nicotiana 

tabacum  

Une préculture fraîche d’agrobactérie transformée est réalisée en prenant 50 µL 

d’une préculture mère dans 3 mL de milieu LB stérile additionné de l’antibiotique de 

sélection, et laissé 24h à 28°C. La préculture est transférée dans un tube corning et 

centrifugée 10 min à 4000 rpm. Le culot est remis en suspension dans du milieu LB pour un 

volume final d’environ 200 µL. L’absorbance est ensuite mesurée à 600 nm par 

spectrophotométrie pour connaître la concentration en agrobactéries. 

Puis, ces dernières sont diluées dans un milieu d’infiltration (MgCl2 1mM, MES 1mM, 

Acétosyringone 10 µM) selon la concentration en agrobactérie désirée pour l’étude, et 

laissées 1h à température ambiante. (L’acétosyringone contenue dans le milieu d’infiltration 

permet l’activation des gènes de virulence des agrobactéries). A l’aide d’une seringue de 2 

mL, les agrobactéries sont infiltrées au sein de la couche de cellules épidermiques, situées 

sur la partie inférieure des feuilles de tabac. Il est important de ne pas infecter plus de 75% 

de la surface de chaque feuille, sinon elles meurent. Les plantes sont  ensuite maintenues 1 à 

3 jours dans les conditions optimales de cultures. 

 

II-2-  Transformation stable des cellules de tabac Bright Yellow-2  (BY-2) 

Afin d’insérer la protéine au sein du génôme de la plante, une transformation stable 

des cellules BY-2 de tabac par Agrobacterium tumefaciens  est effectuée.  

Cinq millilitres de suspension cellulaire BY-2 sauvage, âgée de 3 à 4 jours, sont mis en 

contact avec 100 µL d’une préculture d’agrobactérie transformée (agée de 24h), durant 48h 

à 22°C et à l’obscurité. Cette coculture est ensuite lavée 3 fois avec du milieu BY-2 frais (v/v) 

supplémenté en céfotaxime à 250 mg/mL (détruit les agrobactéries) avec 5 min d’attente, et 

centrifugée 3 min à 3000 rpm. Le culot est resuspendu dans 1mL de milieu BY-2 et étalé sur 

milieu BY-2 solide contenant de la céfotaxime à 250 mg/mL et les antibiotiques de sélection.  

Quatre à six semaines sont nécessaires pour obtenir des microcals transformés. 
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PARTIE D : LOCALISATION DES PROTEINES DE FUSION 

 

I- Analyse par Microscopie Confocale à Balayage Laser (MCBL) 

 

I-1- Principe de la microscopie confocale à balayage laser (MCBL). 

 La microscopie confocale à balayage laser (ou MCBL) est une technique de microscopie 

optique permettant de réaliser des images de faible profondeur de champ, appelées 

« section optiques ». Ainsi, on limite la perte de résolution due à la superposition 

d'informations issues des plans adjacents. La MCBL permet d'isoler la fluorescence d'un 

unique plan focal, grâce à l'utilisation d'un diaphragme variable (ou pinhole) en amont du 

détecteur. Le principe de cette technique est illustré Figure 51.  

 

Figure 51 : Principe d’un microscope confocal à balayage laser 

 
Le rayon laser excitateur pénètre l'échantillon préalablement marqué par un ou plusieurs 

types de fluorochromes. Si la longueur d'onde du rayon laser correspond à la longueur 

d'onde d'excitation d'un type de fluorochromes, ces derniers émettront des rayons lumineux 

de différents plans optiques. Ces rayons seront ensuite filtrés par le diaphragme, afin d'isoler 

ceux ne provenant que d'un plan focal et d’éliminer le signal des plans voisins. Les rayons 



Matériel et Méthodes 

 

103 

 

filtrés sont ensuite réceptionnés par des photo-multiplicateurs (PMT) qui vont sélectionner 

les fenêtres spectrales d'intérêt, et convertir le signal lumineux en un signal numérique. Ce 

signal numérique sera transmis à l'ordinateur qui permettra la modélisation et la 

reconstitution de l'image. 

 

I-2- Préparation des échantillons  

Pour l’observation de l’expression transitoire des protéines de fusion, 3 sections de 1 

cm2 de feuilles de tabac sont découpées et observées en milieu hydrophile, entre une lame 

de verre et une lamelle couvre-objet. Pour l’étude de l’expression stable des protéines de 

fusion, une goutte de suspensions cellulaires de tabac âgées de 3/4 jours est observée entre 

une lame de verre et une lamelle couvre-objet.  

 

I-3- Paramètres d’observations 

Les observations ont été réalisées sur le microscope confocal droit TCS SP2 Leica de la 

Plate-forme régional de recherche en imagerie cellulaire de Haute-Normandie (PRIMACEN), 

localisée sur le campus de Mont Saint Aignan. Deux marqueurs fluorescents ont été utilisés 

pour les différentes observations : la Green Fluorescent Protein (sGFP) et la Red Fluorescent 

Protein (mRFP). Pour chaque marqueur, un λscan est effectué afin de définir la fenêtre 

spectrale optimale, pour capter les longueurs d’ondes d’émission spécifiques sur notre 

échantillon. Les paramètres retenus sont les suivants : pour la sGFP λexcitation = 488nm et 

λémission = 500-520nm et pour la mRFP λexcitation = 543nm et λémission = 580-620nm. Les réglages 

du gain (limite haute du PMT) et de l'offset (limite basse du PMT) sont réglés pour chaque 

observation, afin de diminuer au maximum les signaux de fluorescence non spécifiques. 

 

II- Microscopie Electronique à Transmission 

II-1-Principe du microscope électronique à transmission 

Dans un microscope électronique (Figure 52), des électrons accélérés sont générés 

par un canon à électrons comprenant une source et un champ électrique produit par une 

différence de potentiel entre la source et une anode, puis focalisés sur l'échantillon par des 

lentilles magnétiques ou électrostatiques. Le faisceau d'électrons interagit avec un 

échantillon  suffisamment mince, avec un contraste spatial résultant de différences de 

densité ou de composition chimique, et mesuré par un détecteur permettant ainsi de former 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Lentille_magn%C3%A9tique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Lentille_%C3%A9lectrostatique
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une image de l'échantillon. Le système de lentilles magnétiques permet de projeter l'image 

de l'échantillon sur un écran phosphorescent qui transforme l'image électronique en image 

optique. Les observations ont été effectuées sur un microscope électronique à transmission 

FEI Tecnai 12 Biotwin sous une tension de 80 kV, avec une caméra CCD Gatan ES500W 

Erlangshen. 

 

 
Figure 52 : Principe du microscope électronique à transmission 

 

II-2- Cryoimmobilisation haute pression 

 
II-2-1- Préparations des échantillons à la congélation 

Avant leur congélation, les suspensions cellulaires de tabac âgées de 3 à 4 jours 

(transformées ou non), sont concentrées par filtration sur une membrane de nylon de 50µm. 

Les cellules sont d’abord cryoprotégées par des bains de glycérol. Elles sont incubées 

successivement dans du milieu BY-2 contenant 5% glycérol, puis 10% glycérol 1h à + 4°C 

chaque bain. Les cellules sont ensuite transférées dans du milieu BY-2 additionné de 20% 

glycérol. Sous stéréomicroscope, les cellules sont rapidement transférées dans les anneaux 

de cryofracture (diamètre extérieur de 1,2 mm ; cavité ouverte de 100 µm d’épaisseur) ou 

dans des cupules d’or (diamètre 1,2mm et 200 µm de profondeur), et l’excédent de liquide 

est délicatement absorbé avec une pointe de papier filtre tout en veillant à ne pas 

déshydrater sévèrement l’échantillon avant sa congélation. 

 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Lentille_magn%C3%A9tique
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II-2-2 Cryofixation des échantillons sous haute pression 

La cryofixation sous haute pression apporte plusieurs avantages comparée aux 

méthodes dites « classiques » de fixation. Elle permet une fixation physique de l’échantillon, 

évitant ainsi les artéfacts de préparation dus à l’utilisation des fixateurs chimiques 

classiques. De plus, l’échantillon étant congelé très rapidement et à très basse température, 

il est congelé non pas sous forme de « glace cristalline » mais sous forme de « glace 

vitreuse » qui n’altère pas son ultrastructure et préserve au mieux son état natif, comme il 

est montré Figure 53. 

 

 

Figure 53 : Les différentes formes de l’eau dans une cellule. 
A- Echantillon à température ambiante avec un milieu intracellulaire sous forme liquide, B- Echantillon congelé 
et endommagé par la glace cristalline formée, C- Echantillon congelé sous forme de glace vitreuse et non 
endommagé. 

 

La congélation sous haute pression a été réalisée avec l’appareil HPF-EMPACT I 

(Leica-Vienne) (Figure 54) dont le mode d’action est parfaitement détaillé par Studer et al., 

2001. Brièvement, la pression est générée par un système hydraulique faisant intervenir le 

méthylcyclohexane comme liquide de compression. Le cryogène utilisé est l’azote liquide. La 

pression (2000 bars), appliquée à l’intérieur de l’échantillon est synchronisée avec le 

refroidissement (jet d’azote liquide) appliqué à l’extérieur de l’échantillon entraînant une 

congélation ultrarapide de l’échantillon. Pour une pression d’entrée de 9,5 bars, des taux de 

refroidissements variant de 12 000°C/sec à 15000°C/sec sont obtenus. Lorsque l’échantillon 

est congelé, il tombe automatiquement dans un réservoir d’azote où il est conservé en 

attendant son transfert dans l’automate de substitution.  
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Figure 54 : Apppareil de cryofixation sous haute pression EMPACT1, Leica (Studer et al., 2001) 
A- Ecran de contrôle, B- Réservoir pour le liquide de haute pression (Méthylcyclohexane), C- Zone de 
chargement du porte-échantillon et de transfert dans l’azote liquide après la cryofixation, D- Deware contenant 
la réserve d’azote liquide. 

 

II-2-3-  Cryosubstitution et enrésinement 

Après congélation sous haute pression, les échantillons sont transférés dans 

l’automate de substitution AFS (Freeze-substitution- Leica Vienne) (Figure 55) pré-refroidi à -

140°C. Les échantillons sont substitués dans l’acétone anhydre contenant 0,5% d’acétate 

d’uranyle à -90°C pendant 72h. La température est graduellement augmentée de 2°C/h 

jusqu’à -60°C et maintenue pendant 12h. La température est de nouveau remontée à -30°C 

(2°C/h). Après un pallier de 12h à -30°C, les échantillons sont maintenus à -15°C.  

Les échantillons sont rincés deux fois 15 min dans l’éthanol sec. L’infiltration est 

réalisée à -15°C dans un mélange London Resin White (LRW) : éthanol (ratio 1:2; 1:1; 2:1, 8h 

chaque étape) puis en résine pure 2x24h. La polymérisation a lieu sous ultra-violet à -15°C 

pendant 48h. La résine LRW est une résine acrylique polyhydroxyaromatique. Pour 

polymériser cette résine sous UV, il est nécessaire de lui ajouter un catalyseur d’éther de 

benzoïne dans une proportion de 0,5% w/v. 
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Figure 55 : Automate de cryosubstitution AFS1, Leica 

 
II-3- Réalisation des coupes ultrafines 

Comme montré Figure 56, les sections ultra-fines de 90 nm ont été obtenues sur un 

ultramicrotome UCT (Leica-Vienne) avec un couteau de diamant Diatome 45°. Les sections 

ont été recueillies sur des grilles nickel 100 mesh à trames hexagonales recouvertes d’une 

membrane formvar-carbone.  

 

Figure 56 : Ultramicrotomie 

 

II- 4- Immunocytochimie 

 

II-4 -1- Immunomarquage des polysaccharides complexes  

Les anticorps primaires testés LM5, LM6, LM13, LM15, LM16 (Plant probes) sont des 

anticorps monoclonaux produits chez le rat, et les anticorps INRARU1 et INRARU2 sont des 

anticorps produits chez la souris. L’anticorps secondaire utilisé est un anticorps anti rat ou 

anti souris conjugué à une particule d’or de 10 nm (Tebu, British BioCell). 
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Afin de saturer les sites non spécifiques, les sections sont incubées durant 30 min 

dans un tampon TBS (Tris 20 mM ; NaCl 150 mM) + BSA 0,2% + Lait écrémé 3%, avant d’être 

rincée 2 min dans un tampon (TBS + BSA 0,2%). Puis, les coupes sont incubées dans 

l’anticorps primaire pur durant 3h, à 25°C, avant d’être rincées 6x5 min dans le tampon (TBS 

+ BSA 0,2%). L’incubation dans l’anticorps secondaire dilué au 1/20 dans une solution de 

(TBS + BSA 0,2% + NGS 1/30) s’effectue 1h à 25°C. Les rinçages sont effectués 6x5 min avec 

du tampon (TBS + BSA 0,2%), puis 5 min dans du TBS seul. Afin de fixer les complexes 

immuns, on incube 10 min dans une solution de (TBS + glutaraldéhyde 2 %). Les coupes sont 

ensuites rincées 1x5 min dans du TBS, puis 2x5 min dans l’eau milliQ, avant d’être séchées à 

l’air.  

 

II-4-2- Immunomarquage des protéines fusionnées à la GFP 

L’anticorps primaire Av peptide living color testé  (Clontech) est un anticorps 

polyclonal produit chez le lapin, qui reconnaît la GFP, même fusionnée à une autre protéine. 

L’anticorps secondaire utilisé est un anticorps anti lapin conjugué à une particule d’or de 10 

nm (Tebu, British BioCell). 

Afin de saturer les sites non spécifiques, les sections sont incubées durant 15 min 

dans un tampon TBS (Tris 20 mM ; NaCl 150 mM) + BSA 0,2% + Tween 20 0,05%, avant d’être 

rincée 2 min dans un tampon (TBS + BSA 0,2%). Puis, les coupes sont incubées dans 

l’anticorps primaire Av peptide dilué au 1/5 dans une solution de (TBS + BSA 0,2% + NGS 

1/30)  durant 2h, à 25°C, avant d’être rincées 6x5 min dans le tampon (TBS + BSA 0,2%). 

L’incubation dans l’anticorps secondaire dilué au 1/20 dans une solution de (TBS + BSA 0,2% 

+ NGS 1/30) s’effectue 1h à 25°C. Les rinçages sont effectués 6x5 min avec du tampon (TBS + 

BSA 0,2%), puis 5 min dans du TBS seul. Afin de fixer les complexes immuns, on incube 10 

min dans une solution de (TBS + glutaraldéhyde 2 %). Les coupes sont ensuites rincées 1x5 

min dans du TBS, puis 2x5 min dans l’eau milliQ, avant d’être séchées à l’air. 

 

II-5- Coloration et observation des coupes ultrafines 

Les échantillons ainsi préparés transparents aux électrons, il faut donc les contraster. 

Dans un premier temps, les grilles sont mises en présence de vapeur d’une solution à 

tétroxyde d’osmium à 2%. Puis, nous faisons agir une solution d’acétate d’uranyle à 0,5% 

dans le méthanol pendant 10 min. Après rinçage dans de l’eau milliQ, les grilles sont 
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incubées 10min dans une solution de citrate de plomb, puis rincées dans l’eau milliQ. Les 

observations ont été réalisées avec le microscope électronique à transmission TECNAI 12 

Biotwin (FEI company, Eindhoven, NL) sous une tension d’accélération de 80 kV. Les images 

ont été acquises avec une caméra CCD Erlangshen ES500W (GATAN) pilotée par le logiciel  

Digital Micrograph (GATAN). 

 

II-6- Tests statistiques 

 

II-6-1-Spécificité de marquage : Test du khi-deux 

Afin d’évaluer la spécificité de la distribution des particules d’or pour le marquage 

des épitopes polysaccharidiques ou des protéines fusionnées à la GFP, comparé à un témoin 

négatif, nous avons effectué un test du khi-deux (Mayhew et al., 2002). Pour le marquage 

des épitopes polysaccharidiques, nous avons considéré l’hypothèse nulle « Pas de différence 

de distribution des particules d’or entre le témoin contrôle sans anticorps primaire et le test 

avec l’anticorps primaire et secondaire ». Pour le marquage des protéines fusionnées à la 

GFP, nous avons considéré l’hypothèse nulle « Pas de différence de distribution des 

particules d’or entre les cellules sauvages et les cellules transformées ». Pour chaque test 

khi-deux, le nombre de particules d’or dans les compartiments golgiens (cis, median, trans et 

TGN) a été analysé.  

Une table de contingence (2 colonnes X 4 lignes) a été créée comme décrit Tableau 4 

(Mayhew et al., 2002).  

 

Tableau 4 : Tableau de calcul pour le test du khi-deux. 
 

Dans cette analyse, le « nombre attendu de particules d’or » est calculé comme suit : 

(nombre total particules de la colonne X nombre total particules de la ligne) / grand total. 
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Chacun étant définit comme suit : Nombre total particules de la colonne = nombre de 

particules issu des 4 compartiments golgiens, Nombre total particules de la ligne = nombre 

de particules d’un seul compartiment golgien issu du témoin négatif et du test, Grand total = 

nombre total de particules des 4 compartiments issu du témoin négatif et du test. 

Une fois ces valeurs obtenues, les valeurs de khi-deux partiel ont été calculées 

comme suit : (nombre de particules observées – nombre de particules attendues)2 / nombre 

de particules attendues. La valeur du khi-deux total est ensuite comparée à la valeur du khi-

deux référence dans une table de contingence, avec un degré de liberté égal à 3 [ddl = 

(Nombre de colonne-1)*(Nombre de ligne-1)], voir Mayhew et al., 2002. 

 

II-6-2- Distribution golgienne des particules d’or : Test du RLI 

Afin d’évaluer si le marquage des épitopes polysaccharidiques et des protéines de 

fusion au sein de saccules golgiennes est aléatoire, ou au contraire spécifique d’un ou 

plusieurs compartiments golgiens, nous avons effectué un test du RLI, qui signifie Relative 

Labeling Index.  

La quantification a été effectuée, comme décrit dans Mayhew et al. (2002) et 

Mayhew (2011), sur un total de 35 à 50 saccules golgiennes ayant les 4 sous-compartiments 

(cis, médian, trans, TGN) parfaitement définis et photographiés au  grossissement X60000. 

Puis, pour chaque photo, une région d’intérêt a été définie pour définir la saccule golgienne, 

et donc la zone de comptage. Dans un premier temps, les particules de chaque 

compartiment ont été comptées et définies comme le « Nombre de particules 

observées,(n0) ». Puis, on superpose sur chaque photo un maillage fait de croix disposées de 

façon aléatoire (voir Mayhew et al., 2002 pour la création du maillage), et on compte le 

nombre de croix dans chaque compartiment, qui représente le « Nombre de points 

observés,(P) ». Une fois ces données obtenues, on calcule le « Nombre de particules 

attendues, (ne) » (qui représente la distribution aléatoire), comme suit : ne = (P * n0 total) / P 

total, où « n0 total » et « P total » représentent les valeurs tous compartiments confondus. 

Les valeurs des « nombres particules observées et attendues » permettent de calculer 

le RLI = (n0 / ne), pour chaque compartiment golgien. Pour une distribution aléatoire, la 

valeur du RLI est inférieure ou égale à 1. Pour un compartiment golgien préférentiellement 

marqué, la valeur du RLI doit être strictement supérieure à 1 et la valeur du χ2 du 

compartiment doit être supérieure à 10% du χ2 total (Mayhew, 2011). 
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PARTIE E : TECHNIQUE D ETUDE POUR LA RECHERCHE DE COMPLEXES 

ENZYMATIQUES : LA COMPLEMENTATION DE FLUORESCENCE 

BIMOLECULAIRE(BIFC) 

 

I- Principe de la Bimolecular Fluorescence Complementation (BiFC) 

 Cette technique repose sur l'observation de la fluorescence résultant de la reconstitution 

de la Yellow Fluorescent Protein ou d'autres variants de la Green Fluorescent Protein (Hu et 

Kerppola, 2002 ; Kerppola, 2008). Son principe est résumé Figure 57. 

 

Figure 57 : Principe de la complémentation de fluorescence bimoléculaire 

 
La YFP est séparée en deux fragments, l'un étant porté par une protéine A et l'autre par 

une protéine B. En cas de forte proximité des protéines A et B, les deux portions YFP (YN: 

fragment Nterminal de la YFP; YC: fragment Cterminal de la YFP) s'assemblent et émettent un 

rayonnement après excitation; cet attachement ne pouvant se faire de manière spontanée 

entre les fragments de YFP. Au contraire, si les protéines A et B sont distantes de plus de 

100Å, la YFP ne peut se reconstituer, et aucune émission de fluorescence n'est observable 

après excitation.  

 

II- Préparation des échantillons  

Pour cette étude, les protéines MUR4, ARAD1 et ARAD2 ont été fusionnées à la YFP, ou à 

ses portions YN et YC, et exprimées sous le contrôle du promoteur CaMV 35S. Dans un 

premier temps, les vecteurs d'expression de ces protéines de fusion ont été insérés dans des 

agrobactéries. Grâce à ces dernières, les 2 protéines de fusion seront coexprimées 
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transitoirement dans des cellules épidermiques de tabac, puis la fluorescence sera observée 

par microscopie confocale. 

 Les constructions disponibles vont être utilisées en de multiples combinaisons, afin de 

nous fournir des témoins négatifs et positifs, mais également pour étudier les homo- et 

hétéro-dimérisations. 

  

III- Les paramètres d’observation 

 Après la transformation transitoire des feuilles de tabac, 3 sections de 1 cm2 sont 

découpées et observées en milieu hydrophile entre une lame de verre et une lamelle 

couvre-objet à 3, 4 et 5 jours après l'infection (ou DPI: day post infection) par Agrobacterium 

tumefaciens. 

Les observations ont été réalisées sur le microscope confocal à balayage laser TCS SP2 de 

Leica, appartenant à la plateforme régionale de recherche en imagerie cellulaire de Haute 

Normandie (PRIMACEN). Le marqueur fluorescent utilisé est un variant de la Green 

Fluorescent Protein (GFP), la Yellow Fluorescent Protein-Venus (YFP-Venus). Cette protéine 

possède des caractéristiques spectrales modifiées (longueur d'onde d'excitation: 514 nm ; 

longueur d'onde d'émission: 527 nm) et une fluorescence 13 fois supérieure à la YFP 

classique pour la technique du BiFC (Shyu et al., 2006). On utilise la raie 514 nm du laser 

argon comme longueur d’onde d’excitation de la YFP-venus. Un λscan préalablement 

effectué a permis de définir la fenêtre spectrale optimale, pour capter les longueurs d’ondes 

d’émission spécifiques de la protéine reporteur. Celle-ci est délimitée entre 520 nm et 550 

nm grâce au système de fentes spectrales. Les réglages du gain (limite haute du PMT) et de 

l'offset (limite basse du PMT) sont effectués sur les feuilles de tabac transformées et adaptés 

pour chaque observation, afin de diminuer au maximum les signaux de fluorescence non 

spécifiques. 
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PARTIE A : DÉVELOPPEMENTS METHODOLOGIQUES 

 

Un des volets de mes travaux de recherche était d’effectuer la cartographie 

golgienne d’épitopes glucidiques et d’enzymes impliquées dans la synthèse du XyG et du RG-

I à l’échelle de la microscopie électronique à transmission, sur des suspensions cellulaires de 

tabac BY-2. Ainsi, en premier lieu, nous avons développé au sein du laboratoire une 

technique de préparation d’échantillons pour l’observation en microscopie électronique. 

Celle-ci devait être adaptée pour préserver l’ultrastructure des appareils de Golgi et pour 

préserver les épitopes glucidiques ou les protéines fusionnées à la GFP dans  des 

suspensions cellulaires de tabac BY-2. 

 

Brièvement, avant d’être observé au microscope électronique à transmission un 

échantillon doit être fixé, déshydraté puis enrésinné en résine acrylique (LRW). Le bloc de 

résine obtenu est ensuite coupé avec un ultramicrotome, puis les coupes sont traitées par 

immunomarquage, contrastées et enfin observées au microscope. Les étapes de fixation, 

déshydratation et enrésinnement par les systèmes classiques peuvent apporter des 

artéfacts, c’est pourquoi les techniques appelées « cryométhodes » ont été développées. Ici, 

nous avons utilisé la technique de congélation sous haute pression (HPF, High Pressure 

Freezing), pour l’étape de fixation, suivie de la substitution à froid (FS, Freeze Substitution) 

pour l’étape de déshydratation et d’enrésinnement.  

 

Lors du traitement par HPF, les suspensions cellulaires de tabac sont fixées 

physiquement par congélation ultrarapide (taux de refroidissement 10 000°C/s) via un tir 

d’azote liquide. Le tir est effectué sous haute pression (2000 bars) pour obtenir un 

échantillon congelé sous forme vitreuse, et ainsi éviter son éclatement. La difficulté réside 

dans le fait que les cellules de tabac BY-2 sont des échantillons très hydratés, un 

prétraitement par un cryoprotectant pour minimiser les artéfacts durant la congélaton est 

donc nécessaire. Des cryoprotectants non pénétrants (sucrose, dextran) et pénétrants 

(glycérol) ont été testés. Pour  l’étape de substitution à froid (FS), plusieurs milieux de 

substitution ont été testés, avec de l’acétate d’uranyle et/ou du tétroxyde d’osmium. 
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 Il s’est avéré que pour une procédure HPF/FS sur des suspensions cellulaires de 

tabac BY-2, un prétraitement par le glycérol comme cryoprotectant, ainsi que l’utilisation 

d’un mélange acétate d’uranyle/acétone comme milieu de substitution, étaient le plus 

efficace pour préserver une très bonne ultrastructure des empilements golgiens et les 

épitopes associés aux protéines fusionnées à la GFP. Ces résultats sont présentés en détail 

dans l’article ci-après page 117 : 

 

Chevalier L., Bernard S., Vicré-Gibouin M., Driouich A., and Follet-Gueye ML. (2011) 

Cryopreparation of tobacco Bright Yellow-2 (BY-2) suspension-cultured cells and application 

to immunogold localization of Green Fluorescent Protein-tagged-membrane- proteins. 

Journal of Biological Research-Thessaloniki, 16:212-216 

 

 Ce protocole de préparation des cellules de tabac BY-2 a été utilisé pour effectuer la 

cartographie golgienne d’épitopes glucidiques spécifiques du XyG et du RG-I et de 

différentes enzymes impliquées dans la synthèse du XyG et du RG-I. Ainsi, nous avons 

également appliqué une méthode statistique à notre problématique, nommée Relative 

Labelling Index (RLI). Les différents protocoles développés sont détaillés dans le sous-

chapitre 4 « Spatial organization of non-cellulosic cell wall polysaccharides at the 

ultrastructural level », ci-après page 135 : 

 

Follet-Gueye ML., Mollet JC., Vicré-Gibouin M., Bernard S., Chevalier L., Plancot B., Dardelle 

F., Ramdani Y, Coimbra S. and Driouich A. (2012) Applications of Immunocytochemistry. 

Chapter 14: Immuno-Glyco-Imaging in Plant Cells:Localization of Cell Wall Carbohydrate 

Epitopes and Their Biosynthesizing Enzymes. Ed. Hesam Dehghani ISBN 978-953-51-0229-8. 

pp 297-320 
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Cryopreparation of tobacco Bright Yellow-2 (BY-2) suspension-
cultured cells and application to immunogold localization of Green 
Fluorescent Protein-tagged-membrane- proteins. 
 
Chevalier L., Bernard S., Vicré-Gibouin M., Driouich A., and Follet-Gueye ML 
 
Journal of Biological Research-Thessaloniki (2011) 16:212-216 
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Papier N°3: Chapitre d’ouvrage 

 
 
 
Résultats: Développements techniques 
 
 
 

Applications of Immunocytochemistry. Chapter 14: Immuno-Glyco-
Imaging in Plant Cells : Localization of Cell Wall Carbohydrate 
Epitopes and Their Biosynthesizing Enzymes.  
 
Sous chapitre 4: Spatial organization of non-cellulosic cell wall 
polysacharides at the ultrastructural level. 
 
Follet-Gueye ML., Mollet JC., Vicré-Gibouin M., Bernard S., Chevalier L., Plancot 
B., Dardelle F., Ramdani Y, Coimbra S. and Driouich A. 
 
Ed. Hesam Dehghani ISBN 978-953-51-0229-8. (2012) pp 297-320 
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PARTIE B : SYNTHESE GOLGIENNE DU XYLOGLUCANE  

 

Le xyloglucane est le polysaccharide hémicellulosique majoritaire des plantes 

eudicotylédones vraies, et joue un rôle clef dans leur développement, comme énoncé dans 

le chapitre d’introduction. De précédentes études ont focalisé sur la cartographie golgienne 

d’épitopes glucidiques spécifiques de la chaîne principale du XyG et des chaînes latérales 

fucosylées, et ont montré que seules les saccules trans et le réseau trans-golgien (TGN) 

présentaient ces épitopes. Ainsi, les auteurs ont proposé que la synthèse du XyG auraient 

lieu uniquement dans les compartiments tardifs de l’appareil de Golgi (Zhang and Staehelin, 

1992, Driouich et al., 1993, Staehelin and Driouich, 1997).  

Pour compléter ces premiers résultats, nous avons effectué la cartographie golgienne 

de trois glycosyltransférases d’Arabidopsis participant à la synthèse des chaînes latérales du 

XyG, fusionnées à la GFP, puis exprimées dans des suspensions cellulaires de tabac : la 

α(1,6)xylosyltransférase (AtXXT1), la β(1,2)galactosyltransférase (AtMUR3) et la 

α(1,2)fucosyltransférase (AtFUT1). Nous avons traité les cellules de tabac exprimant ces 

protéines de fusion selon la méthode que nous avions développée au laboratoire : 

traitement des cellules par un cryoprotectant, puis par congélation haute 

pression/substitution à froid. Un immunomarquage a été effectué ensuite et la cartographie 

des protéines déterminée d’après méthode statistique quantitative nommée Relative 

Labelling Index (RLI).  

Nos conclusions sont les suivantes : la protéine AtXXT1 est majoritairement associée 

aux saccules cis et median, la protéine AtMUR3 est associée aux saccules median et la 

protéine AtFUT1 associée aux saccules trans, suggérant que tous les compartiments golgiens 

seraient impliqués dans la synthèse du XyG et que les enzymes agiraient de façon 

séquentielle au sein des différents types de saccules. L’ensemble de ce travail est décrit dans 

l’article suivant,  page 155: 

Chevalier L*, Bernard S*, Ramdani Y, Lamour R, Bardor M, Lerouge P, Follet-Gueye ML, 

Driouich A. (2010) Subcompartment localization of the side chain xyloglucan-synthesizing 

enzymes within Golgi stacks of tobacco suspension-cultured cells. Plant Journal 64(6):977-89 
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Résultats: Synthèse golgienne du xyloglucane 
 
 
 

Subcompartment localization of the side chain xyloglucan-
synthesizing enzymes within Golgi stacks of tobacco suspension-
cultured cells. 
 
Chevalier L*, Bernard S*, Ramdani Y, Lamour R, Bardor M, Lerouge P, Follet-
Gueye ML, Driouich A. 
*equal contribution 

 
Plant Journal (2010) ; 64(6):977-89 
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SUPPORTING INFORMATION 
 

 

 

 

 

Figure S1. Immunodot blot analysis of the binding of the mAb CCRC-M86 to 

xyloglucan. CCRC-M86 were tested on purified native XyG from tamarind seeds, on 

hydrolyzed XyG (after endoglucanase treatment) and on XyG from BY-2 tobacco cell 

walls. CCRC-M1 was used as negative control as XyG from tamarind and from 

tobacco are not fucosylated.  
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SUPPORTING INFORMATION 

 

 

 

 

 

Table S1. Quantitative analysis of anti-GFP labelling over Golgi stacks in tobacco 

BY-2 cells expressing AtFUT1-GFP  

(a) Comparison of gold particles distribution in Golgi cisternae of wild type and 

transformed cells (expressing AtFUT1-GFP) of BY-2 cultured cells. (b) Distribution of 

gold particles in subtypes of Golgi cisternae of tobacco BY-2 cells expressing 

AtFUT1-GFP and relative labelling index values. 
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PARTIE C : SYNTHESE GOLGIENNE DU RHAMNOGALACTURONANE-I 

 

Le rhamnogalacturonane-I (RG-I) représente 20 à 35% des pectines constituant la 

paroi primaire des plantes eudicotylédones vraies. La composition et la longueur des chaînes 

latérales du RG-I varient en fonction de l’espèce et du stade de développement, c’est 

pourquoi nous avons en premier lieu étudié la composition monosaccharidique et les types 

de liaison présents dans le RG-I de la paroi des cellules de tabac BY-2, grâce à la 

spectrométrie de masse. Ainsi, nous avons observé que la chaîne principale de ce RG-I était 

substituée à 50% par des chaînes arabinanes branchées, des chaînes galactanes et des 

chaînes arabinogalactanes, confirmant une étude également effectuée sur des cellules de 

tabac (Eda et al., 1983). 

 

A ce jour, aucune étude n’a abordé la cartographie golgienne d’épitopes glucidiques 

spécifiques du RG-I. Ainsi, nous avons étudié la distribution au sein des différentes saccules 

golgiennes des épitopes spécifiques de la chaîne principale et des chaînes latérales, en 

utilisant des anticorps spécifiques. Après avoir quantifié cette distribution, les résultats 

statistiques (RLI) montrent que les épitopes de la chaîne principale sont principalement 

retrouvés dans les saccules médian, les épitopes des chaînes arabinanes sont situés dans les 

saccules trans et le TGN. Enfin, les épitopes des chaînes galactanes et arabinogalactanes sont 

retrouvés exclusivement dans le TGN. 

 

Puis, nous avons complété cette étude par la cartographie golgienne d’enzymes 

d’Arabidopsis potentiellement impliquées dans la synthèse des chaînes arabinanes du RG-I : 

l’arabinan α(1,5)arabinosyltransférase (AtARAD1), l’UDP-xylose 4-épimérase (AtUXE1/MUR4) 

et son homologue (AtUXE3).  Nous avons avons fusionné ces protéines à la GFP et exprimé 

dans des suspensions cellulaires de tabac. Nous avons utilisé la même méthodologie que 

pour la cartographie des enzymes de synthèse du XyG. Il est ressorti que les protéines 

AtARAD1 et AtUXE3 étaient majoritairement associées aux saccules median, tandis que la 

protéine AtUXE1/MUR4 est retrouvée dans le TGN.  

 

L’arabinosyltransférase (AtARAD1), et la protéine AtUXE3, homologue de l’épimérase 

AtUXE1, étant situées toute les deux dans les saccules médian, nous avons postulé qu’elles 
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étaient peut-être associées dans un complexe multiprotéique impliquant également deux 

UDP-arabinose mutases nommées AtRGP1 et AtRGP2.  

 

En effet, au niveau du cytosol dans l’environnement très proche du Golgi, l’épimérase 

potentielle AtUXE3 (qui n’a pas  de domaine transmembranaire d’après les prédictions in 

silico) pourrait transformer l’UDP-xylose en UDP-arabinopyranose, ce dernier serait pris en 

charge par les mutases AtRGP1/2 pour devenir de l’UDP-arabinofuranose, traverserait la 

membrane golgienne via un transporteur, puis serait pris en charge par 

l’arabinosyltransférase AtARAD1 dans la lumière des saccules médian. 

 

Ainsi, en collaboration avec l’équipe du Dr Y. Sakuragi, l’intéraction de chaque 

partenaire potentiel a été testée en utilisant le système de split ubiquitin : les mutases 

AtRGP1 et AtRGP2 forment des homo- et hétérodimères entre elles, mais 

l’arabinosyltransférase AtARAD1 ou l’épimérase potentielle AtUXE3 n’intéragissent avec 

aucun des partenaires testés. 

 

Ces résultats sont détaillés dans l’article suivant page 175: 

Bernard S, Have Lund C, Dardelle F, Ramdani Y, Loutelier-Bourhis C, Lerouge P, Sakuragi Y,  

Driouich A and Follet-Gueye ML. The Golgi compartmentalization of rhamnogalacturonan-I 

associated epitopes and enzymes potentially involved in arabinan biosynthesis in tobacco 

BY-2 suspension-cultured cells. Soumis à Plant Journal 
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SUMMARY  
 
Pectins are cell wall complex polysaccharides that play a central role in plant 

development. Rhamnogalacturonan I (RG-I), is a structurally heterogeneous pectic 

polysaccharide that consists of a rhamnogalacturonan backbone substituted with 

galactan, arabinan and arabinogalactan side chains. RG–I has been implicated in 

numerous cell wall properties. Like other complex polysaccharides, RG-I is 

synthesized within Golgi stacks before its transport to the cell wall. To gain more 

understanding on the spatial organization of RG-I assembly pathway within Golgi 

cisternae, we apply here a quantitative immunogold analysis using transmission 

electron microscopy on high pressure frozen and freeze substituted wild-type tobacco 

(Nicotiana tabacum) BY-2 suspension cultured-cells. We present a detailed Golgi 

mapping of major sugar epitopes associated with RG-I by using specific monoclonal 

antibodies. We also establish the Golgi compartmentalization of three enzymes 

potentially involved in the biosynthesis of RG-I, namely the arabinan -1,5-

arabinosyltransferase, AtARAD1 (arabinan deficient 1), two UDP-xylose 4- 

epimerases, AtUXE1/MURUS4 and AtUXE3. These enzymes have been fused to 

green-fluorescent protein (GFP) and stably expressed in tobacco cells. The data 

demonstrate that sugar motifs associated with RG-I backbone are preferentially 

present in the medial Golgi cisternae whereas linear unbranched arabinan chains are 

located to the trans cisternae and the ramified arabinan, galactan or arabinogalactan 

are mapped to trans-Golgi network. Finally, the fused proteins AtARAD1-GFP and 

AtUXE3-GFP are detected in the medial Golgi cisternae suggesting their possible 

cooperative action during the biosynthesis of the arabinose-containing cell wall 

polymers such as RG-I. 
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INTRODUCTION  
 
Pectins are major polysaccharides of the primary cell wall. They consist of structurally 

complex and heterogeneous polysaccharides with galacturonic acid (GalUA) 

residues. The most abundant pectin is homogalacturonan (HG), a linear 

homopolymer of 14)- -linked GalUA which can be methyl-esterified and/or 

acetylated (Willats et al., 2001; Vincken et al., 2003; Knox, 2008). More complex in 

structure are the three other major pectic polysaccharides: xylogalacturonan (XGA), 

rhamnogalacturonan-II (RG-II) and rhamnogalacturonan-I (RG-I).  

 

The RG-I represents 20-35% of pectin and is the most structurally variable pectic 

compound. It consists of a disaccharide repeat of [-4-α-D-GalUA-(12)-α-L-Rha-(1-

)]n backbone. Between 20 and 80% of the backbone rhamnosyl residues are 

substituted and the side chain composition varies depending on plant species, 

tissues and developmental stage (Albersheim, 1996; Freshour et al., 1996; Willats et 

al., 2001; Guillemin et al., 2005; Lee et al., 2013). Oligosaccharide side chains of RG-

I consist predominantly of galactan, arabinan and arabinogalactan (AG) (Vincken et 

al., 2003; Mohnen, 2008; Atmodjo et al., 2013). Galactans are mostly linear chains of 

(14)- -D-galactopyrannose (Galp) residues, whereas arabinans are chains of 

(15)- -L-arabinofuranose (Araf) that are frequently branched. In certain plant 

species, galactan and arabinan side chains could be substituted with terminal 

phenolic esters which can dimerize oxidatively to form links between polymers (Ralet 

et al., 2005). Several AG side chains of RG-I have been identified. Type I AG is 

composed of a linear (14)- -D-galactan chains branched with single -L-Araf units 

at position O-3 of the galactosyl units or other sugars such as fucose and glucuronic 

acid (Ridley et al., 2001; Nakamura et al., 2002; Øbro et al., 2004). The presence of 

type II AG in RG-I, that consists of an (13)-α-D-galactan backbone substituted by 

short (16)-β-D-galactan chains branched with Araf, rhamnose and glucuronic acid 

and terminated by -L-Araf, has also been reported (Mohnen, 2008; Verhoef et al., 

2009). Other types of arabinogalactan side chains of RG-I have been described 

consisting of galactosyl residues or short sequence of galactosyl residues between 

branched arabinan chains and the backbone (Schols et al., 1990; Sakamoto and 

Sakai, 1995; Huisman et al., 2001).  
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Pectic polysaccharides of the cell wall are assumed to be synthesized in the Golgi 

apparatus (Zhang and Staehelin, 1992; Mohnen, 2008; Driouich et al., 2012) via the 

combined action of Golgi glycosyltransferases (GTs), nucleotide-sugar transporters 

(NSTs) and nucleotide-sugar interconversion enzymes (NIEs) (Keegstra and Raikhel, 

2001; Seifert, 2004; Reiter, 2008; Reyes and Orellana, 2008). As compared to XyG, 

HG and RG-II biosynthesis, relatively little is known about the GTs involved in RG-I 

biosynthesis. Caffall and Mohnen (2009) postulated that 34 specific GTs activities 

may be required. None of the enzymes involved in the RG-I backbone assembly 

have been identified. The characterization of galactosyltransferase activity necessary 

for RG-I (14)-β-D-galactan chains biosynthesis was carried out in Golgi-membrane 

fractions from several eudicotyledonous plants (Goubet et al., 1993; Brickell and 

Reid, 1996; Geshi et al., 2000; Kato et al., 2003; Konishi et al., 2004). Recently, 

Liwanag et al. (2012) demonstrated that the Arabidopsis galactan synthase 1 

(AtGALS1) of GT92 family, is a (1-4) galactan (1-4) galactosyltransferase. Two 

putative arabinan arabinosyltransferases, AtARAD1 and AtARAD2, belonging to the 

GT47 family, have been identified (Harholt et al., 2006; 2012). While pyranose ring is 

the utmost arabinose configuration found in plants, pectic arabinan incorporates 

UDP-L-arabinofuranose. An UDP-arabinose mutase (UAM) that converts UDP-

arabinopyranose into UDP-arabinofuranose was characterized in rice (Konishi et al., 

2007) and found to share more than 80% identity with the reversibly glycosylated 

proteins (RGPs) of Arabidopsis (Dhugga et al., 1991, 1997; Delgado et al., 1998; De 

Pino et al., 2007). The arabinose mutase activity has been recently shown for three 

(AtRGP1, 2 and 3) of the five isoforms of RGPs identified in the Arabidopsis genome 

(Rautengarten et al., 2011). Moreover, severe developmental phenotypes associated 

with subsequent reduction in cell wall arabinose content in homozygous T-DNA 

insertion rgp1-1 and rgp1-2 mutants have been observed, suggesting that RGPs 

could be involved in the biosynthesis of the arabinose-enriched cell wall polymers 

such as RG-I or AGPs.  

 

RG-I biosynthesis in the Golgi apparatus requires cooperation between 

glycosyltransferases, nucleotide-sugar interconversion enzymes (NIEs) and 

potentially nucleotide-sugar transporters (NSTs). Actually, few NST have been 

functionally characterized (Baldwin et al., 2001; Norambuena et al., 2005; Handford 

et al., 2012). Five UDP-D-glucose-4-epimerases (UGEs) have been identified in 
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Arabidopsis thaliana. Whereas AtUGE4 was shown to be involved in AGPs and XyG 

galactosylation (Seifert et al., 2002; Nguema-Ona et al., 2006), other UGE isoforms 

are less selective and could contribute to RG-I galactosylation (Rösti et al., 2007). A 

Golgi-localized UDP-D-xylose-4-epimerase, AtUXE1/MUR4, has been characterized 

in Arabidopsis (Burget et al., 1999; 2003). The authors have shown that the mur4 

mutant contains 50% of wild-type levels of cell wall arabinose affecting both pectic 

polysaccharides and AGPs.  

 

To date, the spatial organization of RG-I assembly pathway within the plant Golgi 

stacks is not fully understood. Immuno-electron microscopical analyses using 

antibodies directed against specific sugar, Golgi enzyme or Golgi tagged-enzyme 

epitopes is a reliable method for investigating the compartmentalization of cell wall 

complex polysaccharide biosynthesis within Golgi cisternae (Zhang and Staehelin, 

1992; Vicré et al., 1998; Chevalier et al., 2010; Follet-Gueye et al., 2012; Driouich et 

al., 2012).  

 

To complete the knowledge with respect to RG-I assembly in the Golgi apparatus, we 

established the first immunogold quantitative analysis of epitopes associated to RG-I 

backbone, arabinan, galactan and arabinogalactan side chains, in tobacco BY-2 

suspension cultured-cells. In addition, we investigated the Golgi 

compartmentalization of the xylose epimerase AtUXE1/MUR4 and its homolog 

AtUXE3, and a putative arabinan arabinosyltransferase (AtARAD1) in cells 

expressing AtARAD1-GFP, AtUXE1-GFP or AtUXE3-GFP. Finally, we tested if 

AtARAD1 and AtUXE3 were involved in a proteins complex with the mutases 

AtRGP1 and AtRGP2.  
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RESULTS  
 
Structural analysis of Rhamnogalacturonan- I isolated from tobacco BY-2 
suspension-cultured cells  
 
The monosaccharide composition and sugar linkages of RG-I from tobacco cells 

were determined on a pectin-enriched fraction isolated from the whole cell wall of BY-

2 suspension-cultured cells using hot 0.5% oxalate ammonium. The four main 

monosaccharides (Table 1a), representing 88% of the total sugar composition, were 

arabinose (Ara), galacturonic acid (GalUA), rhamnose (Rha) and galactose (Gal) 

consistent with previous data (Eda et al., 1983).  

 

Rha (18.0%) and GalUA (20.8%) are in a ratio close to 1 and can be attributed to the 

(4-α-D-GalUAp12-α-L-Rhap1) repeating unit of the backbone of the RG-I. 

Therefore, this pectic fraction is highly enriched in RG-I. Ara (38.8%) and Gal 

(11.8%), the main monosaccharides constitutive of the RG-I side chains (Scheller et 

al., 2007; Mohnen, 2008), represent about the half of the total sugars. The pectin-

enriched fraction also contains low amount of xylose, suggesting the presence of 

XyG or XGA probably co-extracted with RG-I or linked to the pectins (Popper and 

Fry, 2005, Marcus et al., 2008). Mannose, glucuronic acid, glucose and galactose 

could possibly originate from residual arabinoglucuronomannan (Mori and Kato 

1981), or galactoglucomannan as it has been described in Nicotiana tabacum (Eda et 

al., 1985) and Nicotiana plumbaginifolia (Sims et al., 1997). 

 

The sugar linkage analysis (Table 1b) shows the presence of 2-linked (3.2%) and 

2,4-linked (3.6%) rhamnosyl residues in similar ratio indicating that ~50% of the RG-I 

backbone is substituted on C4 of the rhamnosyl residue. Linkage analysis of 

arabinosyl residues shows a high percentage of 5-Araf (22.9%) and a lower 

percentage of 3-Araf (1.9%), indicating most of the Araf residues are found in α(1-5) 

arabinan chains, and only a small proportion is found in α(1-3) arabinan chains. The 

presence of 3,5-Araf (15.7 %) suggests that α(1-5) arabinan chains are highly 

substituted (around 40%). The presence of T-Araf (T, terminal) (14.3%) reinforces 

this observation and suggests that substitutions are with single Araf residues and 

with short secondary chains of α(1-5) arabinan and a minor part of α(1-3) arabinan. 

As for the galactose residues, these are mainly 4-Galp (7.5%) and 3-Galp (3.9%), 
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reflecting the presence of β(1-4) and β(1-3) galactan chains, and a small proportion 

found in β(1-6) galactan chain. Given the percentage of 4,6-Galp (1.2%) and 3,6-

Galp (0.8%) substitutions, around 14% of β(1-4) galactan chains and 17% of β(1-3) 

galactan chains are substituted at position O-6 of galactosyl unit. Other substitution 

types were not detected. The presence of contaminating xyloglucan in the BY-2 

pectin-enriched fraction was confirmed by the identification of T-Xylp, 2-Xylp and 4,6-

Glcp in the sugar linkage analysis. The xyloglucan contamination in the pectin 

fraction most likely co-purified because of covalent linkages between xyloglucan and 

RG-I which have been reported to occur in Arabidopsis, sycamore, rose, tomato, 

spinach, maize and barley in addition to tobacco (Popper and Fry 2005).  

Taken together, these analyses indicate that the pectic fraction isolated from the cell 

wall of tobacco BY-2 suspension-cultured cells using hot 0.5% oxalate ammonium is 

highly enriched in RG-I. Its backbone consists of (4-α-D-GalUAp1 → 2-α-L-Rhap1) 

repeating unit which is 50% substituted with branched arabinan, galactan, and 

arabinogalactan chains as possible side chains. These findings are in agreement and 

confirm previous studies on RG-I structure of BY-2 suspension-cultured cells by (Eda 

et al., 1983).  

 
Subcellular localization of RG-I epitopes in tobacco cells 

The RG-I epitopes recognized by the set of antibodies we used are summarized in 

Table 2. To investigate the subcellular localization of these different epitopes within 

tobacco BY-2 suspension-cultured cells, we prepared protoplasts that were 

immunolabelled using a secondary antibody coupled to FITC. Figure 1 shows a 

punctate pattern of fluorescence with INRA-RU1 (Fig.1A), INRA-RU2 (Fig.1B), LM5 

(Fig.1C), LM6 (Fig.1D), LM13 (Fig.1E) and LM16 (Fig.1F) antibodies typical of that 

Golgi stack labelling in plant cells (Nebenführ et al., 1999, Pagny et al., 2003; 

Chevalier et al., 2010).  

 
Immunogold localization of RG-I epitopes in Golgi cisternae 

We investigated the distribution of different pectic epitopes within Golgi cisternae 

using immunogold-electron microscopy on wild-type BY-2 suspension-cultured cells 

prepared by high pressure freezing (HPF), followed by freeze substitution (FS) 

technique. Figures 2A and 2B show immunogold-labelled Golgi stacks of wild-type 

tobacco BY-2 suspension-cultured cells. It is to note  that the ultrastructural 
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organization of the Golgi stacks is well-preserved allowing distinction of different 

Golgi subcompartments as described previously in Chevalier et al., 2010 (Figure 2B). 

Different labelling densities in Golgi stacks depending on the tested antibody were 

observed. LM6 and LM16 antibodies showed the strongest labelling density (Figures 

2A and 2B), whereas INRA-RU1, LM5 and LM13 antibodies had a lower labelling 

density (Figures S1A, S1B and S1C respectively). Also, for LM13 epitopes, labelling 

of the cell wall was weaker than those observed with other sugar epitopes analyzed 

(data not shown). For INRA-RU2 antibody, we could not detect gold particles in Golgi 

stacks or in the cell wall, although fluorescence signals could be observed in Golgi 

stacks in protoplast (Figure 1B) and in cell walls of intact cells (Figure S2).  

 

To start the statistical evaluation of the immunogold localization, we first checked the 

labelling specificity of different antibodies by using the immunolabelling condition 

without the primary antibody as control to do a chi-square test (χ2). Our null 

hypothesis was: “there is a random distribution of gold particles with immunolabelling 

with primary antibody and immunolabelling without primary antibody”. For each 

antibody, we counted gold particles in the 3 compartments (cis, medial, trans) and 

the trans-Golgi Network (TGN) of 35 to 55 Golgi stacks. For LM6, LM16 and LM5 

antibodies, the total chi-squared values were 30.91, 17.36, and 11.32, respectively 

(Table 3a for LM6, Table S2a and S3a, for LM5 and LM16). Those values were 

compared to reference values in a contingency table, with a degree of freedom = 3 

(see M&M), and showed that we rejected the null hypothesis with a risk α < 0.005 for 

LM6 and LM16, and α < 0.015 for LM5. For LM13 antibody, the total chi-squared was 

4.35 (see Table S4a). In this case, we rejected the null hypothesis with a risk α ≤ 0.1. 

A chi-square test was not necessary for INRA-RU1 as we have no gold particle on 

more than 55 Golgi stacks on the control without the primary antibody. 

 

Secondly, we investigated Golgi distribution of the pectic epitopes recognized by 

these antibodies in the 3 compartments (cis, medial, trans) and the TGN using the 

relative labelling index (RLI) as described in Chevalier et al., (2010) and updated by 

Mayhew, (2011). According to Mayhew and Lucocq, (2008), RLI indicates the degree 

to which a compartment is preferentially labelled in comparison to the theoretical 

situation of random labelling considering the surface of each compartment. If RLI of 

the compartment is ≤ 1, it means that it is randomly labelled. But if the compartment 
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has RLI > 1 and its partial χ2 > 10%, then it is preferentially labelled. Immunogold 

labelling of Golgi stacks of epitopes recognized by LM6 is illustrated in Figure 2A and 

Table 3b. Gold particles were found to be localized mainly over the TGN, as the RLI 

= 1.75 and χ2 = 50.34%. Immunogold localization of epitopes recognized by the other 

antibodies are shown in supplemental data: for INRA-RU1 antibody, gold particles 

were mainly localized over medial Golgi cisternae (Figure S1A and Table S1), 

labelling of epitopes recognized by LM13 (Figure S1C and Table S4b) showed a 

localization in trans cisternae, whereas LM5 and LM16 epitopes (respectively Figures 

S1B and 2B; and Tables S2b and S3b) showed preferential localization in the TGN. 

 

Subcellular localization of AtARAD1, AtUXE1 and AtUXE3 proteins fused to 

GFP 

In addition to RG-I epitopes distribution within Golgi subcompartments, we first 

checked subcellular localization of the proteins potentially involved in RG-I synthesis 

by confocal microscopy. We focused on proteins that are good candidates for RG-I 

arabinan side chain synthesis: the putative arabinan arabinosyltransferase AtARAD1 

(Harholt et al., 2006), the proven xylose epimerase AtUXE1/MUR4 (Burget et al., 

2003) and one of its homologs AtUXE3. AtARAD1 and AtUXE1 are Golgi type II 

membrane-bound proteins. AtUXE3 is a homolog of AtUXE1 that seems to have no 

transmembrane domain or signal peptide according to in silico analysis of the coding 

sequence with Aramemnon (http://aramemnon.uni-koeln.de/) (data not shown).  

 

As illustrated in Figure 3, transformed BY-2 suspension-cultured cells expressing 

AtARAD1-GFP (Figure 3A) and AtUXE3-GFP (Figure 3B) displayed fluorescent and 

mobile spots (of 1 µm in size) confirming Golgi localization. Interestingly, AtUXE3-

GFP (Figure 3C) showed a similar fluorescence signal again consistent with Golgi 

localization, and no any additional fluorescence associated with cytosolic localization. 

 
 

Immunogold localization of AtARAD1, AtUXE1 and AtUXE3 proteins fused to 

GFP within Golgi cisternae 

The labelling specificity of the proteins in transformed BY-2 suspension-cultured cells 

compared to wild-type was confirmed with a chi-square test (χ2). Our null hypothesis 

was that there is no difference of gold distribution between wild-type and transformed 

http://aramemnon.uni-koeln.de/
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cells. We used the same procedure for immunogold localization of pectic epitopes 

(see above). For AtARAD1-GFP and AtUXE3-GFP, the total chi-squared values were 

86.98 and 31.68 respectively (Table 4a and Table S5a), showing that with 3 degree 

of freedom the null hypothesis can be rejected with a risk α < 0.005. For AtUXE1-

GFP, the total chi-squared was 9.24 (Table S6a). In this case, we rejected the null 

hypothesis with a risk α < 0.03.  

 

Then, we investigated the Golgi distribution of these fusion proteins in the 3 sub-

compartments (cis, medial, trans) and the TGN using the relative labelling index (RLI) 

as described earlier (Chevalier et al., 2010). Based on RLI value and partial χ2 value, 

we found that AtARAD1-GFP and AtUXE3-GFP are both preferentially localized 

within medial Golgi cisternae (Table 4b and S5b respectively). Finally, AtUXE1-GFP 

was found mostly in the TGN (Table S6b).  

 

Arabinan RG-I biosynthesis: a search for Golgi protein complex  

As the putative arabinosyltransferase AtARAD1 and AtUXE3, the homolog of the 

xylose epimerase AtUXE1, seemed to localize to the same Golgi subcompartment, 

we investigated whether these proteins interact and form a Golgi protein complex. 

Also, we tested if the arabinose mutases AtRGP1 and AtRGP2 (Rautengarten et al., 

2011) could be part of such a putative complex in the Golgi apparatus.  

 

The proteins AtARAD1, AtUXE3, AtRGP1 and AtRGP2 were tested in a binary 

protein-protein interaction screen using the split ubiquitin yeast system, to clarify if 

any direct interaction occurs between them. A modified split ubiquitin system 

commercially available from Dualsystems Biotech AG was used because it allows 

fusion of the reporters at the N-termini of tested proteins.  The proteins are fused to 

the C-terminal ubiquitin moiety (Cub) fused to a transcription factor and the N-

terminal ubiquitin moiety (NubG). The fusion proteins are designated as bait and 

prey, respectively.  

 

The data are presented Figure 5. Functionality of bait (Cub) tested against the 

positive control interaction partner Ost1-NubI (Figure 5, lines 1 to 4) showed that all 

constructs were functional except for AtARAD1-Cub which did not produce any viable 

cell on the selection media and no blue color formation was observed in Xgal assay 

http://en.wikipedia.org/wiki/Transcription_factor
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(Figure 5, line 1). Interaction specificity of baits and preys were tested against an 

empty vector control (pPR3-N) and AtXXT2, an Arabidopsis type-II transmembrane 

xylosyltranferase involved in xyloglucan biosynthesis, respectively (Figure 5, lines 5 

to 12). No random interaction was detected with the empty vector nor with AtXXT2-

Cub.  

 

Binary interaction assay was carried out among the four proteins. The binary 

interaction test with AtRGP1 and AtRGP2 showed positive signals, when reciprocal 

tagging with Cub or NubG, for the two homodimers, AtRGP1-AtRGP1 (Figure 5, line 

18) and AtRGP2-AtRGP2 (Figure 5, line 23), and the heterodimer AtRGP1-AtRGP2 

(Figure 5, lines 19 and 22), confirming results of Rautengarten et al. (2011). The 

interaction test with AtUXE3 showed no homodimerization (Figure 5, line 28), nor 

heterodimerization with AtRGP1 or AtRGP2 (Figure 5, lines 20, 24, 26 and 27). 

AtARAD1-NubG did not show positive signals with AtRGP1-Cub, AtRGP2-Cub or 

AtUXE3-Cub (Figure 5, lines 17, 21 and 25), suggesting no direct interaction with 

these proteins, however we cannot conclude if AtARAD1-NubG is functional. 
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DISCUSSION  

 

Structural heterogeneity of RG-I in Nicotiana tabacum BY-2 suspension-

cultured cells 

 

Monosaccharide and linkage analyses combined with immunocytochemical labelling 

showed that RG-I in tobacco BY-2 suspension-cultured cells is composed of a 

backbone consisting of (4-α-D-GalUAp1 2-α-L-Rhap1) repeating unit where 50% of 

the rhamnosyl residues are substituted with arabinan, arabinogalactan and/or 

galactan side chains. Arabinan side chains are composed of (15)-α-L-arabinan 

chain branched at 40% with arabinose residues and/or short (15)-α-L-arabinan 

and/or short (13)-α-L-arabinan at O-3, as we detected 5-Araf, 3-Araf, 3,5-Araf and 

T-Araf in the RG-I-enriched fraction. Branched arabinans are common RG-I side 

chains already described in plants including apple (Schols et al., 1990), soybean 

(Huismann et al., 2001; Nakamura et al., 2002), sugar beet (Sakamoto and Sakai, 

1995) and potato (Øbro et al., 2004). AG side chains are often defined in the 

literature as (14)-β-D-galactan, which may be branched at O-3 with α-L-Araf or 

arabinan, named type I AG; and (13)-β-D-galactan branched at O-6 with galactan 

or arabinogalactan, terminated by α-L-Araf, named type II AG. Sometimes, (13)-α-

L-Araf-moieties, and other sugars such as Glc, Rha, and GlcUA can also be found in 

AG side chains. Here, we found 14% of (14)-β-D-galactan side chain substituted at 

O-6, but we could not detect any substitution at O-3. Therefore, it seems that, in 

tobacco BY-2 suspension-cultured cells, RG-I does not contain type I AG in its side 

chains. However, an O-6 substitution in (14)-β-D-galactan side chain by β-D-GlcUA 

and 4-O-methyl-β-D-GlcUA in RG-I of sycamore suspension cells has been 

described (An et al., 1994). We detected a small amount of GlcUA (0.3%) in the 

monosaccharide composition, but the linkage analysis did not allow study of uronic 

acid sugars; therefore it is not possible to ascertain if this chain type exists in RG-I 

tobacco BY-2 suspension-cultured cells. Linkage analysis reveals also the presence 

of (13)-β-D-galactan, with 17% of O-6 substitution, and the presence of (16)-β-D-

galactan showing type II AG side chains. This structure is typical of AGPs, and there 

is still no evidence that type II AG are side chains of RG-I or associated with a 

polymer, and co-extracted in the RG-I enriched fraction (Verhoef et al., 2009). The 

LM16 antibody suggested the presence of another type of AG side chains in RG-I 
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tobacco BY-2 suspension-cultured cells. This antibody has been obtained using RG-I 

isolated from apple fruit, which contains arabinogalactan side chains having (13)-β-

D-galactose residues (that can be branched with galactose residues), between 

branched (15)-α-L-arabinan chain and RG-I backbone (Schols et al., 1990). LM16 

activity on sugar beet arabinan, whose AG side chain is composed of (14)-β-D-

galactose residues, between branched (15)-α-L-arabinan chain and RG-I backbone 

(Sakamoto and Sakai, 1995), has been clearly shown by Verhertbruggen et al. 

(2009). Interestingly, the sugar linkage analysis, showing the presence of 4-Galp, 3-

Galp, 3,6-Galp and branched arabinan, coupled to LM16 immunolabelling, reveals 

that this type of AG side chain exists in the RG-I from BY-2 cells. Other 

arabinogalactan side chains with galactose residue between branched (15)-α-L-

arabinan chain and RG-I backbone have been described in soybean (Huisman et al., 

2001) and could be present in RG-I from tobacco BY-2 suspension-cultured cells. 

 

The assembly pathway of RG-I within Golgi cisternae 

 

Quantitative immunocytochemical studies of specific RG-I sugar epitopes were 

applied to enhance understanding of RG-I synthesis and assembly in the Golgi 

apparatus (Table 5). In 1992, Zhang and Staehelin, by using the antibody anti-

PGA/RG-I, which is supposed to recognize the transition region between unesterified 

homogalacturonan and the first (12)-α-rhamnosyl linked residue of RG-I (Moore et 

al., 1991), detected PGA/RGI epitope in the cis and medial Golgi compartments of 

sycamore maple suspension-cultured cells. These data indicate that HG and RG-I 

backbone units are already assembled in this early Golgi compartment (see also 

Driouich et al., 1993). In addition, it has been shown that HG and RG-I are covalently 

attached (Coenen et al., 2007). As the INRA-RU1 sugar epitope, comprising at least 

six disaccharides repeats (4-α-D-GalUAp1  2-α-L-Rhap1) with no methylation and 

no acetylation (Ralet et al., 2010; Macquet et al., 2007), was localized to the medial 

cisternae, it could be postulated that RG-I backbone synthesis is initiated in the cis 

Golgi cisternae and extended in the medial cisternae. Then, (15)-α-L-arabinan 

chains could be added in trans cisternae, as labelling with the LM13 antibody which 

binds preferentially 5 to 11 (15)-α-L-arabinose residues forming unbranched and 

linearized arabinan chain (Moller et al., 2008; Verhertbruggen et al., 2009) was 

mainly found over that late subcompartment. In the TGN, where LM5 epitopes 
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consisting of at least 4 contiguous units of (14)-β-D-galactosyl residues were 

detected (Jones et al., 1997), (14)-β-D- galactan chains could be initiated and/or 

elongated. We also detected a short (15)-α-L-arabinan chain recognized by LM6 

antibody in the TGN. In accordance with the literature (Willats et al., 1998; Lee et al., 

2005; Verhertbruggen et al., 2009), our results support that the LM6 monoclonal 

antibody binds 2 to 6 arabinose residues from 1,5-linked arabinan sequences 

involved in branched backbone or short secondary side chains. Our immunogold data 

using LM16 indicate the presence of arabinogalactan chain composed of 

galactose/galactan stub with branched arabinan in the TGN. 

 

To progress towards understanding the compartmentalization of RG-I assembly 

within Golgi cisternae, we performed a Golgi mapping of enzymes potentially 

involved in the arabinan chain synthesis: the putative arabinosyltransferase 

AtARAD1, the UDP-D-xylose-4-epimerase AtUXE1/MUR4, and its homolog AtUXE3. 

So far, few studies have been done on Golgi mapping of both sugar epitopes and 

enzymes (Zhang and Steahelin 1992; Chevalier et al., 2010; Follet-Gueye et al., 

2012). Here, we show that AtARAD1-GFP and AtUXE3-GFP fused proteins are 

localized in the medial Golgi cisternae, and AtUXE1-GFP in the TGN. 

 

Harholt et al. (2006) hypothesized that AtARAD1 is a processive 

arabinosyltransferase, probably involved in the arabinan backbone elongation. 

Different arabinosyltransferase activities are needed for the initiation, elongation and 

branching of the arabinan chains. Phylogenetic analysis of AtARAD1 homologs in 

Arabidopsis GT 47 family identified seven other proteins, among them AtARAD2, 

sharing 65% identity with AtARAD1. These two putative arabinan 

arabinosyltransferases are nonredundant (Harholt et al., 2012), and form homo and 

heterodimers when they were co-overexpressed transitory in epidermal cells of 

N.benthamiana (Harholt et al., 2012). ARAD2 gene is less expressed in arabidopsis 

tissues compared to ARAD1, and the cell wall arabinose content of arad2 mutant is 

not affected. A significant detection of LM13 epitope was observed at the root surface 

of arad2 mutant compared to wild-type, arad1 and arad1/arad2 double mutant, 

suggesting an involvement of AtARAD2 in the arabinan branching. As both AtARAD1 

and AtARAD2 are associated in a complex (Harholt et al., 2012) and AtARAD1 has 

been found in medial Golgi cisternae, we postulate that AtARAD2 also localized in 
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this same compartment, and therefore that arabinan backbone is possibly elongated 

and branched in the medial compartment. We have localized unbranched and 

linearized arabinan chain epitopes with a length of 5 to 11 α-(15)-L-arabinose 

residues in the trans cisternae with the LM13 antibody, and we have detected 1,5-

linked arabinan sequences (2 to 6 arabinose residues) involved in branched 

backbone and short secondary side chains in the TGN with the LM6 antibody. It is 

therefore not surprising to detect the enzyme AtARAD1 in the medial cisternae and to 

detect linear arabinan chains (the “final” product) in a later compartment, since in the 

medial cisternae, arabinan chains assembly is in progress and the LM13 antibody 

needs at least 5 arabinose residues for recognition.  

 

In which compartment is initiated the synthesis of arabinan, galactan or 

arabinogalactan side chains? As no specific antibody for initiation region is available, 

it remains difficult to draw a conclusion. But, as we have detected linear arabinan 

with LM13 and the putative arabinosyltransferase (AtARAD1-GFP) respectively in the 

trans and the medial cisternae, we propose that initiation of (15)-α-L-arabinan 

starts at least in the medial compartment. It remains to be determined if the synthesis 

of the RG-I side chains could be initiated directly on the backbone, or if the side 

chains could be added on the backbone after their initiation. 

 

Arabinan RG-I biosynthesis: Golgi protein complex research 

 

Arabinan side chains of RG-I is known to influence the mechanical properties of the 

cell wall (Ulvskov et al., 2005; Moore et al., 2006; Harholt et al., 2010). Arabinan 

synthesis involves the action of different partners within Golgi membranes. First, 

biosynthesis of UDP-Arap residues occurs via 4-epimerization of UDP-Xyl, then 

UDP-Arap is converted in UDP-Araf by arabinose mutase, and carried by UDP-Araf 

transporter and arabinosyltransferase. Using the split-ubiquitin system, we tested if 

the homolog of the xylose epimerase AtUXE1/MUR4, called AtUXE3, with the 

arabinose mutase AtRGP1 and AtRGP2, and the arabinosyltransferase AtARAD1 

could be involved in a complex, as we localized AtUXE3 and AtARAD1 both in the 

same Golgi sub-compartment; namely the medial.  
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We confirm that AtRGP1 and AtRGP2 form homo and heterodimers (Rautengarten et 

al., 2011). In contrast, we could not confirm that AtARAD1 forms homodimers 

(Harholt et al., 2006), as AtARAD1-Cub was nonfunctional. We did not observe that 

AtUXE3 forms homo or heterodimers. Finally, we could not show any direct 

interactions between AtUXE3 and AtARAD1, AtRGP1 or AtRGP2 when using this 

system.  

 

It could be helpful to explore the cell wall sugar content of uxe3 mutant to determine 

whether AtUXE3 is really involved in RG-I arabinan synthesis, as well as more 

detailed studies of RG-I fractions in the rgp mutants to ensure that AtRGP-1 and -2 

contribute to RG-I arabinan assembly. It should be noted that the lack of interaction in 

the split ubiquitin system does not indicate the lack of interaction in vivo. 

Furthermore, the proteins could be found within the same complexes without direct 

interaction. Recently, DePino et al. (2013) have examined RGP oligomerisation in 

Solanum tuberosum, and proposed that class 2 RGPs (e.g. AtRGP4 or AtRGP5), 

with no mutase activity, could be directly involved in Golgi membrane binding of RGP 

oligomers. According to this model, it is possible that AtRGP1 and AtRGP2 interact 

indirectly with Golgi membranes via AtRGP4/5, although this possibility remains to be 

tested. Further studies are required to verify potential interaction between AtUXE3 

and AtARAD1, and perhaps AtARAD2. So far, none of the UDP-Araf transporters has 

been characterized. Such transporters represent a good candidate partner linking 

mutases and arabinosyltransferases, from the cytosol to the Golgi lumen (Søgaard et 

al., 2012).  
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EXPERIMENTAL PROCEDURES  
 

Plant material and growth conditions 
 

Suspension cells of Nicotiana tabacum cv. Bright Yellow 2 (BY-2) were cultured in 

the Murashige and Skoog liquid medium (Sigma M5524, 

http://www.sigmaaldrich.com): 4.3 g/L in sucrose 30 g/L, KH2PO4 100 mg/L, myo-

inositol 51 mg/L, thiamine 1 mg/L, 2.4 dichlorophenoxyacetic acid 0.22 mg/L, pH 5.6, 

in dark, at 22°C, 140 rpm. Cells were subcultured every week by transferring 10 mL 

of suspension cells in 150 mL of fresh medium.  

 

Isolation of RG-I from tobacco BY-2 suspension-cultured cells 
 

One hundred mL of 4 d-old tobacco BY-2 suspension-cultured cells were filtered, 

ground and heated twice in 70% ethanol at 70°C for 15 min. The homogenate was 

treated with a solution of chloroform/methanol (1/1, v/v) for 15 min following by 

acetone for 15 min before drying. The resulting alcohol insoluble residue was 

incubated in imidazole-HCl 500 mM pH 7 overnight. The pectin-enriched fraction was 

then extracted from the insoluble residue by boiling in 0.5% oxalate ammonium for 1 

h. After centrifugation at 2,000 g, the supernatant was dialyzed against water and 

then freeze-dried. 

 

Quantification of monosaccharides 
 

Sugar composition of the pectin-enriched fraction was determined by gas liquid 

chromatography (GLC) analysis of the trimethylsilyl methylglycoside derivatives using 

inositol as internal standard. Briefly, samples were heated overnight in 1 M 

methanolic-HCl (Sigma) at 80°C for methanolysis. After evaporation of the reagent, 

the methylglycosides were converted into their trimethylsilyl derivatives by heating 

the samples for 20 min at 110°C in hexamethyldisilizane / trimethylchlorosilane / 

pyridine (3/1/9; Sigma). After evaporation, the samples were suspended in 

cyclohexane before being injected on a DB-1 column (DB-1 Supelco). 

Chromatographic data were integrated with GLC Star Workstation software (Varian), 

each surface being corrected according to its response factor.  
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Sugar linkage analysis 
 

The permethylation analysis of the pectin-enriched fraction was carried out as 

reported in Ciucanu and Kerek (1984). The permethylated sample was then 

hydrolyzed, reduced and acetylated as described in Dardelle et al. (2010). No prior 

reduction of uronic acids was used in the protocol and as a consequence, linkage 

analysis of only neutral monosaccharides was performed. The partially methylated 

alditol acetates were separated by GLC (Hewlett-Packard 6890) on an Optima 5-MS 

capillary column (30 m i.d., 0.25 mm; Macherey Nagel) and analyzed by electron 

impact mass spectrometry (EIMS) using an Autospec mass spectrometer 

(Micromass) equipped with an Opus 3.1 data system. 

 

Cloning procedure 

The coding sequence of AtARAD1(At2g35100), AtUXE1/MUR4/HSR8 (At1g30620) 

and AtUXE3/MEE25 (At2g34850), were amplified by PCR without the stop codon 

using respectively Forward Kpn1 (5’-GGGGTACCCCATGGCGCGTAAATCTTCC -3’) 

and Reverse Spe1(5’- GGACTAGTAATGGAAGTGATAAGACC-3’) primers for 

AtARAD1; Forward BamH1 (5’- CGCGGATCCCGATGTTTAGTTTTGGCCGAGCA-

3’) and Reverse Spe1 (5’- GGACTAGTGTAAACCGAGACCGATGAGGT-3’) primers 

for MUR4; and Forward (5’-CACCATGGCTGCTCATGGTGTGAAG-3’) and Reverse 

(5’- CATGTATGCAGAAACCAAGGA-3’) primers for AtUXE3. The SALK cDNA 

clones were used as template (respectively U67266, U21248 and U21365).  

For AtARAD1 and AtUXE1, the amplified cDNA were introduced in vectors and fused 

to the sGFP as described in Chevalier et al. (2010). The amplified cDNA of AtUXE3 

was introduced in pENTR-D-TOPO, and fused to the GFP by introducing in pMDC83 

vector (Curtis and Grossniklaus, 2003) using Gateway technology by LR clonase 

reaction. 

 

Stable expression in Nicotiana tabacum 

The generated plasmids were transferred into Agrobacterium tumefaciens (strain 

GV3101 pMP90 for AtARAD1 and AtUXE1, and EHA105 for AtUXE3 as described in 

Chevalier et al. (2010). 
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Immunolocalization of Rhamnogalacturonan-I epitopes inside tobacco BY-2 

protoplasts 

Protoplasts preparation, immunostaining and confocal microscopy were done exactly 

as described in Chevalier et al., 2010. INRA-RU1 and INRA-RU2 antibodies (Dr 

Fabienne Guillon, INRA, UR1268 Biopolymères Interactions Assemblages, 

guillon@nantes.inra.fr) were diluted at 1/3 in incubation buffer and LM5, LM6, LM13 

and LM16 (Plantprobes; http://www.plantprobes.net/) antibodies were not diluted.  

 

Immunolocalization Rhamnogalacturonan-I epitopes in tobacco BY-2 cells wall  

Immunostaining and observation were done as describe in Chevalier et al. (2010), 

but on entire BY-2 suspension-cultured cells using INRA-RU2 as primary antibody. 

 

Localization of fusion proteins in N. tabacum 

Subcellular localization of fusion proteins were examined using a Leica TCS SP2 

AOBS confocal laser scanning microscope. GFP fluorescence of suspension cultured 

cells was imaged using an excitation wavelength of 488 nm with the emission 

wavelength at 500 nm to 520 nm.  

 

High pressure freezing (HPF) and freeze substitution (FS) 

BY-2 suspension-cultured cells were fixed by high pressure freezing and freeze 

substituted exactly as described in Chevalier et al., 2010. 

 

Immunogold labelling of Rhamnogalacturonan - I epitopes 

Ultrathin sections (90 nm; ultracut UCT Leica Vienna Austria) of tobacco cells were 

collected on to carbon-formvar-coated nickel grids and blocked in TBS (Tris-Buffered 

Saline: Tris-HCl 20mM pH 7.2, 200 mM NaCl) supplemented with 0.2% of BSA and 

milk 3% for 30 min. Sections were then incubated with the neat solution of 

monoclonal antibody (INRA-RU1, INRA-RU2, LM5, LM6, LM13, LM16) for 3h at room 

temperature. After washing in TBS + BSA 0.2% buffer, grids were incubated for 1h at 

room temperature in the mouse secondary antibody (INRA-RU1, INRA-RU2) or  rat 

secondary antibody (LM5, LM6, LM13, LM16) conjugated to 10 nm gold particles 

(dilution 1/20, Tebu-British Biocell International). After washing and fixation in TBS+ 

http://www.plantprobes.net/
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2% glutaraldehyde, sections were first stained with 2% vapour osmium for 3 hours 

followed by classical staining using uranyl acetate and lead citrate. Sections were 

observed in a Philips, FEI Tecnai 12 Biotwin transmission electron microscope 

operating at 80 kV, with ES500W Erlangshen CCD camera (Gatan). 

 

Immunogold labelling of GFP-tagged proteins 

Immunolabelling   was done exactly as described in Chevalier et al. (2010). 

 

Quantifying immunogold labelling and statistical analysis 

The procedure was done exactly as described in Chevalier et al. (2010). 

 

Split ubiquitin assay 

The split-ubiquitin assay was performed using the yeast strain NMY51 and the bait 

vectors pBT3-N or pDHB1 and the prey vector pPR3-N (Dualsystems Biotech AG). 

Coding sequences of AtARAD1, AtRGP1, AtRGP2 and AtUXE3 were PCR amplified 

and subsequently ligated into the vectors using the SfiI restriction site (see Table S7, 

Dualsystems Biotech AG). AtARAD1 was cloned into the bait vector pBT3-N and the 

prey vector pPR3-N (Dualsystems Biotech AG). AtRGP1, AtRGP2 and AtUXE3 were 

cloned into the bait vector pDHB1, linking the soluble proteins to the ER membrane 

via Ost4 anchor domain, and the prey vector pPR3-N (Dualsystems Biotech AG). The 

plasmids were pairwise inserted into the yeast NMY51 using the LiAc transformation 

method (Gietz and Woods 2002), plated on SD-Leu-Trp plates and grown at 30°C for 

3 days. Yeast carrying both vectors were picked and grown O/N in liquid SD-Leu-Trp 

media and subsequently spotted in a SD-His-Leu-Trp-Ade plate in equal 

concentrations and grown for at 30°C for 3 days.  

XGal assay, which tests β-Galactosidase activity, was performed in growing yeast on 

SD-His-Leu plates as in (Obrdlik, El-Bakkoury et al. 2004).Growth on the SD-His-

Leu-Trp-Ade media and blue color formation, β-galactosidase activity, combined is 

an indication of interaction.  
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Table 1: Monosaccharide composition and linkage analysis of the pectin-enriched 
fraction. (a) The monosaccharide composition was determined by GLC analysis of 
trimethylsilyl methylglycosides and expressed as mol %. Values are means ± SEM 
from three independent experiments. (b) The sugar linkage analysis was determined 
by GLC-EIMS of partially methylated alditol acetate and expressed as mol %. nd: not 
detected. Ara: Arabinose; Fuc: Fucose; Gal: Galactose; GalUA:  Galacturonic acid; 
Glc: Glucose; GlcUA: Glucuronic acid; Rha: Rhamnose; Xyl: Xylose. 
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Table 2: Antibodies used in this study. Mouse monoclonal antibodies, INRA-RU1 and 
INRA-RU2 are specific for the backbone of RG-I. Rat monoclonal LM13 and LM6 
antibodies bind arabinan side chains, whereas LM5 and LM16 recognize galactan 
and arabinogalactan branching respectively. 
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Table 3: Quantitative analysis of LM6 labelling over Golgi stacks in wild-type tobacco 
BY-2 suspension-cultured cells. (a) Comparison of gold particle distribution within 
Golgi subcompartments of wild-type cells immunolabelled with or without the primary 
antibody LM6. Quantification of labelling was done on 55 Golgi stacks for each line. 

The total 2 value (24.70+6.21=30.91) compared to that of contingency table 
analysis, with a degree of freedom of 3, confirms that gold particles distribution is due 
to LM6 with α <0.005. (b) Observed and expected distribution of gold particles in 
subtypes of Golgi cisternae of wild-type tobacco BY-2 suspension-cultured cells and 
relative labelling index values. Asterisks (*) identify Golgi compartments that are 
preferentially labelled. 
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Table 4: Quantitative analysis of anti-GFP labelling over Golgi stacks in tobacco BY-
2 suspension-cultured cells expressing AtARAD1-GFP. (a) Comparison of gold 
particle distribution within Golgi subcompartments of wild-type and transformed cells 
(expressing AtARAD1-GFP) of BY-2 suspension-cultured cells. Quantification of 

labelling was done on 50 Golgi stacks for each line. The total 2 value (56.86 + 30.12 
= 86.98) compared to that of contingency table analysis, with a degree of freedom of 
3, confirms specificity of gold particle distribution between wild-type and transformed 
cells with α <0.005. (b) Observed and expected distribution of gold particles in 
subtypes of Golgi cisternae of tobacco BY-2 suspension-cultured cells expressing 
AtARAD1-GFP and relative labelling index values. Asterisks (*) identify Golgi 
compartments that are preferentially labelled. 
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Table 5: A proposed pathway RG-I synthesis and assembly in the Golgi apparatus. 
PGA/RG-I epitopes were detected in sycamore maple suspension-cultured cells 
(Zhang and Staehelin, 1992; Driouich et al., 1993). Here, quantitative immunogold 
analysis (see also table 3) of INRA-RU1, LM5, LM6, LM13 and LM16 was performed 
in tobacco BY-2 suspension-cultured cells (deep squares). First, data suggest that 
RG-I backbone synthesis is initiated in the cis Golgi subcompartment, extends in the 
medial subcompartment, and that arabinan and galactan or arabinogalactan side 
chains elongation occurs at least in the trans Golgi subcompartment and the TGN 
respectively. And, secondly, data confirm that the methylesterification of galacturonic 
acid residues takes place in the late Golgi compartment. 
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Figure 1: Confocal microscope images showing subcellular localization of 
rhamnogalacturonan-I epitopes within tobacco BY-2 protoplasts. Fluorescent spots 
(~1µm in diameter), that are typical of Golgi localization, are observed following 
labelling with INRA-RU1 (A), INRA-RU2 (B), LM5 (C), LM6 (D),LM13 (E) and LM16 
(F). Scale bar = 5 µm. 
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Figure 2: Immunogold localization of rhamnogalacturonan-I epitopes in HPF/FS 
tobacco BY-2 suspension-cultured cells. Electron micrographs illustrate labelling of 
Golgi units and secretory vesicles with the monoclonal antibody LM6 (A), and  of 
Golgi stacks and the cell wall with the monoclonal antibody LM 16 (B, C). White 
arrows indicate gold particles in B. CW : cell wall, ER : endoplasmic reticulum, G : 
Golgi stacks, M : mitochondria, N, nucleus; NM : nuclear membrane, NP : nuclear 
pore, PM : plasma membrane; TGN : trans-Golgi network; V, vacuole. Scale bars = 
100 nm. 
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Figure 3 
 
Figure 3: Distribution of AtARAD1-GFP, AtUXE1/MUR4-GFP, and AtUXE3-GFP in 
living tobacco BY-2 suspension-cultured cells. Stable expression of AtARAD1-GFP 
(A), AtUXE1/MUR4-GFP (B), and AtUXE3-GFP (C) in tobacco BY-2 suspension-
cultured cultured cells also shows fluorescent spots typical of Golgi localization. 
Scale bars : 8 µm. 
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Figure 4: Immunogold localization of AtARAD1-GFP, AtUXE1/MUR4-GFP, and 
AtUXE3-GFP fusion protein in Golgi stacks of transformed tobacco BY-2 suspension-
cultured cells with anti-GFP antibodies. ER, endoplasmic reticulum; TGN, trans-Golgi 
network. Arrows indicate gold particles. Scale bars: 100 nm.  
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Figure 5: Droptest and X-gal assay used to detect protein-protein interaction using 
the split-ubiquitin system between AtARAD1, AtRGP1, AtRGP2 and AtUXE3. 
Transformed yeast containing the indicated combinations of bait and prey proteins 
were spotted in equal concentrations on SD-His-Leu-Trp-Ade plates in a dilution 
series from 1x, 10x, 100x,  to 1000x and incubated at 30°C for 3 days. Growth on 
SD-His-Leu-Trp-Ade plates indicates that two proteins of a given combination are 
interacting. X-Gal assay test for β-galactosidase activity, which is a reporter for 
interaction upon blue color formation. The baits when co-expressed with pOst1-NubI 
tests for functionality and when co-expressed with PR3-N tests for random 
interaction. The preys when co-expressed with the type II membrane protein AtXXT2 
tests for random interaction. 



Résultats 

 

208 

 

 
 
 
 

 
 
Figure S1: Immunogold localization of rhamnogalacturonan-I epitopes in tobacco 
BY-2 cells. INRA-RU1 (A), LM5 (B), LM13 (C). TGN, trans-Golgi network. Arrows 
indicate gold particle. Scale bars = 100 nm  
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Figure S2: Immunocytochemical localization of rhamnogalacturonan-I epitopes 
recognized by the antibody INRA-RU2 in tobacco BY-2 suspension-cultured cells. 
Fluorescent signal is seen over the cell wall. Scale bar = 20 µm 
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Table S1: Quantitative analysis of INRA-RU1 labelling over Golgi stacks in wild-type 
tobacco BY-2 suspension-cultured cells. Observed and expected distribution of gold 
particles in subtypes of Golgi cisternae of wild-type tobacco BY-2 cells and relative 
labelling index values. Asterisks (*) identify Golgi compartments that are preferentially 
labelled. 
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Table S2: Quantitative analysis of LM5 labelling over Golgi stacks in wild-type 
tobacco BY-2 suspension cultured-cells. (a) Comparison of gold particles distribution 
in Golgi cisternae of wild-type cells immunolabelled without the primary antibody LM5 
and wild-type cells immunolabelled with this antibody. Quantification of labelling was 

done on 45 Golgi stacks for each line. The total 2 value (6.41+4.91=11.32) 
compared to that of contingency table analysis, with a degree of freedom of 3, 
confirms that gold particles distribution is due to LM5 with α <0.015. (b) Observed 
and expected distribution of gold particles in subtypes of Golgi cisternae of wild-type 
tobacco BY-2 cells and relative labelling index values. Asterisks (*) identify Golgi 
compartments that are preferentially labelled. 
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Table S3: Quantitative analysis of LM16 labelling over Golgi stacks in wild-type 
tobacco BY-2 susepnsion-cultured cells. (a) Comparison of gold particles distribution 
in Golgi cisternae of wild-type cells immunolabeled without the primary antibody LM6 
and wild-type cells immunolabelled with this antibody. Quantification of labelling was 

done on 51 Golgi stacks for each line. The total 2 value (12.94+4.42=17.36) 
compared to that of contingency table analysis, with a degree of freedom of 3, 
confirms that gold particles distribution is due to LM16 with α <0.005. (b) Observed 
and expected distribution of gold particles in subtypes of Golgi cisternae of wild-type 
tobacco BY-2 cells and relative labelling index values. Asterisks (*) identify Golgi 
compartments that are preferentially labelled. 
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Table S4: Quantitative analysis of LM13 labelling over Golgi stacks in wild-type 
tobacco BY-2 suspension cultured-cells. (a) Comparison of gold particles distribution 
in Golgi cisternae of wild-type cells immunolabelled without the primary antibody 
LM13 and wild-type cells immunolabelled with this antibody. Quantification of 

labelling was done on 38 Golgi stacks for each line. The total 2 value 
(3.12+1.23=4.35) compared to that of contingency table analysis, with a degree of 
freedom of 3, confirms that gold particles distribution is due to LM13 with α ≤ 0.1. (b) 
Observed and expected distribution of gold particles in subtypes of Golgi cisternae of 
wild-type tobacco BY-2 cells and relative labelling index values. Asterisks (*) identify 
Golgi compartments that are preferentially labelled. 
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Table S5: Quantitative analysis of anti-GFP labelling over Golgi stacks in tobacco 
BY-2 cells expressing AtUXE3-GFP. (a) Comparison of gold particle distribution over 
Golgi cisternae of wild-type and transformed cells (expressing AtUXE3-GFP) of BY-2 
suspension-cultured cells. Quantification of labelling was done on 36 Golgi stacks for 

each line. The total 2 value (22.80 + 8.88=31.68) compared to that of contingency 
table analysis, with a degree of freedom of 3, confirms specificity of gold particles 
distribution between wild-type and transformed cells with α <0.005. (b) Observed and 
expected distribution of gold particles in subtypes of Golgi cisternae of tobacco BY-2 
cells expressing AtUXE3-GFP and relative labelling index values. Asterisks (*) 
identify Golgi compartments that are preferentially labelled. 
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Table S6: Quantitative analysis of anti-GFP labelling over Golgi stacks in tobacco 
BY-2 cells expressing AtUXE1/MUR4-GFP. (a) Comparison of gold particle 
distribution in Golgi cisternae of wild-type and transformed cells (expressing 
AtUXE1/MUR4-GFP) of BY-2 suspension-cultured cells. Quantification of labelling 

was done on 50 Golgi stacks for each line. The total 2 value (6.29 + 2.95=9.24) 
compared to that of contingency table analysis, with a degree of freedom of 3, 
confirms specificity of gold particles distribution between wild-type and transformed 
cells with α <0.005. (b) Observed and expected distribution of gold particles in 
subtypes of Golgi cisternae of tobacco BY-2 suspension-cultured cells expressing 
AtUXE1/MUR4-GFP and relative labelling index values. Asterisks (*) identify Golgi 
compartments that are preferentially labelled. 
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Gene Vector Size Primer (SfiI restriction site) 

AtARAD
1 

pBT3-N/ 
pPR3-N 

1344bp 

For GGCCATTACGGCCATGGCGCGTAAATCTTCC
C 

Rev GGCCGAGGCGGCCTTAAATGGAAGTGATAAG
ACC 

AtRGP1 

pDHB1 1073bp 

For GGCCATTACGGCCATGGTTGAGCCGGCGAAC
AC 

Rev GGCCGAGGCGGCCGCTTTAGTGGGTGGG 

pPR3-N 1074bp 

For GGCCATTACGGCCATGGTTGAGCCGGCGAAC
AC 

Rev GGCCGAGGCGGCCTCAAGCTTTAGTGGGTG
GG 

AtRGP2 

pDHB1 1083bp 

For GGCCATTACGGCCATGGTTGAGCCGGCGAAT
AC 

Rev GGCCGAGGCGGCCCAAGCTTTGCCACTGGC 

pPR3-N 1084bp 

For GGCCATTACGGCCATGGTTGAGCCGGCGAAT
AC 

Rev GGCCGAGGCGGCCTCAAGCTTTGCCACTGG
C 

AtUXE3 

pDHB1 710bp 

For GGCCATTACGGCCATGGCTGCTCATGGTGTG 

Rev GGCCGAGGCGGCCCAGTATGCAGAAACCAA
GG 

pPR3-N 711bp 

For GGCCATTACGGCCATGGCTGCTCATGGTGTG 

Rev GGCCGAGGCGGCCTCAGTATGCAGAAACCAA
GG 

 
Table S7: Primer sequences used to for cloning of AtARAD1, AtRGP1, AtRGP2 and 
AtUXE3 genes into the bait vector (pBT3-N or pDHB1) and prey vector (pPR3-N). 
Underline primer sequence correspond to the SfiI restriction digestion site used to 
insert the genes into the split-ubiquitin vector. 
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PARTIE D: TRAVAUX EFFECTUES DANS LE CADRE D’UNE COLLABORATION 

 
Durant mon séjour au sein du laboratoire de recherche « Molecular plant biology: 

Cell wall », dirigé par le Pr. Henrik Vibe Scheller (Copenhague),  le Dr. Yumiko Sakuragi m’a 

enseigné la pratique de la technique de complémentation de fluorescence bimoléculaire 

(BiFC). Cette technique a été développée pour tester in vivo si deux protéines forment un 

complexe. 

 

Pour rappeler le principe, la Yellow Fluorescent Protein (YFP) est séparée en deux 

fragments, l'un étant porté par une protéine A et l'autre par une protéine B. En cas de forte 

proximité des protéines A et B, les deux portions YFP (YN: fragment N-terminal de la YFP; YC: 

fragment C-terminal de la YFP) s'assemblent et émettent un rayonnement après excitation; 

cet attachement ne pouvant se faire de manière spontanée entre les fragments de YFP. Au 

contraire, si les protéines A et B sont distantes de plus de 100Å, la YFP ne peut se 

reconstituer, et aucune émission de fluorescence n'est observable après excitation. 

 

L’arabinosyltransférase AtARAD1 possède un homologue très proche nommé 

AtARAD2, qui a été étudié par le laboratoire du Pr HV Scheller. Comme pour AtARAD1, 

l’activité α(1,5)arabinosyltransférase d’AtARAD2 n’a pu être clairement démontrée. 

Cependant, l’étude du mutant arad2 et du double mutant arad1arad2, montre que cette 

protéine est clairement impliquée dans la synthèse des chaînes arabinanes du RG-I, et que 

son activité n’est pas redondante avec la protéine AtARAD1. Dans le cadre de cette 

collaboration, j’ai participé à montrer que ces deux protéines formaient des homo- et des 

hétérodimères in vivo par la technique de BiFC. 

 

Ces résultats sont détaillés dans l’article suivant page 227: 

Harholt J, Jensen JK, Verhertbruggen Y, Søgaard C, Bernard S, Nafisi M, Poulsen CP, Geshi N, 

Sakuragi Y, Driouich A, Knox JP, Scheller HV.(2012) ARAD proteins associated with pectic 

Arabinan biosynthesis form complexes when transiently overexpressed in planta. Planta  

236(1):115-28 
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L’équipe du Dr Y. Sakuragi a également utilisé la technique de BiFC pour développer 

un protocole simple permettant de connaître la topologie d’une protéine golgienne in vivo, 

grâce à l’utilisation de marqueurs golgiens de la face luminale et de la face cytosolique. Pour 

valider cette méthode, plusieurs enzymes participant à la synthèse du xyloglucane ou du 

rhamnogalacturonane-I ont été testées, afin de confirmer ou de montrer leur topologie.  

 

Ainsi, pour les enzymes de synthèse du XyG, il a été confirmé que le site catalytique 

de la xylosyltransférase AtXXT1 était luminal, et il a été montré que le site catalytique de la 

xylosyltransférase AtXXT5, et de la galactosyltransférase AtMUR3 étaient également luminal. 

Pour les enzymes potentiellement impliquées dans la synthèse du RG-I, il a été montré que 

l’épimérase AtMUR4 et l’arabinosyltransférase AtARAD1 possédaient un site catalytique 

orienté dans la lumière du Golgi. Les résultats sont présentés dans l’article suivant page 243: 

 

Søgaard C, Stenbæk A, Bernard S, Hadi M, Driouich A, Scheller HV, Sakuragi Y. (2012) GO-

PROMTO illuminates protein membrane topologies of glycan biosynthetic enzymes in the 

Golgi apparatus of living tissues.PLoS One 7(2):e31324 
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Papier N°6: Article scientifique en collaboration avec Dr. Yumiko Sakuragi au 
sein du laboratoire de recherche « Molecular plant biology: Cell wall », dirigé 
par le Pr. Henrik Vibe Scheller,  à l’université de Copenhague. 

 
 
 
Résultats: Travaux effectués dans le cadre d’une collaboration 
 
 
 

ARAD proteins associated with pectic Arabinan biosynthesis form 
complexes when transiently overexpressed in planta. 
 
Harholt J, Jensen JK, Verhertbruggen Y, Søgaard C, Bernard S, Nafisi M, Poulsen 
CP, Geshi N, Sakuragi Y, Driouich A, Knox JP, Scheller HV. 
 
Planta (2012) ;  236(1):115-28 
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Papier N°7: Article scientifique en collaboration avec Dr. Yumiko Sakuragi au 
sein du laboratoire de recherche « Molecular plant biology: Cell wall », dirigé 
par le Pr. Henrik Vibe Scheller,  à l’université de Copenhague. 

 
 
 
Résultats: Travaux effectués dans le cadre d’une collaboration 
 
 
 

GO-PROMTO illuminates protein membrane topologies of glycan 
biosynthetic enzymes in the Golgi apparatus of living tissues. 
 
 
Søgaard C, Stenbæk A, Bernard S, Hadi M, Driouich A, Scheller HV, Sakuragi Y. 
 
PLoS One (2012) 7(2):e31324 
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PARTIE A : LA SYNTHESE GOLGIENNE DU XYLOGLUCANE 

 

I- Quels compartiments golgiens sont impliqués dans la synthèse du XyG ? 

 

La cartographie golgienne des enzymes impliquées dans la synthèse des chaînes 

latérales du xyloglucane, fusionnées à la GFP, puis exprimées dans des cellules de tabac 

traitées par HPF/FS, nous a montré que la α(1,6)xylosyltransférase (AtXXT1) était localisée 

dans les compartiments cis et médian, la β(1,2)galactosyltransférase (AtMUR3) dans le 

compartiment médian et la α(1,2)fucosyltransférase (AtFUT1) dans le compartiment trans. 

Zhang et Staehelin (1992) ont été les premiers à effectuer la cartographie golgienne 

d’épitopes polysaccharidiques spécifiques du xyloglucane sur des suspensions cellulaires de 

sycomore traitées par HPF/FS. Ils ont testé un anticorps nommé anti-XG, qui reconnaît la 

chaîne principale, et l’anticorps CCRC-M1, qui reconnaît spécifiquement le fucose terminal 

lié à un galactose d’une chaîne latérale. Ils ont constaté que ces deux épitopes étaient 

localisés dans le compartiment trans et le TGN. 

Ainsi, nos résultats montrent que tous les compartiments golgiens seraient impliqués 

dans la synthèse du XyG, alors que ceux de Zhang et Staehelin (1992) montrent que seuls le 

compartiment trans et le TGN seraient inclus. Cette différence peut s’expliquer par le fait 

que nous avons effectué la cartographie sur des suspensions cellulaires de tabac, alors que 

Zhang et Staehelin (1992) ont testé des suspensions cellulaires de sycomore. La synthèse 

golgienne du xyloglucane pourrait impliquer compartiments qui diffèrent selon le type 

cellulaire, l’espèce ou le stade de croissance d’une plante.  

Une autre différence réside dans la méthode de quantification et d’analyse des 

résultats. En effet, Zhang et Stahelin (1992) ont défini un pourcentage relatif par 

compartiment, par rapport au nombre total de particules d’un empilement golgien. Nous 

avons utilisé la méthode statistique de Relative Labelling Index (RLI), qui prend en compte la 

surface de chaque compartiment. Or, ce paramètre est important, puisque des citernes cis 

jusqu’au TGN, les saccules grandissent et le TGN peut être très diffus, augmentant ainsi le 

nombre de particules potentielles dans un compartiment. Il serait intéressant de traiter les 

données brutes de Zhang et Staehelin par la méthode statistique du RLI, et comparer les 

résultats avec ceux obtenus sur les cellules de tabac. 
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II- Les glycosyltransférases participant à la synthèse golgienne du XyG sont-elles 

organisées en complexes ? 

A ce jour, un certain nombre de glycosyltransférases ont été identifiées et reconnues 

comme participant à la synthèse du XyG, et sont représentées figure 58A. Exceptée la 

glucane synthase qui possède 6 domaines transmembranaires, avec ses extrémités N- et C-

terminales du côté cytosolique (Figure 58B, Davis et al., 2010), toutes les autres protéines 

sont des protéines transmembranaires de type II, avec un domaine transmembranaire et 

leur domaine catalytique (C-terminal) dans la lumière des saccules golgiennes (SØgaard et 

al., 2012). 

 

 

Figure 58 : Synthèse du xyloglucane (adapté de http://www.bmb.msu.edu/faculty/keegstra/cellwall.html et 
Davis, 2010) 
A- Glycosyltransférases identifiées comme participant à la synthèse du XyG, B- Topologie de la glucane 
synthase AtCSLC4 au sein de la memebrane golgienne.  Fuc : fucose, Gal : galactose, Glc : glucose,  Xyl : xylose. 

 

Dès les années 1980, des études portant sur la synthèse du XyG in vitro ont montré 

que l’incorporation du glucose pour la synthèse de la chaîne principale était étroitement liée 

à l’incorporation du xylose (Ray, 1980 ; Hayashi et Matsuda, 1981). Lorsque Cocuron et al. 

(2007) ont identifié la glucane synthase AtCSLC4 et l’ont exprimé dans Pichia pastoris, ils ont 

constaté un taux d’incorporation de glucose plus élevé quand la xylosyltransférase AtXXT1 

était co-exprimée. Récemment, Chou et al. (2012) ont montré in vivo et in vitro l’existence 

d’un complexe multi-protéique impliquant la glucane synthase (AtCSLC4) et les 

xylosyltransférases (AtXXT1, AtXXT2 et AtXXT5) dans des protoplastes d’Arabidopsis, par des 

http://www.bmb.msu.edu/faculty/keegstra/cellwall.html
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techniques de BiFC et de co-immunoprécipitation. D’après leurs résultats, la glucane 

synthase forme un homodimère AtCSLC4-AtCSLC4, avec ses extrémités N- et C- terminales 

très proches, et la xylosyltransférase AtXXT2 forme un homodimère AtXXT2-AtXXT2 via des 

ponts disulfures. Trois hétérocomplexes ont été identifiés : AtXXT1-AtXXT2, AtXXT2-AtXXT5 

et AtXXT5-AtCSLC4. L’interaction entre les 3 xylosyltransférases a lieu au niveau de leur 

domaine catalytique situé dans la lumière des saccules. La nature de l’interaction entre la 

glucane synthase et AtXXT5 n’a pas été identifiée, mais les auteurs postulent qu’elle peut 

avoir lieu au niveau de leur domaine transmembranaire. 

 Sachant que nous avons détecté la xylosyltransférase AtXXT1 dans les compartiments 

golgiens cis et médian, il semble probable que la glucane synthase AtCSLC4 ainsi que les 

xylosyltransférases AtXXT2 et AtXXT5 soient également présentes dans ces mêmes 

compartiments. De même, puisque nous détectons la galactosyltransférase AtMUR3 dans le 

compartiment médian, nous pouvons postuler qu’AtMUR3 rejoigne ce complexe dans le 

compartiment médian.  

Ainsi, dans le compartiment cis, la synthèse du XyG commencerait par l’ajout de 

glucose par AtCSLC4 pour former la chaîne principale, suivi dans l’immédiat par l’ajout de 

xylose par les différentes xylosyltransférases AtXXT1, AtXXT2 et AtXXT5, formant un 

« complexe de xylosylation ». Dans le compartiment médian, la synthèse de la chaîne de 

glucose et l’ajout de xylose continuent, et l’ajout de galactose sur les résidus xylose 

commence. Sachant que la galactosyltransférase AtMUR3 se trouve dans le médian, on peut 

également postuler que l’autre galactosyltransférase AtXLT2 se situe dans le médian et 

forme avec AtMUR3 un « complexe de galactosylation » du XyG. Enfin, dans le compartiment 

trans, l’unique fucosyltransférase AtFUT1 effectuerait l’étape de fucosylation. 
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PARTIE B : LA SYNTHESE GOLGIENNE DU RG-I 

 

I- Quels compartiments golgiens sont impliqués dans la synthèse du RG-I ? 

 

Grâce au développement de nouveaux anticorps spécifiques du RG-I dont la nature 

des  épitopes est connue, nous avons pu effectuer une cartographie golgienne de ces 

épitopes sur des suspensions cellulaires de tabac préparées par HPF/FS, et mettre en 

évidence l’implication des compartiments median, trans ainsi que du TGN.  

Une précédente étude de cartographie golgienne sur des épitopes du RG-I a été 

effectuée sur des suspensions cellulaires de sycomore (Zhang et Staehelin, 1992). Les 

auteurs ont testé un anticorps, nommé PGA/RG-I, reconnaissant la zone de transition entre 

un homogalacturonane non estérifié et un résidu rhamnose provenant de la chaîne 

principale du RG-I (Moore et al., 1991), dans les compartiments golgiens cis et médian. Après 

un traitement de dé-estérification au Na2CO3, ils ont également détecté cet épitope dans le 

compartiment trans et le TGN, suggérant que la méthylestérification des acides 

galacturoniques avait lieu dans ces mêmes compartiments. Ces résultats ayant été confirmés 

par la localisation d’une pectine méthyl transférase putative, nommée AtQUA2, fusionnée à 

la GFP et localisée dans le compartiment trans et le TGN dans des empilements golgiens de 

cellules de pointe de racine d’Arabidopsis (Driouich et al., 2012; Follet-Gueye et al., 2012). 

 

A partir de toutes ces données, nous avons proposé un modèle qui représente les 

grandes étapes de la synthèse du RG-I dans les différents compartiments golgiens, et résumé 

figure 59. Dans le compartiment cis, l’initiation de la chaîne principale du RG-I débuterait à 

partir d’une chaîne d’homogalacturonane, sachant qu’il a été montré que ces deux 

polysaccharides étaient liés de façon covalente (Coenen et al., 2007), puis la chaîne 

principale du RG-I serait rallongée dans le compartiment median. Dans le compartiment 

trans, les chaînes arabinanes linéaires seraient rallongées, puis branchées au sein du TGN. 

Les chaînes galactanes seraient rallongées dans le TGN  et les chaînes arabinogalactanes 

constituées d’un ou plusieurs galactoses associés à des arabinanes branchés y seraient 

synthétisées. 
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Figure 59 : Modèle représentant les grandes étapes de la synthèse du RG-I dans les différents compartiments 
golgiens. 

 

Une fois localisés des épitopes spécifiques du RG-I, nous avons cartographié 

l’arabinosyltransférase potentielle AtARAD1, ainsi que la xylose-épimérase AtUXE1/MUR4 et 

son homologue AtUXE3 ; ces enzymes étant de bons candidats pour synthétiser des chaînes 

arabinanes du RG-I.  Nous avons localisé AtARAD1 et AtUXE3 dans le compartiment median 

et AtMUR4 dans le TGN. L’arabinosyltransférase AtARAD1 est certainement une enzyme 

processive responsable de l’élongation des chaînes arabinanes (Harholt et al. 2006). Elle 

possède un homologue, nommé AtARAD2, qui semble être une arabinosyltransférase 

participant à la synthèse des chaînes arabinanes branchées. Il a été montré que ces deux 

enzymes existent sous forment d’homo- et d’hétéro-dimère (Harholt et al. 2012). Ainsi on 

peut postuler qu’AtARAD2 colocalise avec AtARAD1 dans le compartiment median. 

D’après la cartographie golgienne des épitopes, nous avons postulé que les chaînes 

arabinanes linéaires étaient rallongées dans le compartiment trans et qu’elles étaient 

certainement branchées dans le TGN. Comment expliquer cette différence ? Si AtARAD1 

effectue l’élongation des chaînes dans le median, il n’est pas surprenant que le produit final 

ne puisse être détecté par l’anticorps LM13 que dans le compartiment suivant, puisqu’il 
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reconnaît 5 à 11 résidus linéaires d’arabinoses. Cependant, la présence des chaînes 

arabinanes branchées dans le TGN et celle d’AtARAD2 dans le compartiment median ne 

coïncident pas. L’activité de la protéine AtARAD2 n’a pas été clairement démontrée, et son 

rôle en tant qu’arabinosyltransférase responsable du branchement des chaînes arabinanes 

reste donc hypothétique. 

 

II- Les glycosyltransférases participant à la synthèse golgienne des chaînes 

arabinanes du RG-I sont-elles organisées en complexes ? 

La synthèse des chaînes arabinanes nécessite l’action de plusieurs partenaires 

potentiellement organisés en complexe : une épimérase  qui va transformer de l’UDP-D-

xylose en UDP-L-arabinopyranose, puis une mutase qui va le transformer en UDP-L-

arabinofuranose. Si ces deux réactions ont lieu au sein du cytosol dans l’environnement très 

proche d’une saccule golgienne, l’UDP-L-arabinofuranose traversera la membrane golgienne 

via un transporteur, avant d’être pris en charge par une arabinosyltransférase dans la 

lumière golgienne, comme schématisé figure 60. 

 

 

Figure 60 : Représentation schématique des enzymes potentiellement impliquées dans la synthèse golgienne 
des chaînes arabinanes du RG-I. 

  

Grâce à la technique de split-ubiquitin, nous avons testé l’interaction directe entre 

plusieurs candidats pouvant participer à la synthèse des chaînes arabinanes  pour former un 
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complexe multiprotéique. AtUXE3 est l’homologue de la xylose épimérase AtMUR4, elle ne 

possède pas de domaine transmembranaire d’après les analyses in silico, et elle est localisée 

au niveau du compartiment median. AtRGP1 et AtRGP2 sont des mutases, elles n’ont pas de 

domaine transmembranaire, elles sont cytosoliques et également associées aux 

empilements golgiens (e.g. protéines périphériques). AtARAD1 est une arabinosyltransférase 

potentielle, c’est une protéine transmembranaire de type II, et elle est localisée au niveau du 

compartiment median.  

Aucune interaction directe n’a été détectée entre l’épimérase potentielle, les 

mutases et l’arabinosyltransférase potentielle. Seule l’homo- et l’hétéro-dimérisation des 

deux mutases a été observée, confirmant les observations de Rautengarten et al. (2011). 

Bien que ce premier test s’avère négatif, cela ne signifie pas que ces candidats ne soient pas 

impliqués dans un complexe multiprotéique. En effet, d’autres partenaires potentiels font 

peut-être le lien entre ces différents candidats. De Pino et al. (2013) ont observé que les 

mutases RGP n’existaient pas toujours en complexe. C’est la glycosylation des RGPs qui 

engendre la formation d’un complexe dans le cytsosol et qu’une autre RGP, qui elle n’a pas 

d’activité mutase, se lie aux saccules golgiennes. D’après l’étude des différentes RGPs, il 

semble qu’AtRGP5 soit un très bon candidat pour lier AtRGP1 et AtRGP2 à la membrane 

golgienne. De même, l’homologue de l’arabinosyltransférase, nommé AtARAD2, participe 

cretainement à ce complexe multiprotéique, puisqu’elle est liée à AtARAD1. Enfin, le dernier 

partenaire manquant est le transporteur d’arabinose, mais actuellement aucun transporteur 

spécifique de l’UDP-arabinose n’a été identifié. 
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PARTIE C : CONCLUSION 

 

Les connaissances sur la synthèse golgienne des polysaccharides pariétaux sont 

encore très peu développées. L’identification des enzymes d’interconversion, des 

transporteurs et des glycosyltransférases est la première étape clef pour comprendre le 

processus de synthèse. L’identification de ces différents acteurs pour la synthèse du XyG est 

plus avancée que pour le RG-I, en particulier pour les glycosyltransférases. Le RG-I possède 

une structure très variable comparée au XyG, et la présence d’enzymes homologues ne 

facilite pas la tâche pour étudier un mutant et caractériser clairement l’activité d’une 

protéine candidate. 

Bien que l’ensemble des acteurs de la synthèse golgienne du XyG et du RG-I ne soit 

pas identifié, les résultats de ces travaux de recherche tendent à montrer que leur synthèse 

au sein de l’appareil de Golgi est séquentielle,  où les différents sous-compartiments golgiens 

et le TGN sont chacun dédiés à une étape (représentant une ou plusieurs réactions) de 

synthèse du XyG et du RG-I. 

De plus, les techniques de biochimie et d’imagerie ont mis en évidence in vitro et in 

vivo que différents partenaires identifiés s’associent en complexe au sein des empilements 

golgiens. L’organisation de ces complexes protéiques est encore très peu connue, et ce pour 

plusieurs raisons. En premier lieu, la topologie des partenaires au sein des membranes est 

très différente, puisque certaines enzymes d’interconversion se situent dans le cytosol, 

quand d’autres sont des protéines golgiennes transmembranaires de type II, tout comme les 

glycosyltransférases. Enfin, les transporteurs d’UDP-sucre et certaines synthases sont des 

protéines ayant plusieurs domaines transmembranaires, avec leurs extrêmités N- et C- 

terminales orientées ou non du même côté. Ainsi, la nature des liens qui associent les 

différents partenaires semble complexe, sachant qu’en plus, nombre de ces partenaires 

existent en homo-dimères. 

Pour compliquer encore la tâche d’étudier ces complexes, il faut également prendre 

en compte que l’appareil de Golgi n’est pas une structure figée, puisque ses saccules 

évoluent continuellement du compartiment cis vers le trans, puis le TGN. Si la synthèse des 

polysaccharides est séquentielle, cela implique l’association et la dissociation des partenaires 

pour rester dans un type de compartiment donné, et ce en fonction du micro-

environnement golgien (composition de la membrane golgienne, pH). 
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Enfin, l’existence de complexes multi-protéiques de synthèse du XyG et du RG-I au 

sein même de l’appareil de Golgi n’est peut-être pas continue dans le temps. L’appareil de 

Golgi étant le lieu de synthèse de tous les polysaccharides complexes pariétaux, il est fort 

possible que la cellule végétale régule la synthèse d’un ou plusieurs types de polysaccharides 

complexes pariétaux, en fonction de ses besoins le long de sa vie au sein d’un tissu donné 

et/ou en réponse à des stimuli biotique ou abiotique. 

 



Bibliographie 

 

267 

 

 
 
 
 
 
 

BIBLIOGRAPHIE 



Bibliographie 

 

268 

 

A 
 

Abiodun MOlabiyi  and Matsuoka K (2013). Evidence that Proliferation of Golgi Apparatus 
Depends on Both De Novo Generation from the Endoplasmic Reticulum and Formation from 
Pre-Existing Stacks During the Growth of Tobacco BY-2 Cells. Plant Cell Physiology 54(4): 541-
554 
 
Albersheim P, Darvill AG, O’Neill MA, Schols HA, Voragen AGJ (1996) An hypothesis: the 
same six polysaccharides are components of the primary cell walls of all higher plants. In 
Pectins and Pectinases. Edited by Visser J, Voragen AGJ. Amsterdam: Elsevier Sciences B.V.; p 
47-53 
 
Anders N, Wilkinson MD, Lovegrove A, Freeman J, Tryfona T, Pellny TK, Weimar T, Mortimer 
JC, Stott K, Baker JM, Defoin-Platel M, Shewry PR, Dupree P, Mitchell RA. (2012) Glycosyl 
transferases in family 61 mediate arabinofuranosyl transfer onto xylan in grasses. Proc Natl 
Acad Sci U S A. 109(3):989-93 
 
Atmodjo MA, Sakuragi Y, Zhu X, Burrell AJ, Mohanty SS, Atwood JA 3rd, Orlando R, Scheller 
HV, Mohnen D. (2011) Galacturonosyltransferase (GAUT)1 and GAUT7 are the core of a plant 
cell wall pectin biosynthetic homogalacturonan:galacturonosyltransferase complex. Proc 
Natl Acad Sci U S A. 108(50):20225-30 
 
Atmodjo MA, Hao Z, Mohnen D (2013) Evolving views of pectin biosynthesis. Annu Rev Plant 
Biol. 64:747-79 
 

B 
 
Bakker H, Routier F, Oelmann S, Jordi W, Lommen A, Gerardy-Schahn R, Bosch D (2005) 
Molecular cloning of two Arabidopsis UDP-galactose transporters by complementation of a 
deficient Chinese hamster ovary cell line. Glycobiology 15:193-201 
 
Banfield DK. (2011) Mechanisms of protein retention in the Golgi. Cold Spring Harb Perspect 
Biol. 3(8):a005264 
 
Barber C., Rösti J., Rawat A., Findlay K., Roberts K., and Seifert G J. (2006)  Distinct Properties 
of the Five UDP-D-glucose/UDP-D-galactose 4-Epimerase Isoforms of Arabidopsis thaliana  
The journal of biological chemistry   281(25):17276–17285 
 
Barratt, D.H., Derbyshire, P., Findlay, K., Pike, M., Wellner, N., Lunn, J., Feil, R., Simpson, C., 
Maule, A.J., and Smith, A.M. (2009). Normal growth of Arabidopsis requires cytosolic 
invertase but not sucrose synthase. Proc. Natl Acad. Sci. U S A. 106:13124–13129 
 
Becker B, Bölinger B, Melkonian M (1995). Anterograde transport of algal scales through the 
Golgi complex is not mediated by vesicles. Trends Cell Biology  5 : 305–307 
 
Boevink, P., Oparka, K., Santa Cruz, S.,Martin, B., Betteridge, A., and Hawes, C. (1998). Stacks 
on tracks: the plant Golgi apparatus traffics on an actin/ER network. Plant J. 15:441-447 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22215597
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22215597


Bibliographie 

 

269 

 

 
Bonfanti L, Mironov AA Jr, Martínez-Menárguez JA, Martella O, Fusella A, Baldassarre M, 
Buccione R, Geuze HJ, Mironov AA, Luini A (1998). Procollagen traverses the Golgi stack 
without leaving the lumen of cisternae: evidence for cisternal maturation. Cell 95 : 993–1003 
 
Bonin C P. , Potter I. , Vanzin Gary F., And Wolf-Dieter Reiter (1997) 
The mur1 gene of arabidopsis thaliana encodes an isoform of gdp-d-mannose-4,6-
dehydratase,catalyzing the first step in the de novo synthesis of gdp-l-fucose. proc Natl Acad 
Sci U S A.  94(5):2085-90 
 
Bonin CP, Reiter WD (2000) A bifunctional epimerase-reductase acts downstream of the 
MUR1 gene product and completes the de novo synthesis of GDP-L-fucose in Arabidopsis. 
Plant J.  Mar;21(5):445-54 
 
Bonin CP., Freshour G., Hahn MG., Vanzin G F., and Reiter WD (2003) 
The GMD1 and GMD2 genes of Arabidopsis encode isoforms of GDP-D-mannose 4,6-
dehydratase with cell type-specific expression patterns. Plant Physiol.  132(2):883-92 
 
Brandizzi F, Snapp EL, Roberts AG, Lippincott-Schwartz J, Hawes C. (2002a) Membrane 
protein transport between the endoplasmic reticulum and the Golgi in tobacco leaves is 
energy dependent but cytoskeleton independent: evidence from selective photobleaching. 
Plant Cell. 14(6):1293-309 
 
Brandizzi F., Frangne N. ,Marc-Martin S., Hawes C., Neuhaus J.M.,and Paris N.(2002b).The 
destination for single-pass membrane proteins is influenced markedly by the length of the 
hydrophobic domain. Plant Cell 14: 1077–1092 
 
Bretscher MS, Munro S. (1993) Cholesterol and the Golgi apparatus. Science. 
261(5126):1280-1 
 
Brown, R.M. (1996). The biosynthesis of cellulose. J. Macromol. Sci. 33: 1345–1373 
 
Brummell DA, Camirand A, Maclachlan GA. (1990) Differential distribution of xyloglucan 
glycosyltransferase in pea golgi dictyosomes and secretory vesicles. J Cell Sci. 96: 705-710 
 
Burget EG, Reiter WD. (1999) The mur4 mutant of arabidopsis is partially defective in the de 
novo synthesis of uridine diphospho L-arabinose.Plant Physiol. 121(2):383-9 
 
Burget EG, Verma R, Mølhøj M, Reiter WD. (2003) The biosynthesis of L-arabinose in plants: 
molecular cloning and characterization of a Golgi-localized UDP-D-xylose 4-
epimerase encoded by the MUR4 gene of Arabidopsis. Plant Cell. 15(2):523-31 
 

C 
 
Caffall K.H., Mohnen D. (2009) The structure, function, and biosynthesis of plant cell wall 
pectic polysaccharides Carbohydrate Research 344: 1879–1900 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=The%20MUR1%20gene%20of%20Arabidopsis%20thaliana%20encodes%20an%20isoform%20of%20GDP-D-mannose-4%2C6-dehydratase%2C%20catalyzing%20the%20first%20step%20in%20the%20de%20novo%20synthesis%20of%20GDP-L-fucose
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=The%20MUR1%20gene%20of%20Arabidopsis%20thaliana%20encodes%20an%20isoform%20of%20GDP-D-mannose-4%2C6-dehydratase%2C%20catalyzing%20the%20first%20step%20in%20the%20de%20novo%20synthesis%20of%20GDP-L-fucose
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bonin%20CP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10758496
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reiter%20WD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10758496
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10758496
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=The%20GMD1%20and%20GMD2%20Genes%20of%20Arabidopsis%20Encode%20Isoforms%20of%20GDP-D-Mannose%204%2C6-Dehydratase%20with%20Cell%20Type-Specific%20Expression%20Patterns1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10517829
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10517829
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12566589
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12566589
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12566589


Bibliographie 

 

270 

 

Camirand A, Brummell D, Maclachlan G. (1987) Fucosylation of xyloglucan: localization of the 
transferase in dictyosomes of pea stem cells. Plant Physiol. 84: 753-756 
 
Cavalier DM, Keegstra K. (2006) Two xyloglucan xylosyltransferase catalyze the addition of 
multiple xylosyl residues to a cellohexaose. J Biol Chem. 281: 34197-34207 
 
Chevalier L, Bernard S, Ramdani Y, Lamour R, Bardor M, Lerouge P, Follet-Gueye ML, 
Driouich A. (2010) Subcompartment localization of the side chain xyloglucan-synthesizing 
enzymes within Golgi stacks of tobacco suspension-cultured cells. Plant J 64: 977–989. 
 
Chou YH, Pogorelko G, Zabotina OA (2012) Xyloglucan xylosyltransferases XXT1, XXT2, and 
XXT5 and the glucan synthase CSLC4 form Golgi-localized multiprotein complexes. Plant 
Physiol. 159(4):1355-66 
 
Cocuron JC, Lerouxel O, Drakakaki G, Alonso AP, Liepman AH, Keegstra K, Raikhel N, 
Wilkerson CG. (2007) A gene from the cellulose synthase-like C family  encodes a beta-1,4 
glucan synthase. Proc Natl Acad Sci USA. 104: 8550-8555 
 
Coenen GJ, Bakx EJ, Verhoef RP, Schols HA, Voragen AGJ (2007) Identification of the 
connecting linkage between homo- or xylogalacturonan and rhamnogalacturonan type I 
Carbohydrate Polymers 70 :224–235 
 
Cosgrove DJ. (2005) Growth of the plant cell wall. Nature Reviews Molecular Cell Biology 6, 
850–861 
 

D 
 
Darvill JE., Mcneil M., Darvill AG., and Albersheim P. (1980) Structure of plant cell walls xi. 
glucuronoarabinoxylan, a second hemicellulose in the primary cell walls of suspension-
cultured sycamore cells Plant Physiol. 66 : 1135-1139 
 
daSilva LLP, Snapp EL, Denecke J, Lippincott-Schwartz J, Hawes C, Brandizzi F. (2004) 
Endoplasmic reticulum export sites and Golgi bodies behave as single mobile secretory units 
in plant cells. Plant Cell 16:1753–1771 
 
Dauwalder, M. and Whaley, W.G. (1974). Patterns of incorporation of (3H)galactose by cells 
of Zea mays root tips. J. Cell Sci. 14 (1): 11-27 
 
Davis, J., Brandizzi, F., Liepman, A., and Keegstra, K. (2010). Arabidopsis mannan synthase 
CSLA9 and glucan synthase CSLC4 have opposite orientations in the Golgi membrane. Plant J. 
64: 1028-1037 
 
Davis JK (2012) Combining polysaccharide biosynthesis and transport in a single enzyme: 
dual-function cell wall glycan synthases. Frontiers in plant science Volume 3 | Article 138 
 



Bibliographie 

 

271 

 

Delgado IJ, Wang Z, de Rocher A, Keegstra K and Raikhel NV (1998) Cloning and 
Characterization of AtRGP11 - A Reversibly Autoglycosylated Arabidopsis Protein Implicated 
in Cell Wall Biosynthesis Plant Physiol. 116: 1339–1349 
 
De Pino V, Borán M, Norambuena L, González M, Reyes F, Orellana A, Moreno S. (2007) 
Complex formation regulates the glycosylation of the reversibly glycosylated polypeptide. 
Planta. 226(2):335-45  
 
De Pino V, Marino Busjle C, Moreno S. (2013) Oligomerization of the reversibly glycosylated 
polypeptide: its role during rice plant development and in the regulation of self-
glycosylation. Protoplasma. 250(1):111-9  
 
Dettmer J, Hong-Hermesdorf A, Stierhof YD, Schumacher K. (2006) Vacuolar H+-ATPase 
activity is required for endocytic and secretory trafficking in Arabidopsis. Plant Cell. 
18(3):715-30 
 
Diet A., Link B., Seifert G.J., Schellenberg B., Wagner U., Pauly M., Reiter W.D., Ringli C. 
(2006) The Arabidopsis root hair cell wall formation mutant lrx1 is suppressed by mutations 
in the RHM1 gene encoding a UDP-L-rhamnose synthase. Plant Cell 18: 1630–1641 
 
Dirnberger D., Bencúr P., Mach L., Steinkellner H. (2002) The Golgi localization of Arabidopsis 
thaliana β1,2-xylosyltransferase in plant cells is dependent on its cytoplasmic and 
transmembrane sequences Plant Molecular Biology 50(2):273-281 
 
Donohoe BS, Kang BH, Gerl MJ, Gergely ZR, McMichael CM, Bednarek SY, Staehelin LA. 
(2013) Cis-Golgi cisternal assembly and biosynthetic activation occur sequentially in plants 
and algae. Traffic. 14(5):551-67 
 
Dörmann P. and Benning C. (1996) Functional Expression of Uridine 5’-Diphospho-Glucose 4-
Epimerase (EC 5.1.3.2) from Arabidopsis thaliana in Saccharomyces cerevisiae and 
Escherichia coli  Archives of biochemistry and biophysics 327( 1): 27–34 
 
Drakakaki G, Zabotina O, Delgado I, Robert S, Keegstra K and Raikhel N (2006) Arabidopsis 
Reversibly Glycosylated Polypeptides 1 and 2 Are Essential for Pollen Development Plant 
Physiology, 142: 1480–1492 
 
Driouich A, Zhang GF, Staehelin LA. (1993) Effect of Brefeldin A on the structure of the golgi 
apparatus and on the synthesis and secretion of proteins and polysaccharides in sycamore 
maple suspension-cultured cells. Plant Physiol. 101: 1363-1373 
 

E 
 
Eda S, Akiyama Y, Kato K (1983) Methylation Analysis of Cell Wall Polysaccharides from 
Suspension-cultured Cells of Nicotiana tabacum Agric. Biol Chem., 47 (8): 1783-1789 
 
Eda S., Akiyama Y., Kato K. (1985) A galactoglucomannan from cell walls of suspension 
cultured tobacco (nicotiana tabacum) cells Carbohydrate Research, 137: 173-181 



Bibliographie 

 

272 

 

 
Edwards ME, Dickson CA, Chengappa S, Sidebottom C, Gidley MJ, Reid GJS. (1999) Molecular 
characterization of a membrane-bound galactosyltransferase of plant cell wall matrix 
polysaccharide biosynthesis. Plant J. 19: 691-697 
 
Endler A, Persson S (2011) Cellulose synthases and synthesis in Arabidopsis. Mol Plant. 
4(2):199-211  
 

F 
 
Faik A, Price NJ, Raikhel NV, Keegstra K. (2002) An Arabidopsis gene encoding an α-
xylosyltransferase involved in xyloglucan biosynthesis. Proc Natl Acad Sci USA. 99: 7797-7802 
 
Fry, S.C., York, W.S., Albersheim, P., Darvill, A., Hayashi, T., Joseleau, J.-P., Kato, Y., Lorences, 
E.P.,Maclachlan, G.A., McNeil, M., Mort, A.J., Reid, J.S.G., Seitz, H.U., Selvendran, R.R., 
Voragen,A.G.J. and White, A.R. (1993) An unambiguous nomenclature for xyloglucan-derived 
oligosaccharides. Physiol. Plant. 89: 1-3 
 
Fujii, S., Hayashi, T., and Mizuno, K. (2010). Sucrose synthase is an integral component of the 
cellulose synthesis machinery. Plant Cell Physiol. 51: 294–301 
 
Fujimoto M and Ueda T (2012) Conserved and plant-unique mechanisms regulating plant 
post-Golgi traffic Frontiers in plant sciences Volume 3, article 197 
 

G 
 
Gardiner,M.,and Chrispeels,M.J. (1975). Involvement of the Golgi apparatus in the synthesis 
and secretion of hydroxyproline-rich cell wall glycoproteins. Plant Physiol. 55: 536–541 
 
Geshi N, Pauly M and Ulvskov P (2002) Solubilization of galactosyltransferase that 
synthesizes 1,4-b-galactan side chains in pectic rhamnogalacturonan Physiologia Plantarum 
114: 540–548 
 
Geshi N, Jørgensen B, Ulvskov P (2004) Subcellular localization and topology of b(1,4) 
galactosyltransferase that elongates b(1 ,4)galactan side chains in rhamnogalacturonan I in 
potato Planta 218: 862–868 
 
Gibeaut D.M. and Carpita N.C. (1994). Biosynthesis of plant cell wall polysaccharides. FASEB 
J. 8 (12), 904-915 
 
Green,J.R.,andNorthcote,D.H.(1978) The structure and function of glycoproteins synthesized 
during slime-polysaccharide production by membranes of the root-cap cells of maize(Zea 
mays). Biochem.J. 170: 599–608 
 
Gu X. and Bar-Peled M. (2004) The Biosynthesis of UDP-Galacturonic Acid in Plants. 
Functional Cloning and Characterization of Arabidopsis UDP-D-Glucuronic Acid 4-Epimerase1 
Plant Physiology, 136: 4256–4264 



Bibliographie 

 

273 

 

 

H 
 
Handford M, Rodríguez-Furlán C, Marchant L, Segura M, Gómez D, Alvarez-Buylla E, Xiong 
GY, Pauly M, Orellana A. (2012) Arabidopsis thaliana AtUTr7 encodes a golgi-localized UDP-
glucose/UDP-galactose transporter that affects lateral root emergence. Mol Plant. 5(6):1263-
80 
 
Harholt J, Jensen JK, Sorensen SO, Orfila C, Pauly M, Scheller HV (2006) ARABINAN DEFICIENT 
1 is a putative arabinosyltransferase involved in biosynthesis of pectic arabinan in 
Arabidopsis. Plant Physiol 140: 49–58 
 
Harholt,J., Suttangkakul,A., and Vibe Scheller,H.(2010) Biosynthesis of pectin. Plant Physiol. 
153: 384–395 
 
Harholt J, Jensen JK, Verhertbruggen Y, Søgaard C, Bernard S, Nafisi M, Poulsen CP, Geshi 
N, Sakuragi Y, Driouich A, Knox JP, Scheller HV (2012) ARAD proteins associated with pectic 
Arabinan biosynthesis form complexes when transiently overexpressed in planta. Planta.  
236(1):115-28 
 
Harper AD, Bar-Peled M. Biosynthesis of UDP-xylose (2002) Cloning and characterization of a 
novel Arabidopsis gene family, UXS, encoding soluble and putative membrane-bound UDP-
glucuronic acid decarboxylase isoforms. Plant Physiol.  130(4):2188-98 
 
Harris, P.J. and Northcote, D.H. (1971). Polysaccharide formation in plant Golgi bodies. 
Biochem. Biophys. Acta. 237(1): 56-64  
 
Hawes C, Satiat-Jeunemaitre B (2005) The plant Golgi apparatus--going with the flow. 
Biochim Biophys Acta. 1744(3):466-80 
 
Hawes C, Schoberer J, Hummel E, Osterrieder A. (2010) Biogenesis of the plant Golgi 
apparatus. Biochem Soc Trans. 38(3):761-7 
 
Hayashi T, Kato Y, Matsuda K. (1981) Biosynthesis of xyloglucan in suspensions-cultured 
soybean cells. An assay method for xyloglucan xylosyltransferase and attempted synthesis of 
xyloglucan from UDP-D-xylose. J Biochem. 89: 325-328 
 
Hayashi T, Koyama T, Matsuda K. (1988) Formation of UDP-Xylose and xyloglucan in soybean 
golgi membranes. Plant Physiol. 87:341-345 
 
Hayashi T. and Kaida R. (2011) Functions of Xyloglucan in Plant Cells  Molecular Plant  4 (1): 
17–24  
 
Hisamatsu M, York WS, Darvill AG, Albersheim P. (1992) Characterization of seven xyloglucan 
oligosaccharides containing from seventeen to twenty glycosyl residues. Carbohydr Res.  
227:45-71 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Harholt%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22270560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jensen%20JK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22270560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Verhertbruggen%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22270560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=S%C3%B8gaard%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22270560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bernard%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22270560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nafisi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22270560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Poulsen%20CP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22270560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Geshi%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22270560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Geshi%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22270560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sakuragi%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22270560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Driouich%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22270560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Knox%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22270560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Scheller%20HV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22270560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22270560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Harper%20AD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12481102
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bar-Peled%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12481102
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12481102
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1499036
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1499036


Bibliographie 

 

274 

 

Hoffman M, Jia Z, Pena MJ, Cash M, Harper A, Blackburn AR II, Darvill A, York WS. (2005) 
Structural analysis of xyloglucans in primary cell walls of plants in the subclass Asteridae. 
Carbohydrate Res. 340:1826-1840 
 
Hood EE, Gelvin SB, Melchers LS and Hoekema A (1993) New Agrobacterium helper plasmids 
for gene transfer to plants Transgenic Research. 2:208-218  
 
Hu CD, Chinenov Y, Kerppola TK. (2002) Visualization of interactions among bZIP and Rel 
family proteins in living cells using bimolecular fluorescence complementation Mol Cell. 
9(4):789-98 
 
Huisman MMH, Brüll LP, Thomas-Oates JE, Haverkamp J, Schols HA, Voragen AGJ (2001)  The 
occurrence of internal (1-5)-linked arabinofuranose and arabinopyranose residues in 
arabinogalactan side chains from soybean pectic substances. Carbohydrate Research 330: 
103–114 
 
Hwang,J.W.,and Kokini,J.L.(1991). Structure and rheological function of side branches of 
carbohydrate polymers. J. TextureStud. 22: 123–167 
 

I 
 
Ishii, T. and Matsunaga, T. (1996). Isolation and characterization of a boron-
rhamnogalacturonan II complex from cell walls of sugar beet pulp. Carbohydrate Res. 284: 1-
9 
 
Ishii T., Matsunaga T., Hayashi N. (2001) Formation of Rhamnogalacturonan II-Borate Dimer 
in Pectin Determines Cell Wall Thickness of Pumpkin Tissue. Plant Physiology 126: 1698–
1705 
 
Ishii T, Konishi T, Ito Y, Ono H, Ohnishi-Kameyama M, Maeda I (2005) A β-(1→3)-
arabinopyranosyltransferase that transfers a single arabinopyranose onto arabino-
oligosaccharides in mung bean (Vigna radiate) hypocotyls.  Phytochemistry 66(20):2418-
2425 
 
Ito Y, Uemura T, Shoda K, Fujimoto M, Ueda T, Nakano A. (2012) cis-Golgi proteins 
accumulate near the ER exit sites and act as the scaffold for Golgi regeneration after 
brefeldin A treatment in tobacco BY-2 cells. Mol Biol Cell. Aug;23(16):3203-14 
 

J 
 
Jarvis MC (1984) Structure and properties of pectin gels in plant cell wall. Plant Cell Environ. 
7:153–164 
 
Jia Z, Qin Q, Darvill AG, and York WS (2003) Structure of the xyloglucan produced by 
suspension-cultured tomato cells. Carbohydrate Research, 338:1197-1208 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11983170
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11983170
http://journals.ohiolink.edu/ejc/article.cgi?issn=00319422&issue=v66i0020&article=2418_attasaaimbrh
http://journals.ohiolink.edu/ejc/article.cgi?issn=00319422&issue=v66i0020&article=2418_attasaaimbrh
http://journals.ohiolink.edu/ejc/article.cgi?issn=00319422&issue=v66i0020&article=2418_attasaaimbrh


Bibliographie 

 

275 

 

Jensen JK, Schultink A, Keegstra K, Wilkerson CG, Pauly M. (2012) RNA-Seq Analysis of 
Developing Nasturtium Seeds (Tropaeolum majus): Identification and Characterization of an 
additional Galactosyltransferase Involved in Xyloglucan Biosynthesis. Mol Plant.  Apr 2. [Epub 
ahead of print] 
 
Jones, L.; Milne, J. L.; Ashford, D.; McQueen-Mason, S. (2003) Cell wall arabinan is essential 
for guard cell function. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 100:11783–11788 
 
Jordan D B., Bowman M J., Braker J D., Dien B S., Hector R E. , Lee C C. , Mertens J A.  and 
Wagschal K. (2012) Plant cell walls to ethanol Biochem. J.,  442 : 241–252 
 

K 
 
Kang BH (2011) Shrinkage and fragmentation of the trans-Golgi network in non-meristematic 
plant cells. Plant Signaling & Behavior 6(6): 884-886 
 
Kang BH, Nielsen E, Preuss ML, Mastronarde D, Staehelin LA. (2011) Electron tomography of 
RabA4b- and PI-4Kbeta1-labeled trans golgi network compartments in arabidopsis. Traffic 
12:313-29 
 
Keegstra K., Talmadge K W., Bauer W. D. and Albersheim P.(1973) The structure of plant cell 
walls iii. A model of the walls of suspension-cultured sycamore cells based on the 
interconnections of the macromolecular components Plant physiol. 51: 188-196 
 
Kerppola KT (2008) Bimolecular Fluorescence Complementation (BiFC) Analysis as a Probe of 
Protein Interactions in Living Cells Annu. Rev. Biophys. 37:465–87 
 
Kimura, S., Laosinchai, W., Itoh, T., Cui, X., Linder, C.R., and Brown, R.M. (1999). Immunogold 
labeling of rosette terminal cellulose-synthesizing complexes in the vascular plant Vigna 
angularis. Plant Cell. 11: 2075–2086 
 
Klemm, R.W., Ejsing, C.S., Surma, M.A. et al. (2009) Segregation of sphingolipids and sterols 
during formation of secretory vesicles at the trans-Golgi network. J. Cell Biol. 185: 601–612 
 
Kobayashi, M., Matoh, T., Azuma, J. (1996). Two chains of rhamnogalacturonan-II are cross-
linked by borate-diol ester bonds in higher plant cell walls. Plant Physiol. 110: 1017-1020 
 
Koncz C. and Jeff Schell J. (1986) The promoter of TL-DNA gene 5 controls the tissue-specific 
expression of chimaeric genes carried by a novel type of Agrobacterium binary vector Mol. 
Gen. Genet. 204:383-396 
 
Kondylis, V. and Rabouille, C. (2009) The Golgi apparatus: lessons from Drosophila. FEBS Lett. 
583:3827–3838 
 
Konishi T, Mitome T, Hatsushika H, Md. Haque A, Kotake T, Tsumuraya Y (2004) Biosynthesis 
of pectic galactan by membrane-bound galactosyltransferase from soybean (Glycine max 
Merr.) seedlings Planta 218: 833–842 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jensen%20JK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22474179
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schultink%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22474179
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Keegstra%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22474179
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wilkerson%20CG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22474179
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pauly%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22474179
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22474179


Bibliographie 

 

276 

 

 
Konishi T, Kotake T, Tsumuraya Y (2007a) Chain elongation of pectic β(1,4)-galactan by a 
partially purified galactosyltransferase from soybean (Glycine max Merr.) hypocotyls Planta 
226:571–579 
 
Konishi T, Takeda T, Miyazaki Y, Ohnishi-Kameyama M, Hayashi T, O'Neill MA and Ishii T 
(2007b) A plant mutase that interconverts UDP-arabinofuranose and UDP-arabinopyranose 
Glycobiology 17:345-354 
 
Kristen U (1978) Ultrastructure and a Possible Function of the Intercisternai Elements in 
Dictyosomes Planta 138: 29-33  
 

L 
 
Latijnhouwers M, Gillespie T, Boevink P, Kriechbaumer V, Hawes C, Carvalho CM (2007) 
Localization and domain characterization of Arabidopsis golgin candidates. J Exp Bot. 58(15-
16):4373-86 
 
LeGoff, A., Renard, C.M.G.C., Bonnin, E., Thibault, J.-F., (2001). Extraction, purification and 
chemical characterisation of xylogalacturonans from pea hulls. Carbohydr. Polym. 45: 325–
334 
 
Lerouxel O, Cavalier DM, Liepman AH, Keegstra K. (2006) Biosynthesis of plant cell wall 
polysaccharides: a complex process. Curr. Opin. Plant Biol. 9: 621-630 
 
Li X, Cordero I, Caplan J, Mølhøj M, Reiter WD. (2004)  
Molecular analysis of 10 coding regions from Arabidopsis that are homologous to the MUR3 
xyloglucan galactosyltransferase. Plant Physiol.  134(3):940-50. 
 
Li Y, Smith C, Corke F, Zheng L, Merali Z, Ryden P, Derbyshire P, Waldron K, and Bevana MW, 
(2007) Signaling from an Altered Cell Wall to the Nucleus Mediates Sugar-Responsive Growth 
and Development in Arabidopsis thaliana The Plant Cell 19: 2500–2515 
 
Liepman AH. and Cavalier DM. (2012) The Cellulose Synthase-Like A And Cellulose Synthase-
Like C families: recent advances and future perspectives Frontiers in plant science   Volume3 
| Article 109 
 
Lippincott-Schwartz J, Phair RD. (2010) Lipids and cholesterol as regulators of traffic in the 
endomembrane system. Annu Rev Biophys 39: 559–578 
 
Liwanag AJ, Ebert B, Verhertbruggen Y, Rennie EA, Rautengarten C, Oikawa A, Andersen MC, 
Clausen MH, Scheller HV. (2012) Pectin biosynthesis: GALS1 in Arabidopsis thaliana is a β-
1,4-galactan β-1,4-galactosyltransferase. Plant Cell. 24(12):5024-36 
  
Losev E, Reinke CA, Jellen J, Strongin DE, Bevis BJ, Glick BS (2006). Golgi maturation 
visualized in living yeast. Nature 441: 1002–1006 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15020758
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cordero%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15020758
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Caplan%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15020758
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=M%C3%B8lh%C3%B8j%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15020758
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reiter%20WD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15020758
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Molecular%20Analysis%20of%2010%20Coding%20Regions%20from%20Arabidopsis%20That%20Are%20Homologous%20to%20the%20MUR3%20Xyloglucan%20Galactosyltransferase1


Bibliographie 

 

277 

 

 

M 
 
Madson M, Dunand C, Li X, Verma R, Vanzin GF, Caplan J, Shoue DA, Carpita NC, Reiter WD. 
(2003) The MUR3 gene of Arabidopsis encode a xyloglucan galactosyltransferase that is 
evolutionarily related to animal exostosins. Plant Cell. 15: 1662-1670 
 
Matoh, T., Ishigaki, K., Ohno, K., Azuma, J. (1993). Isolation and characterization of a boron-
polysaccharide complex from radish roots. Plant Cell Physiol. 34: 639-642 
 
Matsuura-Tokita K, Takeuchi M, Ichihara A, Mikuriya K, Nakano A (2006). Live imaging of 
yeast Golgi cisternal maturation. Nature 441 : 1007–1010 
 
Mayhew, T.M., Lucocq, J.M. and Griffiths, G. (2002) Relative labelling index: a novel 
stereological approach to test for non-random immunogold labeling of organelles and 
membranes on transmission electron microscopy thin sections. J. Microsc. 205: 153–164 
 
Mayhew T. M. (2011) Quantifying immunogold localization on electron microscopic thin 
sections: a compendium of new approaches for plant cell biologists J. Exp. Bot.  62(12): 4101-
4113. 
 
McCann MC, Roberts K. (1991) Architecture of the primary cell wall. In The Cytoskeletal Basis 
of Plant Growth and Form, ed. CW Lloyd, pp. 109–29. New York: Academic 
 
McDougall GJ, Fry SC. (1989) Structure-activity relationships for xyloglucan oligosaccharides 
with antiauxin activity. Plant Physiol. 89:883–87 
 
McNeil,M.,Darvill,A.G.,andAlber- sheim, P.(1982).Structure of plant cell walls. Identification 
of seven glycosyl residues attached to O-4 of the 2-4 linked L-rhamnosyl residues of 
rhamnogalacturonan I. PlantPhysiol. 70: 1586–1591 
 
Meier H, Reid JSG. 1982. Reserve polysaccharides other than starch in higher plants. In 
Encyclopedia of Plant Physiology. NS 13A: Plant Carbohydrates I, ed. FA Loewus,WTanner, 
pp. 418–71. Berlin: Springer 
 
Melser S, Molino D, Batailler B, Peypelut M, Laloi M, Wattelet-Boyer V, Bellec Y, Faure JD, 
Moreau P (2011) Links between lipid homeostasis, organelle morphodynamics and protein 
trafficking in eukaryotic and plant secretory pathways. Plant Cell Rep 30:177–193 
 
Mohnen,D.(2008).Pectin structure and biosynthesis. Curr.Opin.Plant Biol. 11: 266–277 
 
Mølhøj M., Verma R., and Reiter WD.(2004) The Biosynthesis of D-Galacturonate in Plants. 
Functional Cloning and Characterization of a Membrane-Anchored UDP-D-Glucuronate 4-
Epimerase from Arabidopsis Plant Physiology 135: 1221–1230 
 

http://jxb.oxfordjournals.org/search?author1=Terry+M.+Mayhew&sortspec=date&submit=Submit


Bibliographie 

 

278 

 

Moore JP, Nguema-Ona E, Chevalier L, Lindsey GG, Brandt WF, Lerouge P, Farrant JM, 
Driouich A. (2006) Response of the leaf cell wall to desiccation in the resurrection plant 
Myrothamnus flabellifolius. Plant Physiol. 141(2):651-62 
 
Moreau P, Brandizzi F, Hanton S, Chatre L, Melser S, Hawes C, Satiat-Jeunemaitre B. (2007) 
The plant ER-Golgi interface: a highly structured and dynamic membrane complex. Journal 
Experimental Botany 58(1):49-64 
 
Mori M et Kato K (1981) An arabinoglucuronomannan from suspension-cultured cells of 
Nicotiana tabacum. Carbohydrate research 91: 49-58 
 
Munro S (2011) The Golgin Coiled-Coil Proteins of the Golgi Apparatus Cold Spring Harb 
Perspect Biol 3:a005256 
 

N 
 
Nakamura, A., Furuta, H., Maeda, H., Takao, T., Nagamatsu, Y., (2002). Analysis of the 
molecular construction of xylogalacturonan isolated from soluble soybean polysaccharides. 
Biosci. Biotechnol. Biochem. 66: 1155–1158 
 
Nakayama K, Maeda Y, Jigami Y (2003) Interaction of GDP-4-keto-6-deoxymannose-3,5-
epimerase-4-reductase with GDP-mannose-4,6-dehydratase stabilizes the enzyme activity 
for formation of GDP-fucose from GDP-mannose. Glycobiology. 13(10):673-80  
 
Nebenführ A., Gallagher L., Dunahay T.G., Frohlick J.A., Mazurkiewicz A.M., Meehl J.B., 
Staehelin L.A. (1999) Stop-and-go movements of plant Golgi stacks are mediated by the acto-
myosin system. Plant Physiol. 121:1127-1141 
 
Nemati N, Karapetyan G, Nolting B, Endress HU, Vogel C (2008) Synthesis of 
rhamnogalacturonan I fragments by a modular design principle. Carbohydr. Res. 343: 1730-
1742 
 
Nguema-Ona E, Andeme-Onzighi C, Aboughe-Angone S, Bardor M, Ishii T, Lerouge P, 
Driouich A. (2006) The reb1-1 mutation of Arabidopsis: Effect on the structure and the 
localization of galactose containing cell wall polysaccharides. Plant Physiol. 140, 1406-1417. 
 
Nikolovski N, Rubtsov D, Segura MP, Miles GP, Stevens TJ, Dunkley TP, Munro S, Lilley KS, 
Dupree P (2012) Putative glycosyltransferases and other plant Golgi apparatus proteins are 
revealed by LOPIT proteomics. Plant Physiol. 160(2):1037-51 
 
Nilsson T, Slusarewicz P, HoeMH,Warren G. (1993) Kin recognition. A model for the retention 
of golgi enzymes. FEBS Lett 330: 1–4 
 
Norambuena L, Marchant L, Berninsone P, Hirschberg C, Silva H, Orellana A (2002) Transport 
of UDP-Galactose in plants. J Biol Chem 277:32923-32929 
 



Bibliographie 

 

279 

 

Norambuena L, Nilo R, Handford M, Reyes F, Marchant L, Meisel L, Orellana A (2005) AtUTr2 
is an Arabidopsis thaliana nucleotide sugar transporter located in the Golgi apparatus 
capable of transporting UDP galactose. Planta, 222:521-529 
 
Nour-Eldin HH, Hansen BG, Nørholm MH, Jensen JK, Halkier BA. (2006) Advancing uracil-
excision based cloning towards an ideal technique for cloning PCR fragments. Nucleic Acids 
Res. 34(18):e122 
 
Nour-Eldin HH, Geu-Flores F, Halkier BA. (2010) USER cloning and USER fusion: the ideal 
cloning techniques for small and big laboratories. Methods Mol Biol. 643:185-200. 
 

O 
 
Øbro J, Harholt J, Scheller HV, Orfila C (2004) Rhamnogalacturonan I in Solanum tuberosum 
tubers contains complex arabinogalactan structures. Phytochemistry 65:1429–1438 
 
Oechslin, R., Lutz, M. V., & Amado, R. (2003). Pectic substances isolated from apple cellulosic 
residue: Structural characterisation of a new type of rhamnogalacturonan I. Carbohydrate 
Polymers, 51: 301–310 
 
Oka T., Nemoto T., Jigami Y. (2007) Functional analysis of Arabidopsis thaliana 
RHM2/MUM4, a multidomain protein involved in UDP-D-glucose to UDP-L-rhamnose 
conversion. J. Biol. Chem. 282: 5389–5403 
 
Oikawa A, Lund CH, Sakuragi Y, Scheller HV. (2013) Golgi-localized enzyme complexes for 
plant cell wall biosynthesis. Trends Plant Sci. 18(1):49-58 
 
O’Neill, M.A., Warrenfeltz, D., Kates, K., Pellerin, P., Doco, T., Darvill, A.G., Albersheim, P. 
(1996). Rhamnogalacturonan-II, a pectic polysaccharide in the walls of growing plant cell, 
forms a dimer that is covalently crosslinked by a borate ester. J. Biol. Chem. 271: 22923-
22930 
 
O'Neill, M.A, Eberhard, S., Albersheim, P., Darvill, A.G. (2001). Requirement of borate cross-
linking of cell wall rhamnogalacturonan II for Arabidopsis growth. Science 294(5543): 846-
849 
 
O’Neill, M.A., Ishii, T., Albersheim, P., Darvill, A.G. (2004). Rhamnogalacturonan II: structure 
and function of a borate cross-linked cell wall pectic polysaccharide. Annu. Rev. Plant Biol. 
55: 109-139 
 
Orfila, C.; Seymour, G. B.; Willats, W. G. T.; Huxham, I. M.; Jarvis, M. C.; Dover, C. J.; 
Thompson, A. J.; Knox, J. P. (2001) Altered Middle Lamella Homogalacturonan and Disrupted 
Deposition of (1,5)-a-L-Arabinan in the Pericarp of Cnr, a Ripening Mutant of Tomato. Plant 
Physiol., 126: 210–221 
 
 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17000637
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17000637
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20552452
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20552452


Bibliographie 

 

280 

 

P 
 
Pagnussat G.C., Yu HJ,, Ngo Q.A., Rajani S., Mayalagu S.,. Johnson C. S, Capron A., Xie L.F, Ye 
D., and Sundaresan V. (2004) Genetic and molecular identification of genes required for 
female gametophyte development and function in Arabidopsis Development 132: 603-614 
 
Pagny S, Bouissonie F, Sarkar M, Follet-Gueye ML, Driouich A, Schachter H, Faye L, Gomord 
V. (2003) Structural requirements for Arabidopsis β 1-2 xylosyltransferase activity and 
targeting to the golgi. Plant J. 33: 189-203 
 
Park YB. and Cosgrove DJ. (2012) A Revised Architecture of Primary Cell Walls Based on 
Biomechanical Changes Induced by Substrate-Specific Endoglucanases Plant Physiology, 158: 
1933–1943 
 
Parsons HT, Drakakaki G, Heazlewood JL. (2013) Proteomic dissection of the Arabidopsis 
Golgi and trans-Golgi network. Front Plant Sci. Volume 3| Article 298. 
 
Pattathil S., Harper AD., Bar-Peled M. (2005) Biosynthesis of UDP-xylose: characterization of 
membrane-bound AtUxs2. Planta.  221(4):538-48 
 
Pattathil S., Avci U., Baldwin D., Swennes AG., McGill JA., Popper Z., Booten T., Albert A., 
Davis RH., Chennareddy C., Dong R., O’Shea B., Rossi R., Leoff C., Freshour G., Narra R., 
O’Neil M., York WS., Hahn M. (2010) A comprehensive toolkit of plant cell wall glycan-
directed monoclonal antibodies. Plant Physiol.. 153(2): 514-525 
 
Patterson GH, Hirschberg K, Polishchuk RS, Gerlich D, Phair RD, Lippincott-Schwartz J. (2008) 
Transport through the golgi apparatus by rapid partitioning within a two-phase membrane 
system. Cell 133: 1055-1067 
 
Pauly M, Eberhard S, Albersheim P, Darvill A, York WS. (2001) Effects of the mur1 mutation 
on xyloglucans produced by suspension-cultured Arabidopsis thaliana cells. Planta 214(1):67-
74 
 
Pédelacq JD, Cabantous S, Tran T, Terwilliger TC, Waldo GS. (2006) Engineering and 
characterization of a superfolder green fluorescent protein. Nat Biotechnol. 24(1):79-88 
 
Peng, L.C., Kawagoe, Y., Hogan, P., and Delmer, D. (2002). Sitosterol-b-glucoside as primer 
for cellulose synthesis in plants. Science. 295:147–150 
 
Perrin RM, DeRocher AE, Bar-Peled M, Zeng W, Norambuena L, Orellana A, Raikhel NV, 
Keegstra K. (1999) Xyloglucan fucosyltransferase, an enzyme involved in plant cell wall 
biosynthesis. Science. 284: 1976-1979 
 
Pickett-Heaps, J.D. (1966). Incorporation of radiactivity into wheat xylem walls. Planta 71:1-
14 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pattathil%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15655675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Harper%20AD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15655675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bar-Peled%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15655675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15655675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11762172
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11762172
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=P%C3%A9delacq%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16369541
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cabantous%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16369541
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tran%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16369541
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Terwilliger%20TC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16369541
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Waldo%20GS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16369541
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16369541


Bibliographie 

 

281 

 

Pickett-Heaps, J.D. (1968) Further ultrastructural observations on polysaccharide localization 
in plant cells. J. Cell Sci. 3(1): 55-64 
 
Popper ZA, Michel G, Hervé C, Domozych DS, Willats WG, Tuohy MG, Kloareg B, Stengel DB. 
(2011) Evolution and diversity of plant cell walls: from algae to flowering plants. Annu Rev 
Plant Biol.  62:567-90 
 

Q 
 
Qu Y, Egelund J, Gilson PR, Houghton F, Gleeson PA, Schultz CJ, Bacic A (2008) Identification 
of a novel group of putative Arabidopsis thaliana b-(1,3)-galactosyltransferases Plant Mol 
Biol 68:43–59 
 

R 
 
Ralet MC, André-Leroux G, Quéméner B, Thibault JF. (2005). Sugar beet (Beta vulgaris) 
pectins are covalently cross-linked through diferulic bridges in the cell wall. Phytochemistry 
66:2800–14 
 
Rautengarten C, Ebert B, Herter T, Petzold CJ, Ishii T, Mukhopadhyay A, Usadel B and 
Scheller HV (2011) The Interconversion of UDP-Arabinopyranose and UDP-Arabinofuranose 
Is Indispensable for Plant Development in Arabidopsis The Plant Cell 23: 1373–1390   
 
Ray PM. (1980) Cooperative action of beta-glucan synthetase and UDP-xylose xylosyl 
transferase of Golgi membranes in the synthesis of xyloglucan-like polysaccharide. Biochim 
Biophys Acta. 629, 431-444 
 
Reboul R, Geserick C, Pabst M, Frey B, Wittmann D, Lütz-Meindl U, Léonard R, Tenhaken R. 
(2011) Down-regulation of UDP-glucuronic acid biosynthesis leads to swollen plant cell walls 
and severe developmental defects associated with changes in pectic polysaccharides. J Biol 
Chem. 286(46):39982-92 
 
Reichardt I, Stierhof YD, Mayer U, Richter S, Schwarz H, Schumacher K, Jürgens G. (2007). 
Plant cytokinesis requires de novo secretory trafficking but not endocytosis. Curr. Biol. 17: 
2047-2053 
 
Reid JSG. (1985) Cell wall storage carbohydrates in seeds—biochemistry of the seed “gums” 
and “hemicelluloses.”Adv. Bot. Res. 11:125–55 
 
Reiffarth D, Reimer KB (2008) Synthesis of two repeat units corresponding to the backbone 
of the pectic polysaccharide rhamnogalacturonan I. Carbohydr. Res. 343: 179-188 
 
Reiter, W.-D., Chapple, C. C. S. & Somerville, C. R. (1993) Altered Growth and Cell Walls in a 
Fucose-Deficient Mutant of Arabidopsis Science 261:1032–1035 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21351878


Bibliographie 

 

282 

 

Renna L, Stefano G, Majeran W, Micalella C, Meinnel T, Giglione C, Brandizzi F (2013) Golgi 
traffic and integrity depend on N-myristoyl transferase-1 in Arabidopsis. Plant Cell. 
25(5):1756-73 
 
Reuhs, B.L, Glenn, J., Stephens, S.B., Kim, J.S., Christie, D.B., Glushka, J.G., Zablackis, E., 
Albersheim, P., Darvill, A.G., O'Neill, M.A. (2004). L-Galactose replaces L-fucose in the pectic 
polysaccharide rhamnogalacturonan II synthesized by the L-fucose-deficient mur1 
Arabidopsis mutant. Planta 219(1):147-157 
 
Reyes F, Orellana A. (2008) Golgi transporters: opening the gate to cell wall polysaccharide 
biosynthesis. Curr Opin Plant Biol. 11(3):244-51 
 
Richmond,T.,and Somerville,C.R. (2001). Integrative approaches to determining Csl function. 
PlantMol. Biol. 47: 131–143 
 
Ridley, B.L., O'Neill, M.A., Mohnen, D. (2001). Pectins: structure, biosynthesis, and 
oligogalacturonide-related signaling. Phytochemistry 57(6): 929-967 
 
Rollwitz I, Santaella M, Hille D, Flugge UI, Fischer K (2006) Characterization of AtNST-KT1, a 
novel UDP-galactose transporter from Arabidopsis thaliana. FEBS Lett 580:4246–4251 
 
Rösti J, Barton CJ, Albrecht S, Dupree P, Pauly M, Findlay K, Roberts K, Seifert GJ. (2007) UDP-
glucose 4-epimerase isoforms UGE2 and UGE4 cooperate in providing UDP-galactose for cell 
wall biosynthesis and growth of Arabidopsis thaliana. Plant Cell. 19(5):1565-79 
 

S 
 
Sagi G, Katz A, Guenoune-Gelbart D, and Epel BL (2005) Class 1 Reversibly Glycosylated 
Polypeptides Are Plasmodesmal-Associated Proteins Delivered to Plasmodesmata via the 
Golgi Apparatus The Plant Cell 17:1788–1800  
 
Saint-Jore-Dupas C, Nebenführ A, Boulaflous A, Follet-Gueye ML, Plasson C, Hawes C,  
Driouich A, Faye L, Gomord V. (2006) Plant N-glycan processing enzymes employ different 
targeting mechanisms for their spatial arrangement along the secretory pathway. Plant Cell. 
18: 3182-3200 
 
Sarria R, Wagner TA, O’Neill MA, Faik A, Wilkerson CG, Keegstra K, Raikhel NV. (2001) 
Characterization of a family of Arabidopsis genes related to xyloglucan fucosyltransferase. 
Plant Physiol. 127: 1595-1606 
 
Scheible WR and Pauly M (2004) Glycosyltransferases and cell wall biosynthesis: novel 
players and insights. Current Opinion in Plant Biology 7:285–295 
 
Scheller, H.V, Jensen J.K, Sørensen S.O, Harholt J, Geshi N (2007) Biosynthesis of pectins. 
Physiol. Plant. 129: 283–295 
 
Scheller H V. and Ulvskov P. (2010) Hemicelluloses Annu. Rev. Plant Biol. 61:263–89 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=11423142&ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=R%C3%B6sti%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17496119
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Barton%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17496119
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Albrecht%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17496119
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dupree%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17496119
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pauly%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17496119
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Findlay%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17496119
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Roberts%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17496119
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Seifert%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17496119
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=UDP-Glucose%204-Epimerase%20Isoforms%20UGE2%20and%20UGE4%20Cooperate%20in%20Providing%20UDP-Galactose%20for%20Cell%20Wall%20Biosynthesis%20and%20Growth%20of%20Arabidopsis%20thaliana
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/ppl.2007.129.issue-2/issuetoc


Bibliographie 

 

283 

 

 
Scheuring D, Viotti C, Krüger F, Künzl F, Sturm S, Bubeck J, Hillmer S, Frigerio L, Robinson DG, 
Pimpl P, Schumacher K (2011) Multivesicular bodies mature from the trans-Golgi 
network/early endosome in Arabidopsis. Plant Cell. 23(9):3463-81 
 
Schoberer J, Vavra U, Stadlmann J, Hawes C, Mach L, Steinkellner Herta, Strasser R (2009) 
Arginine/Lysine Residues in the Cytoplasmic Tail Promote ER Export of Plant Glycosylation 
Enzymes.Traffic 10(1): 101–115 
 
Schoberer J. and Strasser R. (2011) Sub-Compartmental Organization of Golgi-Resident N-
Glycan Processing Enzymes in Plants Molecular Plant 4(2): 220-228  
 
Schols HA, Posthumus MA and Voragent AGJ (1990) Structural features of hairy regions of 
pectins isolated from apple juice produced by the liquefaction process. Carbohydrate 
Research, 206: 17- 129 
 
Schrick, K., Fujioka, S., Takatsuto, S., Stierhof, Y.D., Stransky, H., Yoshida, S., and Jurgens, G. 
(2004). A link between sterol biosynthesis, the cell wall, and cellulose in Arabidopsis. Plant J. 
38: 227–243 
 
Schröder, R., Nicolas, P., Vincent, S.J.F., Fischer, M., Reymond, S. and Redgwell, R. (2001) 
Purification and characterisation of a galactoglucomannan from kiwi fruit. Carbohydr. Res. 
331:291–306 
 
Segui-Simarro, J.M. and Staehelin, L.A. (2006) Cell cycle-dependent changes in Golgi stacks, 
vacuoles, clathrin-coated vesicles and multivesicular bodies in meristematic cells of 
Arabidopsis thaliana: a quantitative and spatial analysis. Planta 223: 223–236 
 
Seifert GJ, Barber C, Wells B, Roberts K. (2004) Growth regulators and the control of 
nucleotide sugar flux. Plant Cell. 16:723-730 
 
Sharpe HJ, Stevens TJ, Munro S. (2010) A comprehensive comparison of transmembrane 
domains reveals organelle-specific properties. Cell. 142(1):158-69 
 
Shyu YJ, Liu H, Deng X, and Hu CD (2006) Identification of new fluorescent protein fragments 
for bimolecular fluorescence complementation analysis under physiological conditions. 
BioTechniques 40:61-66 
 
Sims IM., Munro SLA., Currie G., Craik D., Bacic A. (1996) Structural characterization of 
xyloglucan secreted by suspension-cultured cells of Nicotiana plumbaginifolia. Carbohydrate 
Research 293: 147-172 
 
Sims IM, Craik DJ, Bacic A (1997) Structural characterisation of galactoglucomannan secreted 
by suspension-cultured cells of Nicotiana plumbaginifolia. Carbohydrate Research 303:79-92 
 
Sjostrand FS, Hanzon V (1954) Ultrastructure of Golgi apparatus of exocrine cells of mouse 
pancreas. Experimental Cell Research 7: 415–429 



Bibliographie 

 

284 

 

 
Sparkes, I.A., Ketelaar, T., de Ruijter, N.C.A. and Hawes, C. (2009) Grab a Golgi: laser trapping 
of Golgi bodies reveals in vivo interaction with the endoplasmic reticulum. Traffic 10: 567–
571 
 
Staehelin LA, Giddings  TH Jr, Kiss JZ, Sack FD. (1990) Macromolecular differentiation of Golgi 
stacks in root tip of Arabidopsis and Nicotiana seedlings as vizualized in high pressure frozen 
and freeze-substituted samples. Protoplasma. 157:75-91 
 
Staehelin LA, Driouich A. (1997) Brefeldin A Effects in Plants (Are Different Golgi Responses 
Caused by Different Sites of Action?). Plant Physiol. 114 (2), 401-403 
 
Staehelin, L.A. and Kang, B.H. (2008). Nanoscale architecture of endoplasmic reticulum 
export sites and of Golgi membranes as determined by electron tomography. Plant Physiol. 
147: 1454-1468 
 
Strasser R, Schoberer J, Jin C, Glo¨ ssl J, Mach L, Steinkellner H. (2006) Molecular cloning and 
characterization of Arabidopsis thaliana Golgi alpha-mannosidase II, a key enzyme in the 
formation of complex N-glycans in plants. Plant J. 45:789–803 
 
Strasser R, Bondili JS, Vavra U, Schoberer J, Svoboda B, Glossl J, Leonard R, Stadlmann J, 
Altmann F, Steinkellner H, Mach L (2007) A unique 1,3-Galactosyltransferase is indispensable 
for the biosynthesis of N-glycans containing Lewis a structures in Arabidopsis thaliana. Plant 
Cell 19:2278–2292 
 
Studer D., Graber W., Al-Amoudi A. and Eggli P. (2001) A new approach for cryofixation by 
high-pressure freezing. Journal of microscopy 203 (3): 285-294 
 
Surma MA, Klose C, Simons K. (2012) Lipid-dependent protein sorting at the trans-Golgi 
network. Biochim Biophys Acta. 1821(8):1059-67 
 

T 
 
Talbott L D. and Ray PM. (1992) Molecular Size and Separability Features of Pea Cell Wall 
Polysaccharides- Implications for Models of Primary Wall Structure Plant Physiol. 98: 357-
368 
 
Tamura K., Shimada T., Kondo M., Nishimura M. and Hara-Nishimura I. (2005) 
KATAMARI1/MURUS3 Is a Novel Golgi Membrane Protein That Is Required for 
Endomembrane Organization in Arabidopsis. The Plant Cell. 17: 1764–1776 
 
Tuskan GA et al. (2006) The genome of black cottonwood, Populus trichocarpa (Torr. & 
Gray). Science 313(5793):1596-604 
 
 
 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12223714?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12223714?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=1


Bibliographie 

 

285 

 

U 
 
Usadel B, Schlüter U, Mølhøj M, Gipmans M, Verma R, Kossmann J, Reiter WD, Pauly M. 
(2004) Identification and characterization of a UDP-D-glucuronate 4-epimerase 
in Arabidopsis. FEBS Lett.  569(1-3):327-31 
 
Usadel B., Kuschinsky A.M., Rosso M.G., Eckermann N., Pauly M. (2004b)  RHM2 is involved 
in mucilage pectin synthesis and is required for the development of the seed coat in 
Arabidopsis. Plant Physiol. 134: 286–295 
 

V 
 
Vanzin GF, Madson M, Carpita NC, Keegstra K, Reiter WD. (2002) The mur2 mutant of 
Arabidopsis thaliana lacks fucosylated xyloglucan because of a lesion in fucosyltransferase 
AtFUT1. Proc Natl Acad Sci USA. 99:3340-3345 
 
Verhoef, R., Lu, Y., Knox, J.P., Voragen, A.G.J. and Schols, H.A. (2009) Fingerprinting complex 
pectins by chromatographic separation combined with ELISA detection. Carbohydr. Res. 
344: 1808-1817 
 
Vicré M, Santaella C, Blanchet S, Gateau A, Driouich A. (2005) Root border-like cells of 
Arabidopsis. Microscopical characterization and role in the interaction with rhizobacteria. 
Plant Physiol. 138(2):998-1008 
 
Vicré M, Jauneau A, Knox JP, Driouich A (1998) Immunolocalization of beta-(1 -> 4) and beta-
(1 -> 6)-D-galactan epitopes in the cell wall and Golgi stacks of developing flax root tissues. 
Protoplasma 203: 26-34. 
 
Vincken JP, York WS, Beldman G, Voragen AG. (1997) Two general branching patterns 
of xyloglucan, XXXG and XXGG. Plant Physiol. 114(1):9-13 
 
Vincken,J.P.,Schols,H.A.,Oomen,R.J.,F.J.,Beldman,G.,Visser,R.G.F.,andVoragen,A.G.J.(2003).“
Pectin–the hairy thing,” in Advances in Pectin and Pectinase Research, edsA.G. J. 
Voragen,H.ScholsandR.Visser (Dordrecht: Kluwer Academic Publishers), 47–59 
 
Viotti C, Bubeck J, Stierhof YD, Krebs M, Langhans M, van den Berg W, van Dongen W, 
Richter S, Geldner N, Takano J, Jürgens G, de Vries SC, Robinson DG, Schumacher K. (2010) 
Endocytic and secretory traffic in Arabidopsis merge in the trans-Golgi network/early 
endosome, an independent and highly dynamic organelle. Plant Cell. 22(4):1344-57 
 
Voxeur A, Gilbert L, Rihouey C, Driouich A, Rothan C, Baldet P, Lerouge P. (2011) Silencing of 
the GDP-D-mannose 3,5-epimerase affects the structure and cross-linking of the pectic 
polysaccharide rhamnogalacturonan II and plant growth in tomato. J Biol Chem. 
286(10):8014-20 
 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Usadel%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15225656
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schl%C3%BCter%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15225656
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=M%C3%B8lh%C3%B8j%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15225656
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gipmans%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15225656
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Verma%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15225656
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kossmann%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15225656
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reiter%20WD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15225656
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pauly%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15225656
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15225656
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9159939
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9159939
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21224383
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21224383
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21224383


Bibliographie 

 

286 

 

W 
 
Wang J, Ji Q, Jiang L, Shen S, Fan Y, Zhang C (2009) Overexpression of a cytosol-localized 
rhamnose biosynthesis protein encoded by Arabidopsis RHM1 gene increases rhamnose 
content in cell wall Plant Physiology and Biochemistry 47: 86–93 
 
Watt G., Leoff C., Harper A.D., Bar-Peled M. (2004) A bifunctional 3,5-epimerase/4-keto 
reductase for nucleotide-rhamnose synthesis in Arabidopsis. Plant Physiol. 134: 1337–1346 
 
Wee, E.G., Sherrier, D.J., Prime, T.A., and Dupree, P. (1998). Targeting of active 
sialyltransferase to the plant Golgi apparatus. Plant Cell. 10:1759-1768 
 
Western T.L., Young D.S., Dean G.H., Tan W.L., Samuels A.L., Haughn G.W. (2004) MUCILAGE-
MODIFIED4 encodes a putative pectin biosynthetic enzyme developmentally regulated by 
APETALA2, TRANSPARENT TESTA GLABRA1, and GLABRA2 in the Arabidopsis seed coat. Plant 
Physiol. 134: 296–306 
 
Willats,W.G.T.,McCartney,L.,Mackie, W.,andKnox,J.P.(2001) Pectin: cell biology and 
prospects for functional analysis. PlantMol.Biol. 47: 9–27 
 
Winicur ZM, Zhang GF, Staehelin A. (1998) Auxin deprivation induces Golgi differentiation in 
suspension-cultured tobacco BY-2 cells. Plant Physiol. 117: 501-513 
 
Wolf S, Mouille G and Pelloux J (2009) Homogalacturonan Methyl-Esterification and Plant 
Development Molecular Plant 2(5): 851–860  
 

X 
 
Xu R, Li QQ. (2008) Protocol: Streamline cloning of genes into binary vectors in 
Agrobacterium via the Gateway(R) TOPO vector system. Plant Methods. 4:4 
 

Y 
 
Yang YD, Elamawi R, Bubeck J, Pepperkok R, Ritzenthaler C, Robinson DG (2005) Dynamics of 
COPII vesicles and the Golgi apparatus in cultured Nicotiana tabacum BY-2 cells provides 
evidence for transient association of Golgi stacks with endoplasmic reticulum exit sites. Plant 
Cell. 17(5):1513-31 
 
Yang H, Richter GL, Wang X, Młodzińska E, Carraro N, Ma G, Jenness M, Chao DY, Peer WA, 
Murphy AS. (2013) Sterols and sphingolipids differentially function in trafficking of the 
Arabidopsis ABCB19 auxin transporter. Plant J. 74(1):37-47 
 
Yin Y, Huang J, Gu X, Bar-Peled M, Xu Y (2011) Evolution of Plant Nucleotide-Sugar 
Interconversion Enzymes. PLoS ONE 6(11): e27995 
 



Bibliographie 

 

287 

 

York WS, van Halbeek H, Darvill AG, Albersheim P (1990) Structure of plant cell walls. 29. 
Structural analysis of xyloglucan oligosaccharides by 1H NMR spectroscopy and fast atom 
bombardment mass spectrometry. Carbohydrate Research 200: 9-31 
 
York WS, Kolli VS, Orlando R, Albersheim P, Darvill AG (1996) The structures of 
arabinoxyloglucans produced by solanaceous plants Carbohydrate Research 285: 99- 128 
 

Z 
 
Zablackis E, Huang J, Müllerz B, Darvill AC, and Albersheim P (1995) Characterization of the 
Cell-Wall Polysaccharides of Arabidopsis thaliana Leaves Plant Physiol. 107: 1129-1138  
 
Zabotina OA, van de Ven WT, Freshour G, Drakakaki G, Cavalier D, Mouille G, Hahn MG, 
Keegstra K, Raikhel NV (2008) Arabidopsis XXT5 gene encodes a putative alpha-1,6-
xylosyltransferase that is involved in xyloglucan biosynthesis. Plant J. 56(1):101-15.Erratum 
in Plant J. (2009) 57(2):386 
 
Zakharova AN, Madsen R and Clausen MH (2013) Synthesis of a Backbone Hexasaccharide 
Fragment of the Pectic Polysaccharide Rhamnogalacturonan I Organic Letters 15(8): 1826–
1829  
 
Zandleven, J., Beldman, G., Bosveld,M., Schols, H.A., Voragen, A. (2006). Enzymatic 
degradation studies of xylogalacturonans from apple and potato, using XGH. Carbohydr. 
Polym. 65: 495–503 
 
Zhang GF, Staehelin LA. (1992); Functional compartmentation of the golgi apparatus of plant 
cells: immunocytochemical analysis of high-pressure frozen- and freeze-substituted 
sycamore maple suspension culture cells. Plant Physiol. 99:1070-1083 
 



 

288 

 

 



CV 

 

289 

 

 
 
 
 
 
 

CURICULUM VITAE 



CV 

 

290 

 

 



CV 

 

291 

 

 
 
 


