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Proverbe africain : 

 « Dans la forêt quand les branches des arbres se querellent, 
leurs racines s’embrassent » 
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Liste des abréviations 

aa : acide aminé 

ADN : Acide désoxyribonucléique 

AF : acide fusarique 

AGPs : Arabinogalactanes Protéines 

Ala : alanine 

ARAD1 : arabinan deficient 1 

ARN : Acide ribonucléique 

At ou A. thaliana : Arabidopsis thaliana 

ATER :  Attaché Temporaire aux Activités d’Enseignement et de Recherche 

AUDs : membrane-anchored UDP-D-GlcA-decarboxylases 

Avr : facteur d’avirulence 

AXSs : UDP-D-Apif/UDP-D-Xyl-synthases 

BAK1 : BR1 associated kinase 

B. aegyptiaca : Balanites aegyptiaca 

BCA : biocontrol agent 

BCs : Border Cells 

BiFC : Bimolecular Fluorescence Complementation 

Bio-EC : Centre de recherches Biologiques et d'Expérimentations Cutanées 

BLCc : BLCs centrales 

BLCf : BLCs filamenteuses 

BLCl : BLCs latérales 

BLCs : Border Like Cells 

BY-2 : Bright Yellow-2 cells 

C : coiffe 

C : cytoplasme 

Ca
2+

 : ion calcium 

CBS : Chimie, Biologie, Santé 

CC : Coiled-coil 

CSLC : Cellulose synthase-like C family 

CCME : Centre Commun de Microscopie Electronique 

CERMAV : Centre de Recherches sur les Macromolécules Végétales 

CIFRE : Conventions Industrielles de Formation par la REcherche 

CRCT : Congé pour Recherche et Conversion 

CL : cellules latérales 

CLR : CATERPILLER proteins 

CM-H2DCFDA : 5,6-chloromethyl-2′,7′-dichlorodihydrofluorescein diacetate 

CNRS : Centre national de la recherche scientifique 

CNU : Conseil National des Universités 

Col : columelle 

COPIa : Coat Protein Ia 

COPIb : Coat Protein Ib 

COPII : Coat Protein II 

CPER : Contrat Plan Etat Région 

CPG : Chromatographie en Phase Gazeuse 

CSC : Cellulose Synthase Complex 

Ct : C terminal 

CW : Cell Wall 

d : dermis 

DAMPs : Damage-Associated Molecular Patterns  

DAPI : 4',6'-diamidino-2-phénylindole 
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DEA : Diplôme d’Etudes Approfondies 

DRIIHM : Dispositif de Recherche Interdisciplinaire sur les Intéractions Hommes-Milieux 

DUT : Diplôme Universitaire de Technologie 

EA : Equipe Associée 

EE : Early Endosome 

EGF-R : Epidermal-growth factor receptor 

EI : Enzyme d’Interconversion 

EPHE : Ecole Pratique des Hautes Etudes 

Estipa : Ecole d’ingénieurs pour les agricultures et les territoires 

ETI : Effector-Triggered Immunity 

ETS : Effector-Triggered Susceptibility 

exDNA : extracellular DNA 

FAO : formes actives de l’oxygène 

FEDER : Fonds européens de développement régional 

FLA : fasciclin-like AGPs 

flg22 : flagelline 22 

FRE : Formation de Recherche Evolutive 

FS : Freeze Substitution  

FUI : Fonds Unique Interministériel 

FUT : Fucosyltransférase 

G : Golgi 

GAEs/UGlcAEs : UDP-Glc-4-épimérases 

GalA : Galacturonic acid 

GFP : Green Fluorescent Protein 

Glyco-MEV : Glycobiologie et Matrice extracellulaire Végétale 

GMV : Grande Muraille Verte 

GPI : glycosylphosphatidylinositol 

GRR : Grands Réseaux de Recherche 

GT : glycosyltransférase 

hBD : human- β-defensin 

HG : homogalacturonane 

HPF : High Pressure Freezing 

HR : Hypersensitive response 

HRGPs : Hydroxyproline-rich glycoproteins 

HO- : radical hydroxyde 

H2O2 : peroxyde d’hydrogène 

Hyp : hydroxyproline 

HypSys : Hydroxyproline Systemins 

IE : Ingénieur d’étude 

IFNs : interférons 

IFRMP 23 : Institut Fédératif de Recherches Multidisciplinaires sur les Peptides 

IL : interleukine 

INRA : Institut national de la recherche agronomique 

ipdC::gfp : indole-3-pyruvate decarboxylase::green fluorescent protein 

IRIB : Institut de Recherche et d'Innovation Biomédicale 

ISR : Induced Systemic Resistance 

K
+
 : ion potassium 

Kdo : acide 2-céto-3-désoxy-D-manno-octulosonique 

KGF-R : Keratinocyte-growth factor receptor 

LABEX : Appel à projets Laboratoires d'Excellence 

LAR : Local Acquired Resistance 

LDU : Laboratoires dermatologiques d’Uriage 

Licence BCP : Licence Biologie Cellulaire et Physiologie 
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Licence B
2
MCP : Licence Biochimie, Biologie Moléculaire, Cellulaire et Physiologie 

Licence EBO : Licence Ecologie et Biologie des Organismes 

Licence Pro-CAB : Licence Professionnelle Contrôles Agro-Alimentaires et Biotechnologies 

LM1 : Leeds Monoclonal 1 

LMSM : Laboratoire de Microbiologie du Froid, Signaux et Microenvironnement 

m : mitochondrie 

MAMPs : Microbe-Associated Molecular Patterns 

MAP : mitogen-associated protein 

MAPKs : Mitogen-Activated Protein Kinases 

Master Biosciences ACE-ABI : Analyse, Contrôle et Expertise dans l'Agrochimie et les Bio-Industries 

Master Biosciences SV-EBV : Sciences du Végétal - Ecoproduction et Biovalorisation 

ME : Microscopie électronique 

MET : Microscopie éléctronique à transmission 

Mg
2+

 : ion magnesium 

MIA : Imagerie Ionique Analytique 

MIOXs : myo-inositol-oxygénases 

MO : microscopie optique 

MRE : Ministère de l’Enseignement et de la Recherche 

MUM4 : Mucilage modified 4 

MUR 3 : MURUS 3 

MUR 4 : MURUS 4 

MVB : Multivesicular Body 

N : noyau 

Na
+
 : ion sodium 

NADPH : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate 

NB-LRR : Nucleotide Binding-Leucine Rich Repeat 

NBS : nucleotide binding segment 

NDP : Nucléotide Di-Phosphate 

NLRs : Nod-like Receptors 

NO : monoxyde d’azote 

Nod Factors : facteurs bactériens de nodulation 

Nt : N terminal 

Nu : nucléole 

O2- : radical superoxyde 
1
O2 : oxygène singulet 

OGs : oligogalacturonides 

OHM : Observatoires Hommes-Milieux 

PAMs : peptides antimicrobiens 

PAMPs : Pathogen-Associated Molecular Patterns 

PATAg : Periodic Acid -Thiocarbohydrazide - Ag proteinate 

PEPRs : Pep Receptors 

Peps : elicitor peptides 

PER : Piège extracellulaire de racine 

PeReNE : Peptide Research Network of Excellence 

P. fluorescens : Pseudomonas fluorescens 

PIRCE : Peptide Investigation ressource Center 

PGA : polygalacturonic acid 

PGN : peptidoglycane 

PGPFs : plant growth-promoting fungus 

PGPRs : plant growth-promoting rhizoacteria 

PISSARO : Plateforme Instrumentale en Sciences Séparatives et Analytiques de Rouen 

PM : Plasma Membrane 
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PR : pathogenesis related 

PRIMACEN : Plateforme Régionale de Recherche en Imagerie Cellulaire de Haute-Normandie 

Pro : proline 

proPeps : precursor proteins of elicitor peptides 

PRRs : Pathogen Recognizing Receptors 

P. sativum : Pisum sativum 

PS : Polysaccharide 

PTI : Pattern-Triggered Immunity ou PAMP-Triggered Immunity 

PVC : Prevacuolar Compartment 

qPCR : quantitative polymerase chain reaction 

QUA2 : QUASIMODO2 

RAM : root apical meristem 

RC : root cap 

R protein : resistant protein 

RE : Réticulum Endoplasmique 

RER : Ruguous Endoplasmic Reticulum  

RET : Root Extracellular Trap 

RGI : Rhamnogalacturonane I 

RGII : Rhamnogalacturonane II 

RGPs : Reversibly Glycosylated Peptides 

RHMs : tri-activity enzymes with UDP-Glc-4,6-dehydratase, UDP-4-keto-6-deoxy-D-Glc-3,5-epimerase, and UDP-
4-keto-L-Rha-4-keto-reductase activities 

RLI : Relative Labeling Index 

RLK : Receptor Like Kinase 

ROS : Reactive Oxygen Species 

RT : root tip 

RU : rhamnogalacturonan oligosaccharides *→2)--L-Rhap-(1→4)--D-GalpA-(1→] 

SA : Salicylic Acid 

SAMP : Symbiots-Associated Molecular Pattern 

SAR : Systemic Acquired Resistance 

S. aureus : Staphylococcus aureus 

SB : stratum basale 

SC : stratum corneum 

SDP : substance naturelle de défense des plantes 

SDS-PAGE : Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

S. epidermidis : Staphylococcus epidermidis 

Ser : sérine 

SER : Smooth Endoplasmic Reticulum 

SG : stratum granulosum 

SIMS : Secondary Ion Mass Spectrometry 

SOSG : Singlet Oxygen Sensor Green 

SP : stratum spinosum 

SV : Secretory Vesicle 

SVT : Sciences de la Vie et de la Terre 

Sys : systémine 

T : transporteur 

TD : Travaux Dirigés 

TGN : Trans Golgi Network 

Thr : thréonine 

TIR : Toll-interleukin 1 (IL-1) Receptor 

TLRs : Toll-like Receptors 

TNF : tumor necrosis factor 

UAM : UDP-arabinose-mutases 
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UDP : uridine di-phosphate 

UE : Unité d’Enseignement 

UEo :  Unité d’Enseignement d’orientation 

UER1 : bi-activity enzyme with UDP-4-keto-6-deoxy-D-Glc-3,5-epimerase andUDP-4-keto-L-Rha-4-keto-
reductase activities 

UGDs : UDP-Glc-déshydrogénases 

UGEs : UDP-Glc-4-épimérases/UDP-Gal-4-épimérases 

UMI : Unité Mixte Internationale 

UMR : Unité Mixte de Recherche 

UPRES : Unité Propre de Recherche de l'Enseignement Supérieur 

UXEs : UDP-xylose-4-épimérases 

UXSs : UDP-GlcA-décarboxylases 

V : vacuole 

VASI : Végétal , Agronomie, Sols, Innovation 

WAKs : Wall-associated-kinases 

WAKL : Wall-associated-like 

XyG : xyloglucane 

Y2-H : Yeast Two-Hybrid 

YC : fragment Cterminal de YFP 

YFP : Yellow Fluorescent Protein 

XT : xylosyltransférase 

YN : segment Nterminal de YFP 
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Marie-Laure FOLLET-GUEYE 
43 ans 

Mariée, 1 enfant 
Nationalité : Française 

Maître de Conférences - Physiologie Végétale 
Section 66 (Physiologie) du CNU 

Laboratoire Glycobiologie et Matrice Extracellulaire Végétale (GlycoMEV-EA 4358), 
Plateforme d’Imagerie Cellulaire de Haute Normandie (PRIMACEN), 
Université de Rouen 

Bâtiment Henri Gadeau de Kerville 
UFR des Sciences - Université de Rouen 
76821 Mont-Saint-Aignan CEDEX – France 

tél : 02 35 14 00 39    email : marie-laure.follet-gueye@univ-rouen.fr 

1-1 Déroulement de carrière 

Depuis Septembre 1999 : Maître de Conférences 

Enseignement : Physiologie et Biologie Végétales ; Biologie Cellulaire 
UFR des Sciences et Techniques, Département de Biologie, Université de Rouen 

Recherche : Biologie Cellulaire et Imagerie 

Laboratoire Glycobiologie et Matrice extracellulaire Végétale (Glyco-MEV) - UPRES-EA 4358 

Directeurs de l’Unité : Pr Patrice Lerouge - Pr Azeddine Driouich 
UFR des Sciences et Techniques, Université de Rouen. 

Plateforme Régionale de Recherche en Imagerie Cellulaire de Haute-Normandie (PRIMACEN) 

Service Microscopie Electronique à Transmission. 
Responsables du service : Pr Azeddine Driouich – Dr Marie-Laure Follet-Gueye 

Depuis Octobre 2012 : Sélection de nouvelles Substances naturelles de Défense des Plantes (SDP) 
et caractérisation des réponses moléculaires 
-Etudes macroscopique et microscopique des effets de substances naturelles (SDP potentielles) sur le 
phénotype de plantules de lin (Linum usitatissimum), et sur les mécanismes de défense induits 
(production de ROS, callose, extensine, lignines).  
-Analyses transcriptomique et protéomique ciblées (protéines PR, pathogenesis related proteins) 
après élicitation par les SDP sélectionnées. 
-Détermination de l’impact des SDP sur l’amélioration de la résistance des plantes. Pathosystème  
étudié : Lin/Fusarium oxysporum.  

1 – Curriculum vitae 
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Depuis Décembre 2009 : Effets de polymères pariétaux sur la défense de la peau en lien avec la 
flore cutanée 
-Analyses morphologiques à l’échelle ultrastructurale des assises épidermiques d’explants de peau 
humaine stimulés ou non par des bactéries commensales de la flore cutanée. Approches par 
congélation haute pression - cryodéshydratation et Microscopie Electronique à Transmission (MET). 
-Analyses transcriptomiques ciblées de gènes de défense cutanée par qPCR, sur des fractions 
d’épiderme isolées par microdissection laser en lien avec le microbiome cutané. 
-Effets de polymères riches en rhamnose sur les paramètres étudiés précédemment. 

Depuis Septembre 2009 : Caractérisation morphologique des cellules bordantes de racines 
-Morphologie ultrastructurale des cellules bordantes (Border cells, BCs) ou cellules apparentées 
(Border-like cells, BLCs) chez les plantes supérieures (Arabidopsis, pois et lin) par Microscopie 
Electronique à Transmission (MET).  
-Modification ultrastructurale et immunolocalisation de composés pariétaux après élicitation des BCs 
et BLCs. 

Depuis Septembre 2000 : Caractérisation fonctionnelle de l’appareil de Golgi chez les végétaux 
-Cartographie sub-golgienne de glycosyltransférases de la voie de N-Glycosylation des végétaux 
supérieurs (Nicotiana tabacum) par MET. 
-Cartographie sub-golgienne des enzymes de biosynthèse des polysaccharides pariétaux chez les 
végétaux supérieurs (Arabidopsis thaliana, Nicotiana tabacum) par MET. 
-Mise en évidence de complexes multienzymatiques de synthèse des polysaccharides associés au 
Golgi chez les modèles végétaux Arabidopsis et tabac. 

Janvier 1999 - Juillet 1999 :  Contrat post-doctoral 

« Recherche de marqueurs pariétaux de la différenciation des dérivées cambiales chez une espèce de 
peuplier : le tremble. Approches immunocytochimique et biochimique. » 
Laboratoire d’Enzymologie en Milieu Structuré, Institut Jacques Monod, Université Paris 7, France. 
Responsable : Pr Renée Goldberg. 

Septembre 1996 - Août 1998 : Contrats ATER 

« Distribution du calcium et des polysaccharides dans les parois cambiales de jeunes rameaux de 
hêtre. Approche par Microscopie Ionique Analytique et Microscopie Electronique à Transmission. » 
Laboratoire des Processus loniques Cellulaires, UPRES A CNRS 6037, UFR des Sciences et Techniques 
de Rouen, Mont-Saint-Aignan, France. 
Responsable : Pr Camille Ripoll. 

1-2 Titres et diplômes universitaires 

Décembre 1993 – Novembre 1997 Doctorat de Biologie Végétale 
Thèse obtenue le 14 Novembre 1997, Université de Rouen, France. 
Bourse MRE / contrat ATER 
Laboratoire des Processus loniques Cellulaires, UPRES A CNRS 6037, UFR des Sciences et Techniques 
de Rouen, Mont-Saint-Aignan, France. Directeur de thèse : Pr Camille Ripoll. 
« Relations ioniques dans l’activité cambiale et la xylogénèse : Approche par microscopie ionique 
analytique. » 

Septembre 1992 – Juillet 1993  DEA Sciences du bois 
Laboratoire de Chimie Organique 4, Faculté des Sciences de Nancy II. « Réactivité chimique des 
résidus ligneux ». Directeur de DEA : Pr Bernard Loubinoux. 

1991-1992 Maîtrise Biologie Végétale – Université de Tours 

1990-1991 Licence Biologie Cellulaire et Physiologie – Université de Tours 

1988-1990 DUT Biologie Appliquée – Université de Tours 
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1-3 Domaines de compétences techniques 

Techniques d’imagerie 
Préparations d’échantillons biologiques pour analyses microscopiques : 
-Préparations chimiques conventionnelles 
-Cryopréparations: Congélation Haute Pression et Cryodéshydratation / Cryoultramicrotomie 

2-11 Juillet 2003: Workshop for Cryomethods – Ultramicrotomy and Immunonlabeling University 
Medical Center Utrecht, The Netherlands  
24-25 Juin 2002: Cryomethods and immunocytochemistry in electron microscopy. Joint Microscopy 
Meeting Lille. 
11-12 Décembre 2002 : Formation sur les immunomarquages à l’or – Société BIOVALLEY Paris, 
Université Pierre et Marie Curie. 

Microscopies : 
-Microscopie Optique (épifluorescence, contraste de phase, lumière polarisée, contraste 
interférentiel, balayage laser confocal).  
-Microscopie Electronique à Transmission. 

Analyses histo-cytochimiques : 
-Marquages chimiques : contraste PATAg, acétate d’uranyle, citrate de plomb. Coloration 
chimique des polymères pariétaux (cellulose, callose, lignine). 

-Marquage par affino-détection : immunocytochimie (protéines et polysaccharides), 
marquage à l’Or-cationique, couplage enzyme-Or colloïdal. 

-Acquisition et traitement d’images numérisées : analyses statistiques appliquées aux 
marquages immunogold (test Khi-2, détermination indice relatif de marquage ou Relative 
labeling index, RLI). 

Techniques de biochimie : 
-Extraction et fractionnement des polysaccharides pariétaux 
-Dosages colorimétriques des polysaccharides 
-Chromatographie phase gazeuse (CPG) 
-Electrophorèse SDS-PAGE 
-Techniques d’immuno-empreinte. 
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2-1 Activités d’enseignement 

Depuis Septembre 1999 : Maître de Conférences - Université de Rouen 

Matières enseignées : Biologie cellulaire, Génétique mendélienne, Biologie et Physiologie Végétales, 
Techniques et Analyses microscopiques. 

Niveaux enseignés : Licence 1 SVT, Licence 2 SVT, Licence 3 SVT BCP/B2MCP, Licence 3 SVT EBO, 
Licence Pro-CAB ; 
Master 1 Biosciences ACE-ABI, M1 et M2 Sciences du Végétal-EcoBioValo ; 
Master Professionnel Imagerie 1 et 2. 

Depuis Septembre 2009 : Vacataire, Ecole d’Ingénieurs Esitpa, Mont-St-Aignan. 

Matière enseignée :  Biologie Végétale. 
Niveau enseigné :   Première année. 
Volume horaire :   Cours magistraux : 10h. 
 

Septembre 1996 - Août 1998 : Contrats ATER (2×96h équivalent TD) - Université de Rouen 
Travaux pratiques et dirigés de Physiologie Végétale. 
 

Septembre 1994 – Août 1996 : Vacataire (80h équivalent TD) – Université de Rouen 
Travaux dirigés de Biologie Cellulaire, Génétique. 
Travaux pratiques de Physiologie Végétale. 

2-2 Responsabilités pédagogiques et administratives 

Depuis Mai 2012 :  Vice-présidente de la Commission Consultative de Spécialistes 
d’Etablissement 66-67-69èmes sections – Université de Rouen.  

Depuis Septembre 2012 : Responsable UEo (Unité Enseignement d’orientation) 5-6, L3 B2MCP 
« Phytohormones et productions végétales ». 
Co-responsable UE VEG11 
Master 2 Biologie Santé-Sciences du Végétal EcoBiovalo. 

Depuis Janvier 2009 :    Membre du Jury d’évaluation du Master 2 Recherche 
Ecole doctorale Normande (Biologie intégrative, Santé, 
Environnement). 

Septembre 2009 - Août 2010 : Responsable pédagogique du parcours EBO en seconde année de 
licence. 

Septembre 2005 – Août 2009 : Coordinatrice pour le département de Biologie des travaux de 
réhabilitation du bâtiment Lémery . 

Septembre 2005 – Juin 2006 : Responsable pédagogique du parcours EBO en seconde année de 
licence : élaboration et suivi grille horaire. 

Mai 2005 – Juin 2008: Membre élue de la commission de spécialistes 66-69èmes sections – 
Université de Rouen.  

Mai 2004 - Juin 2007 : Membre nommée du conseil de département de Biologie.- 
Université de Rouen. 

2 – Activités pédagogiques 
 



Habilitation à Diriger des Recherches- ML. FOLLET-GUEYE.  

 
23 

 

 

 

 

 

 

Au cours de mes activités de recherche et d’enseignement, j’ai encadré et/ou co-encadré 25 
étudiants : 5 doctorats, 11 masters, 3 Licences (L3) et 6 stagiaires étrangers ; et un post-doctorant. 

3-1 Encadrement post-doctoral 

Depuis le 01 Juin 2013 : Dr Abderrakib Zahid en contrat post-doctoral à l’Université de Rouen. «Effet 
de peptides et glycopeptides végétaux sur la défense cutanée innée ». Programme Interreg IV, 
Peptide Research Network of Excellence (PeReNE). 
Encadrants : Pr A. Driouich (50%) ; Dr ML. Follet-Gueye (50%). 

3-2 Encadrement doctoral 

A partir d’Octobre 2013 : Recrutement en cours. « Déterminisme biotique de l’émergence de la 
pourriture racinaire du pois et impact d’agents de bio-contrôle » ; Bourse d’allocation régionale de 
recherche. 
Encadrement : Dr C. Gangneux (50%), Dr ML. Follet-Gueye (50%). 

Doctorat en cours : Rim Jaber. «Sélection de nouvelles Substances naturelles de Défense des Plantes 
(SDP) et caractérisation des réponses moléculaires » ; Bourse d’allocation régionale de recherche. 
Directeurs de thèse : Pr JC. Mollet (50 %) ; Dr ML. Follet-Gueye (50%). 

Doctorat en cours : Sophie Bernard. « Existence de complexes enzymatiques golgiens de synthèse 
des chaînes pectiques rhamnogalacturonanes de type I, RGI » ; Ingénieur d’étude Service ME, 
PRIMACEN. 
Directeurs de thèse : Pr A. Driouich (50 %) ; Dr ML. Follet-Gueye (50%). 

Décembre 2009 - Décembre 2012 : Dr Giuseppe Percoco. « Biomolécules et Immunité cutanée en 
lien avec l’écologie microbienne de la peau » ; Programme FUI, SkinOFlor, pôle de compétitivité de la 
Cosmetic Valley. 
Directeurs de thèse : Pr A. Driouich (50 %) ; Dr ML. Follet-Gueye (50%). 

Septembre 2004 - Juin 2008 : Dr Laurence Chevalier. « Développement de cryométhodes en MET : 
application à l’étude de l’appareil de Golgi dans la synthèse de polysaccharides matriciels chez les 
plantes supérieures » ; Formation continue EPHE – Université de Rouen. 
Directeurs de thèse : Pr A. Driouich (50%) ; Dr ML. Follet-Gueye (50%).  

3-3 Master 2 Recherche et Professionnel 

Septembre 2011 – Juillet 2012 : Rim Jaber. Master 2 Recherche, Sciences, Technologie, Santé, 
spécialité biologie cellulaire, parcours sciences végétales. « Implication des cellules apparentées aux 
cellules bordantes dans la défense racinaire : étude du pathosystème Linum usitatissimum – 
Fusarium oxysporum ». 
Encadrants : Dr M. Vicré-Gibouin (50%) ; Dr ML. Follet-Gueye (50%). 

Septembre 2008 – Juillet 2009 : Romain Lamour. Master 2 Recherche, Sciences, Technologie, Santé, 
spécialité biologie cellulaire, parcours sciences végétales. « Synthèse des polysaccharides pariétaux : 
mise en évidence de complexes multi-enzymatiques golgiens ». 
Encadrants: Pr A. Driouich (50%) ; Dr ML. Follet-Gueye (50%). 

3 – Activités d’encadrement 
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Février 2009 – Septembre 2009 : Yasmina Ramdani. Master 2 Professionnel, Imagerie pour la 
biologie. « Cartographie subcellulaire des pectines de type homogalacturonane chez Nicotiana 
tabacum par microscopie confocale et microscopie électronique à transmission ». 
Encadrant : Dr ML. Follet-Gueye (100%). 

Février 2008 – Septembre 2008 : Julie Gonand. Master 2 Professionnel, Imagerie pour la Biologie. 
« Etude microscopique de l’organisation fonctionnelle de l’appareil de Golgi dans les cellules 
végétales ». 
Encadrant : Dr ML. Follet-Gueye (100%). 

Février 2006 – Juillet 2006 : Clément Laigle. Master 2 Professionnel, Imagerie pour la Biologie. 
« Localisation immunocytochimique de protéines par microscopie électronique à transmission via la 
Green Fluorescent Protein, GFP ». 
Encadrant : Dr ML. Follet-Gueye (100%). 

Septembre 2005 – Juillet 2005 : Sophie Bernard. Master 2 Recherche, Sciences, Technologie, Santé, 
spécialité biologie cellulaire, parcours sciences végétales. « Compartimentation golgienne d’une 
enzyme de synthèse des polysaccharides complexes ». 
Encadrants : Pr A. Driouich (50%) ; Dr ML. Follet-Gueye (50%). 

Septembre 2000 – Juillet 2001 : Ji-Young Lee. DEA de Biologie cellulaire, option systèmes intégrés. 
« Emezzy, un nouveau mutant de lin présentant un défaut d’élongation cellulaire ». 
Encadrants : Pr A. Driouich (50%) ; Dr ML. Follet-Gueye (50%). 

3-4 Master 1 Recherche et Professionnel 

Avril 2013 – Juin 2013 : Charles Bocquier. Master 1 Recherche et Professionnel, BioSciences, 
Sciences du végétal, Écoproduction et biovalorisation. « Implication de la racine dans la tolérance au 
stress hydrique : caractérisation des cellules frontières produites par les racines de deux plantes 
africaines, Balanites aegyptiaca et Acacia senegal». 
Encadrant : Dr M. Vicré-Gibouin (50%) ; Dr ML. Follet-Gueye (50%). 

Avril 2013 – Juin 2013 : Sonia His. Master 1 Recherche et Professionnel, BioSciences, Sciences du 
végétal, Écoproduction et biovalorisation. « Caractérisation des Arabinogalactanes Protéines de 
graines de Neem, Azadirachta indica : effet sur l’expression de gènes de défense de lignées humaines 
de kératinocytes ». 
Encadrant : Dr ML. Follet-Gueye (100%). 

Avril 2003 – Juin 2003 : Ibrahima Youm. Maîtrise de Biologie cellulaire et Physiologie. « Influence des 
métaux lourds sur la quantité et la qualité des protéines de réserve et pariétales et sur celles des 
sucres de réserve et pariétaux du Lin oléagineux (variétés Astral et Oliver) ». 
Encadrants : Pr A. Driouich (50%) ; Dr ML. Follet-Gueye (50%). 

Juin 2001 – Septembre 2001 : Florence Martin. Maîtrise de Sciences et Techniques de Biologie et 
Physiologie Appliquées. « Localisation ultrastructurale de protéines recombinantes dans des 
suspensions cellulaires de tabac ». 
Encadrant : Dr ML. Follet-Gueye (100%). 

3-5 Encadrements ponctuels d’étudiants et collaborations internationales 

01 Juin – 31 Juillet 2012 : Abdel Dihazi, étudiant en doctorat, Université de Marrakech. 
« Caractérisation des parois cellulaires des racines du palmier dattier ; approches biochimiques et 
immunocytochimiques ; Etude du pathosystème Palmier dattier /Fusarium ». 
Encadrants : Dr ML. Follet-Gueye (50%) ; Dr M. Vicré-Gibouin (50%). 
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20 Juin - 26 Août 2011 : Saadet Büşra Aksoyer et Seren Dayi, étudiantes en licence, Marmara 
University, Turquie. « Caractérisation racinaire d’un mutant de paroi chez la plante modèle 
Arabidopsis thaliana ». 
Encadrants : Dr ML. Follet-Gueye (50%) ; Dr M. Vicré-Gibouin (50%). 

21 Février – 25 Mars 2011 : Sumaira Kousar, étudiante en doctorat, Université de Grenoble. 
« Immuno-caractérisation d’un mutant pectique d’Arabidopsis » 
Encadrant : Dr ML. Follet-Gueye (100%). 

15 Mai – 31 juillet 2010 : Patricia Corall. Université de Valencia, Espagne. « Glyco-imaging in 
rapeseed microspore cultures ». 
Encadrants : Dr ML. Follet-Gueye (50%) ; Sophie Bernard (50%). 

01 Septembre 2008 – 30 Juin 2009 : Nahla Dhen. Institut National des Sciences Appliquées et de 
Technologie (INSAT), Tunis, Tunisie. « Caractérisation biochimique du xyloglucane chez la lignée 
Bright Yellow-2 de Nicotiana tabacum ». 
Encadrants : Pr P. Lerouge (50%) ; Dr ML. Follet-Gueye (50%). 

15 Mai - 30 Juin 2003 : Ignacio Martin. Université de Salamanca, Espagne. « Immunolocalisation des 

composés pectiques dans l’hypocotyle de plantules de pomme de terre surexprimant une -
galactosidase de pois. » 
Encadrant : Dr ML. Follet-Gueye (100%). 
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4-1 Participation à des jurys de thèse 

16 Juillet 2013 :  Thèse de doctorat de l’Université du Havre présentée par Bah Mohamed-Lemine 
Abellahi : « Caractérisation chimique et physicochimique de la résine du Commiphora africana 
d’origine mauritanienne en vue de sa valorisation ». 
Participation en qualité d’examinateur. 

11 Décembre 2012 : Thèse de doctorat de l’Université de Rouen présentée par Giuseppe Percoco : 
« Biomolécules et Immunité cutanée en lien avec l’écologie microbienne de la peau ».  
Participation en qualité d’examinateur. 

16 Juin 2008 : Thèse de doctorat de l’Université de Rouen présentée par Laurence Chevalier : 
« Développement de cryométhodes en MET : application à l’étude de l’appareil de Golgi dans la 
synthèse de polysaccharides matriciels chez les plantes supérieures ». 
Participation en qualité d’examinateur. 

4-2 Activités de responsabilités au sein de la plateforme PRIMACEN 

Le Pr Azeddine Driouich crée en 2000 le Centre Commun de Microscopie Electronique (CCME). 
Ayant intégré l’équipe dirigée par le Pr A. Driouich en janvier 2000, j’ai activement participé au 
développement scientifique et technique du centre. J’ai ainsi suivi et accompagné l’installation du 
MET Technai FEI Bio-twin en Juillet 2000. De plus, j’ai accompagné le Pr A. Driouich dans les 
démarches administratives et scientifiques aboutissant à l’achat du système de congélation haute 
pression, EMPact1, Leica.  

En 2001, le CCME sera l’un des membres fondateurs de l’actuelle plateforme régionale d’imagerie 
cellulaire PRIMACEN, labellisée RIO en 2001, puis IBiSA depuis 2008, et qui comprend outre le 
service Microscopie Electronique (ME), 5 autres services. Le service ME se spécialise dans le 
développement des techniques alternatives de cryopréparations des échantillons biologiques, 
techniques les plus performantes pour les analyses d’échantillons en MET. Je contribue à ces 
développements technologiques en suivant notamment plusieurs formations nationales et 
internationales dédiées à ces approches au cours des années 2002 et 2003. 

De Janvier 2001 à Janvier 2008, l’équipe technique du service ME est constituée d’une technicienne 
(Figure 1A), Mme Laurence Chevalier (50% service ME/PRIMACEN - 50% Recherche UMR 6037 
CNRS). J’assure sa formation, son encadrement scientifique et technique. Je participe à toutes les 
discussions relatives aux études confiées au service (rencontre avec les utilisateurs, élaboration des 
devis de prestations ou des collaborations de recherche, suivis des études et validations des 
résultats). Mme Laurence Chevalier, agent CNRS initialement recrutée en tant que technicienne 
accède successivement au grade d’assistant ingénieur puis d’ingénieur d’études, et soutient en Juin 
2008 sa thèse dont je suis co-directeur.  

Au 1er Janvier 2008, l’équipe technique du service ME est constituée de 2 ingénieurs d’études CNRS 
(Figure 1A), Mme Laurence Chevalier (50% service ME/PRIMACEN - 50% Recherche UMR 6037 CNRS) 
et Mr Fabrice Richard (100% service ME, PRIMACEN), et peut ainsi mieux répondre aux demandes 
des nombreux utilisateurs. Les utilisateurs du service sont non seulement des usagers académiques 
(doctorants, post-doctorants, chercheurs : Université de Rouen, autres universités françaises, 
européennes ou non europénnes), mais également des entreprises du secteur privé.  

Suite aux restructurations du laboratoire FRE CNRS 3089, qui devient EA 4358 au 1er Janvier 2009 
(Laboratoire co-fondé par les Pr P. Lerouge et A. Driouich), les ingénieurs d’études CNRS constituant 
l’équipe technique du service, sont contraints de quitter la plateforme PRIMACEN (Figure 1B). Une 

4 – Activités de recherche et de valorisation 
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CRCT de 6 mois (Janvier 2009-Août 2009) m’est alors accordée à titre exceptionnel afin que je puisse 
assurer la gestion scientifique et technique du service à plein temps. Durant cette CRCT, j’ai pour 
mission principale de suivre les études en cours et plus spécifiquement de veiller à ce que les travaux 
des doctorants aboutissent dans les délais requis. 

Au 1er Janvier 2010, je suis co-responsable du service ME, et suis notamment impliquée dans la mise 
en œuvre de demandes de financements CPER et FEDER aboutissant à l’achat de nouveaux 
équipements et/ou à la prise en charge de contrats de maintenance des équipements du service. 
Durant l’année 2010 (Figure 1C), j’établis une demande de recrutement d’un nouvel ingénieur 
d’étude (négociation conduisant à la création du poste IE, élaboration fiche de poste et suivi du 
processus de recrutement). Au 15 Septembre 2011, Melle Sophie Bernard est recrutée IE 2nde classe 
(50% service ME, PRIMACEN – 50% EA 4358, GlycoMEV) et assure sous la co-responsabilité 
scientifique du Pr A. Driouich et de moi–même la gestion du service.  

4-3 Activités de responsabilités en recherche 

J’exerce mes activités de recherche au sein du laboratoire Glycobiologie et Matrice Extracellulaire 
Végétale (GlycoMEV) UPRES-EA 4358 de l’Université de Rouen. En Janvier 2000, je rejoins l’équipe du 
Pr A. Driouich « Polysaccharides et Arabinogalactanes Protéines, AGPs », équipe alors membre du 
laboratoire « Glycobiologie et Transport Chez les Végétaux-UMR 6037 » dirigé par le Dr L. Faye. 

Tableau 1 : Bilan des activités de responsabilités en recherche (Dr ML. Follet-Gueye). 

Année Titre du projet Fonction  Laboratoire 

2008 
 

Organisation en complexes des enzymes 
golgiennes de biosynthèse des 

polysaccharides chez les plantes supérieures 

Porteur FRE 3090 (Figure 1A) 
 

2009-2011 Organisation sub-cellulaire des enzymes 
golgiennes 

Porteur UPRES-EA 4358, 
GlycoMEV (Figure 1B) 

Déc. 2009 
- 

Déc 2012 

SkinOFlor: Pôle de Compétitivité Cosmetic-
Valley : 

«Produits cosmétiques bioactifs, végétaux 
ou autres, en lien avec l’écologie 
microbienne. Etude des impacts 

ultrastructuraux et moléculaires en relation 
avec la défense des cellules de la peau ». 

Co-porteur UPRES-EA 4358, 
GlycoMEV 

2012-2015 Caractérisation de la réponse des BLCs aux 
éliciteurs et pathogènes. 

Co-porteur UPRES-EA 4358, 
GlycoMEV 

(Figures 1C et 2) 
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Figure 1 : Organigrammes de la FRE 3090 au 1
er

 Janvier 2008 (A), et du laboratoire GlycoMEV de janvier 2009 
à décembre 2011 (B) et de janvier 2012 à décembre 2015 (C). Ces documents sont extraits du dossier de 
demande de labellisation 2012-2015 du laloratoire GlycoMEV-EA 4358 (évaluation décembre 2011). 
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Figure 2 : Description du projet « Caractérisation de la réponse des BLCs aux éliciteurs et 
pathogènes ». Site web GlycoMEV, http://www.univ-rouen.fr/Glyco-

MEV/PagesProjetsfrench/Vicregibouintopic.html. 

4-4 Demandes de financement de projets 

Demandes de financements régionaux : 

1-GRR Chimie Biologie Santé (CBS), Institut Fédératif de Recherches Multidisciplinaires sur les 
Peptides 23 (IFRMP23).  

Programme Dynacell, coordinateur principal, Dr L. Galas. Financement équipement pour le service 
ME (microscope optique inversé pour salle de culture) et fonctionnement (2009-2010). 
Responsables : Pr A. Driouich – Dr ML. Follet-Gueye. 
Montant : 7500€ (équipement) + 1335€ (fonctionnement). 

2-GRR Végétal, Agronomie, Sol, Innovation (VASI).  
Financement thèse Rim Jaber (Octobre 2012-Octobre 2015) et soutien financier. 
Directeurs de thèse Pr JC. Mollet – Dr ML. Follet-Gueye. 
Fonctionnement : 35 000€. 

3- GRR Chimie Biologie Santé (CBS), Institut Fédératif de Recherches Multidisciplinaires sur les 
Peptides 23 (IFRMP23). 

Financement technicien microscopie Jessica Le Bars (Février 2013-Décembre 2013) et équipement 
(système de congélation haute pression et platine froid).  
Responsables : Dr ML. Follet-Gueye – Pr A. Driouich. 
Montant total (CPER - FEDER) : 345 396 €. 

4-Programme FUI, pôle de compétitivité de la Cosmetic Valley : projet SkinOFlor. 
Financement thèse Giuseppe Percoco (Décembre 2009-Décembre 2012) 
Financement Ingénieur d’étude Yasmina Ramdani (Décembre 2009 – Juin 2012) et 
fonctionnement. 
Responsables Pr A. Driouich - Dr ML. Follet-Gueye.  
Montant total (FEDER - Région Haute-Normandie): 314 107 €. 

http://www.univ-rouen.fr/Glyco-MEV/PagesProjetsfrench/Vicregibouintopic.html
http://www.univ-rouen.fr/Glyco-MEV/PagesProjetsfrench/Vicregibouintopic.html
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Demande de financements nationaux : 

-projet Peptide Investigation ressource Center, PIRCE. Porteur du projet : Dr D. Vaudry 
Demande d’équipement pour le service ME de la plate forme d’imagerie PRIMACEN. 
Responsables : Pr A. Driouich - Dr ML. Follet-Gueye. 
Projet non retenu. 

Demandes de financements internationaux : 

-Programme Interreg IV France (Manche) – Angleterre : Projet Peptide Research Network of 
Excellence, PeReNE. Porteurs du projet: Dr D. Vaudry et Pr A. Driouich. 

Financement post-doctoral Dr Abderrakib Zahid (Juin 2013-Septembre 2014) et fonctionnement. 
Responsables : Pr A. Driouich - Dr ML. Follet-Gueye. 
Montant total : 209 500 €. 

4-5 Collaborations avec des industriels 

Laboratoires dermatologiques d’Uriage (LDU) : Dr Luc Lefeuvre, 92400 Courbevoie. Morphologie de 
formulations dermocosmétiques par MET (projet SkinOFlor). 

Laboratoire Bio-EC : Dr Elian Lati, 91165 Longjumeau. Ultrastructure des cellules épidermiques 
d’explants de peau humaine maintenus en survie. 

Laboratoire Bio-Europe (Groupe Solabia) : Dr Florent Yvergnaux et Dr Thibaut Saguet, 28260 Anet. 
Effet stimulant de polysaccharides riches en rhamnose sur la défense cutanée de type inné. 

Danone Research, France: Dr Fanny LARRERE, 91120 Palaiseau. Effet encapsulateur du 
glutaraldéhyde sur les bactéries dans une matrice laitière. 

ROQUETTE FRERES SA: Cossart Matthieu, 62136 Lestrem cedex. Observation ultrastructurale par 
Microscopie Electronique à Transmission de différentes souches de chlorelle. 

4-6 Collaborations nationales et internationales 

Dr Deborah Goffner : CNRS UMI 3189, Environnement, Santé, Sociétés, Sénégal. « Interactions 
biotiques au sein de la rhizosphère d’espèces végétales de la grande muraille 
verte (GMV) ». 

Dr Geneviève Grundmann : 
UMR 5557, Laboratoire d’Ecologie Microbienne, Université Claude Bernard 
Lyon I, «Etude des interactions entre les cellules frontières de racine et deux 
bactéries PGPRs modèles : Pseudomonas et Azospirillum ». 

Dr Fabienne Guillon: INRA Nantes, Biopolymères Interactions Assemblages. « Immuno-localisation 
des composés pectiques lors de la maturation du grain de Blé ». 

Dr Olivier Lerouxel: Laboratoire CERMAV, Glycobiologie Moléculaire, Université de Grenoble. 
« Identification de glycosyltransférases impliquées dans la synthèse des 
polysaccharides complexes ». 

Pr Silvia Coimbra : Université de Porto, Departamento de Biologia, Faculdade de Ciências, Porto, 
Portugal. « Immunolocalisation of Arabinogalactan proteins in Arabidopsis 
pollen tube ». 

 



Habilitation à Diriger des Recherches- ML. FOLLET-GUEYE.  

 
31 

Dr Yumiko Sakuragi:  Laboratory for Molecular Plant Biology, VKR Research Centre Pro-Active Plants, 
Department of Plant Biology and Biotechnology, University of Copenhagen, 
Danemark. “Mise en évidence de complexes multienzymatiques golgiens 
impliqués dans la synthèse de polysaccharides ». 

Pr Jose Maria Segui: Université de Valencia, Espagne. “Glyco-imaging in rapeseed microspore 
cultures”. 

Dr. Michel Simon : UMR 5165, CNRS, Université Toulouse III. «Effet de peptides et glycopeptides 
végétaux sur des lignées cellulaires de kératinocytes HaCaT ». 

Dr Ahu Altinkut Uncuoglu : 
Université de Marmara, Istambul, Turquie. « Plantes herbacées endémiques du 
Bosphore : identification de molécules naturelles de défense des plantes 
(SDP) ». 

4-7 Organisation de colloques et conférences 

12-12-2012 : Organisation séminaire, GRR VASI, Dr Deborah Goffner, “Biologie des ligneux 
en zone sahélienne en Afrique de l’ouest : contribution des connaissances 
scientifiques au profit de l’édification de la Grande Muraille Verte en Afrique ».  

18, 19 et 20-12-2012 : Organisation et animation Workshop « Labelling of cell wall polysaccharides in 
plant cell cultures by immunofluorescence microscopy - Cell-wall synthesizing 
enzymes mapping by TEM immunogold analyses», programme Interreg IV « 
Trans Channel Wallnet ». 

15 et 16-06-2010 : Co-organisation et animation de la formation « Techniques de Microscopie 
Electronique en laboratoire de recherche » destinée aux enseignants Biologie-
Géologie de lycées régionaux dans le cadre du plan académique de formation 
2010. 

11- 2003 et 11-2006 : Co-organisation Fêtes de la Science, stand d’accueil et démonstrations « grand 
public » au sein du village de la Science, Site universitaire du Madrillet. 

4-8 Productions scientifiques 

4-8-1 Articles publiés dans des revues à comité de lecture (ACL01-16) 

ACL01-Follet-Gueye ML., Verdus MC., Demarty M., Thellier M., Ripoll C. (1998) Cambium 
preactivation in beech correlates with a strong temporary increase of calcium in cambium 
and phloem but not in xylem cells. Cell Calcium. 24 : 205-215. IF, 3.766. 

ACL02-Follet-Gueye ML., Demarty M., Verdus MC., Ripoll C. (1999) SIMS imaging of Ca and Na, and 
effect of the ionic interaction Ca/Na on wall maturation of phloem fibres and xylem cells of 
hypocotyls of beech seedlings. CR. Acad. Sci. 322 : 1-9. 

ACL03-Ermel F F, Follet-Gueye ML, Cibert C, Vian B, Morvan C, Catesson AM and R Goldberg. (2000) 
Differential localization of arabinan and galactan side chains of rhamnogalacturonan 1 in 
cambial derivatives. Planta. 210 (5) : 732-740. IF, 3.00. 

ACL04-Pagny S., Bouissonnie F., Sarkar M., Follet-Gueye ML., Driouich A., Schachter H., FayeL.and 
Gomord V. (2003) Structural requirements for Arabidopsis beta 1,2xylosyltransferase activity 
and targeting to the Golgi. Plant J. 33 : 189-203. IF, 6.94. 
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ACL05-Follet–Gueye ML., Pagny S., Faye L., Gomord V. and Driouich A. (2003) An improved chemical 
fixation method suitable for immunogold localization of green fluorescent protein in the 
Golgi apparatus of tobacco Bright Yellow (BY-2) Cells. J. Histochem. Cytochem. 51 : 931-940. 
IF, 2.725. 

ACL06-Saint-Jore-Dupas C., Nebenführ A., Boulaflous A., Follet-Gueye ML., Plasson C., Hawes C., 
Driouich A., Faye L. and 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. IF, 9.86. 

ACL07-Durand C., Vicré-Gibouin M ; Follet-Gueye ML., Duponchel L., Moreau M., Lerouge P. and 
Driouich A. (2009) The organization pattern of root border-like cells of Arabidopsis thaliana is 
dependent on cell wall homogalacturonan. Plant Physiol. 150 : 1411–1421. IF, 6.23. 

ACL08-Chevalier L., Bernard S., Ramdani Y., Lamour R., Bardor M., Lerouge P., Follet-Gueye ML. and 
Driouich A. (2010) Subcompartment localization of the side chain xyloglucan-synthesizing 
enzymes within Golgi stacks of tobacco suspension-cultured cells. The Plant J. 64 : 977-989. 
IF, 6.94. 

ACL09-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. 16 : 212-216. 

ACL10-Percoco G., Benard M., Ramdani Y., Lati E., Lefeuvre L., Driouich A. and Follet-Gueye ML. 
(2012) Isolation of human epidermal layers by laser capture microdissection: application to 
the analysis of gene expression by quantitative real-time PCR. Experimental Dermatology. 21 
: 531–534. IF, 3.543. 

ACL11-Driouich A., Follet-Gueye ML., Bernard S., Kousar S., Chevalier L., Vicré-Gibouin M., Lerouxel 
O. (2012) Golgi-mediated synthesis and secretion of matrix polysaccharides of the primary 
cell wall of higher plants. Frontiers in Plant Science. doi : 10.3389/fpls.2012.00079. 

ACL12-Cannesan MA., Durand C., Burel C., Gangneux C., Lerouge P., Ishii T., Laval K., Follet-Gueye 
ML., Driouich A., Vicré-Gibouin M. (2012) Effect of arabinogalactan proteins from the root 
caps of Pisum sativum and Brassica napus on Aphanomyces euteiches zoospore chemotaxis 
and germination. Plant Physiology. 159(4) : 1658-70. IF, 7.054. 

ACL13-Driouich A., Follet-Gueye ML., Vicré-Gibouin M., Hawes M. (2013) Root border cells and 
secretions as critical elements in plant host defense Current Opinion in Plant Biology. 16 : 489-
495. IF, 9.2. 

ACL14-Percoco G., Merle C., Jaouen T., Ramdani Y., Bénard M., Hillion M., Mijouin L., Lati E., 
Feuilloley M., Lefeuvre L., Driouich A., Follet-Gueye ML. (2013) Antimicrobial peptides and 
pro-inflammatory cytokines are differentially regulated across epidermal layers following 
bacterial stimuli. Experimental dermatology. In press. 

ACL15-Mijouin L.; Hillion M.; Ramdani Y.; Jaouen T.; Duclairoir-Poc C.; Follet-Gueye ML., Lati E.; 
Yvergnaux F.; Driouich A.; Lefeuvre L.; Farmer C.; Misery L.; G.J. Feuilloley M. (2013) Effects of 
a Skin Neuropeptide (Substance P) on Cutaneous Microflora. PLOS ONE. In press. 

ACL16-Plancot B., Santaella C., Jaber R., Follet-Gueye ML., Leprince J., Souc C., Driouich A., Vicré-
Gibouin M. (2013) Deciphering the responses of root border-like cells of Arabidopsis thaliana 
and Linum usitatissimum to pathogen-derived elicitors. Plant Phsiology. In press. 
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4-8-2 Articles soumis dans des revues à comité de lecture (ACL 17) 

ACL17-Bernard S., Dardelle F., Lund C.H., Ramdani Y., Loutelier-Bourhis C., Sakuragi Y., Lerouge P., 
Driouich A., 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. The Plant J. Soumis le 18 Octobre 2013. 

4-8-3 Chapitres d’ouvrages scientifiques (OS01-04) 

OS01-Follet-Gueye ML., Ermel FF., Vian B., Catesson AM., Goldberg R. (2000) Pectin remodelling 
during cambial derivative diffrentiation, In "Cell and Molecular Biology of Wood Formation" 
edited by RA Savidge, JR Barnett and R napier BIOS Scientific Publishers, pp 289-293. 

OS02-Follet-Gueye ML.(2002) Secondary Ion Mass Spectrometry: Application to the Analysis of 
Woody Samples. In "Wood formation in Trees" ed. N. Chaffey. pp 99-112. 

OS03-Driouich A., Cannesan MC., Dardelle F., Durand C., Plancot B., Bernard S., Follet-Gueye ML., 
Vicré-Gibouin M. (2011) Unity is strenght : the power of border cells and border-like cells in 
relation with plant defense. In Secretions and Exudates in Biological Systems, Signalling and 
Communication in Plants. Springer-Verlag Berlin Heidelberg. pp 97-107. 

OS04-Follet-Gueye ML., Mollet JC., Vicré-Gibouin M., Bernard S., Chevalier L., Plancot B.,Dardelle F., 
Ramdani Y, Coimbra S. and Driouich A. (2012) Immuno-Glyco-Imaging in Plant 
Cells:Localization of Cell Wall Carbohydrate Epitopes and Their Biosynthesizing Enzymes. In 
Applications of Immunocytochemistry. Ed. Hesam Dehghani ISBN 978-953-51-0229-8. pp 297-
320. 

4-8-4 Articles dans des revues de vulgarisation scientifique 

2011- Follet-Gueye ML. et Driouich A. « Cryomicroscopie : un autre regard sur la vie cellulaire ». 
Communiqué Focus Recherche Cosmetic Valley, n°7, Janv-Févr2011. 

2011- Driouich A. et Follet-Gueye ML.. A fleur de peau. Rouen Magazine, 2 au 16 mars 2011, n°347, 
page 9. 

2013- Follet-Gueye ML., Percoco G., Bénard M., Vaudry D. and Driouich A. « La microdissection laser 
de la peau : un nouvel outil d’objectivation dermocosmétique ». Communiqué Focus 
Recherche Cosmetic Valley, in press. 

4-8-5 Conférences données sur invitation (INV01-05) 

INV01-Follet-Gueye ML., Chevalier L., Driouich A. « Immunolocalisation de la GFP (Green Fluorescent 
Protein) dans les cellules végétales ». Conférence INRA Nantes, laboratoire Biopolymères 
Interactions Assemblages, 4 Avril 2013. 

INV02-Follet-Gueye ML., Chevalier L.., Bernard S., Vicré-Gibouin M., St Jore-Dupas C., Gomord V., 
Driouich A. “Cryopreparation of plant samples: application to the immunolocalisation of 
polysaccharidic and proteic samples” Workshop on CryoMicroscopy Electronique. Milan, Italy, 
September 11-12nd 2007. 
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INV03-Follet-Gueye ML., Bernard S., Vicré-Gibouin M., Driouich A.. “Immunogold labelling of sugar 
or protein epitopes within the plant endomembrane system: advantages of 
cryopreparations.” Cours-Conférences, Master; Université de Porto, Portugal, 11 Novembre 
2011. 

INV04-Follet-Gueye ML.. « Plant Glyco-Imaging ». Mission ERASMUS, Cours-Conférences, Master, 
Université de Marmara, Istambul, Turquie, 31 Octobre 2012.  

INV05-Follet-Gueye ML., Durand C., Cannesan MA., Plancot B., Jaber R., Nguema-Ona E., Driouich A., 
Vicré-Gibouin M. “Root border cells and root border-like cells : formation, characterization 
and function in the rhizosphere”. Cours-conférences, Université Cheickh Anta Diop, Ecole 
doctorale Sciences de la Vie, de la Santé et de l’Environnement (ED-SEV), Dakar, Sénégal, 17 
Avril 2013.  

4-8-6 Communications dans des congrès nationaux et internationaux 

Communications orales avec actes des congrès nationaux (ACTN01-06) 

ACTN01- Follet-Gueye ML., Pagny S., Faye L., Gomord V., Driouich A.. « Immunolocalisation d’une 
glycosyltransférase golgienne fusionnée à la GFP dans des cellules végétales. » Journées 
du Réseau Français des Parois, Le Croisic, France, 7-8 Novembre 2003.  

ACTN02- Follet-Gueye ML., Pagny S., Faye L., Gomord V., Driouich A. “An improved chemical 
fixation method suitable for immunogold localization of Green Fluorescent Protein in the 
Golgi apparatus of tobacco Bright Yellow (BY2) cells”. 5ème Colloque de la Société 
Française de Physiologie Végétale. Orsay, France, 9-11 Juillet 2003.  

ACTN03- Follet-Gueye ML., Bernard S., Chevalier L., Pagny S., Driouich A.. « Cartographie golgienne 
d'enzymes de synthèse des polysaccharides complexes chez les plantes supérieures ». XXII 
Journées du Groupe Français des Glucides, Ax-les-Thermes, France, 19-22 mai 2008.  

ACTN04- Follet-Gueye ML., Bernard S., Chevalier L., Pagny S., Driouich A. « Cartographie golgienne 
d'enzymes de synthèse des polysaccharides complexes chez les plantes supérieures ». 
14ème Journée IFRMP 23, Evreux, France, 6 Juin 2008.  

ACTN05- Percoco G., Merle C., Jaouen T., Lati E., Feuilloley M., Lefeuvre L., Yvergnaux F., Driouich 
A., Follet-Gueye ML. “Effect of two rhamnose-rich polysaccharides on gene expression 
profile of human skin explants in relation to microbial stimuli”. Cosmetic Ingredients and 
Biotechnology, Cosming, Saint-Malo, June 26-28 2013. 

ACTN06- Nguema-Ona E., Zahid A., His S., Vicré-Gibouin M., Bénard M., Follet-Gueye ML., Driouich 
A. “A. Screening Natural Actives Isolated from Plant Arabinogalactan Proteins in Cosmetics: 
the Use of a Novel Enzyme-Based Technology”. Cosmetic Ingredients and Biotechnology, 
Cosming, Saint-Malo, June 26-28 2013. 

Communications orales avec actes dans des congrès internationaux (ACTI01-03) 

ACTI01- Chevalier L., St Jore-Dupas C., Bernard S., Follet-Gueye M.L., Gomord V., Driouich A. 
“Biosynthesis of plant cell walls: compartmentalization analysis of cell wall-synthesizing 
enzymes within the endomembrane system.” Botanical microscopy meeting. Salzburg, 
Austria, 31 Mars 2007.  

ACTI02- Durand C., Follet-Gueye ML., Cannesan M-A, Plancot B., Dardelle F., Bernard S., Vicré-
Gibouin M., Driouich A. “Les cellules bordantes de la racine chez Arabidopsis thaliana: 
formation, caractérisation et rôle dans la santé des plantes ». AFPP- Quatrième conférence 
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internationale sur les méthodes alternatives en protection des cultures. Lille, 8-10 Mars 
2011. 

ACTI03- Percoco G., Ramdani Y., Bénard M., Merle C., Jaouen T., Lati E., Feuilloley M., Lefeuvre L., 
Driouich A., Follet-Gueye ML. "Human skin explant : a model to study the interaction 
between epidermal cells and the cutaneous microbiota”. 10th Meeting of European 
Epidermal Barrier Research Network., Venise ,Italy, September 19 2012.  

Communications par affiche dans des congrès nationaux ou internationaux (AFF01-23) 

AFF01- Driouich A., His I., Andème-Onzighi C., Gueye-Follet ML., Lee JY. Making the wall in plant 
cells. Journée Scientifique de L'IFRMP, Université du Havre, France, 19 mai 2000. 

AFF02- Follet-Gueye ML., Andème-Onzighi C., His I., Lee JY., Driouich A. Apport de la microscopie à 
l'étude des parois végétales. Journées du Réseau Français des Parois, INRA de Versailles, 
France. 11-12 octobre 2000. 

AFF03- Follet-Gueye ML., Pagny S., Faye L., Gomord V., Driouich A. A novel chemical fixation method 
of tobacco BY2 cells : application to the study of the endomembrane system. Joint 
Microscopy Meeting Lille, France, June 24-28 2002.  

AFF04- Legras M., Karbouche F., Follet-Gueye ML., Giro F., Bert F., Lorens JM., Driouich A. 
Interdisciplinary study of trace-elements distribution and their uptake by flax plants. 7th 
International Conference on the Biogeochemistry of Trace. Uppsala, Sweden, June 15-19 
2003. 

AFF05- Follet-Gueye ML., Pagny S., Faye L., Gomord V., Driouich A. An improved chemical fixation 
method suitable for immunogold localization of Green Fluorescent Protein in the Golgi 
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5-1 Doctorat et post-doctorat – Universités de Rouen et Paris 7 (1994-1999) 

Durant mes travaux de recherche doctorale et post-doctorale, respectivement réalisés dans les 
laboratoires « Processus Ioniques et Cellulaires » (UPRES A CNRS 6037) de l’Université de Rouen et 
« Enzymologie en Milieux structurés » (Institut Jacques Monod) de l’Université Paris 7, je me suis 
intéressée à la cytophysiologie cambiale. Le cambium ou assise génératrice libéro-ligneuse est un 
tissu méristématique secondaire, qui chez les espèces ligneuses, présente une activité cyclique 
contrôlée par l’alternance des saisons dans les régions tempérées. Ce territoire cellulaire joue un rôle 
majeur dans la croissance secondaire des arbres. Il constitue un modèle intéressant pour étudier les 
processus de croissance et de différenciation cellulaire chez les végétaux supérieurs.  

Au cours de ma thèse, j’ai exploré l’implication des éléments minéraux majeurs (Na+, Mg2+, K+ et Ca2+) 
dans la réactivation cambiale et la xylogénèse chez le hêtre, Fagus sylvatica L. par une approche 
d’Imagerie Ionique Analytique (MIA ou Secondary Ion Mass Spectrometry, SIMS). L’application de la 
MIA aux échantillons ligneux a nécessité des mises au point méthodologiques notamment en terme 
de préparations des échantillons (Follet-Gueye, 2002-OS02). Ces travaux de thèse ont montré que la 
réactivation cambiale chez le hêtre s’accompagne d’une hausse transitoire des teneurs calciques 
dans les cellules phloémiennes et dans les initiales cambiales (Follet-Gueye et al., 1998-ACL01). Ce 
phénomène semble lié à la réactivation basipète du cambium chez ce type d’arbre. 

Mes activités post-doctorales ont été centrées sur la recherche de marqueurs pariétaux de la 
différenciation des dérivées cambiales chez une variété hybride de tremble, Populus tremula L. × P. 
tremuloides Michx. Des approches immunocytochimiques et biochimiques ont permis de montrer 
que les parois cellulaires des dérivées cambiales phloémiennes et xylémiennes diffèrent très 
précocement (Ermel et al., 2000-ACL03). L’immuno-détection d’épitopes associés aux chaînes 
arabinanes et galactanes des composés pectiques pariétaux de type rhamnogalacturonane 1 (Figure 
7) a été conduite par microscopie optique à épifluorescence et par microscopie électronique à 
transmission. Les ramifications arabinanes sont essentiellement détectées dans les tissus corticaux et 
dans la zone cambiale, alors que les chaînes de galactanes sont exclusivement localisées dans les 
dérivées cambiales xylémiennes et les cellules ligneuses en cours de différenciation. Ces données ont 
été confirmées par des analyses biochimiques des parois cellulaires après isolement des tissus par 
cryomicrotomie. 

 

L’ensemble de ces travaux de recherche a donné lieu à :  

3 publications dans des revues à comité de lecture : 
ACL01- Follet-Gueye et al. (1998) Cell Calcium. 24 : 205-215. 

ACL02- Follet-Gueye et al. (1999) CR Acad. Sci. 322 : 1-9. 

ACL03- Ermel et al. (2001) Planta. 210 : 732-740. 

2 chapitres de livre : 
OS01- Follet-Gueye et al. (2000) Pectin remodelling during cambial derivative differentiation, In "Cell 

and Molecular Biology of Wood Formation" edited by RA Savidge, JR Barnett and R Napier 
BIOS Scientific Publishers, pp 289-293. 

OS02- Follet-Gueye (2002) Secondary Ion Mass Spectrometry : Application to the Analysis of Woody 
Samples. In « Wood formation in Trees » ed. N. Chaffey, pp 99-112. 

5 – Travaux de recherche 
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5-2 Enseignant-chercheur – Université de Rouen (2000-2013) 

Les travaux de recherche menés au sein du laboratoire GlycoMEV s’organisent autour de trois axes 
thématiques généraux. Le premier axe historique du laboratoire s’intéresse à l’extraction, la 
caractérisation, et l’étude des mécanismes de biosynthèse des glycomolécules végétales (Axe 1) : 
glycoprotéines, protéoglycanes et polysaccharides non cellulosiques. En lien avec cet aspect 
fondamental, deux autres axes appliqués sont menés. Un axe agronomique qui vise à évaluer le rôle 
et l’impact des glycomolécules végétales dans l’immunité et la santé des plantes (Axe 2). Enfin, la 
valorisation des connaissances des processus de glycosylation de systèmes végétaux modèles en 
thérapie humaine, et l’exploration des potentialités de glycomolécules végétales dans le secteur 
dermocosmétique constituent le second volet appliqué de nos recherches (Axe 3). 

L’ensemble de mes activités de recherche se répartit dans ces 3 axes (tableau 2). Dans ce manuscrit 
les éléments suivants seront décrits : 

-Axe 1 : organisation fonctionnelle de l’appareil de Golgi des plantes supérieures en lien avec la 
biosynthèse des polysaccharides pariétaux ; 

-Axe 2 : implication des cellules apparentées aux cellules bordantes ou BLCs dans les interactions 
plante(s)-pathogène(s) ; 

-Axe 3 : glycomolécules végétales et immunité cutanée en lien avec l’écologie microbienne de la 
peau. 

Tableau 2 : Encadrements d’étudiants de master recherche et de doctorat associés aux travaux de recherche 
décrits dans ce manuscrit. Dr ML. Follet-Gueye 

 

  

Axe 1 

Développement de cryométhodes en MET : 
application à l’étude de l’appareil de Golgi 

dans la synthèse de polysaccharides 
matriciels chez les plantes supérieures 

Doctorat, L. Chevalier 
09-2004/ 06-2008 

 
IE Service ME, PRIMACEN 

Pr A. Driouich (50%) 
Dr ML. Follet-Gueye (50%) 

 

Synthèse des polysaccharides pariétaux : 
mise en évidence de complexes multi-

enzymatiques golgiens 

Master 2, R. Lamour 
09-2008/07-2009 

Pr A. Driouich (50%) 
Dr ML. Follet-Gueye (50%) 

 

Existence de complexes enzymatiques 
golgiens de synthèse des chaînes pectiques, 

RGI 

Doctorat, S. Bernard 
Soutenance prévue le 03-

12-2013 
 

IE Service ME, PRIMACEN 

Pr A. Driouich (50%) 
Dr ML. Follet-Gueye (50%) 

 

Axe 2 

Implication des cellules apparentées aux 
cellules bordantes dans la défense racinaire : 

étude du pathosystème  
Linum usitatissimum – Fusarium oxysporum 

Master 2, R. Jaber 
09-2011/07-2012 

Dr M. Vicré-Gibouin (50%) 
Dr ML. Follet-Gueye (50%) 

 

Sélection de nouvelles substances naturelles 
de défense des plantes (SDP) et 

caractérisation des réponses moléculaires 

Doctorat, R. Jaber 
En cours 

 
GRR VASI 

Pr JC. Mollet (50%) 
Dr ML. Follet-Gueye (50%) 

 

Axe 3 Biomolécules et Immunité cutanée en lien 
avec l’écologie microbienne de la peau 

Doctorat, G. Percoco 
12-2009 / 12-2012 

 
FUI, Cosmetic Valley 

Pr A. Driouich (50%) 
Dr ML. Follet-Gueye (50%) 
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5-2-1 Organisation fonctionnelle de l’appareil de Golgi des plantes 
supérieures en lien avec la biosynthèse des polysaccharides pariétaux 

Ce travail a été initié en 2000 lors de mon arrivée dans le laboratoire « Glycobiologie et transport 
chez les végétaux UMR 6037 ». Dans le cadre d’une étude transversale entre deux équipes du 
laboratoire, les équipes « Polysaccharides et AGPs » et « Glycobiologie et adressage », 
respectivement dirigées par le Pr A. Driouich et le Dr V. Gomord, j’ai tout d’abord travaillé à la 
localisation d’enzymes golgiennes de maturation des N-glycanes chez la plante modèle Nicotiana 
tabacum. De janvier à juin 2005, je bénéficie d’une CRCT et centre mes travaux sur un axe de 
recherche de l’équipe «Polysaccharides et AGPs » s’intéressant aux enzymes golgiennes impliquées 
dans la biosynthèse des polysaccharides pariétaux. Le développement des méthodologies de 
cryomicroscopie électronique lors de la thèse de L. Chevalier conduira à l’établissement de la 
cartographie golgienne de trois enzymes impliquées dans la synthèse d’un composé 
hémicellulosique, le xyloglucane. De janvier 2008 à décembre 2011, successivement au sein de la FRE 
3090 puis du laboratoire GlycoMEV, je porte le projet visant à définir l’organisation en complexes 
golgiens des enzymes de biosynthèse des polysaccharides non cellulosiques chez les végétaux.  

5-2-1-1 Appareil de Golgi des végétaux supérieurs : structure et dynamique 

L’appareil de Golgi est présent chez la majorité des organismes eucaryotes mono- ou pluricellulaires 
où il occupe une position centrale dans le système endomembranaire de sécrétion (Staehelin et 
Moore, 1995 ; Jürgens, 2004 ; Képès et al., 2005). Depuis sa découverte en 1898 par Camillo Golgi, 
les développements méthodologiques de la microscopie électronique ou photonique, de la biochimie 
et de la génétique ont mis en lumière l’organisation architecturale et fonctionnelle de l’appareil de 
Golgi ainsi que sa dynamique chez les mammifères, les plantes supérieures et les levures. Cet 
organite est impliqué dans la modification post-traductionnelle des protéines (glycoprotéines et 
protéoglycanes), ainsi que dans leur transport vers d’autres unités du système endomembranaire 
(lysozomes-vacuoles) ou vers la surface cellulaire. Chez les végétaux, le complexe golgien est de plus, 
le site de synthèse, d’assemblage et de tri des polysaccharides complexes non cellulosiques de la 
matrice extracellulaire et des N/O-glycoprotéines (Driouich et al., 1993 ; Nebenführ et Staehelin, 
2001).  

Alors que dans les cellules animales, l’appareil de Golgi est, le plus souvent, organisé en un nombre 
limité d’unités périnucléaires, le complexe golgien des cellules végétales est fragmenté en de 
multiples unités (ou empilements golgiens) dispersées dans le cytoplasme, dont le nombre et la 
morphologie varient en fonction des espèces végétales ou du type cellulaire (Zhang et Staehelin, 
1992 ; Driouich et Staehelin, 1997). 
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Figure 3 : Morphologie des unités golgiennes de cellules végétales.  
(A), Micrographie électronique de deux empilements golgiens et de leur réseau trans golgien (Trans Golgi 
Network, TGN) de cellules de tabac (Bright yellow-2 cells, Nicotiana tabacum) cryofixées à haute pression et 
déshydratées à froid. (B), Imagerie confocale des unités golgiennes dans une cellule de tabac exprimant une 
enzyme golgienne de synthèse du xyloglucane (AtMUR3-GFP). (Driouich et al., 2012-ACL11). 

At, Arabidopsis thaliana ; MUR3, MURUS3 ; RE, réticulum endoplasmique ; barre d’échelle : 100 nm (A) et 8µm (B). 

Des études ultrastructurales en cryomicroscopie électronique sur l’appareil de Golgi de plusieurs 
espèces végétales ont mis en évidence que chaque empilement golgien est constitué de trois 
compartiments distincts appelés : cis, median et trans (Staehelin et al., 1990). Cette 
compartimentation des unités golgiennes est basée sur les aspects morphologiques des saccules : 
dimensions et propriétés de contraste. Ces unités présentent 3 à 10 empilements de citernes sont 
d’une taille comprise entre 0.5 et 2.0 µm. Ainsi, lors des travaux de thèse de L. Chevalier, les unités 
golgiennes de cellules de tabac (Bright yellow-2 cells, Nicotiana tabacum), cellules congelées sous 
haute pression et cryodéshydratées par substitution dans de l’acétone contenant 0.5 % d’acétate 
d’uranyle puis enrobées à froid dans une résine acrylique type London Resin White, montrent cette 
polarité caractéristique (Figure 3A). Souvent situées à proximité du réticulum endoplasmique (RE), 
les citernes cis possèdent des contours irréguliers et une large lumière faiblement contrastée. Le 
compartiment median comprend des saccules plus étendues à lumen aminci mais plus contrasté 
comparé aux saccules cis. Les saccules du trans Golgi se reconnaissent à leur lumen fin beaucoup plus 
contrasté que dans le compartiment median. Le réseau trans golgien (Trans Golgi Network, TGN) est 
un système tubulovésiculaire, de plus en plus considéré comme un compartiment post-golgien 
(Dettmer et al., 2006; Richter et al., 2009; Viotti et al., 2010), pouvant être associé aux empilements 
du trans Golgi. L’exploration de la dynamique du complexe golgien des plantes supérieures s’est 
considérablement développée depuis une dizaine d’années suite à l’essor de la biologie moléculaire 
couplée à la découverte de sondes fluorescentes de type Green Fluorescent Protein (GFP) et ses 
nombreux variants (Sparkes et Brandizzi, 2012). Après marquage spécifique des unités golgiennes 
dans des cellules de tabac (Bright yellow-2 cells, Nicotiana tabacum) exprimant une enzyme 
golgienne d’Arabidopsis fusionnée à la GFP (MUR3-GFP), ces unités arborent une forme 
caractéristique ponctiforme (Figure 3B; Thèse L. Chevalier). La mobilité des complexes golgiens de 
plante a fait l’objet de nombreuses études réalisées par microscopie optique confocale à balayage 
laser, utilisant des sondes fluorescentes de visualisation du système endomembranaire (RE et Golgi). 
Les unités golgiennes, étroitement associées au RE, se déplacent à la surface de la zone d’exportation 
du RE en empruntant les filaments d’actine et de myosine (Boevink et al., 1998; Nebenführ et al., 
1999 ; Sparkes et al., 2009). Deux hypothèses se sont longtemps opposées pour décrire la 
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progression du matériel synthétisé au sein des saccules golgiennes : le modèle du transport 
vésiculaire où les saccules golgiennes sont statiques (Staehelin et Moore, 1995 ; Nebenführ et 
Staehelin, 2001 ; Nebenführ, 2003)  et le modèle impliquant la progression-maturation des citernes 
(Hawes et al., 1996). Dans ce dernier modèle, qui semble maintenant faire consensus, le matériel 
destiné à la sécrétion ne quitte jamais sa saccule d’origine. De nouvelles citernes sont formées en 
continu à partir des vésicules du compatiment cis. L’ajout des nouvelles citernes à la face cis du 
complexe golgien engendre le déplacement des autres saccules vers la face trans (Figure 4A). Des 
études dynamiques et des analyses tomographiques par immuno-microscopie électronique ont 
permis de caractériser plusieurs types de vésicules responsables du trafic entre le RE et les unités 
golgiennes. Les vésicules arborant les protéines de revêtement COPII sont impliquées dans le 
transport antérograde, du RE vers le compartiment cis golgien, alors que les vésicules COPIa et COPIb 
sont impliquées dans le recyclage des membranes golgiennes (ou transport rétrograde) (Kang  et 
Staehelin, 2008 ; Nakano and Luini, 2010). Une matrice golgienne dépourvue de ribosomes, 
initialement découverte par des analyses morphologiques de MET (Staehelin et Moore, 1995 ; 
Driouich et Staehelin, 1997), englobe chaque empilement golgien assurant stabilité et maintien de la 
polarité (Figure 4B). Les éléments moléculaires de cette matrice sont constitués de diverses 
protéines d’ancrage parmi lesquelles des golgines ont été récemment décrites (Osterrieder, 2012). 

 

 
Figure 4 : Représentation schématique d’un empilement golgien illustant le modèle de progression-
maturation des citernes golgiennes et le trafic vésiculaire associé entre le RE, les unités golgiennes et le TGN. 
Kang et Staehelin, 2008. 
(A), Les zones d’export du RE forment les vésicules COPII qui fusionnent et sont à l’origine des citernes cis. Au 
niveau des citernes du compartiment cis, le bourgeonnement des vésicules COPIa assure le recyclage 
rétrograde vers le RE. Les citernes median, trans et le TGN précoce produisent les vésicules COPIb permettant 
ainsi le recyclage moléculaire de ces compartiments golgiens. (B), Reconstruction tomographique d’une unité 
golgienne montrant la matrice golgienne dépourvue de ribosomes. 

ER, endoplasmique reticulum; TGN, Trans Golgi Network. 
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5-2-1-2 Composition et organisation de la paroi primaire végétale 

Les cellules végétales sont caractérisées par la présence d’une matrice extracellulaire complexe et 
dynamique appelée aussi paroi (Figure 5). Une paroi primaire entoure tous les types cellulaires 
végétaux, tandis que seules certaines cellules spécialisées présentent des épaississements 
secondaires de cellulose et de lignine (fibres, vaisseaux de xylème, cellules formant les tissus de 
soutien). Dans ce manuscrit, la paroi primaire de type I, caractéristique des plantes angiospermes 
monocotylédones, à l’exception des Commelinoides (Carpita et McCann, 2000) et des plantes 
angiospermes eu-dicotylédones, sera décrite. 

La paroi primaire joue un rôle fondamental dans la croissance et le développement des plantes, 
assure des fonctions vitales telles le contrôle de la différenciation et la morphogénèse cellulaires ou 
encore la défense vis-à-vis de stress biotiques (Vicré et al., 2005) ou abiotiques (Moore et al., 2006). 
La paroi des cellules végétales est constituée principalement de polysaccharides (cellulose, 
hémicelluloses et pectines : Figure 5), et de glycoprotéines et protéoglycanes (arabinogalactanes 
protéines, extensines…).  

 
Figure 5 : Organisation de la paroi primaire des plantes eu-dicotylédones. Smith, 2001. 

La cellulose est organisée en microfibrilles comprenant chacune 36 chaînes de résidus -(1,4)-D-
glucose, constituant ainsi l’ossature pariétale. Le composé hémicellulosique le plus abondant dans les 
parois primaires de type I est le xyloglucane (XyG) (Scheller et Ulvskov, 2010). Il est constitué d’un 

squelette de -(1,4) glucanes portant des résidus xylose, eux-mêmes substitués par des résidus 
galactose et fucose (Figure 6). Par ces interactions avec les microfibrilles de cellulose, le XyG joue un 
rôle essentiel dans le contrôle de la croissance et le développement des végétaux (Cosgrove, 2000). 

 

Figure 6 : Structure du squelette de xyloglucane substitué par les chaînes latérales retrouvées chez les 
plantes A. thaliana et P. sativum. Scheller et Ulvskov, 2010. 
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Au sein des parois cellulaires, les pectines constituent la famille la plus complexe de polysaccharides 
(Admodjo et al., 2013). Ce sont des polymères acides associés au réseau cellulose-hémicellulose. Les 
principaux polymères pectiques, chaînes homogalacturonanes (HG), rhamnogalacturonanes I (RGI) et 
rhamnogalacturonanes II (RGII), forment un réseau complexe (Figure 7). Les chaînes 
homogalacturonanes sont des homopolymères, formés par la répétition d’une centaine de résidus 
d’acide galacturonique (GalA) (Thibault et al., 1993), dont certains peuvent être substitués par un 
groupement méthyle ou acétyle. Les chaînes RG-I sont des hétéropolymères constitués par la 

répétition d’une centaine de motifs du disaccharide -(2,4)-D-GalA--(1,2)-L-rhamnose (Albersheim 

et al., 1996). Les résidus de rhamnose peuvent être substitués par différentes chaînes latérales de -

(1,4)-galatanes, -(1,5)-arabinanes et arabinogalactanes. Les chaînes RG-II se caractérisent par un 
squelette homogalacturonique central à partir duquel se ramifient quatre chaînes 
oligosaccharidiques latérales comprenant douze monosaccharides différents, dont plusieurs sont 
rares (Pérez et al., 2003 ; O’Neill et al., 2004). Les pectines contrôlent l’adhésion cellulaire (Ogawa et 
al., 2009 ; Durand et al., 2009-ACL07), l’extensibilité pariétale et constituent également une source 
importante d’oligosaccharides régulant la croissance et la défense des plantes (Ridley et al., 2001 ; 
Savatin et al., 2011). 

 

 
Figure 7 : Structure schématique des principales chaînes pectiques. Scheller et al., 2007. 
Kdo, acide-2-céto-3-désoxy-D-manno-octulosique 

Au sein des parois végétales, sont décrites les protéines structurales et les protéines actives 
(enzymes de remodelage de la paroi et expansines). Les protéines dites « structurales » assurent un 
rôle non négligeable dans la dynamique pariétale. Elles comprennent notamment les protéines riches 
en hydroxyproline (extensines et arabinogalactanes protéines). Les extensines sont connues pour 
participer au renforcement de la matrice extracellulaire végétale lors d’infection par des pathogènes 
(Xie et al., 2012). Les arabinogalactanes protéines (AGPs) sont des protéines très fortement 
glycosylées (protéoglycanes). Elles interviennent dans de nombreux processus au cours de la 
croissance et du développement de la plante (Gao et Showalter, 1999 ; Nguema-Ona et al., 2007) et 
modulent les interactions entre plantes et microorganismes (Nguema-Ona et al.,2013). Les AGPs 
seront décrites de façon plus détaillée dans la suite de ce manuscrit (§ 6-1-2). 
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5-2-1-3 Rôle de l’appareil de Golgi dans la synthèse des polysaccharides non cellulosiques 

Contrairement aux microfibrilles de cellulose, synthétisées par le complexe enzymatique « cellulose 
synthase » de la membrane plasmique, les polysaccharides non cellulosiques (aussi nommés 
polysaccharides complexes), ainsi que les protéines pariétales, sont synthétisés et assemblés au sein 
des empilements golgiens puis transportés jusqu’à la paroi (Figure 8).  

 

 
Figure 8 : Synthèse et secrétion des polysaccharides complexes végétaux. Worden et al., 2012. 

CSC, cellulose synthase complex ; CW, cell wall ; MVB/PVC, multivesicular body/prevacuolar compartment; PM, plasma 
membrane; RE, recycling endosome; RER, ruguous endoplasmic reticulum ; SER, smooth endoplasmic reticulum; SV, 
secretory vesicle ; TGN/EE, Trans Golgi network /Early endosome. 

La biosynthèse des polysaccharides complexes implique l’action concertée des enzymes 
d’interconversion des sucres (épimérases, déhydrolases, décarboxylases et mutases) (Seifert, 2004 ; 
Reiter, 2008), de leurs transporteurs (Handforg et al., 2004) et de glycosyltransférases (GTs) 
golgiennes (Figure 9A). Alors que la cartographie golgienne de polysaccharides complexes a été 
initiée par des approches d’immunocytochimie et de microscopie électronique (Zhang et Staehelin, 
1992 ; Andème-Onzighi et al., 2000), peu d’études ont été consacrées à la localisation des enzymes 
impliquées dans leur processus de biosynthèse. Le clonage de gènes codant pour certaines de ces 
enzymes montre qu’outre les GTs, des épimérases (Burget et al., 2003) et des décarboxylases 
(Pattathil et al., 2005) seraient des protéines transmembranaires de type II et pourraient ainsi être 
associées à l’appareil de Golgi. De plus, d’autres enzymes d’interconversion des sucres, impliquées 
dans la synthèse du XyG (Barber et al., 2006) et des chaînes pectiques RGI (Duggha et al., 1997 ; 
Drakakaki et al., 2006), bien que cytoplasmiques ont été localisées par immuno-microscopie 
électronique à proximité des membranes des saccules golgiennes. Une hypothèse a donc émergé 
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d’une possible co-localisation au sein de l’appareil de Golgi d’enzymes d’interconversion et des GTs, 
pour former des complexes enzymatiques de biosynthèse des polysaccharides non cellulosiques 
(Seifert, 2004) (Figure 9B). 

 
Figure 9 : Etapes de biosynthèse des polysaccharides complexes au sein des empilements golgiens.  

(A) Après activation des oses par addition d’un groupement nucléotide di-phosphate (NDP), les nucléotides oses 
(NDP-oses) peuvent être convertis par les enzymes d’interconversion (EI) et être pris en charge par un 
transporteur (T) spécifique qui assure leur transit du cytoplasme vers le lumen de la citerne golgienne. Les 
glycosyltransférases (GTs), enzymes transmembranaires de type II (à site catalytique en position C terminale (Ct) 
et intraluminale) transfèrent alors l’ose sur la chaîne de polysaccharides (PS) en cours d’élongation. 

(B) Certaines EI peuvent elles-mêmes être des enzymes transmembranaires de type II ou bien être situées à 
proximité des membranes golgiennes. Ceci postule alors l’existence de complexe enzymatique golgien de 
synthèse des PS. Nt, N terminal. 

 

Les objectifs de ce travail ont été : 

-De réaliser la compartimentation golgienne d’enzymes de synthèse du XyG, des chaînes pectiques 
HG et RGI. 

-D’étudier l’existence de complexes enzymatiques golgiens de synthèse des polysaccharides non 
cellulosiques. 

5-2-1-4 Cartographie golgienne d’enzymes de synthèse du XyG, et des chaînes pectiques HG et RGI  

La localisation des enzymes golgiennes (tableau 4) potentiellement impliquées dans la synthèse du 
XyG, des chaînes pectiques HG et RGI a été réalisée par une approche immunocytologique indirecte 
couplée à la microscopie électronique à transmission, via l’utilisation d’anticorps commerciaux 
dirigés contre la Green Fluorescent Protein (GFP) préalablement fusionnée aux enzymes d’intérêt 
(Figure 10A). Cette approche permet d’étudier des protéines pour lesquelles aucun anticorps 
spécifique n’est disponible. Les différentes constructions ont été exprimées de façon transitoire puis 
stable chez des plantules et des suspensions cellulaires de Nicotiana tabacum respectivement. 
Concernant l’enzyme QUA2 (QUASIMODO2)-GFP (tableau 4) elle est exprimée dans des plantules 
mutantes d’Arabidospsis (mutant qua2) complémentées par la construction QUA2-GFP (Mouille et 
al., 2007). 

Dans un premier temps, la localisation golgienne de chaque protéine chimère a été vérifiée in vivo 
par microscopie confocale à balayage laser (Figure 10B). Secondairement, nous avons procédé à la 
localisation à l’échelle ultrastructurale des protéines chimères dans les suspensions cellulaires de 
tabac transformées (Figure 10C) et les apex racinaires d’Arabidopsis. Ce travail a dû répondre à une 
double exigence visant non seulement à conserver les ultrastructures cellulaires au plus proche de 
leur état natif, mais également à préserver l’épitope protéique recherché. Pour répondre à ce double 
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objectif, nous avons mis en œuvre l’une des approches les plus performantes, la cryofixation sous 
haute pression (High Pressure Freezing, HPF), couplée à la cryodéshydratation (Freeze Substitution, 
FS) des échantillons. Le service MET de la plateforme d’imagerie PRIMACEN étant alors équipé du 
premier système de congélation commercialisé par la société Leica (EMPact1), nous avons optimisé 
son usage pour la préparation d’échantillons végétaux hautement hydratés tels que les suspensions 
cellulaires de tabac. Ces aspects méthodologiques ont été accomplis durant la thèse de L. Chevalier 
et publiés en 2011 (Chevalier et al., 2011-ACL09). De plus, nous avons réalisé une analyse 
quantitative des immunolocalisations de certaines protéines chimères basée sur une approche 
statistique développée par Mayhew et al. (2002, 2011), approche consistant à déterminer l’index 
relatif de marquage (ou Relative labeling Index, RLI) (Follet-Gueye et al., 2012-OS04). 

 
Figure 10: Localisation golgienne de l’(1,5)-arabinosyltransférase, ARAD1. Bernard et al., soumis-ACL17. 
(A) : Schéma de la protéine de fusion ARAD1-GFP exprimée dans des suspensions cellulaires de tabac. (B) : 
Localisation subcellulaire de ARAD1-GFP par microscopie confocale à balayage laser. (C) : Immunodétection de 
la protéine ARAD1-GFP via des anticorps anti-GFP dans des cellules de tabac fixées par congélation haute 
pression. N : noyau, RE : réticulum endoplasmique, V : vacuole. 

Cette analyse nous a permis de cartographier très précisément trois glycosyltranférases impliquées 
dans la synthèse des chaînes latérales du XyG (AtXT1–GFP, AtMUR3–GFP et AtFUT1–GFP ; Chevalier 
et al., 2010-ACL08). Cette approche statistique a également été appliquée lors de la thèse de Sophie 
Bernard à la cartographie d’une glycosyltransférase (AtARAD1, arabinan deficient 1, une 
arabinosyltransférase potentielle) et deux UDP-xylose-4-épimérases (MUR4, murus4/UXE1 et UXE3), 
enzymes susceptibles d’intervenir dans la synthèse des chaînes pectiques RGI. Durant les travaux de 
thèse de S. Bernard, nous avons également cartographié par immunocytochimie électronique des 
épitopes associés aux chaînes pectiques RGI. 

Les résultats obtenus sont présentés dans les tableaux 3 et 4 ci-après. Comme précédemment décrit 
chez d’autres systèmes végétaux, pour les épitopes associés aux polysaccharides pectiques (Zhang et 
Staehelin, 1992 ; Vicré et al., 1998) ou au XyG (Zhang et Staehelin, 1992 ; Driouich et al., 1994), le 
marquage d’épitopes associés aux polysaccharides complexes (XyG, HG et RGI) concerne 
essentiellement les compartiments tardifs des unités golgiennes (trans) ainsi que les vésicules du 
TGN (tableau 3). Seule la détection par les anticorps INRA-RUI (Ralet et al., 2010) du squelette des 
chaînes pectiques RGI est observée dans le compartiment median, localisation similaire à celle 
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obtenue par Zhang et Staehelin (1992) dans des suspensions cellulaires de sycomore avec la sonde 
immunologique anti-PGA/RGI (anti-polygalacturonic acid/Rhamnogalacturonan I). 

Tableau 3 : Localisation d’épitopes associés aux polysaccharides (PS) complexes. 
A l’exception de la sonde anticorps JIM7, utilisée sur des apex racinaires d’Arabidopsis, les autres sondes 
immunologiques ont été testées sur des suspensions sauvages de suspensions cellulaires de tabac (BY-2). 
(*) : immunogold quantifié en appliquant le test de Mayhew (2002, 2011). 

Anticorps Epitope reconnu PS Références Localisation 

CCRCM86 non identifié XyG non fucosylé Pattathil et al. (2010) median, trans, TGN 

JIM7 
GalA-(1,4)-[(MeGalA)]4-
(1,4)-GalA 

HG méthylestérifié Clausen et al. (2003) trans, TGN 

INRA-RU1 
[ 2)--L-rhamnose p-
(1 4)--D-galacturonic 
acid p-(1 ]6/7 

Chaîne principale RGI Ralet et al. (2010) median* 

LM13 
*α(1-5) unbranched 
arabinan]5/11 

Chaînes laterales RGI 
Verhertbruggen et al. 
(2009) 

trans* 

LM6 
*α(1-5) highly branched 
arabinan]5/6 

Chaînes laterales RGI Willats et al. (1998) TGN* 

LM5 *β(1-4) galactan]>3 Chaînes laterales RGI Jones et al. (1997) TGN* 

LM16 
Galactosyl residue/galactan stub between 
arabinan chain and RGI backbone 

Verhertbruggen et al. 
(2009) 

TGN* 

La détection des protéines de fusion de type glycosyltransférase-GFP au sein des différentes citernes 
golgiennes (cis-median-trans-TGN) suppose que tous les compartiments de l’appareil de Golgi sont 
impliqués dans la biosynthèse des polymères non cellulosiques de la paroi (tableau 4). Cette 
hypothèse apparait contradictoire avec le concept récemment décrit par Donohoe et al., (2013) qui 
propose que les compartiments median et trans seraient les sites d’assemblage et de synthèse des 
polysaccharides et de maturation des glycanes, alors que le compartiment cis serait totalement 
inactif dans ces deux processus. Il est à noter cependant que la présence de la protéine chimère 
AtXT1-GFP (xylosyltransférase du XyG, tableau 4) de façon conjointe dans les saccules cis et median 
ne s’oppose pas totalement à ce concept. Par ailleurs, des études biochimiques réalisées par Ray et 
al., (1980) suggèrent que la biosynthèse du XyG implique deux activités enzymatiques simultanées : 
une activité β-1,4-glucane synthase pour former la chaîne principale du polymère et une activité 
xylosyltransférase pour initier sa ramification. Il serait intéressant par une approche semblable à celle 
menée dans nos travaux, de cartographier la protéine AtCSLC4 (Cocuron et al., 2007). Une 
localisation similaire à celle de la xylosyltrasférase AtXT1, pourrait alors renforcer l’hypothèse de 
leurs activités coopératives. De plus, ce type de données évoque la possible existence de complexes 
golgiens de synthèse des polysaccharides non cellulosiques. Enfin, au cours de ces travaux, deux 
enzymes d’interconversion des sucres ont été étudiées. Il s’agit de deux UDP-xylose-4-épimérases 
(UXE) permettant l’interconversion du D-xylose en L-arabinose. L’activité UXE a été démontrée pour 
la protéine MUR4-UXE1, qui est une protéine golgienne transmembranaire de type II. Les plantes 
mutantes murus 4 (mur4) d’Arabidopsis ont des teneurs en arabinose pariétal plus faibles que les 
plantes sauvages (Burget et al., 2003). La protéine UXE3 présente une homologie de séquence de 
plus de 76% avec MUR4. Cette UXE potentielle est une protéine cytoplasmique soluble pour laquelle, 
au cours de la thèse de S. Bernard, nous avons décrit une association au compartiment median des 
unités golgiennes, alors que MUR4 a été significativement détectée dans les vésicules du TGN. La 
détection de l’arabinosyltransférase potentielle, ARAD1 et de l’UDP-xylose épimérase potentielle, 
UXE3 au sein des mêmes saccules golgiennes suggère leur possible coopération au sein d’un 
complexe enzymatique. 
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Tableau 4 : Cartographie golgienne d’enzymes de synthèse des polysaccharides (PS) complexes par 
immunocytologie indirecte via la GFP. Les enzymes de synthèse du xyloglucane (XyG) et des chaînes pectiques 
rhamnogalacturonanes I (RGI) ont été cartographiées dans des suspensions cellulaires de Nicotiana tabacum 
exprimant les protéines chimères (enzyme-GFP). La méthyltransférase (AtQUA2) a été localisée dans les 
cellules de l’apex racinaire de plantules mutantes d’Arabidopsis exprimant la protéine de fusion AtQUA2-GFP.  
(*) : immunogold quantifié en appliquant le test de Mayhew (2002, 2011). 

PS Désignation Code Activité Référence 
Localisation 
enzyme-GFP 

XyG 

AtXT1 At3g62720 α-1,6-Xylosyltransférase 
Faik et al. (2002) 

Cavalier et Keegstra (2006) 
cis*, median* 

AtMUR3 At2g20370 β-1,2-Galactosyltransférase 
Madson et al. (2003) 

Pena et al. 2004 
median* 

AtFUT1 At2g03220 α-1,2-Fucosyltransférase 
Perrin et al. (1999) 

Vanzin et al. (2002) 
trans* 

HG AtQUA2 Atlg78240 
Méthyltransférase 
potentielle 

Mouille et al. (2007) trans, TGN 

RGI 

AtARAD1 At2g35100 
α-1,5-
Arabinosyltransférase 
potentielle 

Harholt et al.(2006) median* 

AtUXE1, AtMUR4 At1g30620 UDP-xylose-4-épimérase 
Burget et Reiter (1999) 

Burget et al. (2003) 
TGN* 

AtUXE3 At2g34850 
UDP-xylose-4-épimérase 
potentielle 

Seifert (2004) median* 

5-2-1-5 Organisation en complexes golgiens d’enzymes de synthèse du XyG et des chaînes 
pectiques RGI  

Etant données la complexité structurale des polysaccharides matriciels et la diversité moléculaire des 
acteurs impliqués dans leur biosynthèse, l’hypothèse de l’existence de complexes multienzymatiques 
golgiens entre ces acteurs a été émise (Seifert, 2004 ; Nguema-Ona et al., 2006). Au cours des 
travaux de thèse de S. Bernard, notre objectif a été de mettre en évidence certains de ces complexes 
par deux approches : le système levure double hybride (ou yeast two-hybrid, Y2-H) et la technique 
d’imagerie in vivo de complémentation de fluorescence bi-moléculaire (ou Bimolecular Fluorescence 
Complementation, BiFC) (Figure 11). Les expérimentations utilisant le système Y2-H ont été 
entièrement réalisées dans le laboratoire du Dr Yumiko Sakuragi (Université de Copenhague), alors 
que la technique du BiFC a été mise en place dans notre laboratoire par le biais de cette même 
collaboration scientifique.  

 
Figure 11: Schéma illustrant le principe de la technique de complémentation de fluorescence bi-moléculaire 
(Bimolecular Fluorescence Complementation, BiFC). Citovsky et al., 2008.  
La recherche d’interaction protéine-protéine est réalisée par la reconstruction de la Yellow Fluorescent Protein (YFP) ou 
d’autres variants de la GFP. La YFP est séparée en deux fragments portés par une protéine A et une protéine B. Ces deux 
protéines chimères sont co-exprimées de façon transitoire dans des cellules épidermiques de feuille de tabac. (A) 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 en microscopie confocale à balayage laser. (B) Si les 
protéines A et B sont distantes de plus de 100 Å, la YFP ne peut se reconstituer et aucune émission de fluorescence n’est 
observable après excitation. 
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Suite à la caractérisation biochimique et immunocytochimique d’un mutant d’épimérase 
d’Arabidospsis au laboratoire (Nguema Ona et al., 2006), nous avons d’abord étudié de possibles 
interactions d’enzymes de synthèse du XyG. Ainsi, lors du stage de master 2 de R. Lamour, nous 
avons recherché d’éventuelles interactions entre la galactosyltransférase MUR3, enzyme 
transmembranaire de type II localisée dans les citernes median de l’appareil de Golgi (Chevalier et 
al., 2010-ACL08), et l’UDP-glucose 4 épimérase, enzyme soluble à double localisation cytoplasmique 
et golgienne (Barber et al., 2006) impliquée dans la galactosylation du XyG (Nguema-Ona et al., 2006) 
(tableau 4). Secondairement, suite aux résultats de cartographie d’enzymes potentiellement 
impliquées dans la biosynthèse des ramifications des chaînes pectiques RGI (tableau 4), nous avons 
étudié la formation d’homo et/ou hétéro-dimères associés aux membranes golgiennes, entre les 
protéines ARAD1, UXE3, et RGPs (Reversibly Glycosylated peptides) 1 et 2 (tableau 5). Plusieurs 
études montrent que ces trois protéines pourraient être responsables de l’incorporation d’arabinose 
au sein des chaînes pectiques RGI (Seifert et al., 2004 ; Harohlt et al., 2006 ; Rautengarten et al., 
2011). Comme précédemment décrit, nous avons cartographié au sein des mêmes compartiments 
golgiens l’arabinosyltransférase potentielle ARAD1, et l’UDP-xylose-4-épimérase potentielle, UXE3. 
Alors que les UXE produisent de l’UDP-arabinopyranose, les arabynosyltransférases utilisent 
majoritairement comme substrat de l’UDP-arabinofuranose (Figure 12). Une activité arabinose-
mutase assurant la conversion de l’UDP-arabinopyranose en UDP arabinofuranose, initialement 
identifiée chez le riz (Konishi et al. ,2007), a été décrite récemment chez Arabidopsis (Rautengarten 
et al., 2011). Cette activité mutase est attribuée à des peptides solubles à double localisation 
cytoplasmique et golgienne (Dhugga et al., 1997 ; Drakakaki et al., 2006), connus sous le nom de 
Reversibly Glycosylated Peptides (RGPs).  

 
Figure 12: Schéma illustrant l’interconversion des nucléotide-sucres à partir de l’UDP--D-glucose (UDP--D-
Glc) chez Arabidopis. D’après Atmodjo et al., 2013. 
Les enzymes d’interconversion pour lesquelles l’activité a été caractérisée sont inscrites en gras. 
UGEs, UDP-Glc-4-epimerases/UDP-Gal-4-epimerases; RHMs, tri-activity enzymes with UDP-Glc-4,6-dehydratase, UDP-4-keto-6-deoxy-D-Glc-
3,5-epimerase, and UDP-4-keto-L-Rha-4-keto-reductase activities; UER1, bi-activity enzyme with UDP-4-keto-6-deoxy-D-Glc-3,5-epimerase 
and UDP-4-keto-L-Rha-4-keto-reductase activities; UGDs, UDP-Glc-dehydrogenases; GAEs/UGlcAEs, UDP-GlcA-4-epimerases; UXSs, UDP-
GlcA-decarboxylases/UDP-Xyl-synthases; AXSs, UDP-D-Apif/UDP-D-Xyl-synthases; MIOXs, myo-inositol-oxygenases; UXEs, UDP-Xyl-4-
epimerases/UDP-Ara-4-epimerases; RGPs, UDP-L-Arap-mutases. Autres dénominations: MUM4, MUCILAGE-MODIFIED4; AUDs, membrane-
anchored UDP-D-GlcA decarboxylases; SUDs, soluble UDP-D-GlcA-decarboxylases; MUR4, MURUS4. 
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L’ensemble des résultats obtenus sont présentés dans le tableau 5 ci-après. Comme cela a déjà été 
rapporté pour d’autres glycosyltransférases de biosynthèse des polymères non cellulosiques par des 
approches microscopiques ou biochimiques (Atmodjo et al., 2011 ; Chou et al., 2012 ; Harholt et al., 

2012), nous avons montré que les glycosyltransférsases 1-2)-galactosyltransférase (MUR3) et (1-
5)-arabinosyltransférase (ARAD1), se dimérisent au sein des membranes golgiennes. En accord avec 
les travaux de Langeveld et al., (2002) et Drakakaki et al., (2006), nous avons mis en évidence la 
formation d’homo et hétérodimères entre les UDP-arabinose-mutases (UAM), RGP1 et RGP2. Malgré 
le fait que les épimérases UGE4 et UXE3 soient toutes deux des protéines solubles à localisation 
cytoplasmique et golgienne, seule l’épimérase UGE4 semble former des hétérodimères associés aux 
membranes golgiennes. Alors que l’existence d’hétérodimères entre différentes isoformes de 
glycosyltransférases impliquées dans la synthèse du XyG (Chou et al., 2012), des chaînes pectiques 
HG (Atmodjo et al., 2011) et RGI (Harolth et al., 2012 ; Sogaard et al., 2012) a été récemment 
révélée, l’existence d’hétérocomplexes protéiques golgiens entre des GTs et des enzymes 
d’interconversion des sucres n’a jamais été décrite à ce jour. Les mises en œuvre des méthodologies 
de complémentation bi-moléculaire de fluorescence et/ou du système levure double hybride, ne 
nous ont pas permis de mettre en évidence ce type d’interaction. Dans ces deux approches, la fusion 
des marqueurs en position N-terminale des protéines transmembranaires de type II, MUR3 et 
ARAD1, modifie respectivement la localisation et la fonctionnalité des protéines de fusion. Le 
système Y2-H a cependant renseigné le fait que l’épimérase UXE3 ne semble pas interagir avec les 
UDP-arabinose-mutases RGP1 et RGP2. Des approches biochimiques de type co-immunoprécipitation 
pourraient être envisagées pour compléter ces données. La cartographie au sein des membranes 
golgiennes des GTs, des enzymes d’interconversion des sucres et des transporteurs, couplée à 
l’étude des interactions entre ces différents acteurs moléculaires demeure un enjeu majeur dans la 
compréhension des processus de biosynthèse des polysaccharides complexes au sein de l’appareil de 
Golgi. 

Tableau 5 : Identification d’homo et hétérodimères potentiellement impliqués dans la synthèse du XyG et 
des ramifications des chaînes pectiques RGI. Les approches Bimolecular Fluorescence Complementation (BiFC) 
et yeast two-hybrid, (Y2-H) ont été utilisées. Les couleurs rose foncé, rose clair et bleu ciel indiquent 
respectivement la détection d’homodimère, la détection d’hétérodimère et l’absence de détection de dimère.  
ARAD1, arabinan deficient 1 ; MUR3, murus 3 ; nd, dimérisation non détectée ; RGPs, reversibly glucosylated peptide ; UGE, 
UDP-Glucose-4-epimerase ; UXE, UDP-xylose-4-epimerase.  

PS Désignation 
Dimérisation 

AtMUR3 AtUGE4 

XyG 

AtMUR3 
β-1,2-Galactosyltransférase 

(Madson et al., 2003 ; Pena et al., 2004) 

oui 
(BiFC) 

nd 
(BiFC) 

AtUGE4 
UDP Glc-Epimérase 
(Barber et al., 2006) 

nd 

(BiFC) 

oui 

(BiFC) 

 AtARAD1 AtUXE3 AtRGP1 AtRGP2 

RGI 

AtARAD1 
α-1,5-Arabinosyltransférase 

potentielle (Harholt et al., 2006) 

oui 
(BiFC) 

nd 

(Y2-H) 

nd 

(Y2-H) 
nd 

(Y2-H) 

AtUXE3 
UDP-Xylose-4-épimérase 
potentielle (Seifert, 2004) 

nd 
(Y2H) 

non 
(Y2-H) 

non 
(Y2-H) 

non 
(Y2-H) 

AtRGP1 
UDP-Arabinosep-mutase (Delgado et 

al., 1998 ; Konishi et al., 2007) 

nd 
(Y2H) 

non 
(Y2-H) 

oui 
(Y2-H) 

oui 
(Y2-H) 

AtRGP2 
UDP-Arabinosep-mutase (Drakakaki 

et al., 2006) 

nd 
(Y2H) 

non 
(Y2-H) 

oui 
(Y2-H) 

oui 
(Y2-H) 
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L’ensemble de ces travaux de recherche a donné lieu à :  

6 publications dans des revues à comité de lecture : 
ACL04- Pagny et al. (2003) The Plant Journal. 33 : 189-203. 

ACL05- Follet-Gueye et al. (2003) Journal of Histochemistry and Cytochemistry. 51 : 931-940. 

ACL06- Saint-Jore Dupas et al. (2006) The Plant Cell. 18 : 3182-3200. 

ACL08- Chevalier et al. (2010) The Plant Journal. 64 : 977-989. 

ACL09- Chevalier et al. (2011) Journal of Biological Research. 16 : 212-216. 

ACL11- Driouich et al. (2012) Frontiers in Plant Science. doi : 10.3389/fpls.2012.00079. 

1 publication soumise:  

ACL17- Bernard et al. The Golgi compartmentalization of rhamnogalacturonan I associated 
epitopes and enzymes potentially involved in arabinan biosynthesis in tobacco BY-2 suspension-
cultured cells. The Plant Journal. Soumis le 18 Octobre 2013. 

1 chapitre de livre: 
OS04- Follet-Gueye et al. (2012) In Applications of Immunocytochemistry. Ed. Hesam Dehghani ISBN 

978-953-51-0229-8. pp 297-320. 

5-2-2 Implication des cellules apparentées aux cellules bordantes dans les 
interactions plante(s)-pathogène(s) 

5-2-2-1 Les cellules frontières de la racine 

Initialement caractérisées chez le pois (Hawes et al., 2000), les cellules frontières furent appelées 
cellules bordantes (ou Border cells, BCs) (Figure 13A). Les cellules frontières de type BCs sont les 
cellules périphériques de la coiffe qui se détachent individuellement en masse de la racine lorsque 
celle-ci est plongée dans l’eau (Figure 13B). En condition naturelle, le contact de l’apex avec l’eau de 
pluie ou d’irrigation entraîne le gonflement du mucilage qui entoure les cellules et ceci conduit à leur 
expulsion rapide. Au laboratoire, le Dr M. Vicré-Gibouin (2005) a montré que les cellules frontières 
des Brassicacées se distinguent des cellules bordantes précédemment décrites, du fait de leur mode 
de détachement particulier. Chez Arabidopsis thaliana, par exemple, ces cellules présentent la 
caractéristique d’être organisées en files de cellules superposées et adhérant les unes aux autres. En 
aucun cas, elles ne se dispersent en solution, de façon individuelle, comme les cellules bordantes des 
autres espèces étudiées (Vicré et al., 2005 ; Figure 13C). Afin de souligner leur organisation 
particulière, elles ont été baptisées « cellules apparentées aux cellules bordantes » (ou Border-Like 
Cells, BLCs) et non cellules bordantes (Vicré et al., 2005). Outre les plantes appartenant à la famille 
des Brassicacées, d’autres plantes d’intérêt agronomique tel le lin produisent également des BLCs 
(Driouich et al., 2011-OS03). Contrairement à ce qui a été longtemps cru, les cellules frontières 
restent vivantes et jouent un rôle clef dans l’interface sol-racine en produisant des constituants 
moléculaires spécifiques tels que des polysaccharides et de l’ADN extracellulaire (Wen et al., 2009 ; 
Durand et al., 2009-ACL07 ; Driouich et al., 2007 ; Driouich et al., 2013-ACL13). Alors que la fonction 
de défense des BCs vis-à-vis de stress biotiques et abiotiques est bien documentée (Hawes et al., 
2012), l’implication des BLCs dans les interactions plante(s)-pathogène(s) reste à démontrer.  
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Figure 13: Les cellules frontières des racines : origine et diversité morphologique. 
(A)-Schéma explicatif de l’origine des cellules frontières (D’après Bennett et al., 2010). Chez les plantes 
angiospermes dicotylédones, les initiales centrales du méristème de coiffe sont à l’origine de la columelle 
entourée des cellules latérales de coiffe produites par les initiales latérales. Au cours de leur progression vers 
l’extrémité de la racine (progression due à l’activité continue du méristème de la coiffe), les cellules de la 
columelle et les cellules latérales de la coiffe vont former l’assise la plus externe de la coiffe, les cellules 
périphériques. Au cours d’une dernière étape de différenciation, les cellules périphériques se détachent de la 
coiffe et sont libérées dans la rhizosphère. Elles sont alors appelées cellules frontières. Chez le pois (B), 
Driouich et al., 2011-OS03), les cellules frontières sont libérées individuellement dans la rhizosphère et sont 
appelées cellules bordantes (Border Cells, BCs). Chez la plante modèle Arabidopsis thaliana (C), Vicré et al., 
2005) les cellules frontières restent adhérentes les unes aux autres et à l’extrémité de la coiffe, elles sont 
appelées, cellules apparentées aux cellules bordantes (Border-Like Cells, BLCs). Barre d’échelle : 20 µm. 

5-2-2-2 Le système immunitaire végétal 

Chez les végétaux, la paroi cellulaire constitue un premier rempart vis-à-vis des stress 
environnementaux. Contrairement aux organismes animaux pour lesquels les défenses innée et 
adaptative sont régulées par des cellules dédiées (cellules dendritiques, cellules de Langherans, 
macrophages, kératinocytes, lymphocytes), cette spécialisation cellulaire n’existe pas chez les 
plantes. Ainsi toute cellule végétale peut potentiellement, au contact d’un agresseur microbien par 
exemple, développer des réactions de défense.  

La stimulation du système immunitaire végétal repose sur la reconnaissance de signaux appelés 
éliciteurs, capables d’induire la mise en place de mécanismes de défense. En 2006, Jones et Dangl 
proposent un modèle dit « en zigzag » pour décrire le fonctionnement du système immunitaire 
végétal lors d’infections par des agents microbiens pathogènes (Figure 14). En premier lieu, la 
présence du phytopathogène est détectée après pénétration à travers la paroi végétale ou via une 
blessure, suite à la perception des molécules associées aux agents microbiens, nommés Pathogen-
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Associated Molecular Patterns (PAMPs) (Zipfel et Felix, 2005) et/ou de fragments pariétaux issus de 
la cellule végétale, les DAMPs (Damage-Associated Molecular Patterns) par des récepteurs 
membranaires, les Pathogen Recognizing Receptors (PRRs). La plupart des PAMPs sont des 
oligosaccharides, des glycopeptides et des peptides. Ce premier niveau de reconnaissance déclenche 
la mise en place de l’immunité primaire appelée PTI (Pattern-Triggered Immunity) et permet de 
protéger la plante efficacement contre la plupart des invasions pathogènes. A l’échelle cellulaire, la 
PTI se traduit très rapidement (1-5min) par des flux d’ions, la dépolarisation des membranes et une 
surproduction des formes actives de l’oxygène (FAO ou Reactive Oxygen Species, ROS). Les FAO sont 
essentiellement générées par l’activité NADPH oxydase membranaire et comprennent le radical 
superoxyde (O2-), le radical hydroxyde (HO-), le peroxyde d’hydrogène (H2O2) et l’oxygène singulet 
(1O2). Une augmentation de la production de monoxyde d’azote (NO) est souvent associée à la 
production de FAO. Ces composés oxygénés interviennent dans la signalisation (activation de 
protéines de phosphorylation/déphosphorylation, Mitogen-Activated Protein Kinases, MAPKs), la 
régulation de l’expression des gènes de défense et dans le renforcement pariétal (remodelage des 
extensines pariétales) pour limiter la progression de l’agent infectieux. La PTI peut plus tardivement 
se traduire par la production de phytoalexines. Enfin, parmi les réponses cellulaires les plus tardives 
(de quelques heures à quelques jours) des dépôts de callose et des retards de croissance sont 
couramment observés (Boller et Felix, 2009 ; Millet et al., 2010).  

 

Figure 14: « Modèle en zigzag » illustrant le fonctionnement du système immunitaire végétal. Jones et Dangl, 
2006 ; Zvereva et Pooggin, 2012. 

Les plantes détectent les PAMPs microbiens via les récepteurs PRRs et mettent en place la résistance PTI. 
Secondairement, les effecteurs microbiens répriment la PTI et entraînent la susceptibilité de l’hôte (ETS). Enfin, 
les effecteurs (Avr) (en rouge) sont reconnus par des récepteurs intracellulaires de type Nod-like (Nucleotide 
oligomerisation domain) receptors, nommés NB-LRR, qui déclenchent la résistance spécifique (ETI). L’ETI 
s’accompagne souvent de la réaction hypersensible (ou hypersensitive response, HR) et de la résistance 
systémique acquise. L’apparition de souches microbiennes capables de s’opposer à l’ETI et de restaurer l’ETS 
chez la plante peut alors avoir lieu. Dans ce cas, les plantes s’adaptent en générant de nouvelles protéines de 
défense (nouveaux récepteurs NB-LRR) capables de reconnaître ces nouveaux effecteurs et de restaurer l’ETI. 
Ce dialogue moléculaire qui se déroule lors de l’infection des plantes par un pathogène est parfois décrit sous 
la dénomination de réponse « gène pour gène ». 

Avr, Facteur d’Avirulence; ETI, Effector-Triggered Immunity, ETS, Effector-Triggered Susceptibility, HR, Hypersensitive 
response; PAMPs, Pathogen-Associated Molecular Patterns; PRRs, Pattern Recognition Receptors; PTI, PAMP-Triggered 
Immunity. 

Certains phytopathogènes contournent l’immunité primaire en sécrétant des effecteurs (facteurs de 
virulence) qui en s’opposant à la PTI favorisent l’infection. Ces facteurs de virulence sont parfois 
considérés comme des éliciteurs spécifiques (Figure 14) et sont de nature protéique. Cette phase, où 



Habilitation à Diriger des Recherches- ML. FOLLET-GUEYE.  

 
54 

les effecteurs microbiens inhibent la PTI, est appelée ETS (Effector-Triggered Susceptibility) puisque la 
plante devient sensible. Des récepteurs cytoplasmiques, nommés protéines de résistance R ou NB-
LRR (Nucleotide Binding-Leucine Rich Repeat), peuvent alors être synthétisés. La reconnaissance des 
facteurs de virulence par ces nouveaux récepteurs intracellulaires déclenche un second niveau 
d’immunité ou immunité secondaire plus spécialisée: l’ETI (Effector-Trigerred Immunity). Les 
effecteurs qui déclenchent l’ETI sont alors qualifiés de facteurs d’avirulence (Avr). Les réponses 
immunitaires primaire, PTI et secondaire, ETI se caractérisent par des réponses cellulaires semblables 
avec toutefois des intensités de réponse plus importantes lors de la réponse immunitaire spécialisée 
de type ETI. La PTI et l’ETI peuvent conduire à la réaction hypersensible (Hypersensitive reaction, HR).  

La HR correspond à une mort cellulaire programmée des cellules localement sur le lieu de l’infection, 
ce qui permet de confiner l’agent infectieux dans une zone restreinte. De plus, ces cellules émettent 
des signaux permettant d’induire une résistance vis-à-vis du pathogène dans la zone adjacente à 
l’infection. Il s’agit de la résistance locale acquise (Local acquired resistance, LAR). Puis, de façon plus 
globale, des signaux sont émis dans les tissus non infectés, c’est la résistance systémique acquise 
(SAR). L’établissement de la SAR fait intervenir comme molécule signal des phytohormones dont 
l’acide salicylique (Salicylic acid, SA). Une autre voie, indépendante de l’AS, appelée résistance 
systémique induite (Induced systemic resistance, ISR) est régulée par deux autres phytohormones, 
l’acide jasmonique et l’éthylène. 

La réponse immunitaire primaire induite par les PAMPs et les DAMPs peut aussi être activée par des 
motifs moléculaires issus de microorganismes bénéfiques, ces éliciteurs microbiens sont nommés 
Microbe-Associated Molecular Patterns (MAMPs) (Zipfel et al., 2006). L’usage des MAMPs et dans 
une moindre mesure des DAMPs, comme agents de bio-contrôle destinés à prémunir la plante 
contre l’invasion de pathogène, fait l’objet de nombreux travaux (Henry et al., 2012). Outre les 
éliciteurs microbiens d’origine pathogène ou non, des éliciteurs biologiques, isolés d’algues ou de 
crustacés (Fliegmann et al., 2004) et des éliciteurs chimiques (Hong et al., 1999) peuvent également 
induire une réponse immunitaire primaire. Un des enjeux de la recherche en physiologie immunitaire 
végétale repose actuellement sur l’identification de nouveaux éliciteurs utilisables en agriculture 
pour palier à l’usage des pesticides (Henry et al., 2012 ; Figure 15). 

 

Figure 15: Diversités des éliciteurs. Henry et al., 2012. 
(A), Les éliciteurs généraux sont impliqués dans l’immunité innée primaire. Ils comprennent les produits 
phytopharmaceutiques, les profils moléculaires associés aux agents microbiens non pathogènes (Microbe-Associated 
Molecular Patterns, PAMPs), les profils moléculaires associés aux dommages (Damage- Associated Molecular Patterns, 
DAMPs), et les profils moléculaires associés aux pathogènes (Pathogen-Associated Molecular Patterns, PAMPs). (B), Les 
éliciteurs spécifiques ou effecteurs sont formés par les pathogènes et induisent l’immunité secondaire uniquement chez les 
plantes possédant le gène de résistance correspondant. 
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5-2-2-3 Réponses des BLCs du lin : Linum usitatissimum à une élicitation 

Dans l’axe agronomique des recherches menées au laboratoire (axe 2), je porte actuellement avec le 
Dr M. Vicré-Gibouin le projet qui vise à mettre en évidence la fonction des BLCs dans les interactions 
plante(s)-pathogène(s) (Figure 2). Dans ce cadre, j’ai co-encadré le stage de master 2 de Rim Jaber de 
septembre 2011 à juillet 2012. Au cours de ces travaux, la caractérisation morphologique des BLCs du 
lin et les réponses possibles des BLCs à des éliciteurs fongiques et bactériens ont été successivement 
étudiées.  

La caractérisation morphologique des BLCs de lin, réalisée par MO et MET (Figure 16), confirme une 
organisation en files de cellules adhérentes à l’apex racinaire similaire à celle décrite chez les 
Brassicacées et plus spécifiquement chez A. thaliana (Vicré et al. 2005 ; Driouich et al., 2007). Les 
observations d’apex racinaires de lin par microscopie confocale ont permis de distinguer trois 
populations de cellules : les BLCs centrales (BLCc) de forme arrondie, les BLCs latérales (BLCl) 
allongées et les paquets de BLCs filamenteuses (BLCf) éloignées de la pointe racinaire. La différence 
morphologique entre les trois populations cellulaires résulte probablement de leur origine distincte. 
Les BLCc sont probablement issues de la columelle, tandis que les BLCl et BLCf dériveraient des 
cellules latérales de coiffe. Les études ultrastructurales des BLCc et des BLCl ont été essentielles pour 
approfondir nos connaissances à propos de ces deux types cellulaires. Ces analyses ont montré que 
les BLCc présentent un cytoplasme très dense et riche en organites. Elles contiennent de nombreuses 
mitochondries et possèdent un appareil de sécrétion bien développé (réticulum endoplasmique, 
empilements golgiens et vésicules de sécrétion), comparativement aux BLCl dont le cytoplasme est 
pauvre en organites et poussé vers la membrane plasmique par une énorme vacuole. Ces données 
ultrastructurales suggèrent un rôle possible des BLCs proches de la coiffe dans la protection du 
méristème racinaire lors de stress biotiques ou abiotiques. 

 
Figure 16: Morphologie cellulaire et subcellulaire des BLCs de lin et réponse à une élicitation bactérienne.  

Des apex racinaires de plantules de lin âgées de 5 jours ont été observés en microscopie optique (A, B). Alors 
que les BLCc arrondies et les BLCl allongées sont localisées à proximité de la pointe racinaire, les BLCf sont 
éloignées de l’apex. Les BLCc observées en MET (C) présentent un cytoplasme riche en mitochondries, 
réticulum endoplasmique et empilements golgiens. L’immunomarquage d’épitopes associés aux extensines par 
l’anticorps LM1 a été réalisé à la surface des BLCc et BLCl avant (D) et après élicitation par le peptidoglycane 
(E). Les microdomaines hypothétiques observés chez le témoin (D) ont tendance à s’étendre après élicitation 
(E). BLC, Border-Like Cell ; BLCc, BLC centrales ; BLCf, BLC filamenteuses ; BLCl, BLC latérales ; C, coiffe ; G, Golgi ; m, 
mitochondrie ; RE, réticulum endoplasmique ; TGN, réseau trans golgien ; barres d’échelle  : A, D et E, 100 µm ; B, 20 µm ; C, 
0.1µm. 
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Afin de déterminer si les BLCs de lin sont impliquées dans la défense racinaire, nous avons tout 
d’abord examiné la production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS), dans les BLCs suite à une 
élicitation par des molécules bactériennes (peptidoglycane, PGN ; flagelline 22, flg22) ou fongiques 
(acide fusarique, AF). Cette analyse a été menée par une approche cytochimique à l’échelle de la 
microscopie confocale à balayage laser via l’utilisation de sondes fluorescentes spécifiques des ROS, 
Singlet Oxygen Sensor Green, SOSG (Flors et al., 2006) et 5,6-chloromethyl-2’,7’-
dichlorodihydrofluorescein-diacetate, CM-H2DCFDA (Kristiansen et al., 2009). Ces études ont montré 
que les BLCs de lin sont capables de produire des ROS en réponse à ces différents éliciteurs. Les BLCs 
centrales entourant la pointe racinaire, répondent avant les BLCs latérales. Pour déterminer si les 
BLCs sont impliquées dans la mise en place de mécanismes de défense à plus long terme, nous avons 
exploré la distribution des extensines à la surface des parois cellulaires par une approche 
immunocytochimique (Figure 16D, 16E). En l’absence d’élicitation, l’immunolocalisation des 
extensines (anticorps monoclonal LM1, Leeds Monoclonal 1, Plante Probes) montre une organisation 
particulière de ces glycoprotéines en microdomaines hypothétiques au niveau de la paroi des (BLCc 
et BLCl) de lin. Cette distribution des épitopes reconnus par l’anticorps LM1 est sensiblement 
modifiée en réponse à l’élicitation, où aux microdomaines pariétaux précédemment décrits, 
s’ajoutent des plages fluorescentes plus étendues. Ces résultats suggèrent une réorganisation des 
extensines au sein des parois des BLCs permettant une modification des propriétés mécaniques de la 
paroi. En effet, ces protéines pariétales offrent une résistance mécanique accrue aux cellules en 
inhibant la progression de l'agent pathogène (Xie et al., 2012). La présence d’extensines dans la paroi 
des BLCs de lin, cellules situées à l’interface racine-rhizosphère, suggère leur implication dans la 
défense contre des attaques par des pathogènes. L’ensemble de ces éléments indique que les BLCs 
mettent en place des mécanismes de défense ne se limitant pas à la production de ROS. 

L’ensemble de ces travaux de recherche a donné lieu à :  

4 articles dans des revues à comité de lecture: 
ACL07- Durand et al. (2009). Plant Physiology. 150 : 1411–1421. 

ACL12- Cannesan et al. (2012). Plant Physiology. 159(4) : 1658-70. 

ACL13- Driouich et al. (2013). Root border cells and secretions as critical elements in plant host 
defense. Current Opinion in Plant Biology. 16 : 489-495.  

ACL16- Plancot et al. (2013). Plant Physiology. In press. 

1 chapitre de livre : 
OS03- Driouich et al. (2011). Unity is strength : the power of border cells and border-like cells in 

relation with plant defense. In Secretions and Exudates in Biological Systems, Signalling and 
Communication in Plants. Springer-Verlag Berlin Heidelberg. pp 97-107. 

Depuis le 1er Octobre 2012, ce travail se poursuit dans le cadre de la thèse de Rim Jaber que je co-
dirige avec le Pr JC Mollet. Cette thèse intitulée « Sélection de nouvelles substances naturelles de 
défense des plantes (SDP) et caractérisation des réponses moléculaires » bénéficie d’un financement 
régional via le GRR VASI. Suite à un premier criblage de 2500 composés naturels d’origine végétale 
issus d’une chimiothèque, 5 molécules ont été retenues pour leurs effets éliciteurs observés sur des 
suspensions cellulaires de tabac et des plantules d’Arabidopsis. Au cours de cette thèse, la 
stimulation des mécanismes de défense par ses 5 composés est étudiée chez deux variétés de lin, 
l’une tolérante et l’autre sensible à l’agent fongique pathogène Fusarium oxysporum. Dans un 
premier temps, une détection des marqueurs de défense induits par l’élicitation est conduite. Elle 
consiste tout d’abord à déterminer si les 5 molécules retenues induisent 1) la production de ROS 
chez des plantules de lin (au niveau des racines, BLCs et feuilles), et 2) le renforcement des parois 
cellulaires via des dépôts de callose, de lignine et un remodelage des extensines. Ces différentes 
phases sont appréhendées par des approches cytochimiques ou immuno-cytochimiques en 
microscopie confocale à balayage laser et MET (PRIMACEN). Sur les molécules entrainant une 
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réponse des plantules de lin, des analyses d’expression des gènes de défense PR (pathogenesis 
related genes) sont réalisées par une approche qPCR après extraction des ARN dans les différents 
organes (racines, tiges et feuilles). Enfin des analyses du profil protéique sont effectuées par 
électrophorèse bidimensionnelle et les spots sont analysés par protéomique afin de déterminer si 
l'élicitation a induit la production des protéines PRs (pathogenesis related proteins) (plate-forme de 
Protéomique PISSARO, GRR CBS, IRIB).  

5-2-3 Glycomolécules végétales et immunité cutanée en lien avec l’écologie 
microbienne de la peau 

Cette composante de mes activités de recherche a débuté en décembre 2010 avec le programme 
« SkinOFlor » labellisé par le pôle de compétitivité de la Cosmetic Valley. Ce programme intitulé 
« Produits Cosmétiques Bio-actifs en lien avec l’Ecologie Microbienne de la peau » a réuni 5 
partenaires : 2 partenaires du secteur public universitaire, les laboratoires Glyco-MEV et LMSM 
(Laboratoire de Microbiologie du Froid, Signaux et Microenvironnement) de l’Université de Rouen, et 
3 partenaires du secteur privé, les laboratoires dermatologiques Uriage (LDU, Courbevoie, porteur du 
projet), les entreprises Bio-EC (Longjumeau) et Bio-Europe du Groupe Solabia (Anet). 

Cette activité de recherche a été réalisée au cours de la thèse du Dr Giuseppe Percoco avec le 
soutien d’un ingénieur d’étude en microscopie (Y. Ramdani, CDD 2.5 ans) et du Dr Magalie Bénard 
(PRIMACEN, service de microdissection laser et analyses qPCR). 

5-2-3-1 Structure de la peau 

La peau est le plus grand organe de l’organisme jouant un rôle majeur de protection vis à vis des 
stress biotiques et abiotiques de l’environnement. Elle est constituée de 3 couches tissulaires 
distinctes superposées : l’hypoderme, le derme et l’épiderme. La plupart des fonctions protectrices 
de la peau est assurée par l’épiderme (Figure 17).  

L’épiderme, la couche la plus externe de la peau, est un épithélium pavimenteux stratifié kératinisé 
composé essentiellement de cellules appelées kératinocytes (Figure 17). Au sein de l’épiderme, 
d’autres types cellulaires sont également présents, tels que les mélanocytes, les cellules de Merkel, 
les cellules de Langherans et occasionnellement les cellules T cytotoxiques CD8+ (Nestle et al., 2009). 
L’épiderme, dont l’épaisseur peut varier de 60 à 120 μm, est constitué de quatre couches cellulaires 
superposées, caractérisées par leur position, leur morphologie et leur degré de différenciation : la 
couche basale ou stratum basale (SB), la couche épineuse ou stratum spinosum (SP), la couche 
granuleuse ou stratum granulosum (SG) et la couche cornée ou stratum corneum (SC). Il est admis 
que les kératinocytes migrent de la couche basale vers la couche épineuse puis vers la couche 
granuleuse, en changeant de forme et en synthétisant des fibres de kératine spécifiques, d’autres 
protéines telles que la filaggrine et l’involucrine et des lipides. Au sein de la couche superficielle de la 
peau, la couche cornée, les kératinocytes alors appelés cornéocytes, ont atteint le stade ultime de 
différenciation. Les cornéocytes sont des cellules mortes anuclées dont le cytoplasme est constitué 
principalement d’une matrice fibreuse riche en kératine et filaggrine. Les cornéocytes sont ensuite 
éliminés par le processus de desquamation et remplacés continuellement par des cellules de la 
couche inférieure. Ce programme de différenciation a une durée d’environ 30 jours. 
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Figure 17: Structure de l’épiderme. Denecker et al., 2008. 
L’épiderme est un épithélium stratifié. Les kératinocytes, le type cellulaire le plus représenté, se différencient 
en migrant de la couche basale vers la couche épineuse, puis vers la couche granuleuse en synthétisant des 
protéines marqueurs de la différenciation telles que la filaggrine et l’involucrine et des lipides. Le stratum 
corneum, couche la plus superficielle de la peau, est caractérisé par la présence de cellules mortes, appelées 
cornéocytes, qui sont enveloppées dans une matrice extracellulaire de nature hydrophobique constituée par 
des protéines, telles que l’involucrine et la loricrine, liées à des lipides tels que les céramides, les acides gras et 
le cholestérol. 

5-2-3-2 Les propriétés «barrières» de la peau et la défense innée 

La peau, organe le plus superficiel de l’organisme, constitue la première zone d’interaction avec 
l’environnement. Parmi les fonctions « barrières » de la peau, on distingue classiquement les notions 
de « barrière biophysique » et de «barrière biologique». La première est assurée essentiellement par 
la couche cornée, alors que la seconde implique l’ensemble des assises épidermiques. La fonction de 
«barrière biologique» cutanée recouvre des processus biochimiques se déroulant au sein des espaces 
intercornéocytaires et des processus immunitaires combinant des mécanismes de défense innée et 
adaptative.  

Chez les vertébrés, les défenses innée et adaptative, agissent de manière synergique afin de 
combattre avec succès une infection ou une blessure (Figure 18). Le système inné est caractérisé par 
une réponse primaire et rapide capable de reconnaître des molécules associées aux agents 
microbiens, nommées Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPs). Ces PAMPs sont reconnus 
par des récepteurs Pathogen Recognizing Receptors (PRRs) cytoplasmiques (Nod-like receptors, 
NLRs ; Fritz et al., 2006 ; Franchi et al., 2009) ou membranaires (toll-like receptors, TLRs ; Medzhitov 
et al., 1997 ; Rock et al., 1998). Les récepteurs TLR 1 à 6 et le TLR 9 sont exprimés dans les 
kératinocytes. Ce sont des glycoprotéines transmembranaires assurant un rôle essentiel dans 
l’immunité innée. En réponse à une invasion virale, bactérienne, fongique ou parasitaire, l’interaction 

entre les récepteurs TLRs et les PAMPs conduit à la production de peptides antimicrobiens (PAMs ; -
défensines, dermicidine, psoriasine, RNase7, cathélicidine) et de médiateurs de l’inflammation 
(cytokines : interleukines, IL ; chimiokines ; facteurs de croissance ; interférons , IFNs ; facteurs de 
nécrose tumorale, TNF). Les PAMs, en plus de leur action antimicrobienne directe, ont des propriétés 
chimiotactiques vis-à-vis des autres éléments de l’immunité innée, notamment les cellules 
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dendritiques ou les phagocytes, mais aussi vis-à-vis des cellules T (Yang et al., 1999 ; Yang et al., 
2002). L’immunité adaptative est caractérisée par une réponse plus lente mais aussi la spécificité de 
reconnaissance et la mémoire. Bien que différents, ces deux systèmes collaborent étroitement.  

 
Figure 18: Interaction entre les immunités innée et adaptative en réponse à une infection bactérienne de la 
peau. Clarke et Kupper, 2005. 
Lors d’une infection bactérienne, les kératinocytes produisent des PAMs, des chimiokines et des cytokines. 
Suite à cet évènement, le tissu endothélial est activé, avec une migration des cellules T et des leucocytes dans 
la peau. Ces facteurs peuvent aussi activer les phagocytes ou stimuler la migration des cellules dendritiques 
vers les ganglions lymphatiques pour la présentation de l’antigène exogène. Au niveau des ganglions 
lymphatiques, les cellules T mémoire sont activées et peuvent se différencier en cellules T cytotoxiques CD8 qui 
migrent sur le site de l’inflammation. Elles peuvent aussi se différencier en cellules T helper CD4 responsables 
de l’activation des cellules B, en induisant la production d’anticorps.  

5-2-3-3 Convergence des systèmes de défense innée animaux et végétaux 

La fonction barrière de la peau implique en premier lieu des réactions de défense innée dont les 
mécanismes moléculaires sont comparables à ceux mis en place lors de la PTI chez les plantes. Chez 
les mammifères comme chez les plantes la réponse immune innée vise à limiter la progression du 
pathogène. Dans les deux systèmes, la reconnaisssance des PAMPs par des récepteurs membranaires 
de type LRRs (Leucine rich repeat receptors) entraîne l’activation de la voie des MAP (mitogen-
associated protein)-kinases, la production d’espèces réactives de l’oxygène, des flux de calcium, 
l’activation de facteurs de transcription et la production de PAMs (Figure 19). Ces similitudes 
peuvent s’expliquer par une évolution convergente des mécanismes de défense innée entre les 
organismes végétaux et animaux (Ausubel, 2005 ; Maekawa et al., 2011). Basée sur ce constat de 
l’existence d’un paraléllisme des mécanismes de défense innée chez les plantes et les animaux, l’idée 
d’explorer les effets de molécules élicitrices in planta de type DAMPs (polysaccharides pariétaux et 
fragments associés) sur la défense innée cutanée constitue une approche intéressante pour identifier 
de nouvelles molécules végétales aptes à renforcer les fonctions de barrière biologique de la peau. 
Les composés pectiques contenant des résidus rhamnose (chaînes pectiques RGI et RGII) pourraient 

ainsi être des molécules candidates. En effet, les résidus d’-L-Rhamnose sont capables d’induire 
l’expression des gènes impliqués dans la synthèse du collagène chez les fibroblastes en culture 
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(Ravelojaona et al., 2008). Par ailleurs, il a été montré que les protéoglycanes de la paroi, les AGPs 
peuvent faciliter la cicatrisation en induisant la prolifération des kératinocytes en culture (Zippel et 
al., 2009). C’est dans ce contexte, que l’implication du laboratoire dans le projet SkinOFlor a été 
générée. 

 

Figure 19: Récepteurs membranaires et intracellulaires impliqués dans la réponse immune innée chez les 
mammifères et les plantes. Ausubel, 2005. 

Les PAMPs sont reconnus par des récepteurs transmembranaires, les TLRs et les récepteurs doués d’activité 
kinases respectivement des cellules animales et végétales. Alors que les récepteurs intracellulaires des cellules 
de mammifères peuvent également interagir avec des PAMPs et/ou des DAMPs, les récepteurs intracellulaires 
des cellules végétales sont spécialisés dans la reconnaissance des facteurs de virulence produits par les agents 
microbiens lors de l’ETS. 

CLR, CATERPILLER proteins (aussi appelées Nod proteins) ; CC, coiled-coil; ETS, Effector-triggered Susceptibility ; LRR, Leucine 
Rich Repeat ; NBS, nucleotide binding segment ; TIR, Toll–interleukin 1 (IL-1) receptor ; TLR, Toll-like receptor. 

5-2-3-4 Impact de glycomolécules sur l’expression cutanée des gènes de défense innée en lien avec 
le microbiome 

L’impact de biomolécules de nature polysaccharidique d’origine végétale (Rhamnogalacturonane II 
extrait de feuilles de tabac) ou issus de fermentation bactérienne (« Téflose », polysaccharide 
anionique riche en rhamnose, glucose et acide glucuronique, produit par le laboratoire Bio-Europe), 
sur les fonctions barrières de la peau suite à l’exposition à trois germes bactériens a été exploré. Les 
bactéries cutanées ciblées dans ce projet sur la base de leur représentativité et de leur rôle clé au 
sein du microbiome cutané sont deux coques à Gram +, Staphylococcus epidermidis et 
Staphylococcus aureus, et un bacille à Gram -, Pseudomonas fluorescens. 

Une analyse transcriptomique, au niveau des différentes couches épidermiques, des gènes liés à 
l’immunité innée a été réalisée. Cette étude, accomplie grâce à l’utilisation de la microdissection 
laser couplée à la PCR quantitative en temps réel (quantitative Polymerase Chaine Reaction, qPCR) 
(Figure 20), a été réalisée à partir d’explants de peau humaine maintenus en survie et fournis par le 
laboratoire Bio-EC. Ces explants ont été exposés à l’un des trois germes bactériens présélectionnés 
par le laboratoire LMSM (S. epidermidis, S. aureus ou P. fluorescens). Nous avons également étudié à 
l’échelle subcellulaire les caractéristiques morphologiques de la peau. De plus, des analyses 
immunocytologiques des mécanismes de défense en lien avec l’exposition bactérienne, ont été 
conduites par microscopie optique à épifluorescence et par microscopie électronique à transmission 
(MET). Enfin, l’effet des glycomolécules sélectionnées sur l’expression des gènes codant les PAMs et 
les cytokines pro-inflammatoires a été examiné. 
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Figure 20 : Isolement par microdissection laser de fractions épidermiques enrichies en cellules des couches 
basale et granuleuse. Percoco et al., 2012-ACL10. 
Des coupes d’explants de peau fixés sont réalisées au cryostat et colorées par l’hématoxyline-éosine avant 
d’être traitées par microdissection laser. Coupe transversale d’explant de peau avant (A) et après (B) 
microdissection laser. 
d, dermis; SB, stratum basale ; SC, stratum corneum; SG, stratum granulosum ; Barre d’échelle: 50 µm. 

 

Les analyses par qPCR couplée à la microdissection laser ont permis d’établir des profils d’expression 
génique au sein des différentes couches de l’épiderme. Les gènes codant les protéines structurales 

intégrine-4/intégrine-6 et filaggrine-2/cornéodesmosine ont été choisis comme « marqueurs » des 
fractions enrichies respectivement en kératinocytes des couches basale et granuleuse. Dans les 
conditions témoins (sans exposition aux germes bactériens), nous avons montré que les niveaux de 
transcrits correspondant aux PAMs (psoriasine, bêta-defensines humaines hBD2 et hBD3, RNAse7), 
aux récepteurs TLR2 et Nod1 sont significativement plus élevés au sein des couches les plus 
superficielles de la peau. Pour d’autres gènes codant pour les récepteurs TLR5 et Nod2, aucune 
différence d’expression au sein de l’épiderme n’a été observée. En présence des agents bactériens 
(déposés à la surface des explants maintenus en survie), les analyses microscopiques montrent 
l’absence de pénétration des bactéries dans la partie vivante de l’épiderme. Aucune bactérie n’est 
observée au-delà du stratum corneum disjunctum. Cependant, la présence des agents bactériens à la 
surface de l’épiderme, induit des altérations morphologiques au sein des kératinocytes de la couche 
basale (Figure 21A) et modifie l’expression des gènes de défense innée dans tout le tissu 
épidermique (Figure 21B). Alors que les gènes codant les PAMs hBD2 et hBD3 sont sur-exprimés dans 
les fractions épidermiques enrichies en kératinocytes du SG, l’expression des gènes codant les 

interleukines IL1 / et IL6 est augmentée dans les fractions épidermiques issues de la couche basale 
(Figure 21B). Récemment Lai et al. (2010) ont montré que S. epidermidis peut secréter des molécules 
de faible masse moléculaire (inférieure à 10 kDa). Ces molécules, via leur interaction avec le 
récepteur TLR2, contribuent à renforcer l’expression des gènes codant pour les PAMs, notamment 

lesdéfensines hBD2 et hBD3. Les données obtenues dans ce travail de thèse, suggèrent que de 
façon similaire à ce qui a été décrit pour S. epidermidis, S. aureus et P. fluorescens pourraient 
produire des molécules, de petite taille, capables de pénétrer vers la couche granuleuse où elles 
seraient reconnues par des récepteurs de types TLRs.  
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Figure 21 : Analyses morphologiques par microscopie électronique à transmission et profil d’expression des 
gènes de défense cutanée par qPCR couplée à la microdissection laser. 
(A), Noyau intact au sein d’un kératinocyte de la couche basale. (B), noyau à chromatine condensée au sein 
d’une cellule du SB après 96 h de contact avec S. epidermidis (10

7
 bacteries/cm

2
).  

(C), Les agents bactériens (S. epidermidis ou S. aureus ou P. fluorescens) sont déposés à la surface d’explants de 
peau en survie (10

7
 bacteries/cm

2
). Deux fractions épidermiques enrichies en kératinocytes des couches basale 

et granuleuse sont isolées par microdissection laser au moment de l’infection (0h) et 48 h après le contact 
bactérien. L’expression des gènes de défense cutanée de type inné au sein de ces deux fractions est ensuite 
analysée par q-PCR.  
C, cytoplasme; N, noyau; Nu, nucléole. Barre d’échelle: A, 1 µm; B, 0.5 µm; SG, stratum granulosum; SP, stratum spinosum; 
SB, stratum basale. 

Le traitement des explants par le polymère pectique RGII ne modifie pas les profils d’expression des 
gènes de défense étudiés. L’immunolocalisation d’épitopes associés à ce composé pectique montre 
que le RGII, bien que de faible masse moléculaire (environ 5 kDa), reste à la surface de l’explant. Ceci 
pourrait expliquer l’absence de modulation de l’expression génique. En perspective, il serait 
envisageable de prolonger le temps d’incubation de l’explant avec une solution aqueuse contenant 
du RGII afin de favoriser la pénétration de la glycomolécule vers l’épiderme vivant. De plus, le RGII 
n’altère pas la croissance des bactéries S. epidermidis et S. aureus. En revanche, une augmentation 

de l’expression des gènes codant pour les -défensines hBD2 et hBD3 a été observée en traitant les 
explants avec des souches bactériennes de S. epidermidis et P. fluorescens pré-incubées avec du RGII 
à une concentration de 50 μg/mL. Ces résultats sont très similaires à ceux observés lors de la pré-
incubation de ces germes avec le « Téflose » à une concentration de 0.01%. Ces pré-incubations 
pourraient avoir augmenté la production des PAMPs par les bactéries et par conséquent la réponse 
défensive des cellules cutanées. L’étude des propriétés d’adhésion des bactéries et de leur virulence 
en présence du RGII aiderait à la compréhension de ces observations. 

 



Habilitation à Diriger des Recherches- ML. FOLLET-GUEYE.  

 
63 

L’ensemble de ces travaux de recherche a donné lieu à :  

3 publications dans une revue à comité de lecture : 
ACL10- Percoco et al. (2012). Experimental Dermatology. 21 : 531–534. 

ACL14- Percoco et al. Experimental Dermatology. In press. 

ACL15- Mijouin et al.PLOS ONE. In press. 

2 articles de vulgarisation : 
-Follet-Gueye et al. (2011). « Cryomicroscopie : un autre regard sur la vie cellulaire ». Communiqué 

Focus Recherche Cosmetic Valley, n°7, Janv-Févr2011. 

-Follet-Gueye et al. (2013). « La microdissection laser de la peau : un nouvel outil d’objectivation 
dermocosmétique ». Communiqué Focus Recherche Cosmetic Valley, in press. 
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Les recherches du laboratoire GlycoMEV s’orientent actuellement vers deux axes : 1-« la santé des 
plantes » (stimulation de l’immunité végétale pour l’amélioration des stratégies de défense des 
plantes) et 2-« la santé humaine » (production de protéines thérapeutiques dans des organismes 
végétaux et applications dermocosmétiques de glycomolécules végétales).  

Ainsi, s’appuyant sur de solides compétences scientifiques et techniques concernant la 
caractérisation structurale et fonctionnelle des glycomolécules végétales de la matrice 
extracellulaire, un des objectifs des recherches menées au laboratoire vise à mieux cerner leurs 
effets biologiques et leur mécanisme d’action.  

Les deux axes principaux de recherche que je souhaite développer, en collaboration avec les autres 
membres du laboratoire impliqués dans ces thématiques, s’intègrent dans cette perspective et 
consisteront à : 
 
1-Evaluer l’impact des polysaccharides et protéoglycanes pariétaux et plus particulièrement des 
Arabinogalactanes protéines (AGPs) lors des interactions plante(s)-microorganisme(s) au sein de la 
rhizosphère. 

2-Déterminer les effets de peptides et glycopetides végétaux, dont les AGPs, dans le renforcement 
de la barrière cutanée. 

6-1 Glycomolécules pariétales et signalisation 

La matrice extracellulaire végétale, riche en polysaccharides, glycoprotéines et protéoglycanes (cf. § 
5-2-1-2), représente une source considérable de biomolécules. Depuis très longtemps, les composés 
pariétaux sont utilisés en tant que matière première dans l’industrie textile et papetière, du bois de 
construction, des agents texturants, etc… . Plus récemment, de nombreuses recherches centrées sur 
la valorisation des constituants pariétaux dans l’industrie des biocarburants ont été menées (Gomez 
et al., 2008 ; Vanholme et al., 2012).  

Lors du développement des végétaux, il est admis que la paroi cellulaire contrôle les processus de 
croissance et de différenciation (Cosgrove, 2005) et assure également une fonction de protection vis-
à-vis des stress environementaux (Nüshe, 2012). Outre l’action purement mécanique ou physique 
des composants pariétaux, ces derniers peuvent agir en tant que signaux moléculaires in planta ou 
dans l’environnement biotique proche.  

6-1-1 Les oligogalacturonides (OGs) 

Les composés pectiques et plus spécifiquement les homogalacturonanes constituent la catégorie de 
molécules pariétales dont les fonctions de signalisation ont été clairement démontrées. Dès 1981, 
Hahn et al., montrent l’effet éliciteur d’extraits pectiques enrichis en homogalacturonanes (HG) se 
traduisant par l’accumulation de phytoalexines chez le soja. Ces extraits contiennent des fragments 
d’HG de degré de polymérisation compris entre 10 et 15 unités d’acide galacturonique, les 
oligogalacturonides (OGs), considérés comme des éliciteurs endogènes ou DAMPs (Damage-
Associated Molecular Patterns). Lors d’attaques de pathogènes, les OGs sont libérés après 
dégradation des HG par des polygalacturonases microbiennes (Cervone et al., 1989) ou endogènes 

6 – Projet de recherche 
 



Habilitation à Diriger des Recherches- ML. FOLLET-GUEYE.  

 
66 

(Orozco-Cardenas and Ryan, 1999) et stimulent alors la défense chez de nombreuses plantes (Aziz et 
al., 2004 ; Ferrari et al., 2007). Comme les éliciteurs microbiens (MAMPs et PAMPs), les OGs 
induisent la production de ROS et des dépôts pariétaux de callose (Galletti et al., 2008) ainsi que 
l’expression de gènes de défense via l’activation de MAPKs (Galletti et al., 2011 ; Ferrari et al., 2013). 
Par ailleurs, en l’absence d’attaques par des agents pathogènes, les OGs sont également produits par 
des polygalacturonases endogènes, et contrôlent la croissance cellulaire. Les OGs sont alors décrits 
comme des molécules antagonistes des auxines (Branca et al. 1988 ; Spiro et al., 2002 ; Savatin et al., 
2011). Des protéines de la membrane plasmique initialement identifiées pour leur capacité à lier les 
acides polygalacturoniques appelés Wall-associated kinases (WAKs) (Anderson et al., 2001; Decreux 
and Messiaen, 2005), ont été préssenties comme des récepteurs des OGs. Le génome d’Arabidopsis 
comporte 5 gènes codant des protéines WAKs (WAK1-5 genes) et 22 gènes codant des protéines 
apparenteés aux WAKs (WAKL, Wall associated-like genes) (Verica et al., 2003). Ces protéines 
possèdent un segment Nt extracellulaire et un segment Ct cytosolique à activité kinase. La protéine 
AtWAK1 a été caractérisée comme le récepteur d’OGs impliqué dans l’immunité végétale induite lors 
d’attaque par des phytopathogènes (Decreux and Messiaen, 2005 : Ferrari et al., 2013).  

6-1-2 Les arabinogalactanes protéines (AGPs) 

Chez les végétaux, les arabinogalactanes protéines (AGPs) sont impliquées dans de nombreux 
processus physiologiques en relation avec la croissance, le développement et la différenciation (Gao 
et Showalter, 2000 ; Mollet et al., 2002 ; Seifert and Roberts, 2007 ; Nguema-Ona et al., 2012). Bien 
que les mécanismes cellulaires d’action des AGPs ne soient pas aussi bien caractérisés que ceux des 
fragments pectiques OGs, les AGPs sont indéniablement des molécules pariétales à activité 
biologique importante. Depuis plus de 10 ans, tout d’abord au sein de l’équipe « Polysaccharides et 
AGPs » crée par le Pr A. Driouich (Laboratoire Glycobiologie et Transport chez les végétaux, UMR 
6037), puis actuellement au sein du laboratoire GlycoMEV, nous travaillons sur les analyses 
structurale et fonctionnelle des AGPs. 

6-1-2-1 Structure moléculaire des AGPs 

Les AGPs sont des protéoglycanes de la famille des HRGPs à structure glycannique complexe 
représentant 90 à 98 % de leur masse moléculaire (Figure 22). La composition osidique des glycanes 
varie suivant les AGPs, les organes végétaux ou les espèces considérées. Les AGPs sont 
principalement O-glycosylées et la partie glycannique est le plus souvent liée à la partie protéique via 
des résidus hydroxyproline par des arabinogalactanes de type II. Ces chaînes sont constituées de 
résidus β-(1,3)-galactane et β-(1,6)-galactane substituées par des résidus arabinose. Il existe une très 
grande variabilité dans la composition des chaînes glycanniques pouvant également contenir 
d’autres monosaccharides comme l’acide glucuronique, le D-fucose, le L-rhamnose ou le D-xylose. 
Les AGPs peuvent également être N-glycosylées sur des résidus asparagine. La partie protéique qui 
représente uniquement 2 à 10 % de la masse des AGPs, est riche en résidus hydroxyproline (Hyp)/ 
proline (Pro), alanine (Ala), sérine (Ser) et thréonine (Thr) avec des unités répétitives Ala-Hyp, Ser-
Hyp, Thr-Hyp, Val-Pro, Gly-Pro ou Thr-Pro. Il existe une très grande diversité du squelette protéique. 
Schultz et al. (2000 ; 2002) ont proposé une classification des AGPs par approche bioinformatique 
reposant sur leur structure protéique. Les AGPs classiques sont constituées d’une partie protéique 
d’environ 100 acides aminés. EIles sont essentiellement O-glycosylées sur un résidu hydroxyproline, 
ou sérine ou thréonine et présentent des domaines riches en proline- hydroxyproline. Les AG 
peptides, constituent une population d’AGPs à très courte chaîne protéique formée par 
l’enchainement de 58 à 87 acides aminés. Il existe également des AGPs dites chimériques qui 
possèdent, en plus de leur domaine Pro/Hyp d’autres domaines. Il s’agit par exemple des AGPs riches 
en lysine, ou encore les AGPs de type FLA (fasciclin-like AGPs) possèdant un ou plusieurs domaines 



Habilitation à Diriger des Recherches- ML. FOLLET-GUEYE.  

 
67 

fasciclines (Johnson et al., 2003). Les AGPs chimériques (encore appelés AGPs non classiques) 
peuvent présenter des domaines riches en lysine et cystéine et sont plus fréquemment N-glycosylées 
(Schultz et al. 2000 ; 2002 ; Johnson et al. 2003 ; Ellis et al., 2010). La présence d’une ancre GPI 
(glycosylphosphatidylinositol) sur l’extrémité N-terminale de la partie protéique est prédite pour une 
grande partie des AGPs permettant de fixer les AGPs à la membrane plasmique (Figure 22).  

 

Figure 22 : Structure des Arabinogalactanes protéines, AGPs. Ellis et al., 2010. 

Structure d’une arabinogalactane protéine constituée d’une partie protéique et de parties 
glycanniques. La structure présentée possède une ancre GPI sur l’extrémité C-terminale de la partie 
protéique. 

6-1-2-2 AGPs et signalisation 

Outre les approches de génétiques fonctionnelles et de biologie moléculaire, des outils spécifiques 
ont été développés afin d’étudier les fonctions biologiques des AGPs tels les sondes immunologiques 
(anticorps polyclonaux ou monoclonaux, Nguema-Ona et al., 2012) et le réactif β-glucosylphenylazo 
(1,3,5-tris [4-β-D-glucopyranosyloxyphenylazo]-2,4,6-trihydroxy benzène), plus connu sous le nom de 
réactif de Yariv. Le Yariv est un colorant rouge-brun liant et/ou précipitant les AGPs (Yariv et al., 
1967 ; Kitazawa et al., 2013). Ce réactif est utilisé pour purifier les AGPs après précipitation ou pour 
perturber in vivo l’organisation des AGPs et observer l’effet induit sur la plante.  

Les AGPs sont détectées dans tous les types cellulaires où elles sont localisées essentiellement au 
niveau de la membrane plasmique et de la paroi cellulaire végétale. Elles sont également présentes 
dans les milieux extracellulaires (milieux de culture de lignées cellulaires en suspension, exsudats 
racinaires…). Leurs fonctions biologiques sont très diverses (Seifert and Roberts, 2007). Plusieurs 
études réalisées sur des suspensions cellulaires végétales en culture in vitro montrent qu’elles 
participent au contrôle des divisions cellulaires et du processus de mort cellulaire programmée 
(Serpe et al., 1994 ; Gao et Showalter 1999 ; Guan et Nothnagel, 2004). Les AGPs sont également 
impliquées dans l’embryogenèse et la morphogénèse (Seifert and Roberts, 2007). Par exemple, leurs 
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rôles dans l’expansion cellulaire (Andème-Onzighi et al., 2002 ; Nguema-Ona et al., 2007), la 
croissance du tube pollinique (Nguema-Ona et al., 2012), ou l’épaississement secondaire des parois 
ont été bien documentés (Dahiya et al., 2006).  

L’implication des AGPs dans les interactions plante-microorganismes (pathogènes ou bénéfiques) est 
de plus en plus étudiée et intéresse tout particulièrement le laboratoire GlycoMEV (Nguema-Ona et 
al., 2013 ; Figure 23). Vicré et al., (2005) ont montré que la perturbation des AGPs associées aux BLCs 
d’Arabidopsis inhibe l’adhésion des bactéries Rhizobium au système racinaire. Un travail similaire a 
récemment été publié par Xie et al. (2012). Chez la plante modèle Arabidopsis, l’infection des racines 
par la rhizobactérie Agrobacterium tumefasciens, est réduite pour les plantules sauvages 
préalablement traitées par le réactif de Yariv. Le même phénomène est observé chez les mutants 
rat1 dont le gène codant pour l’AGP17 est affecté (Gaspar et al., 2004). Récemment, des travaux 
menés au laboratoire GlycoMEV sur le pathosystème Pois/Aphonomyces euteiches révèlent que les 
AGPs produites par les racines de pois favorisent l’enkystement de l’oomycète et inhibent sa 
germination, bloquant ainsi son cycle de développement (Cannesan et al., 2012-ACL12). 

Alors que les fonctions biologiques des AGPs sont multiples et bien renseignées, leurs mécanismes de 
signalisation cellulaire demeurent très mal connus. Les AGPs peuvent être une source considérable 
de molécules « signal » essentiellement de nature oligosaccharidique. Ainsi les AGPs à ancre GPI 
peuvent être clivées par des phospholipases spécifiques, puis des fragments osidiques peuvent être 
libérés par des endoglucanases spécifiques endogènes ou d’origine microbienne et induire une 
réponse cellulaire via l’interaction avec un récepteur (Showalter, 2001 ; Nguema-Ona et al., 2013 ; 
Figure 23). Cependant à ce jour aucun receptor like kinase (RLK) ou autres récepteurs de type 
protéines WAKs/WAKLs n’a été identifié comme liant les AGPs ou leurs fragments. Seifert et Roberts 
(2007) émettent également l’idée intéressante selon laquelle les AGPs pourraient être des co-
récepteurs se basant notamment sur le fait que des analyses d’immunofluorescence montrent une 
co-localisation de certaines WAKs et des épitopes associés aux AGPs (Gens et al., 2000).  
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Figure 23 : Représentation des rôles possibles des AGPs lors de l'interaction racine / microorganismes. 
Nguema Ona et al., 2013. 
(A) Les AGPs sont capables d'attirer des agents microbiens symbiotiques (bactéries et champignons) qui vont 
infecter les racines et développer des structures d'infection. Elles sont abondamment présentes sur les cellules 
des racines et les structures infectieuses microbiennes où elles pourraient contrôler la formation de ces 
structures et la prolifération des microorganismes ou inhiber leur développement. (B) Les microorganismes du 
sol sont capables de dégrader les AGPs, ce qui pourrait libérer des DAMPs (Damage-Associated Molecular 
Patterns) et activer les mécanismes de défense des plantes (flèches rouges). (C) Les AGPs sécrétées peuvent 
également favoriser la colonisation de la rhizosphère par des microorganismes bénéfiques qui sont capables 
d’activer les réactions de défense des plantes telle que la résistance systémique induite (flèches bleues), ou 
d’inhiber les microorganismes pathogènes et ainsi supprimer une maladie. Les flèches grises indiquent une 
induction possible et/ou la modulation des mécanismes de défense dans les parties aériennes de la plante, 
comme une conséquence de l'activation des mécanismes de défense par les produits de dégradation des AGPs 
(B) ou par des microbes bénéfiques (C).  
AGPs, arabinogalactan proteins ; BCA, biocontrol agent ; PGPR, plant growth-promoting rhizoacteria ; PGPF, plant growth-
promoting fungi. 
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En Septembre 2012, le Pr Azeddine Driouich et le Dr Eric Nguema-Ona ont élaboré un projet de 
recherche centré sur la construction d’une banque d’AGPs issues de plantes d’origines très diverses 
(plantes de grandes culture, plantes endémiques d’Inde et d’Afrique) dont l’aboutissement sera le 
développement de nouveaux biopesticides. Pour la réalisation de ce projet (projet NéoSDN financé 
par la régoin de Haute Normandie), le Dr Eric Nguema-Ona, post-doctorant au laboratoire, optimise 
les outils biochimiques d’extraction et de caractérisation de ces glycomolécules.  

Dans ce contexte, les deux axes de recherche (tableau 6) que je souhaite développer s’associent à 
d’autres programmes menés au laboratoire et contribueront à: 

1-Caractériser les interactions entre les cellules frontières produites par les racines, et les 
microorganismes de la rhizosphère (pathogènes ou bénéfiques).  

Un accent particulier sera mis sur l’étude du degré d’implication des arabinogalactanes protéines 
(AGPs) dans ces interactions. Ce travail se déroulera en étroite collaboration interne avec le Dr Maïté 
Vicré-Gibouin, qui a initié et dirige actuellement au laboratoire, les travaux de mise en évidence de 
l’implication des BLC dans la défense des plantes vis-à-vis de pathogènes (axe 2, tableau 2). De plus, 
cet axe de recherche sera réalisé via des collaborations externes avec les Dr Deborah Goffner 
(Laboratoire Environnement, Santé, Sociétés, Marseille), Geneviève Grundmann (Laboratoire 
d’Ecologie Microbienne, Université Claude Bernard Lyon I) et Christophe Gangneux du laboratoire 
Agri’Terr (Esitpa).  

2-Déterminer les effets de peptides et glycopetides végétaux, dont les AGPs dans le renforcement 
de la barrière cutanée.  

Ce volet se situe dans la continuité des travaux initiés lors de la thèse du Dr G. Percoco. Ils seront 
réalisés en collaboration avec les Dr Florent Yvergnaux et Dr Thibaut Saguet (Entreprise Bio-Europe, 
groupe Solabia), Dr Elian Lati (Entreprise Bio-EC), et le Dr Michel Simon (UMR 5165, CNRS, Université 
Toulouse III). 

Tableau 6 : Doctorats et post-doctorat liés au projet de recherche présenté dans ce manuscrit. 

Santé des plantes 

Déterminisme biotique de l’émergence 
de la pourriture racinaire du pois et 

impact d’agents de bio-contrôle 

Doctorat, 
A partir de 10-2013 

 
GRR VASI 

Dr C. Gangneux (50%) 
Dr ML. Follet-Gueye (50%) 

Agri’Terr, Esitpa Rouen  
GlycoMEV, Univ. Rouen  

Interactions biotiques au sein de la 
rhizosphère de Balanites aegyptiaca, 

essence ligneuse de la Grande Muraille 
Verte (GMV) 

Doctorat, 
A partir de 10-2013 

 
LABEX DRIIHM 

 

Dr D. Goffner (50%) 
Dr ML. Follet-Gueye (50%) 
UMI 3189 CNRS, Marseille 
GlycoMEV, Univ. Rouen   

Santé humaine : 

Dermocosmétique 
Effet de peptides et glycopeptides 
végétaux sur la barrière cutanée 

Post-doctorat, A. Zahid 
06-2013 / 12-2014 

 
Interreg IV, PeReNE 

Pr A. Driouich (50%) 
Dr ML. Follet-Gueye (50%) 

GlycoMEV, Univ. Rouen  

Doctorat, 
Contrat CIFRE en cours de 

montage 
Bio-Europe, Groupe 

Solabia 
 

Pr A. Driouich (50%) 
Dr ML. Follet-Gueye (50%) 

GlycoMEV, Univ. Rouen  
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6-2 Interactions biotiques au sein de la rhizosphère   

La rhizosphère se définit comme la portion du sol sous l’influence du système racinaire de la plante 
et/ou des éléments moléculaires produits par la plante (Bais et al., 2006). Cet espace comprend le sol 
directement au contact des racines et s’étendant à quelques millimètres de la surface racinaire. Les 
cellules frontières qui se détachent de l’apex racinaire (Border cells, BCs ou Border-Like Cells, BLCs) 
sont des composants biotiques de la rhizosphère d’origine végétale auxquels s’ajoutent 
essentiellement des microorganismes telluriques.  

6-2-1 Le microbiome rhizosphérique 

Le nombre de microorganismes présents dans la rhizosphère est estimé à 1011 par gramme de sol 
réparti sur plus de 30.000 espèces procaryotes. Parmi ces microorganismes se distinguent des agents 
microbiens commensaux, phytopathogènes et bénéfiques pour le développement des plantes 
(Berendsen et al., 2012 ; Figure 24). La grande majorité des microorganismes du sol 
(microorganismes commensaux) n’interagit pas directement avec la plante, mais de par l’impact 
qu’elle a sur les autres microorganismes telluriques, influence sensiblement le développement du 
végétal. Les microorganismes pathogènes peuvent être des bactéries, des champignons, des 
oomycètes ou encore des virus, parmi lesquels sont décrits les agents biotrophes, nécrotrophes et 
hémibiotrophes. Les mécanismes moléculaires contrôlant l’interaction entre les pathogènes et la 
plante hôte ont déjà été mentionnés dans ce manuscrit (cf. § 5-2-2-2).  

 

Figure 24 : Diversité des interactions plante(s)/microorganisme(s). Drogue et al., 2012. 
Dans les interactions parasitaires (parasitism) l’hôte reconnait les effecteurs bactériens ou facteurs 
d’avirulence (étoile gris foncé) via des protéines de défenses spécifiques (Resistant protein, R protein). 
L’interaction mutualiste est schématisée ici pour une légumineuse et une bactérie fixatrice d’azote. La 
légumineuse produit des flavonoïdes dans la rhizoshère qui augmentent la production des facteurs bactériens 
de nodulation (Nod factors). Les facteurs Nod interagissent avec les récepteurs spécifiques de l’hôte et 
induisent alors la formation des nodosités (cercles verts). L’interaction de type coopération correspond aux 
agents microbiens bénéfiques de type PGPR. Ce dernier type d’interaction, pour lequel les mécanismes 
moléculaires font actuellement l’objet de nombreux travaux, impliquent souvent une reconnaissance de l’hôte 
et/ou la colonisation du système racinaire par les PGPRs.  

Les agents microbiens bénéfiques sont les champignons mycorhiziens, les bactéries fixatrices d’azote 
aussi appelées microorganismes mutualistes, ainsi qu’un grand nombre d’autres champignons (Plant 
growth-promoting fungus, PGPFs) et de bactéries (Plant growth-promoting rhizobacteria, PGPRs). Les 
agents microbiens mutualistes interagissent avec un nombre restreint de plantes hôtes. Ils émettent 
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des signaux spécifiques les Symbiots-Associated Molecular Patterns (SAMPs), et n’activent 
généralement pas l’immunité végétale. Les autres microorganismes bénéfiques (PGPFs et PGPRs) ne 
présentent pas une spécificité d’hôte aussi étroite. L’effet positif des PGPRs est de plus en plus 
étudié. Il peut être direct ou indirect, et peut s’exercer sur différents aspects du développement de la 
plante tels que la nutrition, la croissance (via la production de régulateurs de croissance), ou la 
défense (Lugtenberg et Kamilova, 2009 ; Vacheron et al., 2013). Ainsi les PGPRs peuvent être 
bénéfiques lors d’attaque d’agents pathogènes soit en produisant des agents antimicrobiens 
délétères au pathogène ou en renforçant l’immunité végétale. Les mécanismes d’action des PGPRs 
sont actuellement l’objet de nombreuses recherches du fait de leurs possibles utilisations en 
agriculture notamment en tant que biofertilisants et biopesticides (Walters et al., 2013). Les 
interactions PGPRs-plante dépendent de nombreux paramètres incluant par exemple le génotype et 
le stade de développement de la plante hôte, la nature des exsudats racinaires, l’environnemnt 
microbien au sein de la rhizosphère mais également les propriétés du sol (teneurs en éléments 
minéraux, niveau d’irriguation etc… .). 

6-2-2 Cellules frontières et exsudats racinaires : mise en place d’un Piège 
Extracellulaire de Racine (PER) ou Root Extracellular Trap (RET)  

Les interactions plante-microorganisme ont une incidence majeure sur la santé et le développement 
des plantes. L’apex racinaire est une région de la racine très importante dont la survie est cruciale 
pour le bon développement de la racine et donc de la plante. Comme précedemment décrit au § 5-2-
2-1, la coiffe racinaire produit 2 types de cellules appelées cellules frontières: des BCs très souvent 
empaquetées dans un mucilage plus ou moins dense et des BLCs qui produisent généralement moins 
de mucilage (Driouich et al., 2012 – OS03). Les cellules frontières, régulièrement libérées, demeurent 
vivantes au sein de la rhizosphère. Elles sont donc des acteurs rhizosphériques cruciaux contrôlant 
les interactions biotiques notamment par la production et la secrétion au sein du mucilage de 
diverses molécules.  

Les éléments moléculaires de la rhizophère sont produits conjointement par la plante et les agents 
microbiens du sol. Les exsudats racinaires sont souvent scindés en deux classes de composés : les 
composés de bas poids moléculaire (acides aminés, acides organiques, oligosaccharides, composés 
phénoliques et autres métabolites secondaires) et les composés de haut poids moléculaire 
(polysaccharides et protéoglycanes). Alors que les premiers ont été abondamment décrits (Bais et 
al., 2006), les études concernant les composés de haut poids moléculaires sont moins nombreuses. 
Les cellules frontières de racine sécrètent un mucilage plus ou moins abondant (Wen et al., 2007 ; 
Durand et al., 2009-ACL07) riche en glycomolécules pariétales notamment des pectines et des AGPs 
et également en protéines à activités anti-microbienne et en exDNA (extracellular DNA ou ADN 
extracellulaire) (Wen et al., 2009). Comme cela a été bien caractérisé chez certaines cellules de 
mammifères, les polynucléaires neutrophiles, les cellules bordantes sont capables de sécréter de 
l’ADN dans le milieu extracellulaire, qui en s’associant aux protéines anti-microbiennes et aux autres 
éléments du milieu, constitue un piège vis-à-vis d’agents microbiens pathogènes (Brinkmann et al., 
2004 , 2010 ; Hawes et al., 2011 ; Curlango-Rivera et al., 2013). Cet ensemble cellules frontières et 
mucilage associé s’avère donc être un site privilégié d’interaction entre la plante et les 
microoraganismes telluriques qui seront tantôt repoussés ou attirés puis piégés dans ce ciment 
rhizosphérique que nous avons récemment baptisé Piège Extracellulaire de Racine (PER) ou Root 
Extracellular Trap (RET) (Driouich et al., 2013 ; Figure 25). 

Les AGPs issues des cellules frontières (Vicré et al., 2005 ; Cannesan et al., 2012-ACL12) et présentes 
au sein du RET (Durand et al., 2009-ACL07 ; Cannesan et al., 2012-ACL12), peuvent participer de par 
leurs propriétés d’adhésion au maintien de l’intégrité du RET. De plus, comme mentionné plus haut 
(§ 6-1-2-2), plusieurs études révèlent leur implication dans les interactions plantes-microorganismes 
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(Nguema-Ona et al., 2013; Figure 23). Tandis que l’influence du RET lors de l’attraction de zoospores 
a été décrite chez le pathosystème coton-Pythium dissotocum (Curlongo-Rivera et Hawes, 2011), 
l’implication directe des AGPs dans l’attraction et l’enkystement des zoospores chez le pathosystème 
pois-Aphonomyces euteiches a également été montrée (Cannesan et al., 2012-ACL12). Une étude 
récente (Beauregard et al., 2013) révèle que des polymères végétaux comprenant des 
arabinogalactanes, des pectines et des xylanes peuvent favoriser la prolifération d’une bactérie 
bénéfique, Bacillus subtilis, au sein de la rhizosphère. 

 

Figure 25 : Modèle de fonctionnement du piège extracellulaire de racine (PER) ou Root Extracellular Trap 
(RET). Driouich et al., 2013-ACL13. 
Le RET est formé par les cellules frontières et le mucilage associé. Le RET contient diverses molécules 
(protéines anti-microbiennes, AGPs, ADN extracellulaire, etc…) synthétisées et sécrétée par les cellules 
frontières. Plusieurs travaux montrent la capacité du RET à modifier les interactions plante(s)-
microorganisme(s) et à participer ainsi à la protection de la plante. Lorsque la formation du RET est 
expérimentalement inhibée, de sévères symptômes infectieux sont observés.  

BCs, Border Cells; ExDNA, Extracellular DNA; PRs, Pathogenesis-Related Proteins; PGPR, Plant Growth-Promoting 
Rhizobacteria; RC, Root Cap. 

6-2-3 Interactions biotiques au sein de la rhizosphère de Balanites 
aegyptiaca, essence ligneuse de la Grande Muraille Verte (GMV) 

6-2-3-1 Contexte de l’étude 

Depuis Janvier 2012, j’ai engagé une collaboration scientifique avec le Dr D. Goffner, directeur de 
recherche CNRS, UMI 3189, Marseille (laboratoire Environnement, Santé, Sociétés) qui travaille au 
sein de l’observatoire Hommes-Milieux Téssékéré, Sénégal. Les Observatoires Hommes-Milieux 
(OHM) se consacrent à l’étude de socio-écosystèmes fortement impactés par l’homme sur les plans 
écologique, économique et social. L’OHM Téssékéré se situe dans le Ferlo, région du Nord du Sénégal 
et étudie le système socio-écologique qui entoure la mise en place du projet panafricain de la grande 
muraille verte (GMV). Dans ce cadre, nous avons commencé à caractériser les cellules frontières de 
plusieurs espèces d’arbres de cette zone. En Juin 2013, nous avons répondu à un appel à projet pour 
contrat doctoral LABEX Dispositif de Recherche Interdisciplinaire sur les Interactions Hommes-
Milieux (DRIIHM). Notre projet de thèse a été retenu (annexe 02). Cependant, ce projet jeune et 
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ambitieux ne bénéficie pour l’instant d’aucun autre apport financier notamment pour assurer son 
fonctionnement. Nous envisageons donc de répondre dès cette année aux appels à projets des OHM 
pour obtenir un apport initial. De plus, il sera impératif, dès la seconde année de notre étude, de 
faire une demande auprès d’autres sources de financement de projets (programme SudExpert Plants, 
ANR etc… .). 

Je serai co-directrice de cette thèse avec le Dr D. Goffner. Le contenu de l’appel à projet déposé en 
Juin 2013 est intégralement restitué en annexe 02.  

6-2-3-2 Etapes prévisonnelles et déroulement du projet au laboratoire 

Le dattier du désert (Balanites aegyptiaca) est un arbre adapté aux milieux semi-arides qui est connu 
pour sa grande résistance à la sécheresse. C’est l’une des espéces ligneuses choisie pour le 
reboisement dans le programme GMV. De plus, les premieres étapes de reboisement sur site, 
montrent que c’est l’une des essences qui survit le mieux à la réimplantation. Etant donnée la 
pauvretée du sol sur les sites de reboisement, évaluer l’impact de l’implantation du dattier du désert, 
notamment sur la microflore tellurique aidera à comprendre les modifications participant à la 
« restructuration » des sols. 
Dans ce contexte, les objectifs principaux de cette thèse seront 1- d’explorer de façon détaillée le 
fonctionnement de l’apex racinaire chez cette espèce, et 2-de déterminer l’impact de l’implantation 
de ce ligneux sur la diversité microbienne du sol rhizosphérique, et cela, dès les premiers stades du 
développement de la plante. 
Le dattier du désert produit des fruits charnus de type drupacé de 1 à 2,5 cm de long, de forme ovale 
et de couleur verdâtre-blanchâtre, qui contiennent une seule graine. La fructification a lieu de Juillet 
à Octobre. Le laboratoire est régulièrement approvisionné en noyaux de dattier du désert par l’OHM 
Téssékéré. Toutes les expériences seront réalisées soit en conditions de cultures hydroponiques 
(étape 1) soit en conditions de cultures en microcosmes sur vermiculite et/ou sur sol natif (étape 2). 

Etape 1 : Morphologie de l’apex racinaire et caractérisation du RET chez Balanites aegyptiaca 

Dans cette première étape, les expérimentations seront réalisées à partir de cultures hydroponiques 
de Balanites aegyptiaca après libération et stérilisation des graines. Les graines seront mises à 
germer sur papier humidifié ou en milieu gélosé.  

1a : Caractéristiques des cellules frontières 

Globalement, l’ensemble des travaux concernant l’étude des cellules frontières de racine, de type 
cellules bordantes (Border cells, BCs) ou cellules apparentées aux cellules bordantes (Border-like cells, 
BLCs), s’accordent à montrer qu’elles sont des acteurs importants au sein de la rhizospère. Cette 
partie de l’étude sera donc consacrée à leur caractérisation détaillée chez Balanites aegyptiaca par 
des approches morphologiques, immunocytochimiques essentiellement à l’échelle de la microscopie 
optique (Microscopie optique en lumière transmise, Microscopie optique à épifluorescence et 
Microscopie optique confocale à balayage laser) et biochimiques. Dans un premier temps, des 
analyses morphologiques permettront de déterminer la diversité des populations cellulaires au sein 
des cellules frontières, le type de cellule frontière produit par la coiffe (BCs ou BLCs) et de 
caractériser le méristème sub-apical racinaire (root apical meristem : RAM Groot et al., 2004 ; 
Hamamoto et al., 2006) ainsi que le méristème de coiffe et la coiffe racinaire elle-même.  
D’après les premières observations réalisées préalablement à ce travail, la coiffe racinaire produit 
essentiellement des cellules frontières de type BLCs qui se détachent par paquets de l’apex. 
Cependant ces cellules ont tendance à se disperser assez rapidement les unes des autres et de l’apex 
lors de l’hydratation de la pointe racinaire comparativement aux BLCs initialement décrites chez 
Arabidopsis (Vicré et al., 2005) (Figure 26). La coloration cytochimique par le rouge de ruthénium 
(agent de coloration des molécules chargées négativement tels les composés pectiques) montre que 
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certains paquets de cellules sont associés à un mucilage épais tandis que d’autres en sont moins 
richement pourvus (Figure 26). 
 

 
Figure 26 : Morphologie des cellules frontières produites par l’apex de Balanites aegyptiaca.  
Les cellules frontières se détachent rapidement après l’hydratation de l’apex (A) par paquets (B). Après leur 
libération certaines cellules s’individualisent (C). Le RET est coloré par le rouge de ruthénium traduisant la 
présence de pectines.  
BLCs, border-like cells ; RET, root extracellular trap; RT, root tip. Barre d’échelle: 500µm (A), 200µm (B, E), 100µm (C). 

Pour compléter ces premières données, une analyse immunoctylogique ciblant notamment les 
composés pectiques et les AGPs sera envisagée. Un accent particulier sera donné à la caractérisation 
du piège extracellulaire de racine (RET, Root extracellular trap). Des sondes anticorps et des 
colorations cytochimiques spécifiques seront utilisées pour détecter les glycomolécules (pectines de 
type homogalacturonanes, xylogalacturonanes, AGPs) et l’ADN extracellulaire présents au sein du 
RET. 
De plus, des analyses biochimiques de composition des parois cellulaires des cellules frontières sont 
aisément envisageables sur ce modèle végétal. La composition monosaccharidique par 
chromatographie en phase gazeuse, d’hydrolysats d’extraits bruts de paroi issus de l’apex ou des 
cellules frontières a déjà été menée. Ce premier niveau d’analyse montre des teneurs importantes en 
xylose dans les extraits pariétaux provenant des cellules frontières. Ceci pourrait être corrélé à la 
présence de pectines de type xylogalacturonane, dont la possible implication dans la défense est 
souvent suggérée, et déjà répertoriées comme des composés associés au RET chez les mutants qua1-
1 et qua2-1 d’Arabidopsis (Durand et al., 2009-ACL07 ; Driouich et al., 2012 – OS03). Des analyses de 
composition osidique de fractions enrichies en pectines ainsi que les études immunocytologiques 
pourront confirmer ces données. 

1b : Implication du RET dans les interactions plante-PGPRs 

La densité microbienne rhizoshérique est bien plus importante par rapport au reste du sol. Il est 
admis que la production des exsudats racinaires joue un rôle majeur dans l’attraction des 
microorganismes telluriques et dans la constitution du microbiome rhizosphérique. Plusieurs études 
montrent que la majorité des exsudats racinaires sont issus de la coiffe racinaire (Griffin et al. 1975; 
Gunawardena et al. 2005). Ceci suggère que les cellules frontières produites par la coiffe sont 
largement impliquées dans la production des exsudats. Ainsi les éléments moléculaires du RET sont 
autant de signaux qui régulent les interactions racine-microorganismes au sein de la rhizoshère. Il 
semble que les effets du RET vis-à-vis des agents microbiens soient dépendants de l’espèce 
microbienne considérée. Le RET peut provoquer l’aggrégation et/ou l’arrêt de la croissance des 
microorganismes pathogènes ou bien exercer un effet répulsif (Hawes et al., 1998 ; Hawes et al., 
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2012). Connaitre les effets des agents moléculaires du RET sur des microorganismes bénéfiques type 
PGPFs et PGPRs représente un enjeu scientifique particulièrement important dans le cadre du 
reboisement entrepris dans le programme GMV. En effet la colonistion de la rhizosphère par des 
agents microbiens bénéfiques peut participer à la « restructuration » du sol et contribuer ainsi au 
développement d’espèces végétales. C’est pourquoi, dans le contexte de cette thèse, les éventuels 
effets chimioattractifs du RET émanant du système racinaire du dattier du désert, vis-à-vis de deux 
souches PGPR modèles appartenant aux genres Pseudomonas et Azospirillum seront explorés. Les 
plantules de B. aegyptiaca seront inoculées avec les PGPRs modèles marquées de façon constitutive 
avec une protéine fluorescente afin d’évaluer le potentiel tropisme des PGPRs pour le RET. D’autre 
part, une souche d’Azospirillum brasilense contenant une fusion plasmidique ipdC::gfp (indole-3 
pyruvate decarboxylase :: green fluorescent protein) sera également utilisée afin de détecter l’effet 
inducteur du RET sur l’expression du gène phytobénéfique ipdC impliqué dans la biosynthèse 
d’auxine par la PGPR. L’analyse des résultats de l’interaction entre bactéries et RET se fera par 
microscopie confocale à balayage laser. Cette étape sera réalisée en étroite collaboration avec les Dr 
G. Grundman et C. Prigent-Combaret (UMR CNRS 5557 de l’Université Claude Bernard, Lyon I). L’ADN 
extracellulaire étant un élément clef dans les propriétés de « trapping » du RET vis-à-vis des 
microorganimes (Wen et al., 2007, 2009 ; Hawes et al., 2011), l’impact des PGPRs modèles sur les 
teneurs en ADN extracellulaire sera évalué par des colorations cytochimiques spécifiques (coloration 
DAPI et SYTOX green). De plus, le degré d’implication des différents acteurs moléculaires présents au 
sein du RET dans les interactions plante-PGPRs, sera également exploré. Tandis qu’un traitement par 
des DNAses permettra d’évaluer l’impact de l’ADN extracellulaire, des applications de sondes 
anticorps spécifiques des AGPs ou du réactif de Yariv renseigneront sur l’effet des AGPs dans les 
interactions RET-PGPRs.  

1c : Etude des exsudats racinaires 

Afin de caractériser les interactions biotiques au sein de la rhizosphère de Balanites aegyptiaca, 
connaître la composition moléculaire des exsudats racinaires est un point crucial. C’est pourquoi 
dans ce projet, une analyse de la nature moléculaire des exsudats racinaires sera menée. Cette étape 
est envisagée en appliquant la méthodologie la plus communément mise en œuvre (von Wirén et al., 
1995 ;  Bais et al., 2006 ; Carvalhais et al., 2011) et qui consiste à récolter puis à extraire les composés 
exsudés à partir de plantules en culture hydroponique en milieu liquide aéré. Cette approche ne 
permet pas d’appréhender toute la complexité des interactions biotiques de la rhizosphère, mais 
sera une première source de données intéressantes concernant les variétés moléculaires des 
exsudats racinaires produits par le dattier du désert. Alors que la composition en acides organiques, 
acides aminés, oligosaccharides, composés phénoliques et autres métabolites secondaires pourrait 
être envisagée dans le cadre d’une collaboration avec d’autres laboratoires spécialisés dans ces types 
d’analyses, la détection et la caractérisation des polysaccharides et AGPs sera menée par des 
approches biochimiques (immunoblotting, chromatographie phase gazeuse, etc… .) parfaitement 
maitrisées au sein du laboratoire GlycoMEV.  

Etape 2 : Architecture du système racinaire et diversité microbienne dans la rhizosphère associée à 
Balanites aegyptiaca 

Cette partie vise à appréhender les effets de la plante sur le microbiome rhizophérique et 
réciproquement à évaluer l’impact de la diversité microbienne sur la morphologie des plantules et 
plus particulièrement celle du système racinaire. Ce travail sera réalisé en microcosmes sur sol inerte 
type vermiculite et sur sol natif GMV. Cette étape nécessitera des interactions fortes entre les 
différents partenaires : les laboratoires GlycoMEV / UMR CNRS 5557 et l’OHM Téssékéré. 

2a : Architecture racinaire et dénombrement des cellules frontières 

Pour être au plus proche des conditions appliquées sur le site GMV, les graines mises à germer sur 
papier humide, seront transférées sur de la vermiculite régulièrement arrosée (Figure 27). Ces 
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conditions de pépinières permettront le développement des plantules sur une période de 2 à 3 mois 
(stade 1, S1). A l’issue de ce stade 1, les plantules seront repiquées sur sol natif stérile ou non stérile 
et seront maintenues en culture en conditions d’hydratation variable (arrosage minimal pour être au 
plus proche des conditions GMV, et hydratation non limitante). La culture sera maintenue sur une 
période de 6 mois. Des plantes seront régulièrement prélevées : après 1 mois de repiquage (stade 2, 
S2), après 3 mois (stade 3, S3) et enfin à 6 mois (stade 4, S4). Pour chacun de ces prélèvements une 
analyse morphologique des plants sera réalisée (masse fraîche, masse sèche, architecture des 
systèmes caulinaire et racinaire). Une attention particulière sera donnée à la quantification des 
cellules frontières produites. Il s’agira ici d’adapter au modèle végétal de l’étude, un protocole 
proposé par Iijima et al., en 2004 pour receuillir et compter les cellules bordantes produites par la 
coiffe racinaire de plantules de maïs cultivées dans un sol compact (Iijima et al., 2000 ; 2004). En 
résumé, ce protocole consiste après extraction des plants de leur substrat à lessiver et soniquer les 
apex afin de récolter les populations de cellules frontières adhérentes à la racine. Parallélement en 
procédant à des séries de centrifugation du substrat sur gradient de saccharose les cellules frontières 
présentes dans le sol sont séparées des particules du sol. Les fractions enrichies en cellules frontières 
ainsi que les cellules frontières libérées par lessivage des apex, sont colorées au bleu de toluidine et 
comptées par observation en microscopie optique en lumière transmise (Iijima et al., 2000 ; 2004). 

 

Figure 27 : Cultures des plants de Balanites aegyptiaca en conditions hydroponiques au laboratoire. 
Sur le site GMV (OHM Téssékéré) les plantules sont maintenues en pépinière durant 2 à 3 mois avant d’être 
repiquées dans les parcelles de reboisement au moment de la saison humide. A l’échelle du laboratoire, pour 
être au plus près des conditions in situ, les plantules seront repiquées (stade 1, S1) sur sol GMV natif, stérile ou 
non stérile. Elles seront maintenues en culture dans des conditions d’hydratation minimale ou non sur une 
période de 6 mois (stade 4, S4). L’analyse morphologique des plants et le comptage des cellules frontières 
produites seront réalisés au moment du repiquage (stade 1, S1), 1 mois (stade 2, S2), 3 mois (stade 3, S3) ou 6 
mois après le repiquage (stade 4, S4). Les analyses microbiologiques sur le sol non rhizosphérique sont en cours 
(stade 0, S0) et seront envisagées prioritairement au stade 4, et éventuellement au stade 3. 
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2b : Diversité microbienne au sein de la rhizophère de Balanites aegyptiaca 

Parallèlement aux analyses réalisées sur les plants de dattier du désert, une analyse microbiologique 
des sols sera également menée. Elle consistera tout d’abord à déterminer la diversité microbienne du 
sol natif non rhizosphérique (stade 0, S0 ; Figure 27), puis à évaluer cette diversité au cours des 6 
mois de culture. Cette analyse microbiologique sera réalisée au laboratoire UMR CNRS 5557 de 
l’Université de Lyon I, sous l’encadrement du Dr G. Grundmann, spécialiste de la microbiologie des 
sols, par pyroséquençage de l’ADN 16S dans l’ADN extrait des différents sols.  

 

Un premier prélèvement (sol GMV non rhizosphérique) a déjà été réalisé en Aout 2013 et transmis 
pour analyse. Pour limiter les coûts inhérents à cette étude microbiologique, nous nous limiterons 
probablement à 1 voire 2 autres prélèvements de sols rhizosphériques issus des cultures réalisées à 
GlycoMEV. Le stade 4 (±hydratation) sera prioritairement accompli, et éventuellement le stade 3 
(±hydratation). Conjointement, le groupe des bactéries bénéfiques au développement de la plante 
(PGPRs) qui pourrait intervenir dans le succès de croissance de Balanites aegyptiaca sur le terrain 
sera étudié. Pour ce faire, sur les mêmes ADN extraits, l’expression de trois gènes liés à l’effet PGPR 
(2 gènes impliqués dans la modulation de la balance hormonale : 1-aminocyclopropane-1-carboxylic 
acid deaminase-ACC gene, acds et 2,4 diacetylphloroglucinol phlD / 1 gène impliqué dans la fixation 
d’azote : nitrogen fixation regulator gene) sera étudiée par la technique de qPCR.  

6-2-4 Déterminisme biotique de l’émergence de la pourriture racinaire du 
pois et impact de biopesticides 

Ce travail s’inscrit dans la continuité des recherches menées depuis plusieurs années entre le 
laboratoire GlycoMEV et le laboratoire Agri’Terr de l’Esitpa. Une thèse financée par la région de 
Haute-Normandie (GRR VASI) débutera au laboratoire Agri’Terr (Esitpa) mi-Octobre 2013. Je co-
encadrerai ce travail avec le Dr C. Gangneux du laboratoire Agri’Terr. 

6-2-4-1 Contexte de l’étude 

La biodiversité de l’écosystème « sols » dépend à la fois du type de plantes cultivées, des 
caractéristiques pédologiques mais également des choix agronomiques adoptés, qui vont participer à 
sélectionner des espèces microbiennes à même de moduler positivement ou négativement 
l’expression d’une maladie. L’appréhension de la diversité génétique par l'analyse des ADN 
ribosomaux couplée aux méthodes d’étude des métagénomes permet aujourd’hui d’envisager la 
caractérisation des espèces clés modulant les phytopathologies liées, notamment, aux cryptogames 
(oomycètes, fungi). Le sujet de thèse s’inscrit dans cette démarche et a pour objectif de modéliser 
l’expression d’une phytopathologie en regard des cohortes de microorganismes régulateurs de 
l’expression de cette maladie. Cette analyse sera réalisée en considérant différents contextes 
agronomiques (itinéraires techniques, variétés de pois, apport de biopesticides/agents de bio-
contrôle). 

Le modèle d’étude est le pathosystème pois/Aphanomyces euteiches appréhendé à trois échelles de 
travail (cosme, parcelle, territoire) selon 4 axes : 

1. Déterminants de la dynamique d'Aphanomyces euteiches au sein des rotations culturales ? 

2. Déterminants biotiques de l'émergence de la maladie à l’échelle de la parcelle ? 

3. Molécules de défense de la plante exprimées en réponse au pathogène ? 

4. Effets de l'apport d’agents de bio-contrôle sur le cycle de développement du pathogène, la 
réponse immunitaire de la plante et l'émergence de la maladie? 
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6-2-4-2 Description de l’étude 

Dans ce programme, j’encadrerai plus spécifiquement certains aspects relatifs aux points 3 et 4. Des 
analyses par immuno-microscopies (Microscopie confocale à balayage laser et microscopie 
électronique à transmission (MET), PRIMACEN) permettront de suivre les molécules de défense 
produites chez le pois en réponse au pathogène. La production de ROS ainsi que les modifications 
des parois cellulaires seront étudiées par les approches microscopiques déjà mises en œuvre au 
laboratoire notamment sur le lin. L’analyse d’expression des gènes de défense codant pour des 
peptides antimicrobiens de type défensines ou des enzymes de type glucanases, phénylalanine 
ammonia-lyase sera suivie par q-PCR. Un accent particulier sera mis sur l’étude des potentialités des 
AGPs comme substances de bio-contrôle capables de limiter l’infection du pois par l’oomycète 
Aphanomyces euteiches.  

 

 

 

 

 

Ce premier axe de recherche, que je souhaite développer, s’inscrit dans la continuité des études 
menées actuellement au laboratoire, concernant l’implication des cellules frontières de type BLC 
dans la défense des plantes vis-à-vis de stress biotiques, mais permettra également d’initier 
l’exploration de la fonction des cellules frontières lors des interactions plantes-microorganismes 
bénéfiques.  

A plus long terme, j’envisage d’étendre ce champ d’investigation (interactions cellules frontières – 
PGPRs/PGPFs et autres microorganismes bénéfiques) en réalisant d’autres études sur des modèles 
végétaux notamment ceux plus adaptés à des analyses d’expression génique (Arabidopsis et lin par 
exemple).  

Dans un contexte environnemental de réchauffement climatique et de raréfaction des resscources 
en eau, les données obtenues sur la physiologie du système racinaire (et plus spécifiquement sur la 
caractérisation des cellules frontières et du piège extracellulaire de la racine) du dattier du désert 
seront importantes. Balanites aegyptica est en effet une plante particulièrement tolérante à la 
sécheresse, et les données obtenues dans ce travail ouvriront des perspectives de recherches 
intéressantes visant à explorer la fonction des cellules frontières lors de stress abiotiques type 
déficit hydrique. 
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6-3 Effets de peptides et glycopeptides végétaux dans le renforcement de la 
barrière cutanée 

Suite à l’étude initiée lors du programme SkinOFlor (thèse G. Percoco), je souhaite étendre les 
recherches sur le volet dermocosmétique. En Juin 2012, notre laboratoire (Pr A. Driouich et Dr ML. 
Follet-Gueye) s’associe à d’autres laboratoires de la zone géographique France (Manche) - Angleterre 
en répondant à un appel à projet européen Interreg IV. Ce projet, porté par le Dr D. Vaudry et le Pr A. 
Driouich, s’intitule Peptide Research Network of Excellence (PeReNE). Sur ce projet nous avons 
recruté le 01 Juin 2013 le Dr Abderrakib Zahid en tant que post-doctorant (CDD 15 mois) co-encadré 
par le Pr A. Driouich et le Dr ML. Follet-Gueye. De plus, le montage d’un contrat doctoral CIFRE en 
partenariat avec l’entreprise Bio-Europe (Groupe Solabia, Anet) est en cours. Je serai co-directrice 
avec le Pr A. Driouich de cette thèse. 

Les recherches menées dans ce volet de recherches à applications dermocosmétiques consisteront 
à : 

1-étudier les potentialités stimulantes, vis-à-vis de la défense cutanée de type inné, d’éliciteurs 
peptidiques endogènes végétaux (Systemins et Hydroxyproline systemins) et d’AGPs (projet 
PeReNE). 

2-évaluer les propriétés hydratante et anti-âge de glycomolécules d’origine microbienne et végétale 
(AGPs) (Thèse CIFRE, partenariat Bio-Europe). 

6-3-1 Contexte de l’étude 

Renforcer la barrière cutanée est une problématique majeure en recherche et développement du 
secteur dermocosmétique, que ce soit pour des applications visant à augmenter la défense cutanée, 
ou pour le développement d’actifs à propriétés hydratante et anti-âge. Plusieurs travaux relatent les 
effets d’extraits végétaux enrichis en glycomolécules pariétales sur la prolifération et/ou la 
différenciation de lignées cellulaires de fibroblastes et de kératinocytes en culture in vitro (Deters et 
al., 2005 ; Zippel et al., 2009). De plus, les propriétés anti-oxydantes de peptides et glycomolécules 
d’origine végétale ont récemment été décrites (Apone et al., 2010). Dans ce contexte, ce projet vise à 
tester les potentialités de peptides végétaux et d’AGPs sur le renforcement de la fonction barrière 
de la peau.  

Les cellules végétales et certaines cellules de mammifères, dont les kératinocytes, pour répondre aux 
dommages dus à des stress environnementaux, mettent en place des mécanismes cellulaire et 
moléculaire relativement proches (§ 5-2-2-3). Partant de ce caractère universel des réponses 
cellulaires eucaryotes à des facteurs de stress, deux types de molécules ont été choisies sur la base 
de leur fonction élicitrice avérée (peptides végétaux) et potentielle (AGPs) chez les végétaux 
supérieurs.  

Pour rappel (§ 5-2-2-2), les éliciteurs végétaux endogènes nommés Damage-Associated Molecular 
Patterns (DAMPs) sont des molécules qui de façon similaire aux Pathogenesis-Associated Molecular 
Patterns (PAMPs) contribuent chez les plantes à la mise en place de la défense systémique. Les 
DAMPs, aussi appelées « alarmins », peuvent être des fragments de parois, tels des 
oligogalacturonides, OGs (Spiro et al., 1998 ; De Lorenzo et al., 2011) et des glycopeptides issus 
d’AGPs (Nguema-Ona et al., 2013, Figure 23), ou des peptides et glycopeptides libérés et/ou sécrétés 
dans le milieu extracellulaire. En 1991, Pearce et al., identifient chez la tomate un peptide de 18 
acides aminés (aa) (Figure 28) capable d’induire des mécanismes de défense identiques à ceux mis en 
place lors de blessure ou d’attaque par des herbivores. Ce peptide, issu d’une protéine précurseur 
cytoplasmique de 200 aa (dépourvu de peptide signal en position Nterminale), est libéré lors de la 
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lyse cellulaire au site de blessure. Induisant la synthèse et l’accumulation d’inhibiteur de protéase 
dans toute la plante, ce peptide fut appelé systémine (systemin). D’autres peptides possédant un 
peptide signal en position Nterminale et des résidus hydroxyproline (Hyp) ont depuis été identifiés 
chez d’autres plantes de la famille des Solanacées (Yamaguchi et al., 2011) et sont appelés 
Hydroxyproline systemins (HypSys). Les HypSys sont présentes chez de nombreuses familles de 
plantes et sont impliquées non seulement dans les défenses lors des attaques d’herbivores mais 
également lors d’infection par des agents pathogènes (Pearce et al., 2011).  

 

Figure 28: Les éliciteurs peptidiques endogènes : séquence peptidique et implication dans les  mécanismes 
de défense in planta. Yamaguchi et al., 2011. 
(A), La cellule végétale perçoit les microbe-associated molecular patterns (MAMPs) via les récepteurs 
pathogenesis related receptors (PRRs). Suite à l’interaction MAMPs-PRRs, le PRR forme un hétérodimère avec 
une protéine kinase membranaire (BRI1 associated kinase, BAK1). Ceci active une voie de signalisation 
intracellulaire impliquant une augmentation du calcium cytosolique, la production d’espèces réactives de 
l’oxygène (Reactive Oxygen Species, ROS) et l’activation de mitogen-activated protein kinases (MAPKs). Cette 
voie de signalisation conduit à la production de protéines de défense et de métabolites secondaires, impliqués 
dans la résistance. Simultanément, les précurseurs protéiques des éliciteurs endogènes peptidiques (precursor 
proteins of elicitor peptides, proPeps) et les hormones de défense (acide salicylique, acide jasmonique, 
ethylène) sont produits. Après leur maturation et leur libération, les éliciteurs peptidiques endogènes (elicitor 
peptides, Peps) sont perçus par des récepteurs (Pep receptors, PEPRs). Les PERPs via leur interaction avec BAK1 
activent à nouveau les voies de signalisation intracellulaire. (B), Séquence peptidique de la systémine de 
tomate (SlSys) synthétisée à partir d’un précurseur protéique de 200 aa dépourvu de peptide signal en position 
Nterminale. (C), Séquence peptidique de l’hydroxyproline systémine I de tabac (NtHypSys) synthétisée à partir 
d’un précurseur protéique de 165 aa comprenant un peptide signal en position Nterminale (cadre orange). Les 
cadres bleus indiquent la présence des séquences biologiquement actives. 

Les AGPs décrites préalablement dans ce manuscrit (§ 6-1-2) dont nous avons récemment montré 
quelles étaient impliquées dans certaines interactions plante(s)-pathogène(s) (Cannesan et al., 2012-
ACL12) peuvent être potentiellement actives sur la physiologie cutanée. Une fraction pariétale issue 
de graines de cassissier (Ribes nigrum) enrichie en AGPs, stimule la prolifération cellulaire de 
kératinocytes en culture sans induire leur différenciation (Zippel et al., 2009). Dans cette étude, il est 
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montré sur des lignées de fibroblastes et de kératinocytes en culture, que cette fraction pariétale 
induit l’expression de plusieurs gènes impliqués notamment dans la voie de signalisation via les MAP-
kinases, dans la synthèse de protéines de la matrice extracellulaire, ainsi que dans les processus de 

réparation de l’ADN. Alors que le traitement de cette fraction pariétale enrichie en AGPs par une -L-

arabinofuranosidase ne perturbe pas son activité biologique, l’action de -D-galactosidase l’inhibe 
significativement. Des travaux publiés par le même laboratoire en 2010, confirment l’impact d’autres 
AGPs, extraites de graines de Jatropha curcas, sur la physiologie cutanée (Zippel et al., 2010) et 
montrent l’effet protecteur vis-à-vis du stress oxydatif de la fraction pariétale enrichie en AGPs 
testée, suggérant une possible application comme actif anti-âge. Contrairement aux résultats décrits 
dans l’étude précédente, cette fraction pariétale riche en AGPs, issue des graines de Jatropha, induit 
la différenciation de kératinocytes en culture, sans avoir d’effet sur leur prolifération. Ces résultats 
supposent que les effets biologiques des glycomolécules végétales sont variables en fonction des 
espèces végétales explorées, et probablement dépendants des structures glycanniques. Dans ces 
deux études, l’analyse strcuturale des fractions enrichies en AGPs indique leur caractère non 
classique, révélé par leur teneur faible en acide aminé Hyp. Les mécanismes moléculaires d’action 
des AGPs ou d’autres glycomolécules de haut poids moléculaires sur la physiologie cutanée sont à ce 
jour méconnus. Les récepteurs membranaires tels les EGF-R (Epidermal-growth factor receptor), et 
KGF-R (Keratinocyte-growth factor receptor) sont pressentis pour interagir avec les polysaccharides 
(Deters et al., 2005 ; Pastore et al., 2008). Grâce aux compétences scientifiques et techniques du 
laboratoire GlycoMEV concernant l’extraction, la purification et la caractérisation des AGPs, l’un des 
objectifs de ce projet vise à mieux cerner leurs actions sur la physiologie cutanée. 

A ce jour, la plupart des expérimentations ont été conduites sur des lignées cellulaires en culture in 
vitro, modèles expérimentaux qui ne permettent d’explorer qu’un seul type cellulaire. A part 
quelques travaux réalisés sur des modèles de peaux reconstituées (skin equivalents), rares sont les 
données expérimentales concernant les effets de glycomolécules de haut poids moléculaires 
déposées à la surface du stratum corneum. La combinaison de la microdissection laser à l’analyse 
qPCR, méthodologie que nous avons adapté à l’exploration d’explant de peau humaine, maintenus 
en survie une dizaine de jours, durant la thèse de Dr G. Percoco, offre des perspectives très 
prometteuses pour progresser dans la compréhension des mécanismes d’action des molécules 
végétales dont nous souhaitons explorer les effets dans ce projet.  

6-3-2 Description du projet 

Deux peptides végétaux ont été synthétisés (Service de Synthèse petidique, Dr Jérôme Leprince, 
PRIMACEN, Université de Rouen) : la systémine de tomate et une HypSystémine de tabac (Figure 28 
B et 28C). Dans le même temps, le Dr Eric Nguema-Ona, post-doctorant au laboratoire GlycoMEV, 
travaille à l’extraction et à la caractérisation d’AGPs à partir d’un grand nombre d’espèces végétales 
(espèces cultivées ou espèces endémiques du continent africain ou du sous-continent indien). La 
caractérisation de leur structure glycannique, et l’obtention, par hydrolyse enzymatique d’une 
collection de fragments oligosaccharidiques et oligoglycopeptidiques de structure différente sont 
actuellement en cours. Par ailleurs, dans le cadre du partenariat CIFRE, l’entreprise Bio-Europe 
procéde également à l’extraction de glycomolécules d’origine bactérienne et fongique.  

Un premier criblage des molécules extraites et purifiées sera mené sur la base de plusieurs 
paramètres qui seront testés sur des lignées de cellules cutanées en culture in vitro (culture de 
fibroblastes et de kératinocytes). La lignée cellulaire HaCaT (Cell Lines Service, Boukamp et al., 1988) 
est une lignée de kératinocytes cutanés humains immortalisés qui nous a été fournie par le Dr Michel 
Simon (CNRS, Université de Toulouse III). Seront explorés le stress oxydatif, ainsi que la prolifération 
et la différenciation cellulaires par des approches de criblage haut débit basées sur l’utilisation de 
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sondes fluorescentes spécifiques (Krishnan et al., 2008). Ces analyses permettront de sélectionner 
rapidement les molécules les plus intéressantes au sein des extraits végétaux et microbiens. 

Une orientation particulière sera donnée dans ce projet visant à caractériser l’impact des 
glycomolécules testées sur l’expression de gènes cibles : gènes codant des protéines structurales, 
gènes de défense (stress oxydatif, inflammaging et peptides anti-microbiens), et gènes codant des 
protéines impliquées dans la prolifération cellulaire. L’analyse transcriptomique ciblée sera réalisée 
par qPCR en temps réel (Service qPCR, PRIMACEN). Tout d’abord menée sur les lignées de cellules 
cutanées, ces analyses seront ensuite appliquées sur des explants de peau humaine maintenus en 
survie une dizaine de jours (Collaboration, laboratoire Bio-EC). Dans ce dernier cas l’analyse qPCR 
pourra être couplée à la microdissection laser des cellules cutanées permettant d’isoler le derme de 
l’épiderme et également de séparer très finement les différentes assises de l’épiderme. Cette 
approche originale, très peu utilisée à ce jour dans le secteur dermocosmétique, a été récemment 
développée par le laboratoire GlycoMEV (Percoco et al., 2012-ACL10 ; Percoco et al., In press-ACL14). 
A l’issue de cette étape, 2 à 3 molécules à effet stimulant sur la défense cutané de type innée et/ou à 
propriétés hydratante et anti-âge seront sélectionnées. 

Les molécules sélectionnées au cours de l’étape précédente seront soumises à une analyse 
structurale précise. Eventuellement ces molécules seront dégradées notamment par hydrolyse 
enzymatique afin de déterminer la portion de la glycomolécule impliquée dans l’activité biologique. 
Ainsi l’analyse transcriptomique ciblée sur explants de peau microdisséqués pourra à nouveau être 
envisagée après application des différentes fractions de la molécule à la surface de l’explant. D’un 
point de vue fondamental, ces analyses aideront à mieux cerner les mécanismes d’action des 
glycomolécules sur la physiologie cutanée. Ces travaux seront complétés par des études 
immunocytochimiques et morphologiques par microscopie optique à balayage laser et par 
cryomicroscopie électronique à transmission. 
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La matrice extracellulaire végétale ou paroi contrôle la croissance et le développement de la plante 
et constitue une barrière protectrice vis-à-vis de stress environnementaux. 

Au cours de mes activités de recherche, via l’utilisation d’approches microscopiques, la cartographie 
précise d’enzymes de biosynthèse de composés hémicellulosique et pectique a pu être menée. 

Secondairement, en étroite collaboration avec le Dr M. Vicré-Gibouin, j’ai participé aux 
caractérisations morphologique et immunocytochimique des cellules frontières de racine issues de 
différents végétaux. Conjointement à ces travaux, le degré d’implication des cellules frontières de 
type BLCs dans la défense du système racinaire lors d’infection par des agents pathogènes est 
exploré. 

Je souhaite maintenant poursuivre mes recherches liées à l’étude du système immunitaire végétal. 
Une attention particulière sera donnée à l’étude des cellules et des glycomolécules générées par la 
coiffe racinaire, le Piège Extracellulaire de la Racine (PER) ou Root Extracellulaire Trap (RET) (Figure 
29A).  
Ce travail se décline en 2 aspects :  
1-déterminer la nature des interactions biotiques au sein de la rhizosphère entre les cellules 
frontières (type BCs ou BLCs) et les microorganismes du sol ; 

2-évaluer le rôle des AGPs (molécules fortement présentes à la surface des cellules frontières et dans 
les exsudats racinaires) dans les interactions avec les microorganismes pathogènes ou bénéfiques du 
sol. 

 
Figure 29: Coiffe racinaire (A) et épiderme (B): deux structures protectrices étonnamment semblables ! 
(A), La coiffe racinaire protège le méristème racinaire. Le méristème de coiffe (*) fonctionne de façon continue 
et produit les cellules de la columelle et les cellules latérales de la coiffe. Suite à leur progression dans la coiffe, 
les cellules les plus différenciées se détachent mais restent vivantes : « cellules frontières ». Enrobées dans un 
mucilage plus ou moins dense, elles forment avec ce dernier un piège à l’apex racinaire (Root Extracellular 
Trap, RET) notamment riche en AGPs. (B), L’épiderme protège les organismes mammifères des stress 
environnementaux. Les kératinocytes progressent de la couche basale vers la couche cornée de façon continue. 
Le stade ultime de différenciation se caractérise par la desquamation des kératinocytes (cornéocytes) qui sont 
alors des cellules mortes. Les cornéocytes sont enrobés dans une matrice lipidique qui contient notamment des 
peptides antimicrobiens sécrétés par les kératinocytes du SG. Des petites molécules d’origine exogène peuvent 
franchir la barrière lipidique du SC et déclencher des mécanismes de défense innée au niveau des couches 

7 – Conclusions 
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vivantes de l’épiderme. BLC, Border-Like Cell ; BC, Border Cell ; Col., Columelle ; CL, cellules latérales ; SB, stratum basale ; 

SP, Stratum spinosum ; SG, Stratum granulosum ; SC, stratum corneum. 

De plus, en observant une similitude dans l’organisation de la coiffe racinaire et du tissu épidermique 
(Figure 29A et 29B), et en constatant des convergences des mécanismes de défense lors de la 
réponse immunitaire des cellules végétales et de type inné des kératinocytes, j’ai initié des 
recherches visant à tester l’effet de molécules élicitrices d’origine végétale (notamment les AGPs) 
sur la défense cutanée.  
 

Etant donné la grande diversité du monde végétal, les glycomolécules de la matrice extracellulaire 
végétale représentent une source considérable de biomolécules offrant des perspectives de 
recherches scientifiques passionnantes, ayant pour objectifs i) l’amélioration de la santé des plantes 
et ii) l’identification de molécules naturelles d’origine végétale bénéfiques pour la santé humaine. 
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SUMMARY (240 words) 
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 (930 words) 
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 14)--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-(12)-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 (14)--D-galactopyrannose (Galp) 

residues, whereas arabinans are chains of (15)--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 (14)-

-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 (13)-α-D-galactan backbone 
substituted by short (16)-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).  
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 (14)-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 
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 
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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.  
 
RESULTS (1984 words) 
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-
GalUAp12-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%), 
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 
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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 
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 (χ

2
). 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 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 χ

2
 = 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 
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(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 (χ

2
). Our null hypothesis was that there is no difference 

of gold distribution between wild-type and transformed 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 χ

2
 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 (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. 
   

http://aramemnon.uni-koeln.de/
http://en.wikipedia.org/wiki/Transcription_factor
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DISCUSSION (1690 words) 
 
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 (15)-α-L-
arabinan chain branched at 40% with arabinose residues and/or short (15)-α-L-arabinan and/or 
short (13)-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 (14)-β-D-galactan, which may be branched at O-3 with α-L-Araf or arabinan, named 
type I AG; and (13)-β-D-galactan branched at O-6 with galactan or arabinogalactan, terminated by 
α-L-Araf, named type II AG. Sometimes, (13)-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 (14)-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 (14)-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 (13)-β-D-galactan, with 
17% of O-6 substitution, and the presence of (16)-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 tobacco BY-2 
suspension-cultured cells. This antibody has been obtained using RG-I isolated from apple fruit, which 
contains arabinogalactan side chains having (13)-β-D-galactose residues (that can be branched with 
galactose residues), between branched (15)-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 (14)-β-D-
galactose residues, between branched (15)-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 (15)-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 (12)-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, (15)-α-L-arabinan chains could be added in trans cisternae, 
as labelling with the LM13 antibody which binds preferentially 5 to 11 (15)-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 consisting of at 
least 4 contiguous units of (14)-β-D-galactosyl residues were detected (Jones et al., 1997), (14)-β-
D- galactan chains could be initiated and/or elongated. We also detected a short (15)-α-L-arabinan 
chain recognized by LM6 antibody in the TGN. In accordance with the literature (Willats et al., 1998; 
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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 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-(15)-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 (15)-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.  
 
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.  
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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).  
 
 
EXPERIMENTAL PROCEDURES (1101 words) 
 
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.  
 
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’) 
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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). 
 
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+ 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 

http://www.plantprobes.net/
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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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SUPPORTING INFORMATIONS 
 
Additional Supporting Information may be found in the online version of this article: 
 
Figure S1: Immunogold localization of Rhamnogalacturonan-I epitopes present in Golgi stacks of wild-
type tobacco BY-2 suspension-cultured cells. 
 
Figure S2: Subcellular localization of Rhamnogalacturonan-I epitopes recognized by INRA-RU2 on 
entire tobacco BY-2 suspension-cultured protoplasts 
 
Table S1: Quantitative analysis of INRA-RU1 labelling over Golgi stacks in wild-type tobacco BY-2 
suspension-cultured cells 
 
Table S2: Quantitative analysis of LM5 labelling over Golgi stacks in wild-type tobacco BY-2 
suspension-cultured cells 
 
Table S3: Quantitative analysis of LM16 labelling over Golgi stacks in wild-type tobacco BY-2 
suspension-cultured cells 
 
Table S4: Quantitative analysis of LM13 labelling over Golgi stacks in wild-type tobacco BY-2 
suspension-cultured cells 
 
Table S5: Quantitative analysis of anti-GFP labelling over Golgi stacks in tobacco BY-2 suspension-
cultured cells expressing AtUXE3-GFP 
 
Table S6: Quantitative analysis of anti-GFP labelling over Golgi stacks in tobacco BY-2 cells 
expressing AtUXE1/MUR4-GFP 
 
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).  
 
TABLE LEGENDS (title =  64 words) 
 
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. 
 
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. 
 
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. 
 
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. 
 
 
FIGURES LEGENDS (336 words) 
 
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 = 5µm. 
 
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. 
 
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. 
 
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. 
 
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 
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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. 
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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. 
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LABEX DRIIHM 

Dispositif de Recherche Interdisciplinaire sur les Interactions Hommes-Milieux 
 

Appel à Projet pour Contrat doctoral 2013 

 
 
L’appel à projet doctoral du Labex DRIIHM pour l’année 2013 ouvre au concours deux contrats pleins pour 3 
années consécutives (début : octobre 2013). 
 
Conditions d’éligibilité : 
Outre celles qui concernent les conditions de droit pour s’inscrire en doctorat dans une université française : 
- Le projet doit concerner directement au moins un OHM et s’adresser au cœur de ses problématiques. 
- Il doit être pertinent avec le contexte OHM 
- Le(s) directeur(s) de la thèse  (ou au moins l’un deux en cas de direction multiple) doit (doivent) 

appartenir à (aux) OHM concerné(s). 
 
Dossier : 
Il doit être constitué : 
1. du projet de thèse (maximum 5 pages) signalant notamment de manière explicite, outre le cœur de la 

recherche envisagée,  
a. quel est l’OHM concerné (ou les OHM)  
b. quels sont les méthodes et moyens dont l’utilisation serait envisagée pour mener la recherche. 
c. quel est l’apport que ce projet serait susceptible de constituer pour le développement de la 

recherche dans l’OHM concerné (ou les OHM) et le rapport avec les problématiques qui le (les) 
caractérise(nt). 

2. du CV court du directeur de la thèse (et, éventuellement des co-directeurs, tuteurs, etc.) et d’une 
déclaration marquant de sa (leur) part l’acceptation de cette direction, 

3. du CV du candidat, s’il est déjà identifié. 
Bien que ce ne soit pas une condition sine qua non, les sujets pluri- voire interdisciplinaires seront considérés 
avec la plus grande attention. Ils devront alors présenter les meilleures garanties de succès (directions 
scientifiques, disponibilité des équipements nécessaires, etc.) 
 

Calendrier : 
Ouverture de l’appel : 1

er
 Mai 2013 

Clôture de l’appel : 12 Juin 2013 
Résultat : 9 Juillet 2013 

 

Les dossiers  (projet de thèse, CV court du DDR, éventuellement CV du doctorant, et feuille d’accompagnement 
ci-après)  doivent être déposés par le directeur de thèse le plus rapidement possible et exclusivement sous 
forme électronique et par mail, auprès des directeurs d’OHM concernés, de la direction du DRIIHM 
(<Robert.Chenorkian@cnrs-dir.fr>) et du réseau (<maignan@eccorev.fr>). 

En cas de sujet concernant plusieurs OHM, les dossiers doivent être envoyés simultanément à chacun d’eux. 
  

10 – Annexe 02 : 
Appel à projet pour contrat doctoral 
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DRIIHM 
 

APPEL À PROJET DOCTORAL 2013 
 

 
 
 

 
OHM concerné(s) : Téssékeré 
 
Titre du sujet de thèse : Interactions biotiques au sein de la rhizosphère de Balanites aegyptiaca, essence 
ligneuse de la Grande Muraille Verte (GMV) 
 
Mots-Clés caractérisant le sujet (6 au plus) : Grande Muraille Verte, Balanites aegyptiaca, santé des sols,  
rhizosphère , interaction plante-microorganismes telluriques 
 
Articulation avec la recherche de l’OHM (des OHM) concerné(s) (Maximum 10 l.) :  
Les objectifs de ce projet de thèse rentrent pleinement dans les préoccupations de l’OHM Téssékéré. En effet, 
les principaux acteurs de ce projet ont déjà démarré des travaux de recherche dans le contexte OHM 
Téssékéré, soit à travers la coordination de projets « petite-échelle » financés par l’OHM dans les domaines de 
la biologie végétale (D. Goffner) et de la microbiologie des sols (G. Grundmann), soit par engagement, jusqu’à 
présent, informel (ML. Follet-Gueye). Les recherches proposées dans le présent projet pourraient à terme aider 
à proposer les meilleures combinaisons d’arbres sur un sol donné et à améliorer les pratiques de sylviculture 
afin de restructurer au mieux les sols, conduisant à une meilleure gestion des ressources naturelles à la fois 
adaptées au climat hostile sahélien tout en étant d’une grande utilité pour l’Homme. Cela nous semble le point 
de mire, à travers des démarches de type « recherche – action », de l’OHM Téssékéré. 
 

 

 
Nom et rattachement du (des) directeur(s) de la thèse : Marie Laure Follet-Gueye, Maître de Conférence 
       EA4358 GlycoMEV-Université de Rouen, France 

       Deborah Goffner – UMI ESS 3189 Marseille France 
Nom du candidat (le cas échéant) : non identifié  
 
Co-financeur éventuel du projet : OHM Téssékeré 
 
Noms et coordonnées mél de 4 rapporteurs possibles : 
 
Magalie Pichon - UMR 5546 UPS/CNRS Toulouse, France (Magalie.Pichon@toulouse.inra.fr) 
Luc Abbadie -  BIOEMCO ENS, Paris, abbadie@biologie.ens.fr 
Jérome Pelloux - EA3900-BIOPI, Université de Picardie, Amiens, France. (jerome.pelloux@u-picardie.fr) 
Catherine Santaella, UMR 6191 - CEA - CNRS - Université Aix-Marseille II (catherine.santaella@cea.fr). 
 
Nom et coordonnée mél du directeur de l’École Doctorale dans laquelle le sujet serait susceptible d’être 
inscrit :  
 
Patrice Lerouge :  patrice.lerouge@univ-rouen.fr 
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1-Introduction et contexte de l’étude 
Pour répondre aux enjeux de la désertification, 11 pays situés en zone sahélienne ont adopté 
l’initiative du projet panafricain, appelé la Grande Muraille Verte (GMV). L’objectif global de la GMV 
est de contribuer i) à la lutte contre l’avancée du désert, ii) à la mise en valeur des zones saharo-
sahéliennes pour une gestion durable des ressources naturelles et iii) à la lutte contre la pauvreté. Il 
s’agit de l’édification d’un ensemble de zones de reboisement d’environ 15 km de large traversant à 
terme tout le continent africain (7000 km d’est en ouest). 

Comme décrit pour de nombreux territoires du continent africain (Gilbert, 2012), la pauvreté du sol 
dans la zone sahélienne est une entrave au développement agricole. En effet, des analyses chimiques 
du sol sur la zone sahélienne du Ferlo (zone GMV) révèlent son faible niveau de carbone. Outre 
l’apport de fertilisants chimiques coûteux et dont l’usage à long terme peut être dommageable pour 
l’environnement, envisager d’autres alternatives devient impératif aussi bien pour des applications 
locales mais également pour les pratiques agricoles à l’échelle de la planète. Les communautés 
microbiennes des sols ont des caractéristiques qui reflètent finement l’environnement physico-
chimique et biologique du milieu dans lequel elles évoluent. Elles conservent dans leur structure et 
leur composition l’héritage des évènements et paramètres qui les ont influencées et peuvent être 
ainsi le témoin de l’évolution d’un système. L’évaluation de l’évolution de leur composition, des 
changements de diversité, est donc primordiale. 

2-Description du projet de thèse 

Cette thèse sera co-dirigée par les Dr Deborah Goffner (CNRS UMI 3189 / Sénégal – Burkina Faso – 
Mali – France) et ML. Follet-Gueye (EA 4358, Laboratoire Glycobiologie et Matrice Extracellulaire 
Végétale, Université de Rouen). Le Dr Geneviève Grundmann (UMR 5557, Laboratoire d’Ecologie 
Microbienne, Université Claude Bernard Lyon I) participera également à cette thèse en tant que 
partenaire.  

L’objectif de ce projet, est d’étudier les interactions entre une espèce ligneuse fortement implantée 
dans la zone GMV (zone sahélienne du Ferlo au Sénégal), Balanites aegyptiaca ou dattier du désert, 
et les microorganismes du sol.  

Nous suivrons des cinétiques qualitative et quantitative des caractéristiques respectives des deux 
composantes plante-sol à partir de dispositifs expérimentaux in situ au niveau du site de la GMV 
(parcelle expérimentale OHM-Tessékéré) et de laboratoires (GlycoMEV- UMR 5557).  

L’arbre de choix pour cette étude : Balanites aegyptiaca  

Balanites aegyptiaca (L) Del. est une espèce de la flore tropicale très adaptée aux écosystèmes 
sahéliens. Les études éco-géographiques montrent que l’espèce occupe plusieurs régions sahélo-
sahariennes d’Afrique et du Moyen Orient. De large amplitude écologique, cette espèce ligneuse est 
très résistante à la sécheresse. De plus, les résultats obtenus des enquêtes ethnobotaniques par les 
chercheurs de l’OHM (Observatoire Homme Milieux) GMV montrent que les populations du Ferlo 
apprécient grandement cette espèce (l’espèce d’arbre la plus citée) pour ses nombreux usages : 
alimentation, fourrage, bois de chauffe et de construction et santé (Niang et al, 2012). La 
commercialisation des fruits pourrait également présenter un intérêt socio-économique pour les 
populations, et ceci notamment pour les femmes. Pour l’ensemble de ces raisons, Balanites 
aegyptiaca fait partie des espèces choisies pour la restauration des écosystèmes sahéliens dans le 
contexte de la Grande Muraille Verte. A ce titre, Balanites aegyptiaca fait déjà l’objet de plusieurs 
projets au sein de l’OHM (avec une forte implication du Dr D. Goffner, co-directrice de cette thèse), 
comme la recherche de la variabilité intraspécifique des critères morphologiques, la valeur 
nutritionnelle des fruits, et même une étude du type ‘chaîne de valeur’. Par ailleurs, des 
collaborations à l’échelle internationale sont en cours d’élaboration entre l’OHM et John Weber (The 
International Centre for Research in Agroforestry, ICRAF), un des leaders mondiaux dans le domaine 
de la foresterie tropicale et spécialiste de Balanites aegyptiaca. 
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3-  Dispositifs expérimentaux et plan de travail  

Au laboratoire 
 Des plants de Balanites aegyptiaca seront cultivés en pot au laboratoire GlycoMEV. Afin d’être au 
plus proche des conditions de culture du site GMV, les plants seront maintenus en « condition 
pépinière » 2 à 3 mois (irrigués) puis transférés ensuite sur le sol GMV natif ou stérilisé. Cette 
dernière partie des cultures expérimentales sera menée en conditions d’hydratation variables. 
L’impact des microorganismes du sol GMV et du niveau d’hydratation sur le développement des 
plants de Balanites aegyptiaca sera évalué sur la base du relevé des paramètres généraux de 
développement des plants (vitesse de croissance, morphologie, architecture et biomasse des 
systèmes caulinaires et racinaires).  

Une attention particulière sera donnée à la description du système racinaire (biomasse et degré de 
ramification). Ces observations seront complétées par la caractérisation des cellules « frontières » 
(CF) de racines dans les différentes conditions de culture. Les CF sont des cellules produites en 
continu par la coiffe racinaire (Hawes et al., 2000 ; Vicré et al., 2005) et leur intérêt provient du fait 
qu’elles participent activement à la production d’exsudats racinaires et, ainsi, jouent un rôle 
primordial à l’interface plante-sol (Driouich et al., 2010). Très peu de données (Endo et al., 2011) 
existent sur les cellules frontières des espèces ligneuses sélectionnées pour la GMV. Dans ce travail, 
leur caractérisation sera réalisée par des approches biochimique et immocytochimique parfaitement 
maîtrisées au laboratoire GlycoMEV. 

L’étude des exsudats de la rhizosphère sera également menée tout au long de ce dispositif 
expérimental de culture de Balanites aegyptiaca. La composition en molécules connues pour être 
impliquées dans les interactions plante-microorganismes au sein de la rhizosphère : composés 
phénoliques (Bais et al., 2006), polysaccharides (Ray et al., 2004 ; Aboughe-Angone et al., 2008) -
protéoglycanes (arabinonogalactane protéines, AGPs ; Vicré et al., 2005 ; Cannesan et al., 2012 ; 
Nguema-Ona et al., 2013) et ADN extracellulaire (extracellular DNA, exDNA ; Wen et al., 2009) sera 
déterminée. Les teneurs en composés phénoliques seront établies par chromatographie liquide 
HPLC. Les compositions en polysaccharides (PS) et AGPs seront déterminées par des approches 
biochimiques (dosages colorimétriques, électrophorèse en gel d’agarose et chromatographie en 
phase gazeuse) et immunocytochimiques (via des sondes anticorps spécifiques des PS). La présence 
d’exDNA sera détectée par des colorants et des sondes anticorps spécifiques.  

Parallèlement aux études menées sur le partenaire végétal, et pour appréhender l’effet de Balanites 
aegyptiaca sur les populations microbiennes du sol, une approche microbiologique sera réalisée pour 
rechercher des modifications éventuelles de la diversité bactérienne entre sol GMV natif 
rhizosphérique et non rhizosphérique au cours de l’installation des plants de Balanites aegyptiaca. 
Elle se fera sur la microflore totale par pyroséquençage de l’ADNr 16S dans l’ADN extrait des deux 
types de sol. Conjointement, le groupe des bactéries bénéfiques au développement de la plante (ou 
Plant Growth Promoting Rhizobacteria, PGPR) qui pourrait intervenir dans le succès de croissance de 
Balanites aegyptiaca sur le terrain sera étudié. Pour ce faire, sur les mêmes ADN extraits, 
l’expression de trois gènes liés à l’effet PGPR (1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) 
deaminase gene, acds et phlD impliqués dans la modulation de la balance hormonale de la plante, 
nitrogen fixation regulator gene, nifH impliqué dans la fixation d’azote) sera étudiée par la technique 
de qPCR.  

Pour qualifier plus précisément les possibles interactions entre les CFs et les bactéries PGPRs, de 
jeunes plants de Balanites aegyptiaca cultivés en conditions hydroponiques sur substrat inerte type 
vermiculite ou in vitro (milieu gélosé) seront inoculés par deux bactéries PGPRs modèles (genres 
Pseudomonas et/ouAzospirillum). Les souches bactériennes marquées par une protéine fluorescente 
seront localisées au sein de la rhizosphère par microscopie confocale à balayage laser (en 
collaboration avec C. Prigent-Combaret, UMR CNRS 5557 et plateforme d’imagerie cellulaire 
PRIMACEN de l’Université de Rouen) afin d’évaluer le tropisme potentiel des PGPR vis-à-vis des CF.  
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in situ : parcelle expérimentale OHM-Tessékéré 
Cette partie du travail s’appuiera sur une parcelle de recherche expérimentale en cours de montage 
située dans la région du Ferlo, à Widou, Sénégal (dans le cadre d’un projet OHM financé) qui va 
inclure, parmi les onze espèces d’arbres locaux plantées, des plants de B. aegyptiaca, issus de deux 
provenances (Sénégal et Burkina Faso). Typiquement, sur ce site de la GMV, les essences choisies 
pour le reboisement sont mises à germer en pépinière sur substrat légèrement enrichi (sable et 
excréments d’animaux) en condition d’irrigation pendant une durée de 2 à 3 mois. Lors de la saison 
humide, les plants issus de la pépinière sont repiqués sur les zones de reboisement.  

Les paramètres de développement des jeunes arbres (morphologie, croissance racinaire et aérienne, 
caractérisation chimique d’exsudats racinaires…) seront suivis. Ces analyses seront complétées par 
une comparaison entre la diversité des communautés microbiennes dans des sols rhizosphérique par 
rapport au sol des zones en friche au sein de la même parcelle, mais aussi dans le sol avant 
plantation. L’analyse sera réalisée par pyroséquençage de l’ADNr 16S dans l’ADN extrait de sol 
prélevé sur le terrain en association ou pas avec B. aegyptiaca. Enfin, la structure et la chimie 
(matière organique) des sols seront également comparées pour déterminer une valeur ajoutée 
éventuelle sur la qualité des sols liée à la plantation de B. aegyptiaca.  

4 -Résultats attendus 
Ce travail permettra de mesurer le potentiel de B. aegyptiaca, une des espèces choisies pour le 
reboisement tout au long de la GMV, à améliorer la biodiversité et l’abondance des microorganismes 
du sol sahélien. Nous espérons également contribuer aux connaissances, encore très fragmentaires, 
expliquant la très grande adaptabilité de l’espèce aux conditions environnementales hostiles. 
L’ambition de ce travail est d’optimiser l’implantation de B. aegyptiaca mais également d’autres 
espèces de la GMV, qui ensemble contribueront à restructurer durablement les sols sahéliens et à 
pérenniser ainsi des activités forestières dans cette zone. Avec la technique du séquençage profond, 
nous fournirons une base de données de référence exhaustive pour la microbiologie des sols 
sahéliens. Au-delà des acquis purement appliqués, les études de laboratoire aideront à une meilleure 
compréhension de l’implication des cellules frontières de racine, éléments clefs de l’interface plante-
sol, dans les interactions biotiques. 

5- Conclusion  
Ce projet regroupe des laboratoires reconnus internationalement dans des domaines 
complémentaires en biologie et physiologie végétales et en microbiologie des sols. Cette 
confrontation interdisciplinaire, au-delà d’une plus-value cognitive évidente, propose des 
méthodologies extrêmement diversifiées (biologie cellulaire, biochimie des polysaccharides, 
microscopie, génomique) en les mettant aux services d’un des grands enjeux situé à l’intersection de 
la société et de l’environnement : le renversement de la désertification en Afrique. Le contexte de 
l’OHM GMV est particulièrement bien adapté pour cette étude. Ce projet de thèse renforcerait une 
collaboration déjà engagée de façon informelle par les chercheurs proposant ce projet. De plus, ce 
travail intègre une nouvelle équipe de l’UMI ESS /OHM, « Environnement Végétal et Sociétés ». Les 
recherches décrites dans le présent projet pourraient à terme aider à proposer les meilleures 
combinaisons d’arbres sur un sol donné et à améliorer les pratiques de sylviculture afin de 
restructurer au mieux les sols, conduisant à une meilleure gestion des ressources naturelles à la fois 
adaptées au climat hostile sahélien tout en étant d’une grande utilité pour l’Homme.  
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