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Résumé

Les modifications génétiques constituent une innovation importante dans 1’étude des geénes et des protéines. L’ implication des pero-
rédoxines (Prxs) et des thiorédoxines (Trxs h) a été étudiée in planta par voie transgénique dans certains travaux qui ont confirmé
leurs roles dans la protection contre le stress, dans la modulation des protéines de réserve, I’amélioration de la viscosité de la pate et
la diminution des effets négatifs comme I’allergénicité. Chez les céréales, les travaux qui traitent les implications de ces protéines sont
encore rares et principalement dans I’amélioration de la qualité germinative. Les techniques disponibles nous offrent deux possibilités
de moduler I’expression d’un géne, I’imbibition et la surexpression. La technologie ARN antisens a été utilisée comme moyen pour
la régulation de I’expression génique dans un grand nombre d’organismes. Depuis I’avénement de I’ interférence ARN (RNAI), cette
technique s’est peu a peu imposée par sa simplicité et son efficacité. Elle est devenue un outil puissant pour la détermination des
fonction des genes. Pour notre part, nous nous situerons dans la voie ouverte par des auteurs qui ont apporté une nouvelle souplesse
a la technique d’interférence en utilisant des fragments d’ADN au lieu des fragments d’ARN double brin. Pour obtenir le fragment
d’ADN, un couple de primers suffit. Dans cette étude, en nous basant sur les données de la littérature, nous avons mis au point une
méthode simple a mettre en ceuvre et efficace pour inhiber 1’expression des genes ciblés (Trx h1, h2, h3 et Grx) par interférence ADN.
Ceci est réalisé apres injection soit du géne entier soit des petits fragments d’ADN double brin d’une vingtaine de pair de bases sur
le modéle des siARN. L’inhibition de I’expression des génes, a un effet sur le développement des plantules.

Mots clés: Blé, inférence ADN, rédoxines

Modulation of redoxin gene expression by DNA interference in wheat

Abstract

Genetic modifications are an important innovation in the study of genes and proteins. The involvement of peroredoxins (Prxs)
and thioredoxins (Trxs h) has been studied in planta by transgenic route in certain studies which have confirmed their roles in
protection against stress, in the modulation of reserve proteins, the improvement of the viscosity of the paste and the reduction of
negative effects such as allergenicity. In cereals, studies dealing with the implications of these proteins are still rare and mainly in
the improvement of germination quality. The available techniques offer us two possibilities to modulate the expression of a gene,
imbibition and overexpression. Antisense RNA technology has been used as a means for the regulation of gene expression in a
large number of organisms. Since the advent of RNA interference (RNAI), this technique has gradually imposed itself by its sim-
plicity and efficiency. It has become a powerful tool for determining gene function. For our part, we will follow the path opened
by authors who have brought new flexibility to the interference technique by using DNA fragments instead of double-stranded
RNA fragments. To obtain the DNA fragment, a couple of primers is enough. In this study, based on data from the literature, we
have developed a simple to implement and effective method to inhibit the expression of targeted genes (Trx h1, h2, h3 and Grx)
by DNA interference. This is done after injection either of the whole gene or of small double-stranded DNA fragments of about
twenty base pairs on the siRNA model. Inhibition of gene expression has an effect on seedling development.

Keywords: Wheat, DNA inference, redoxins

INTRODUCTION RGN
La génétique inverse est devenue une approche de choix - e
pour identifier le role de certains génes impliqués dans g

le développement des plantes et dans 1’élaboration de la
qualité de la matiére premiere. La technologie basée sur
I’interférence par ARN (RNAI) en est I’exemple le plus
emblématique. Le principe consiste a introduire des frag-
ments d’ARN double brin dans un organisme ou une cel-
lule. La figure 1 montre le mécanisme d’interférence ARN.

Les molécules d’ARN double brin sont d’abord découpées
par une RNase double brin, I’éminceuse (Dicer) produi-
sant des fragments d’environ 21-23 nucléotides, les petits
ARN interférant (short interfering RNA, siRNA). Ces
petits ARN sont ensuite incorporés sous forme de simple
brin dans un complexe ribonucléoprotéique (RISC) ou w \ "
ils servent de guide pour la reconnaissance de la cible. ’ " 1 it Mo
L’interférence a lieu quand 1’un des brins est susceptible Clivage de I'ARNm cible Arrét de la traduction
de s’hybrider de manicre spécifique avec un ARNm pour

induire la suppression de l’expression génique de cette Figure 1: Fonctionnent classique de la machinerie de
cible. Cette inhibition peut donc avoir lieu au niveau du PARN interférence
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cytosol par dégradation de I’ARNm ou par inhibition de
la traduction (Hannon et al., 2002; Vaucheret et al., 2001).
L’un des avantages de ce procédé, est qu’il n’est pas res-
treint a une cellule mais s’étend aux cellules voisines grace
aux petits ARN eux méme (Dunoyer et al., 2010). Ainsi,
il n’est pas nécessaire d’avoir une intégration stable d’un
transgeéne, car une expression transitoire est suffisante
pour induire le phénotype correspondant a 1’inhibition de
I’expression génique.

Quelques travaux avaient ouvert cette voie en montrant
que des ADN double brin, dépourvus de promoteur, pou-
vaient induire 1’inhibition de 1’expression génique chez
les plantes (Voinnet et al., 1998; Palauqui et al., 1999;
Rutherford et al., 2004, Nowak et al., 2009).

Des équipes, surtout dans le milieu médical, montrent un
intérét grandissant pour les systémes a base d’ADN. Ce
travail s’inscrit dans ce sens, puisqu’il consiste a inhiber
trois génes (deux thioredoxines (Trx h) et une glutarédo-
xines (Grx) au stade plantule du blé. Il s’agit de déterminer
sil’on pouvait mettre en évidence au niveau de I’expression
des génes et au niveau phénotypique un possible effet de
I’inhibition. Ainsi si on pouvait évaluer en deuxi¢me lieu
la redondance et/ou la spécificité des isoformes de la Trx
h. Cette étude s’inscrit dans I’optique d’une compréhen-
sion de la qualité germinative du blé tendre en particulier
et des céréales en générale, par le biais de marqueurs et
principalement les rédoxines. Par leurs multiples fonctions
dans les processus de germination comme la mobilisation
des protéines de réserve, et la protection contre le stress
oxydatif, les protéines des rédoxines semblent étre les biens
placés pour aborder la qualité germinative.

Pour atteindre ces objectifs et en s’appuyant sur les données
de la littérature, une méthode simple a été mise au point
pour inhiber I’expression des genes ciblés (Trx hl, h2, h3
et Grx) par interférence ADN en utilisant 1’injection du
gene entier ou de petits fragments d’ADN double brin de
séquence spécifique a la cible.

L’analyse phénotypique a été faite par le suivi du dévelop-
pement des plantules et I’expression des génes, par qRT-
PCR a partir des ARN totaux et I’expression des protéines
de Trx h par westren blot.

A. Zahid: Modulation de lexpression des génes de rédoxines

MATERIELS ET METHODES
Matiére végétale

Une centaine de grains de blé Soissons placés dans un
Falcone de 50 ml sont trempés dans de I’hypochlorite de so-
dium a 10% pendant 20 a 30 minutes. Ensuite ils sont lavés
3 fois dans de I’eau stérile puis une fois dans une solution
d’acide chlorhydrique (10 mM). Ils sont finalement lavés 5
fois avec de I’eau stérile. Les grains sont semés en condition
stérile c’est-a-dire sur papier filtre wattman humide dans des
boites de Pétri et ils sont mis a germer dans un phytotron
(Fisher bioblock Scientific), entre 72-96 heures sous 200
umol. m2. s, avec une photopériode de 16 h et un gradient
de température jour/nuit de 23/20°C. Les graines germées
sont ensuite transplantées a raison de quatre unités par pot
dans un terreau commercial stérile. Avant I’ouverture de la
premiére feuille (environ quatre jours de germination), 5
ul de la solution d’interférence, stADN ou de 1’eau stérile
sont injectées dans la premicre feuille, elles sont replacées
dans le phytotron. L’expression des génes de Trx hl, Trx
h2, Trx h3 et Grx est analysée a 8 h, et 4 96 h.

Préparation de ’ADN interférant
Génes de thiorédoxines et de glutarédoxines (geADN)

Les transcrits des Trx h1 (AY072771), Trx h2 (AF286593),
Trx h3 (AF420472) et Grx (EU823285) du blé tendre
(Triticum aestivum, cv Soissons) sont amplifiés par PCR.
L’amplification est réalisée a I’aide de 2 unités de la
polymérase pfu (Promega) dans un tampon commercial
(Promega), avec 200 uM de chaque dNTP, 0,5 uM de
chaque amorce et 1 ng d’ADN dans volume final de 25 pl.
Les amorces sont indiquées dans le tableau 1.

La PCR est réalisée dans un thermocycleur Applied Bio-
Systems 9700 dans les conditions suivantes: 1 cyclea 95°C
pendant 3 minutes; 30 cycles a 95°C pendant 30 secondes,
60°C pendant 30 secondes; 1 cycle. Les échantillons
contenant les amplicons de Trx hl, Trx h2, Trx h3 et Grx
sont analysés par électrophorése sur gel d’agarose 1%. Les
bandes de 400 bp qui correspondent aux ADN des Trx hl,
Trx h2, Trx h3 et Grx sont alors coupées et purifiées par le
Kit de purification Qiagen dans un volume de 10 pl.

Tableau 1: Les amorces utilisées dans I’amplification des génes Trxs et Grx

Amorces Séquences
Trx hi 5’-ACATGGCTAATGGCAAGGAGA-3’
5’-CGTTGTATGCTTCAGCGACGT-3’
Trx h2 5’-GCTATCAAGGAGGAACTGACGAA-3’
5’-AAAACACACTAGCTTGGATTAAGCAA-3’

Trx h3 5’-TGTCGGAGCTATCAAGGAGGAG-3’
5’-CTTGATTCACCATCATAAACTC-3’
Grx 5’-AGTCCAGAGCTATGGCGCTC-3’

5’-CTAAGGAGTGACGGTGGTCTTC-3’

Tableau 2: Les amorces utilisées pour la préparation des petits ADN double brin (siADN)

Amorces Séquences
Trx hi Sens: 5’-AAGAAGCTGGTGGTCATTGACTT-3’
Antisens: 3>~ AAGTCAATGACCACCAGCTTCTT-5’
Trx h2 Sens: 5’-AACTTCAGACATTTGCACCGGTT-3’
Antisens: 3’-AACCGGTGCAAATGTCTGAAGTT-5
Grx Sens: 5>-AAGAAGTTGTTCACGCAGCTGGG-3’
Antisens: 3’-CCCAGCTGCGTGAACAACTTCTT-5’
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Les petites ADN double brin (siADN)

Les petits ADN double brin (siADN) ont été dessinés par
le programme SiRNA (bioweb2.pasteur.fr) a partir de la
séquence ARNm. Les solutions (50 uM) de siADN ont été
préparées par hybridation des amorces correspondantes
(Tableau 2) avec leur brin complémentaire dans un ther-
mocycleur par un gradient de température de 90°C a 40°C
pendant 15 minutes.

La quantification relative de I’expression génique
par PCR en temps réel

L’extraction d’ARN a été réalisée suivant les instructions
décrit par le kit RNAesay Plant mini Kit (Promega). Les
geénes des Trx h1 (AY072771), Trx h2 (AF286593), Trx h3
(AF420472) et Grx (EU823285) du blé tendre (Triticum
aestivum, cv Soissons) sont amplifiés par PCR. L’ampli-
fication est réalisée a 1’aide de 2 unités de la polymérase
pfu (Promega) dans un tampon commercial (Promega),
avec 200 uM de chaque ANTP, 0,5 uM de chaque amorce
et 1 ng d’ADN dans volume final de 25 pl. La PCR est
réalisée dans un thermocycleur Applied BioSystems 9700
dans les conditions suivantes: 1cycle a 95°C pendant 3
minutes; 30 cycles a 95°C pendant 30 secondes; 60°C
pendant 30 secondes; 1 cycle a 72°C pendant 7 minutes.
La quantification relative d’un géne donné est exprimée,
aprés normalisation par I’expression de I’ARNr 18S
(5’-AGTAAGCGCGAGTCATCAGCT3’; 5°-CATT-
CAATCGGTAGGAGCGAC-3") utilis¢ comme controle
interne, en pourcentage de I’expression d’une référence
par la méthode du 2-AACT (Livak et al., 2004).

Analyse par western blot

Des graines de blé sont mises a germer dans des conditions
stériles. A lasortie de la premieére feuille, 5 ul des siADN de la
Trx hl, dela Grx etle mélange équimolaire des Trx h (Trx h1,
h2 eth3) ont été injectés. Des témoins positifs en injectant de
I’eau stérile et des témoins négatifs sans aucune injection ont
été également préparés. Des prélévements ont été réalisées a
différents moments de la germination (24 h, 48 h, 72 h et 96
h), et les protéines sont extraites dans un tampon contenant
50 mM Tris-Hel (pH 8), | mM d’EDTA et 0,5 mM de PMSF.
Les protéines sont ensuite concentrées grace a un évaporateur
concentrateur. 35 ug de protéines ont ét¢ utilisées pour réali-
ser des analyses western blot. L’expression des protéines de
laTrx h1,aété suivie en utilisant des anticorps Anti-Trx h2 du
pois (Pisum sativum), couplés avec des anticorps antiRabbit
Ig G (sigma). La révélation a été réalisée grace au substrat
(Sigma FASTTM 5-Bromo-4-chloro-3indolyl phosphate/
Nitro Blue Tetrazolium Tablets).
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Figure 1: Profil d’expression des génes cibles de la plantule
témoin aprés 96 h de la germination dans les conditions de
DPexpérience
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RESULTATS

L’expression des génes

L’expression des génes a été analysée par qRT-PCR en
temps réel a partir des ARN totaux du matériel végétal.
L’expression estmesurée a 8 h et 96 h en faisant I’hypothése
que ce mode d’inférence génére au moins une inhibition
temporaire. Ceci permettra d’évaluer ainsi la durée de vie
de cet effet. Le profil d’expression des génes cibles chez
les plantules témoins montre que, dans les conditions de
I’expérience, la Trx hl est la plus exprimée, Trx h2 et h3
ont un niveau d’expression similaire et supérieure a celle
de la Grx (Figure 1).

Inhibition par Trx hl

L’analyse de I’expression des génes apres une injection de
Trx h ou de Grx sous la forme geADN ou siADN montre
que ce systéme est susceptible de générer une modulation
de I’expression du géne en question mais il module égale-
ment celle des autres génes ciblés. Ainsi, I’ interférence par
laTrx h1 sous la forme de siADN induit une inhibition quasi
complete du géne 8 h apres le traitement ainsi qu’a 96 h.
LaTrx h1 siADN induit également une inhibition compléte
des autres genes ciblés apres 8 h, par contre on observe une
faible reprise de I’expression des ces derniers a 96 h et en
particulier pour la Grx (Figure 2 et 3). Le traitement par
geADN montre un profil différent. L’inhibition de Trx h1
atteint 75% a 8 h et n’est plus qu’a 65% a 96 h, indiquant
un contournement de I’interférence, contrairement a ce qui
est observé avec le siADN.
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Figure 2: Profil d’expression des génes inhibés par Trx h1
siADN et geADN
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A SIADN 8h 96 h geADN  8h 96h B
hl 99.25 100 hl 85 62,5
h2 100 100 h2 20 20
h3 99.5 99,5 h3 93,8 938
Grx 100 97.5 Grx 70 60

Figure 3: Pourcentages d’inhibitions aprés injection de la
Trx hl. siTrx h1(A), geTrx h1 (B)

Parmi les autres particularités, I’expression de Trx h3 reste
inhibée a 90% méme a 96 h, et par conséquent, I’effet de
I’interférence semble plus efficace sur Trx h3 que sur Trx
hl. La Grx a un profil similaire a celui de laTrx hl tandis
que I’expression de laTrx h2 est la moins affectée par cette
méthode avec 20% d’inhibition.

Inhibition par Trx h2

L’injection de Trx h2 induit un profil d’inhibition similaire
a ce qui a été observé précédemment avec quelques parti-
cularités (Figure 4 et 5).
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En premier lieu, I’efficacité de I’inhibition par geADN est
plus grande qu’avec la Trx hl et est quasiment du méme
ordre que celle du siADN. On constate I’ inhibition totale a
8 h et un début de contournement de I’interférence a partir
de 96 h. L’essai d’inhibition par injection de Trx h3 donne
également le méme profil (résultat non montré).

De ces trois essais d’inhibition, celle avec le siADN de la
Trx hl estlaplus efficace, non seulement sur la Trx h1 mais
aussi sur les autres genes cibles. Ces résultats font partie
d’un certain nombre d’indices qui plaident en faveur d’un
role particulier de ce géne par rapport aux deux autres.

Inhibition par Grx

L’injection de la Grx sous la forme siADN a la particularité
de provoquer I’inhibition totale des 3 Trx h jusqu’a 96 h,
tandis que I’on observe un début de la phase de contour-
nement a 96 h (Figure 6 et 7).
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Figure 6: Profil d’expression des génes inhibés par Grx
siADN et geADN entre 8 h et 96 h aprés traitement
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Figure 4: Profil d’expression des génes inhibés par Trx h2

A SIADN Grx Grx geADN  Grx Grx
hl 100 100 hi 100 90

h2 100 100 h2 100 100

h3 100 100 h3 100 100
Grx 100 91,5 Grx 70 20

siADN et geADN entre 8 h et 96 h apreés traitement

A SIADN
hl
h2
h3

Grx

Figure 5: Pourcentage d’inhibition aprés Uinjection de la
Trx h2. siTrx h2 (A), geTrx h2 (B)
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Figure 7: Pourcentages d’inhibitions aprés ’injection de la
Grx. siGrx (A), geGrx (B)

L’effet de I’interférence de Grx sur la synthése des Trxs h
et le contréle de I’inhibition pour Grx sont confirmés par la
forme geADN dans la mesure ou a 96 h, I’inhibition n’est
plus que de 25%. L’inhibition par le mélange équimolé-
culaire des différents interférents ainsi qu’un volume de
15 pl de Grx ont le méme effet, ¢’est-a-dire une inhibition
totale de la synthése de tous les geénes, ce qui est corrélé
avec I’arrét du développement de la plantule.



Rev. Mar. Sci. Agron. Vét. 10(4) (Décembre 2022) 469-474

Expression des protéines des Trx hs

Les résultats de I’expression des protéines des Trx hs
obtenus par western blot grace a I’anticorps anti-Trx h2PS
(Pisum sativum), ne montre pas une inhibition de I’expres-
sion des protéines aussi importante qu’apres injection des
siADN des Trx h1, du mélange équimolaire des Trx h (h1,
h2 et h3) et de Grx (Figure 8A, B et C). 1l s’agit d’une trés
légere inhibition pendant les premiéres 48 h qui suivent
les injections (Figure 9A et B), avant que cette expression
ne retrouve son niveau des échantillons témoins. Les anti-
corps antiTrx h2PS ont été utilisés, car ils reconnaissent
d’une maniére spécifique les protéines recombinantes des
Trx hl, h2 et h3 (Figure 8).

----- T — -

L T
J—{ 0 Non traité

Non tra‘ité

.
MM

1 J 5
SIGrx1 h 0 Non traité

Figure 8: Suivi de ’expression des protéines de Trx h par
western blot, en utilisant des anticorps-anti Trx h2 du pois
(Pisum sativum). Les protéines totales ont été extraites a par-
tir des feuilles de plantules, a différents moments (24 h, 48h,
72 h et 96 h), apres les injections des SIADN respectivemen t
de Trx hl (A4), du Mix (Mélange équimolaire de Trx hl, 2 et
3) (B) et de la Grx1 (C). Un contréle positif a été réalisé par
Dinjection de volumes d’eau distillée, équivalents a ceux des
SiADN. Les contréles négatifs correspondent aux plantules
non injectées.

Analyse phénotypique

Les plantules du blé (cv Soissons) retenues dans I’expéri-
mentation ont été choisies sur la base de leur homogénéité
phénotypique. Les essais (geADN, siADN) et les témoins
(H,,) sont traités et le développement des plantules a été
suivi au-dela de 96 h. D’une maniére générale, on observe
que les essais ont un développement normal comparé aux
témoins, mais leur croissance est un peu plus lente. La
croissance, évaluée sur la base de celle de la premiére
feuille, est d’autant plus lente qu’on est proche de t=0
de I’injection. On note par exemple qu’une interférence
par geADN de la Trx hl génére une différence de 2-3 cm
entre le témoin et I’essai 72 h apreés traitement (Figure 10).
Le traitement par siADN a un effet plus inhibiteur de la
croissance que celui par geADN. Aprés 96 h et lors d’une
injection de 5 ul, qui est celle qui a été retenue lors de la
mise au point de laméthode, les plantules essais deviennent
peu a peu indiscernable par rapport aux témoins.

Si aprés 96 h, on transfére les deux types de plantules dans
un phytotron dans les mémes conditions, mais avec un
gradient de température jour/nuit de 37°/28°C, on constate
que les plantules des essais ont un phénotype pale par
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rapport aux témoins. Cela signifie que les effets de I’inhi-
bition sont encore perceptibles apres 96 h. Cependant, les
plantules retrouvent rapidement le phénotype des témoins.
Les observations montrent également que le phénotype
des plantules varie en fonction de la nature et de la dose
des solutions d’interférence. Ces résultats préliminaires
montrent que les méthodes d’inhibition par geADN et
siADN des Trxs h et de la Grx, comme utilisées dans cette
étude, sont capables d’affecter d’une maniére limitée le
développement de la plantule. En outre, elles suggerent
un lien direct ou indirect entre 1’expression de ces génes
et I’intégrité¢ de 1’appareil foliaire mise en évidence par
le stress thermique, et dans une certaine mesure, la dose
d’interférant ou I’interférence multiple.

DISCUSSION

Les résultats préliminaires obtenus grace a ces expériences
ont un effet sur les plantules causé par ’interférence ADN.
Cependant, la méthode développée nécessite une étude
plus approfondie. L’injection des siADN et des geADN
montre une extinction de I’ensemble des génes de rédoxines
étudiées (thiorédoxines h et glutarédoxine). Cela rend dif-
ficile I’interprétation des résultats en particulier quant a la
spécificité des interférant vis-a-vis de leur cible. Il semble
que ’ADN interférant reconnait une multitude d’ARNm.
Ainsi, pour confirmer ces résultats et valider la méthode
mise en place, I’injection controle d’ADN («si» ou «ge»)
ciblant un géne absent du génome de I’organisme étudié
(i.e. géne codant la Green Fluorescent Protein) semble
indispensable. Malgré ce manque, une interprétation de
ces résultats préliminaires peut étre réalisée. On observe
ainsi, une plus grande efficacité des siADN par rapport aux
geADN a inhiber I’expression des génes cibles.

Dans les conditions de cette expérimentation, en dépit du
choix des séquences utilisées pour générer les phénomeénes
d’interférences, il est difficile d’inhiber un géne unique dans
les conditions utilisées. Ceci peut étre di a la proximité des
séquences des isoformes. En retournant I’argument, cette
technique offre donc la possibilité d’inhiber une famille gé-
nique telle que les Trx ou les Grx a ’aide d’un unique siADN.

Au contraire de I’effet de I’inhibition des transcrits des
rédoxines par les siADN, I’inhibition de I’expression des
protéines n’est pas aussi importante que les génes des rédo-
xines étudiés. Le maintien de I’expression des protéines,
peut étre expliqué par le turn-over plus lent des protéines,
ou encore que d’autres isoformes de Trxs h compensent
la synthése des protéines des Trxs h. Il faut signaler que
I’anticorps anti-Trx h2PS, ne révele la présence que d’une
seule bande de Trx h dont les geénes sont inhibés. Ce qui
rend difficile le suivi de I’expression de chaque protéine.
Ainsi, le suivi de I’expression des protéines nécessiterait
certainement, 1’utilisation des anticorps spécifiques pour
chaque protéine de Trxs h.

Cette étude avait également pour objectif de répondre a la
question de la possibilité¢ de mettre en évidence un effet
phénotypique de I’inhibition de Trxs h par interférence.
En effet, des travaux similaires entrepris sur Arabidopsis
ont montré qu’apparemment, I’inhibition sélective de Trx
h n’avait aucun effet phénotypique (Yves Meyer, commu-
nications personnelles). Cette absence d’effet pouvait étre
interprétée par une réaction de compensation due aunombre
d’isoformes de la Trx h chez Arabidopsis.
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Concernant le blé, et les céréales en général, une surexpres-
sion de Trx h au niveau du grain chez I’orge (Wong et al.,
2004) ouune inhibition par la technologie anti-sens de la Trx
h chez le blé (Guo et al., 2007) avait des effets mesurables
sur la germination et la taille des agrégats protéiques. Ceci
montre que la modulation de I’expression des Trxs h au
niveau du grain est mesurable en termes physiologiques.
Dans ces travaux, nous montrons que 1’inhibition de Trx h
oude Grx induitun retard trés limité dans le développement.

Elle se traduit en outre par une vulnérabilité¢ au stress
oxydatif généré par un stress thermique. Les Trxs h et les
Grxs en particulier sont connues dans le maintien de 1’état
redox intracellulaire, et leur potentiel comme facilitatrices
et régulatrices de la conformation de protéines et d’activité
chaperonne (Berndt et al., 2008). Il ne serait pas étonnant
que I’inhibition de ces censeurs de 1’état redox cellulaire
ait des conséquences sur le métabolisme en général.

La premicre donnée de ces résultats préliminaires, et si
ce résultat sera confirmé lors de 1’utilisation de controles
externes, est I’impact de I’inhibition de la Grx sur celle des
Trxs h. Les Grxs cytosoliques réduit les protéines gluta-
thionylées et interviennent dans le maintien du statut redox
des protéines pendant un stress oxydatif. Une étude récente
montre qu’une inhibition de la Grx1 aggrave le disfonction-
nement mitochondrial dans un modéle animal de maladie
neurodégénérative, telle que la maladie de Parkinson. La
Grx1 intervient donc dans le maintien de I’intégrité de la
membrane externe de la mitochondrie (Saeed et al., 2008).
Des fonctions similaires peuvent étre évoquées dans le pré-
sent cas. On connait également un cas ou la Trx h est réduite
par le systétme GSH/Grx (Gelhaye et al., 2003). Les résultats
suggerent une évidente dépendance des Trx h étudiées par
rapportala Grx, par conséquent les cas de réduction de la Trx
h par la Grx/GSH doit &tre plus répandue qu’on ne le croit.

L’inhibition observée avec les génes montre que ce systéme
estfonctionnel. L’ inhibition observée par le biais de geADN
suggere que le double brin ADN est susceptible d’étre
reconnu par 1’équivalent de la RNase Dicer (Montrichard
et al., 2003; Nowak et al., 2009), enzyme trés conservée
chez les champignons, plantes, mammiferes, nématodes et
insectes (Serrato et al., 2001). 11 doit étre ensuite découpé
en petits siADN, et ceux-ci sont enfin incorporés sous
forme simple brin dans le complexe ribonucléoprotéique
dénommé RISC (RNA-induced silencing complex) ou ils
servent de guide pour la reconnaissance de la cible (Ham-
mond et al., 2000). L’action des siADN est beaucoup plus
marquée que celle des geADN et mériterait d’étre comparé
a celle des siARN pour évaluer leur différence.

CONCLUSION

Dans cette étude, en nous basant sur les données de la
littérature, nous avons mis au point une méthode simple a
mettre en ceuvre et efficace pour inhiber 1’expression des
genes ciblés (Trx h1, h2, h3 et Grx) par interférence ADN.
Ceci est réalisé apres injection soit du géne entier soit des
petits fragments d’ADN double brin d’une vingtaine de
pair de bases sur le modele des siARN. L’inhibition de
I’expression des geénes, a un effet sur le développement
des plantules. Cet effet reste limité dans le temps, puisque
les plantules retrouvent rapidement un développement
identique aux plantules témoins.

A. Zahid: Modulation de lexpression des génes de rédoxines

Lesrésultats obtenus sont encourageants, mais pour valider
définitivement ces résultats et donc laméthode développée,
d’autres travaux sont nécessaires. D’abord, une répétition
de I’expérience en suivant I’expression d’autres génes
que les rédoxines pour s’assurer que les siADN et/ou les
geADN ciblent bien I’ARNm du géne en question. Cela
permettrait de confirmer ou d’affirmer les interactions
observées entre les isoformes de Trx h et entre les Trxs h
et la Grx. Toujours dans le cadre de vérifier I’efficacité de
cette méthode dans I’inhibition de 1’expression des genes,
une analyse northern blot des petites ARN doit étre réa-
lisée. Cela permettrait de confirmer les résultats obtenus
par qRT-PCR.
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