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Introduction

La paroi des grains de céréales

arabinoxylanes
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Introduction

Brachypodium distachyon comme plante modele

v Herbe de la famille des Graminées
v"Un court cycle de vie

v Une facilité de culture

v' Un petit génome séquencé

www.york.ac.uk




Introduction

Evolution de la composition et de la structure des

polysaccharides au cours du temps dans les grains de
B.distachyon

Guillon et al., 2012

Analyse protéomique du grain de B. distachyon, rrancin-aliami et al., 2015

Xyloglucane Endotransglucosylase/Hydrolase (XTH) en forte
guantite 5




Introduction

Xyloglucane
endotransglucosylase/nydrolase (XTH)

Substrat connu: Xyloglucanes
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Cosgrove, 2005 Grain de céréales ?




L'objectif du stage

Recherche des substrats de la XTH
dans les grains de B. distachyon

Stratégie

» 1.Marquage d’oligosaccharides avec
sulforhodamine

a
Xyloglucans
[\\/\/

> 2.EX wuilles I

www.york.ac.uk > 3.Ex k/v\_/\/




Résultats

1. Marquage et caracterisation d'oligosaccharides

A  Aliaomares. )
Polysaccharides Sulforhodamine | ©ligomeres-rhodamine
Hydrolyse .| BGOS-SR
B-glucanes (BG), —> : . >
: enzymatique Oligomeres AXOS-SR
arabinoxylanes (AX)
xyloglucanes (XG) Xyl-5-SR NS
) kXGOS-SR )
Kosik & Farkas, 2007 I
’ Arabinoxylane | Concentration Volume Quantité Rendement
(mg/mL) final totale(mq) en %

(mL)

20 5 100
2,72 2 5,44 5,44




Résultats

2. Infiltration de feuilles de tabac

Agrobacterium

35S 35S mRFP Transformation

e . >

Insert = XTH
Contrbéle= insert GT61-55

Contrdle=Agrobacterium non transformé ww.eurekalert.org

Infiltration

Imogen et al., 2006




Résultats

3. Extraction de proteines issues du tabac infiltré

Vérification de la transformation

GT61 XTH

s Extraction des protéines totales
(Boudart et al., 2003)
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Résultats

4. Mesure de l'activité enzymatique de la XTH @ ,scvorowss
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Conclusions

= Les rendements en protéines sont variables

= Les extraits protéiques ne sont pas stables

» Les Arabinoxylanes et les B-glucanes peuvent étre
les substrats de la XTH
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Expression de la XTH dans les feuilles de tabac et
dosage l'activité enzymatique

Expression de la XTH dans la levure P. pastoris

www.pichia.com

Purification de la XTH exprimée dans P. pastoris
(His-tag)

Mesure de I'activité enzymatique sur les différents substrats

=> Substrats préférentiels de la XTH de Brachypodium
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Extractions | Constructions | Masse fraiche Volume de Concentration | Rendement
(9) I’extraite (UL) | en protéines | en protéines
(mg/mL) (mg
protéinelg
masse fraise)

pJCV-XTH 0,477 150 3,93 1,23
pJCV-GT61-55 0,229 150 2,03 1,32
~
pJCV-XTH 1,356 350 1,84 0,47
pJCV-GT61-55 1,195 350 1,89 0,55
pJCV-XTH 0,753 600 1,98 1,58 —
. pJCV-GT61-55 0,799 600 2,28 1,71




XTH transferase (XET action)







Calcule d’activité enzymatique

Concentration d’oligosaccharides marquée (C)= DO570 nm/1768 ( coefficient
d’extinction) * 0,5mm (longueur optique)

Activité enzymatique (nkat/ml)= C*(50/32ul)*10"6*(1/temps en sec)

Activité enzymatique (nkat/mg)=Activité enzymatique (nkat/ml)/concentration de
protéine en mg

Activité enzymatique (pkat/mg)=Activité enzymatique (nkat/mg)*1000




