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l'immunodéficience  humaine ;  HPBP,  Human 
phosphate  binding  protein ;  LC, 
chromatographie  liquide ;  Ma,  million 
d'années ; MS, spectrométrie de masse ; ORF, 
Open Reading Frame, cadre de lecture ouvert ; 
PCR, Polymerase Chain Reaction, Réaction en 
chaîne  par  polymérase ;  protéines  LEA,  Late 
Embryogenesis  Abundant  proteins,  protéines 
abondantes de l'embryogenèse tardive ; ROS, 
reactive  oxygen  species,  espèces  réactives 
oxygénées ; TCA, acide trichloracétique 

Résumé
La Nouvelle-Calédonie possède une flore riche 
et  diverse.  Sa  forte  endémicité  en  plantes 
vasculaires  (75,1  %)  résulte  en  partie  de 
l’origine gondwanienne de la flore et de la forte 
pression  de  sélection  exercée  par  les  sols 
ultramafiques,  riches  en  éléments  traces 
métalliques, dont le nickel. Si cet élément fait la 
richesse  de  l’archipel  par  son  exploitation 
minière,  cette  dernière,  ainsi  que 
l’anthropisation  du  territoire,  engendrent  une 
détérioration des écosystèmes. Dans le cadre 
de la dynamique mondiale de conservation, de 
protection et de restauration de la biodiversité, 
il  convient  de  caractériser  au  mieux  la  flore 
néo-calédonienne. Cette caractérisation passe 
notamment  par  l’étude  des  graines  de  cette 
flore, puisque ces dernières sont à la fois un 
des points clés du succès de la conquête de la 
planète par les plantes et un outil indispensable 
à la restauration écologique. Notre étude s’est 
attachée  à  caractériser  par  une  approche 
biochimique  la  biologie  des  graines  d’une 
plante  endémique  exceptionnelle,  Psychotria 
gabriellae,  une  des  plantes  au  monde 
contenant le plus de nickel dans ses feuilles. 
L’étude  du  protéome  des  graines  de  P. 
gabriellae (Baill.)  Guillaumin  a  révélé  la 
présence de protéines  particulières nommées 
DING,  notamment  impliquées  dans 
l’homéostasie  d’éléments  minéraux  via  leur 
interaction avec des transporteurs de type ABC 
(ATP-binding  cassette)  ou  encore  par 
séquestration du phosphore. Leur identification 
est corrélée avec l'observation d'un gradient de 

nickel dans la graine, et une co-localisation du 
nickel et du phosphore dans la partie externe 
de l’albumen, visant probablement à protéger 
l’embryon du caractère toxique de ce dernier 
(Zongo, 2010). Toutefois l’origine eucaryotique 
des protéines DING reste mystérieuse du fait 
de  l’absence  de  gènes  codant  de  telles 
protéines  dans  les  génomes  séquencés 
d'eucaryotes. Pour répondre à cette question, 
nous avons cherché à  identifier  la  présence 
de  bactéries  dans  la  graine  mature  sèche. 
Plusieurs bactéries endophytes de graine ont 
été identifiées, mais aucune d’entre elles ne 
semble produire de protéines DING. Le rôle 
de ces protéines DING dans la physiologie de 
la graine de P. gabriellae et dans l’adaptation 
au nickel est discuté. Ces résultats permettent 
d’approfondir les mécanismes impliqués dans 
la mise en place de l’hyper-accumulation de 
nickel  dans  les  plantes,  mécanismes  qui 
pourront  un  jour  se  révéler  utiles  pour 
répondre à des questions de phytoremédiation 
ou  de  phytoextraction  d’éléments-traces 
métalliques.   

Abstract
New Caledonia possesses one of the world’s 
richest,  diverse  and  unique  flora,  and  it  is 
recognized as a biodiversity hotspot. Its high 
endemism in vascular plants (75.1 %) is partly 
due to the Gondwanan origins of its flora and 
to  the  high  speciation  induced  by  the 
ultramafic  soils,  which  are  rich  in  heavy 
metals, including nickel (and poor in essential 
nutrients, especially N, P, K). If this element is 
the source of the country richness, its mining 
exploitation  and  human  colonization  of  the 
land  induce  ecosystems  degradation.  For 
these  two  main  reasons,  the  study  and 
comprehension of the new Caledonian flora is 
essential to be able to preserve, protect and 
restore its rich biodiversity.  Preservation and 
restoration both depend on seeds. They are 
the unit of dispersal of higher plants, and are 
hence  probably  responsible  of  their  world 
domination on flora. In the present work, we 
focused  our  study  on  the  biochemical 
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characterization  of  the  seeds  of  Psychotria 
gabriellae (Baill.) Guillaumin, one of the world 
most nickel hyperaccumulating plant. 
A  proteomics  characterization  of  the  seed 
revealed  a  high  representation  of  DING 
proteins  that  are  known  to  be  involved  with 
ABC (ATP-binding cassette)  type transporters 
or  to  bind  phosphorus.  This  observation  was 
associated  with  the  presence  of  a  nickel 
gradient  inside  the  seed,  presumably  being 
established in order to protect the embryo from 
its  toxicity.  However,  the  existence  of  genes 
encoding these proteins remains a subject  of 
discussions.  To  address  this  question  we 
assessed the existence of  bacteria in  the dry 
mature  seeds  of  Psychotria  gabriellae. 
Endophytic bacteria were identified but none of 
them seems to produce such proteins. 
This work will  allow a better understanding of 
the  mechanisms  involved  in  nickel 
hyperaccumulation,  and  may  highlight  novel 
tools for phytoremediation or phytoextraction of 
heavy metals..

Keywords
seeds,  proteomics,  nickel,  hyperaccumulation, 
Psychotria  gabriellae,  New  Caledonia, 
DINGGG 
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Introduction

Dans l’archipel de Nouvelle-Calédonie, la plus 
grande  île,  la  Grande-Terre  (Figure  1),  s’est 
détachée  du  Gondwana  il  y  a  environ  83 
millions d’années (Ma) suite à l’ouverture de la 
Mer  de  Tasman.  Ce  mouvement,  lié  à  la 
tectonique  des  plaques,  et  qui  a  abouti  à  la 
position actuelle de l’archipel a été marqué par 

des  événements  géologiques  prédominants. 
Au cours de cette dérive,  la Grande-Terre a 
subi une période d’immersion d’environ 20 Ma 
(65-45  Ma),  provoquant  l’accumulation  de 
nombreux sédiments (Grandcolas et al., 2008) 
notamment pélagiques, ce qui témoigne des 
fortes  profondeurs  de  l’immersion  (Cluzel  et 
al., 2012). 
La  subduction  de  la  Grande-Terre  sous  la 
plaque Pacifique a ensuite été associée à un 
événement  majeur  d’obduction.  L’orogenèse 
a  donc  commencé  par  le  charriage  d’une 
partie  de  la  lithosphère  océanique  sur  la 
Grande-Terre.  La  Nouvelle-Calédonie  est 
ainsi un des complexes ophiolitiques les plus 
importants  au  monde  (Pelletier,  2007).  La 
mise en place de ce complexe est à l’origine 
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Figure  1.  Répartition  des  populations  de 
Psychotria gabriellae étudiées sur la Grande-
Terre de Nouvelle-Calédonie.  Monts Koghi – 
Dumbéa  (longitude,  166.508 ;  latitude  -
22.176),  Forêt  Desmazures  -  Mont-Dore 
(longitude, 166.624 ; latitude, -22.192), Nétéa 
–  Poya  (longitude,  165.200 ;  latitude,  -
21.231).
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des  sols  dits  ultramafiques1.  Finalement 
l’émersion de la Grande-Terre, la situant dans 
sa  position  actuelle,  est  estimée  à  37  Ma 
(Pelletier,  2007).  L’érosion  post-émersion  a 
permis la réapparition de la multitude des sols 
de  l’île,  ainsi  que  son  relief.  Les  roches 
ultramafiques recouvrent aujourd’hui un tiers de 
la  surface  de  la  Grande-Terre,  sols  peu 
propices  au  développement  des  plantes.  En 
effet,  les  teneurs  en  azote,  phosphore  et 
potassium y sont faibles, alors que les teneurs 
en nickel,  chrome, cobalt,  manganèse,  etc.  y 
sont élevées et la biodisponibilité de l’eau est 
faible (L’Huillier et al., 2010). 
La nature de ces sols semble avoir joué un rôle 
primordial  dans  l’évolution  de  la  flore  de  la 
Grande-Terre (Isnard et al.,, 2016). D’une part, 
les  espèces  australasiennes  présentes 
rapidement après l’émersion ont pu s’adapter à 
ces sols, leur créant ainsi une niche écologique 
et les séparant des autres espèces tropicales 
plus compétitives, mais non adaptées. D’autre 
part,  l’induction  d’une  forte  pression  de 
sélection a abouti à la richesse actuelle (Jaffré 
et al.,  1994). La Nouvelle-Calédonie fait  ainsi 
partie  des  dix  plus  importants  hot-spots 
mondiaux en termes de biodiversité (Myers  et 
al., 2000 ; Mittermeier et al., 2004 ; Wulff et al., 
2013 ;  Gâteblé,  2015),  avec en particulier  un 
taux  d’endémicité  en  plantes  vasculaires  de 
75,1 % pour 3389 espèces répertoriées au total 
(Munzinger et al., 2016). 
Certains  métaux  de  transition  (Ni,  Fe,  Mn et 
Cu)  sont  des  composants  intrinsèques  de 
certaines  enzymes  et  protéines  et  sont  ainsi 
essentiels à la survie des organismes vivants 
(Brown et al., 1987). Le nickel peut en effet se 

1 Les roches ultramafiques ont pour origine la partie 
supérieure du manteau terrestre et contiennent de 
fortes quantités de Mg et de Fe. En effet, plus de 70 
% de leurs minéraux sont ferromagnésiens, ce qui 
explique  le  terme  d’ultra  (beaucoup)-  ma 
(magnésium)-f  (fer)-ique.  Les  éléments  minéraux 
sidérophiles  tels  Fe,  Co,  Cr  et  Ni  sont  en  fortes 
quantités  dans  ces  roches.  En  revanche,  les 
éléments Ca, N, P et K sont en faibles quantités, 
peut-être en raison de leur  faible  affinité avec les 
minéraux ferromagnésiens. 

lier  à  diverses  enzymes  comme  cofacteur 
indispensable  à  leur  activité  (Vignais  et 
Colbeau,  2004),  comme  c’est  le  cas  avec 
l’uréase  (EC  3.5.1.5)  (Eskew  et  al.,  1984  ; 
Seregin et Kozhevnikova, 2006 ; Yusuf  et al., 
2011  ;  Sharma  et  Dhiman,  2013).  Présente 
chez  les  bactéries,  les  levures  et  certaines 
plantes, cette enzyme est indispensable à la 
dégradation  de  l’urée,  qui  devient  toxique 
quand elle n’est pas éliminée. En particulier, 
une  forme  de  l’uréase  des  plantes  est 
exprimée  spécifiquement  et  abondamment 
dans  l’embryon  des  graines  (soja  (Glycine 
max),  Arabidopsis)  (Sirko  et  Brodzik,  2000). 
D’autres  observations  indiquent,  de  surcroît, 
que le nickel appliqué à faible dose stimule la 
germination  du  riz,  du  blé,  ou  du  soja, 
notamment  en  activant  certaines  enzymes. 
Cependant  les  mécanismes  moléculaires  de 
cette régulation germinative restent à éclaircir 
(Seregin et Kozhevnikova, 2006 ; Yusuf et al., 
2011). 
Néanmoins  les  propriétés  physicochimiques 
des métaux de transition en font également de 
redoutables  ennemis  moléculaires  à  forte 
concentration.  En  effet,  en  se  fixant  aux 
groupes carboxyles, imidazoles, sulfhydriles et 
aux  amines  aliphatiques  des  protéines,  ils 
engendrent des modifications de la structure 
tridimensionnelle  de  ces  macromolécules 
pouvant  altérer,  voire  inhiber,  leur  activité 
biochimique (Seregin et Kozhevnikova, 2006 ; 
Yusuf et al., 2011 ; Sharma et Dhiman, 2013). 
Dans ce cadre, il a été démontré que le nickel 
provoque  une  diminution  de  l’activité 
d’enzymes  telles  que  la  ribulose-1,5-
bisphosphate  carboxylase/oxygénase  (EC 
4.1.1.39),  la  glycéraldéhyde  3-phosphate 
déshydrogénase  (EC  1.2.1.12),  ou  encore 
l’aldolase  (EC  4.1.2.13)  pour  n’en  citer  que 
quelques unes à titre illustratif, probablement 
via une interaction avec les groupes –SH ou 
les  résidus  d'histidine  de  ces  protéines 
(Seregin  et  Kozhevnikova,  2006). 
L’inactivation d’enzymes impliquées dans les 
chaînes  de  transfert  d’électrons  peut 
notamment aboutir à la production d’espèces 
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activées  de  l’oxygène  (ROS,  reactive  oxygen 
species)  (Sharma  et  Dietz,  2009).  Ainsi,  lors 
d’un stress nickélifère, la plupart des enzymes 
de  détoxication  cellulaire  sont  activées  ou 
réprimées  (Sirhindi  et  al.,  2016 ;  Takur  et 
Sharma, 2016). 
Afin de faire face à ces contraintes édaphiques 
et,  plus  particulièrement,  aux  quantités 
importantes  de  nickel  dans  les  sols,  les 
espèces de la flore ultramafique ont développé 
des mécanismes adaptatifs qui leur permettent 
de croître sur ces types de milieux. Gaspar  et 
al. (2002)  discutent  l’existence  de  deux 
principaux types de réaction physiologique aux 
stress métallifères, une réaction de tolérance et 
une réaction d’exclusion. 
Concernant la réaction de tolérance, Brooks et 
al.  (1977)  ont  défini  deux  classes  d’espèces 
selon  leurs  facultés  à  tolérer  des 
concentrations importantes en nickel. Ainsi les 
espèces accumulatrices ont des concentrations 
en nickel comprises entre 100 et 1000 mg Ni/kg 
de matière sèche, alors que les espèces hyper-
accumulatrices  présentent  des  concentrations 
en  nickel  supérieures  à  1000  mg  Ni/kg  de 
matière  sèche.  Une  troisième  classe  fut  en 
outre créée pour les plantes contenant plus de 
10000 mg de nickel par kg dans leurs feuilles, 
les  plantes  hyper-nickelophores  (Jaffré  et 
Schmid, 1974 ;  Sagner  et al.,  1998 ; Boyd et 
Jaffré, 2009 ; Callahan et al., 2012). 
Les  mécanismes  physiologiques  régissant 
l’hyper-accumulation de nickel sont encore mal 
compris. La plante doit être capable d’absorber 
l’ion  métallique,  de  le  transporter  et  de  le 
stocker  sous  une  forme  non  toxique  pour  la 
cellule,  généralement  sous  une  forme 
complexée à un ligand (Kersten  et al.,  1980 ; 
Reeves et Baker, 1984 ; Callahan et al., 2012). 
Les zones de stockage les plus probables sont 
la  paroi  végétale,  le  cytosol  et  la  vacuole 
(Clemens et al., 2002). 
L’hyper-accumulation  aurait  une signification 
écologique  importante,  et  plusieurs 
hypothèses  ont  été  formulées  pour 
l’expliquer.  Elle  permettrait  de  protéger  la 
plante  des  herbivores  et  des  attaques 

fongiques (Davis et al., 2001 ; Hanson et al., 
2004), bien que certains insectes semblent 
avoir développé des stratégies de tolérance 
au nickel (Boyd et al., 2006). 
L’hyper-accumulation  dans  les  feuilles 
pourrait  également  provoquer  un 
enrichissement  localisé  de  l’élément 
métallique autour  de la  plante,  lorsque les 
feuilles  sénescentes  chutent  au  sol.  La 
plante  augmenterait  ainsi  localement  la 
concentration  en  nickel  au  niveau  du  sol, 
limitant la germination et le développement 
d’autres  espèces  moins  tolérantes  (Boyd, 
2004 ; Zhang et al., 2007). 
Au plan moléculaire des progrès récents ont 
été enregistrés. Ainsi, il a été montré que chez 
l’hyper-accumulateur  endémique  des  sols 
ultramafiques  de  Nouvelle-Calédonie, 
Psychotria  gabriellae (Baill.)  Guillaumin, 
antérieurement  désigné  Psychotria  douarrei 
(Rubiaceae) (Barrabé  et  al.,  2013),  le 
transporteur de métal tonoplastique PgIREG1 
était très vraisemblablement impliqué dans la 
très grande tolérance de cette plante envers le 
nickel. Cette étude a, en particulier démontré 
que  l’expression  ectopique  de  PgIREG1 
augmente la tolérance au nickel de la levure 
et  de  plantes  transgéniques  (Arabette  des 
dames ou Arabette  de  Thalius ;  A.  thaliana) 
(Merlot et al., 2014).
La Nouvelle-Calédonie possède,  avec Cuba, 
la  plus  grande  concentration  au  monde 
d’espèces  hyperaccumulatrices  de  nickel 
(Reeves, 1992 ; Brooks et al., 1998). Les deux 
cas  les  plus  connus  sont  Pycnandra 
acuminata  (Sapotaceae),  dit  arbre  à  sève 
bleue  ou  arbre  à  nickel,  dont  le  latex  de 
couleur bleu-vert  peut contenir jusqu’à 25 % 
de son poids en nickel (Perrier et al., 2004), et 
P. gabriellae dont les feuilles peuvent contenir 
jusqu’à 4,7 % (par rapport à la matière sèche) 
de nickel (Jaffré et Schmid, 1974 ; Callahan et 
al.,  2012),  en accord avec d’autres résultats 
chez  P.  grandis,  une  espèce 
hyperaccumulatrice de nickel native de Puerto 
Rico (McAlister et al., 2015). 
La caractérisation minérale de plantes de  P. 
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gabriellae se développant sur un sol contenant 
environ  4000  mg  Ni/kg  a  montré  que  les 
racines,  tiges,  feuilles  et  graines  contiennent 
respectivement 3000, 9800, 18000 et 9300 mg 
Ni/kg,  confirmant  ainsi  le  caractère  hyper-
nickelophore de l’espèce (Zongo,  2010).  Une 
approche de microscopie électronique a révélé 
l’existence  d’un  gradient  de  nickel  dans  la 
graine. Ce gradient semble concentrer le métal 
dans les parties externes de la graine, le nickel 
étant très peu présent au voisinage immédiat 
de  l’embryon  (Zongo,  2010),  suggérant 
l’existence  d’un  mécanisme  particulier  de 
protection  de  l’embryon  envers  la  toxicité  du 
métal. 
Grâce à  la  puissance  des technologies  post-
génomiques  actuelles,  il  est  maintenant 
possible  d’analyser  finement,  et  de  manière 
globale,  les  mécanismes  moléculaires  qui 
contrôlent  les  différentes  étapes  du 
développement de la plante. Dans le cas des 
graines,  l'activité  transcriptionnelle  n’est  pas 
nécessaire  pour  l'accomplissement  de  la 
germination des graines d’A. thaliana, alors que 
l’activité traductionnelle est essentielle, mettant 
en  évidence  l'importance  des  protéines 
stockées  dans  les  graines  matures  ou 
synthétisées  de  novo à  partir  des  ARNm 
stockés  pour  la  germination  (Rajjou  et  al., 
2004, 2012 ; Galland et al., 2014). 
Par conséquent, la protéomique (Wilkins, 2009) 
est particulièrement bien adaptée pour étudier 
les  mécanismes  des  processus  de 
développement  des  graines  (Miernyk  et 
Hajduch, 2011 ; Corbineau, 2012 ; Rajjou et al., 
2012 ;  Wang  et  al.,  2015).  En  outre,  le 
développement  massif  d'outils  pour  les 
approches protéomiques fournit  une multitude 
de  données  permettant  l'étude  du  protéome, 
même  pour  les  espèces  pour  lesquelles  la 
séquence du génome n’est pas encore établie 
(Bradshaw et Burlingame, 2005 ; Castellana et 
al., 2008 ; Gallien et al., 2009 ; Rabilloud et al., 
2010 ;  Schulze et  Usabel,  2010 ;  Nesvizhskii, 
2014 ; Faini et al., 2016). 
Pour  ces  raisons,  une  approche  d’analyse 
protéomique a été développée au cours de ce 

travail  afin  de  mettre  en  évidence  des 
protéines  qui  pouvaient  être  potentiellement 
impliquées  dans  un  tel  mécanisme  de 
tolérance au nickel dans les graines.

Matériels et Méthodes 

Matériel végétal et récolte des graines : 

Le  site  d’étude  principal  des  collectes  de 
graines de  P. gabriellae (Baill.)  Guillaumin a 
été la forêt humide du Mont Koghi (Grande-
Terre, Nouvelle-Calédonie), où ces plantes se 
développent  sur  un  sol  ultramafique  (Figure 
1). 
Un suivi mensuel des plants a été réalisé 
afin de suivre le développement des fruits 
pour  assurer  une  récolte  des  graines  au 
meilleur  moment,  c’est-à-dire  lorsqu’elles 
atteignent leur stade final de maturité. Les 
graines ont été récoltées à plusieurs stades 
de développement afin d'étudier l'évolution 
du protéome :  le  stade 1,  pour  lequel  les 
téguments  sont  encore  photo-
synthétiquement  actifs  (Nakajima  et  al., 
2012) ;  le  stade  2,  montrant  des  graines 
dures  et  séparables  du  fruit  et  chez 
lesquelles les chlorophylles commencent à 
être  dégradées  (Johnson-Flanagan  et 
McLachlan,  1990) ;  le  stade  3,  où  les 
graines sont capables de germer et où les 
chlorophylles  sont  complètement 
dégradées ;  et  le  stade  4,  pour  lequel  la 
pulpe  est  riche  en  pigments  de  type 
caroténoïdes  ou  flavonoïdes  impliqués 
dans l’aptitude à la conservation et la survie 
à  l’état  sec  des  graines  (Lepiniec  et  al., 
2006). 
Par  ailleurs,  deux  autres  populations  de  P. 
gabriellae ont également été étudiées (Figure 
1). Après récolte les fruits ont été placés dans 
des sachets en papier le temps du transport 
jusqu’au  laboratoire.  Ils  ont  ensuite  été 
dépulpés  manuellement  et  les  graines  ainsi 
obtenues ont été séchées à l’air ambiant et à 
la  lumière  pendant  3  à  4  h,  le  temps  que 
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l’endocarpe  redevienne  sec.  Les  graines  ont 
ensuite  été  conservées  à  +  4  °C  dans  des 
tubes hermétiques en plastique  (Greiner  Bio-
One – CellStar – 227.261). 
Des graines de  P. baillonii  Schltr. (famille des 
Rubiaceae)  ont  également  été  récoltées  au 
Mont  Koghi  (Figure  1),  dans  les  mêmes 
conditions que ci-dessus. 

Bactéries endophytes de Psychotria gabriellae : 

Pour  caractériser  les  bactéries  naturellement 
présentes  chez  les  graines  matures  de  P. 
gabriellae, les bactéries non endophytes, mais 
présentes  à  la  surface  des  graines,  ont  été 
éliminées par incubation pendant  5 min dans 
une solution d’eau distillée stérile contenant 5 
% d’hypochlorite de sodium sous agitation. Les 
graines  ont  ensuite  été  rincées  trois  fois 
pendant  5 min dans des bains d’eau distillée 
stérile. Les graines désinfectées ont ensuite été 
broyées  à  l’aide  d’un  pilon  et  d’un  mortier 
stériles, sous hôte à flux laminaire vertical. Le 
broyat de cinq graines ainsi obtenu a alors été 
remis en suspension dans 10 mL d’eau distillée 
stérile.  Puis  le  mélange  a  été  agité  avec  un 
agitateur mécanique à bras (Bioblock Scientific, 
Agitest  86212)  pendant  5  min  à  7  Hz.  Une 
dilution  au  dixième  du  mélange  obtenu  a 
ensuite  été  réalisée  dans  de  l’eau  distillée 
stérile. 
Des milieux riches ont  été utilisés pour isoler 
les micro-organismes, par exemple les milieux 
«  viande-foie  »  (Bio-Rad –  64564)  et  «  malt 
glucosé » (Panreac - 403690.1210) pH 6,0. Les 
bactéries ont été isolées à partir de 200 µL des 
deux dilutions étalées sur des boîtes de Pétri 
(diamètre 8 cm) remplies de milieu de culture 
puis incubées à 28 °C à l’obscurité. 
L’apparition  de  colonies  a  été  observée 
quotidiennement.  Les  souches  bactériennes 
ainsi obtenues ont ensuite été conservées à – 
80 °C dans des tubes MicrobankTM (Pro-Lab 
diagnostic – PL.170/M). 
Le séquençage du gène codant  la sous-unité 
16S de l’ARN ribosomal a été réalisé chez les 
souches  bactériennes  isolées  par  l’entreprise 

Macrogen en  Corée  (http://www.macrogen  .   
com/eng/).  Les  colonies  ont  été  récupérées 
avec  un  cure-dent  stérile,  et  mises  en 
suspension  dans  une  solution  saline  stérile. 
Après centrifugation, les culots ont été repris 
dans  la  matrice  InstaGene  (Bio-Rad,  USA), 
incubés  à  56  °C  pendant  30  min,  puis 
chauffés  à  100  °C  pendant  10  min.  Les 
amorces  suivantes  ont  été  utilisées  pour  la 
réaction  de  PCR  (Polymerase  Chain 
Reaction ;  Réaction  en  chaîne  par 
polymérase)  :  518F  (5’-
CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3’)  et  800R 
(5’-TACCAGGGTATCTAATCC-3’).  Les 
séquences  obtenues  ont  ensuite  été 
identifiées  par  alignement  avec  l’algorithme 
BLAST2 (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). 
Dans une autre approche, nous avons extrait 
l’ADN  de  graines  matures  sèches  de  P. 
gabriellae et  directement  recherché  la 
présence  de  bactéries  par  séquençage  de 
l’ARN  16S,  comme  décrit  (Jacques  et  al., 
2012).  Les  graines  de  P.  gabriellae ont  été 
macérées pendant 12 h à 4 °C sous agitation 
puis  le  macérât  a  été  porté  à  ébullition 
pendant 10 min où l’ADN a été extrait avec un 
kit  commercial.  L’ADNr  16S  a  ensuite  été 
amplifié  par  PCR  à  l’aide  des  amorces 
universelles  A1  (5′-GAGTTTGATCATGGC 
TCAG-3′)  et  B6  (5′-TTGCGGGACTTAACCC 
AACAT-3′) puis séquencé.

Préparation des extraits protéiques :

L’endocarpe  des  graines  (P.  gabriellae et  P. 
Baillonii ; environ 50 graines, trois réplicats) a 
été ôté,  et  les graines ont  été  placées à  la 
température de – 80 °C pendant 20 min avant 
un  broyage  fin  avec  un  broyeur  à  billes, 
chaque tube de broyage contenant deux billes 

2 BLAST  (acronyme  de  basic  local  alignment 
search  tool) :  méthode  de  recherche  heuristique 
utilisée en bio-informatique permettant de trouver 
les  régions  similaires  entre  deux  ou  plusieurs 
séquences de nucléotides ou d'acides aminés et 
de  réaliser  un  alignement  de  ces  régions 
homologues. 
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en acier inox (Retsch, MM 301) pendant 2 min 
à pleine puissance (30 Hz).  Le broyat obtenu 
a ensuite été lyophilisé toute  la  nuit,  placé 
dans des tubes scellés, pesé, puis mélangé 
avec  de  l’eau  Milli-Q  (Merck-Millipore) 
contenant  des  inhibiteurs  de  protéases 
(Roche complete – 1 pastille pour 10 mL) à 
raison de 1 mL pour 250 mg de broyat. Après 
agitation pendant 15 min en chambre froide, 
la suspension a été centrifugée (Sigma type 
3K30) pendant 15 min à 15000 g à 4 °C, puis 
le  surnageant  contenant  les  albumines 
(Osborne, 1924) a été récupéré. Le culot a 
alors été de nouveau solubilisé avec du NaCl 
0,5 M à raison de 1 mL de solution pour 250 
mg de broyat, sous agitation pendant 15 min 
en  chambre  froide.  Après  centrifugation 
(15000  g ;  15  min  ;  4  °C),  le  surnageant 
contenant  les globulines (Osborne,  1924) a 
été recueilli. 
La troisième extraction a été réalisée comme 
les deux précédentes, mais avec un mélange 
éthanol / eau (70 / 30). Le surnageant obtenu 
contenant  les  prolamines  (Osborne,  1924)  a 
été  récupéré,  le  culot  lavé trois  fois  avec de 
l’éthanol 70 % puis solubilisé dans une solution 
de NaOH à 0,2 % (p / v). Après centrifugation 
(15000  g ;  15  min  ;  4  °C),  le  surnageant 
contenant les glutélines (Osborne, 1924) a été 
récupéré. 
Pour  concentrer  les protéines et  éliminer des 
contaminants  pouvant  interférer  avec 
l’électrophorèse  (par  exemple,  polyphénols, 
lipides)  les  quatre  fractions  protéiques 
obtenues ont été précipitées pendant la nuit à – 
20 °C après ajout d’un volume d’un mélange 
contenant acide trichloracétique (TCA) 20 % / 
acétone 80 % et 1,4-dithiothréitol (DTT) à 1 mM 
final.  Après  précipitation,  les  échantillons  ont 
été centrifugés (15000  g ; 15 min ; 4 °C) puis 
les culots ont été lavés deux fois avec 500 µL 
d’une solution  d’acétone  contenant  1  mM de 
DTT. Les culots ainsi lavés ont été séchés sous 
hotte, puis repris dans un volume de tampon de 
réhydratation  permettant  d’obtenir  une 
concentration  finale  en  protéine  d’environ  5 
µg/µL. 

Le  tampon  de  réhydratation  contenait  de 
l’urée (7 M), de la thio-urée (2 M), du CHAPS 
(3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-
propane  -sulfonate)  à  4  % (m /  v),  0,5  mL 
d’ampholytes 1 % (m / v), 1 mL de Triton 100X 
et  de  quelques  gouttes  de  bleu  de 
bromophénol  afin  de  suivre  le  front  de 
migration.  Le  DTT  a  été  ajouté 
extemporanément (1 g / 50 mL de tampon). 

Electrophorèse bidimensionnelle et révélation 
des protéines : 

Les  analyses  éléctrophorétiques  (2D-SDS-
PAGE)  ont  été  réalisées  comme décrit  par 
Catusse  et  al.,  (2008)  en  utilisant  des 
échantillons correspondant à environ 100 µg 
de  protéine.  Après  une  première  migration 
éléctrophorétique  selon  leur  charge 
(isoélectrofocalisation),  les protéines ont été 
séparées selon  leur  masse moléculaire  par 
électrophorèse  en  conditions  dénaturantes 
(SDS-PAGE).  Pour  chaque  condition 
analysée,  les  gels  2D  ont  été  réalisés  en 
triplicata (réplications biologiques). Suite à la 
révélation  des  protéines  par  coloration  au 
nitrate  d'argent,  l'analyse  d'image  des  gels 
2D numérisés a été réalisée avec le logiciel 
Image  Master  2D  Elite  (Amersham 
Biosciences),  comme décrit  par  Catusse  et 
al. (2008). 
Les protéines caractérisées dans ce travail ont 
été identifiées par chromatographie en phase 
liquide couplée à la spectrométrie de masse 
en tandem (nano LC-MS/MS).  Les « spots » 
protéiques détectés  sur  les  gels  2D (taches 
colorées sur les gels 2D) ont été excisés avec 
des embouts stériles et placés dans des tubes 
stériles de 1,5 mL. Chaque spot a été rincé, 
les  protéines  qu’ils  contenaient  réduites  en 
présence  de  DTT  (10  mM),  alkylées  en 
présence  d'iodoacétamide  (55  mM),  et 
incubées  pendant  une  nuit  à  37  °C  en 
présence de trypsine (12,5 ng / mL ; Promega 
V5111)  comme  décrit  (Schevchenko  et  al., 
1996). 
Les fragments trypsiques ont été extraits avec 

Notes académiques de l'Académie d'agriculture de France (N3AF) 2016, 2(7)               8



 Notes académiques de l'Académie d'agriculture de France 
Academic Notes from the French Academy of Agriculture

(N3AF)

Note de recherche

un mélange H2O / acétonitrile (40 / 60 ; v / v) 
acidifié par l'acide formique (0,1 % ; v / v). Les 
extraits  peptidiques  ont  ensuite  été  analysés 
par nano LC-MS/MS (Catusse et al., 2008). 
L’ensemble  des  données  de  MS/MS  a  été 
exploré  par  le  moteur  de  recherche  Mascot 
(http://www  .matrixscience.com  )  de  la  banque 

protéique  non  redondante  de NCBInr 
téléchargée sur le site de National Center for 
Biotechnology  Information  (http://www.ncbi  .   
nlm.nih.gov) en mai 2011. 
Les protéines ainsi identifiées ont été classées 
fonctionnellement en utilisant la classification 
ontologique décrite par Bevan et al., (1998). 
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Figure 2. Protéome de la graine entière sèche de Psychotria gabriellae. Les différentes classes de 
protéines de graines (Osborne, 1924) ont été extraites des graines matures sèches de P. gabriellae 
(récoltées au Mont Koghi en 2006, 2009 et 2010 ; Figure 1), puis analysées par électrophorèse 
bidimensionnelle  2D-SDS-PAGE  comme  décrit  dans  les  Matériels  et  Méthodes.  A :  fraction 
albumines, B : fraction globulines, C : fraction prolamines, D : fraction glutélines.
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Western blotting : 

Les  protéines  des  échantillons  de  graines, 
séparées  par  migration  SDS-PAGE  en  gels 
bidimensionnels ont ensuite été transférées sur 
une  membrane  de  nitrocellulose  par  un 
transfert semi-sec (Towbin et al., 1979). 
Après  incubation  (1  h)  des  membranes  de 
cellulose avec des anticorps anti-protéine DING 
de  tabac  (Nicotiana  tabacum) (Perera  et  al., 
2008),  la  révélation  des  Western  Blots  a  été 
réalisée à l’aide du Kit « BM Chemiluminescence 
Blotting Substrate Roche » selon les instructions 
du  fabricant  (Roche  Applied  Science  - 
11500708001), en chambre noire, en plaçant les 
membranes  dans  la  solution  de  révélation 

additionnée  du  substrat  de  la  peroxydase 
pendant 1 min. L’émission de la fluorescence a 
été enregistrée sur film photographique. 

Résultats 

Fractions  protéiques  des  graines  matures 
sèches de Psychotria gabriellae : 

A partir de 50 graines représentant environ 1,8 
g de matière fraîche, l’extraction des protéines 
selon  Osborne  (1924)  conduit  aux  quatre 
fractions albumines, globulines, prolamines et 
glutélines.  Les albumines correspondent  aux 
protéines cellulaires solubles dans l’eau alors 
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Figure 3. Classes fonctionnelles selon Bevan  et al., (1998) des protéines de la fraction albumine 
caractérisées à partir de la graine entière ou de l’embryon isolé de Psychotria gabriellae (graines 
récoltées au Mont Koghi en 2006, 2009 et 2010 ; cf. Figure 1). Barres rouges : protéome de la 
fraction albumine des graines matures sèches entières de P. gabriellae (Tableau supplémentaire S1) ; 
barres jaunes : protéome de la fraction albumine des graines matures sèches entières de B. vulgaris 
(Catusse  et  al.,  2008) ;  barres  vertes  :  protéome de  la  fraction  albumine  des  graines  matures 
entières d’A. thaliana (Galland et al., 2012, 2014) ; barres noires : protéome de la fraction albumine 
des embryons isolés des graines matures sèches entières de  P. gabriellae (Tableau supplémentaire 
S1).
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que  les  trois  autres  fractions  contiennent 
essentiellement des protéines de réserve de la 
graine  (Shewry  et  al., 1995).  Afin  de 
caractériser  le  protéome  des  graines,  ces 
quatre  fractions  ont  été  soumises  à  une 
électrophorèse 2D SDS-PAGE (Figure 2), puis 
à  une  identification  des  protéines  contenues 
dans  les  spots  par  nano  LC-MS/MS  et 
recherche Mascot (cf. Matériels et Méthodes). 
Cela a permis l’identification de 599 albumines, 
de 40 globulines,  de 13 prolamines et  de 29 
glutélines (Tableau supplémentaire S1). 
Les albumines identifiées ont été associées à 
des  catégories  fonctionnelles  en  utilisant  la 
classification  ontologique  de  Bevan  et  al., 
(1998),  puis  l’abondance  des  protéines  dans 
ces  catégories  a  été  comparée  avec  celle 
obtenue pour les graines d’A. thaliana (Galland 
et al., 2012, 2014) et de betterave à sucre (B. 
vulgaris)  (Catusse  et  al.,  2008).  En  premier 
lieu,  on  peut  noter  que,  globalement,  le 
protéome  de  la  graine  mature  sèche  de  P. 
gabriellae est très similaire à ceux de la graine 
de  B.  vulgaris (Catusse  et  al.,  2008)  et  d’A. 
thaliana (Galland et al., 2012, 2014) (Figure 3). 
En  effet,  les  principales  composantes 
fonctionnelles du protéome des graines de ces 
deux  plantes  se  retrouvent  bien  dans  le 
protéome de la graine de P. gabriellae. Il s’agit 
notamment des catégories «  Disease/Defence 
»,  «  Energy »,  «  Metabolism  »,  «  Protein 
destination and storage » qui sont les classes 
majoritaires chez les graines des trois espèces 
(Figure 3). 
Malgré cette similitude globale des protéomes 
des graines de  P. gabriellae, B. vulgaris et  A. 
thaliana,  un  fait  marquant  concerne  les 
protéines  du  métabolisme  du  phosphate  qui 
sont exceptionnellement représentées chez les 
graines  de  P.  gabriellae (Tableau 
supplémentaire S1 ; Figure 3). En effet, sur les 
599  albumines  caractérisées  chez  la  graine 
mature  sèche de  P.  gabriellae,  103 (17,2  %) 
d’entre elles interviennent dans le métabolisme 
du  phosphate,  ce  qui  représente  58  %  des 
protéines  du  métabolisme  (Tableau 
supplémentaire S1 ; Figure 3). 

Fait  plus  remarquable  encore,  l’analyse  par 
BLAST  de  cette  classe  fonctionnelle  révèle 
que  les  103  protéines  identifiées 
appartiennent  à  une seule  et  même famille, 
les  protéines  nommées  DING (Berna  et  al., 
2002,  2008 ;  2009a,b)  (Tableau 
supplémentaire  S1).  Chez  P.  gabriellae,  on 
retrouve ces protéines sous deux noms :  la 
protéine  Germin-like-proteins (GLP)  binding 
protein 1a d’A. thaliana et la protéine p27SJ 
de  millepertuis  (Hypericum  perforatum) 
(Tableau  supplémentaire  S1).  Les  protéines 
DING  sont  un  ensemble  de  protéines  bien 
conservées et largement distribuées (Berna et 
al.,  2002,  2009a,b),  caractérisées  par  une 
séquence  N-terminale  de  type  DINGGG 
(aspartate-isoleucine-asparagine-glycine-
glycine-glycine),  d’où  l’origine  de  leur  nom 
(Berna  et al.,  2002 ; Pantazaki  et al.,  2008 ; 
Bernier, 2013). 
Toutefois,  leur  origine  chez  les  eucaryotes 
reste  toujours  à  expliquer  compte-tenu  de 
l'absence de gènes codant ces protéines dans 
tous  les  génomes  séquencés  en  entier 
d'espèces  chez  lesquelles  des  protéines 
DING ont été identifiées (Bernier, 2013). 
Pour approfondir cette question, nous avons 
réalisé  plusieurs  expériences  afin  de  mieux 
préciser leur présence et leur origine dans les 
graines  de  P.  gabriellae.  Les  résultats  sont 
présentés dans les paragraphes suivants. 

Etude protéomique comparative des différents 
tissus  des  graines  matures  sèches  de 
Psychotria gabriellae : 

L’analyse du protéome de la graine entière a 
livré  des  indications  sur  l’existence  de 
mécanismes  nouveaux  probablement 
impliqués dans la protection de l’embryon face 
au stress nickel. Pour mieux comprendre ces 
mécanismes,  nous  avons  disséqué  les 
graines  entières  pour  isoler  des  fractions 
pures  contenant  uniquement  l’albumen  ou 
l’embryon. 
Des  électrophorèses  2D  SDS-PAGE  ont 
ensuite  été  réalisées  sur  les  fractions 
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protéiques de l’albumen et de l’embryon isolés 
(Figure 4) et les protéines contenues dans les 
spots ont  été identifiées par nano LC-MS/MS 
suivie d’une recherche Mascot,  comme décrit 
dans  les  « Matériels  et  Méthodes »  (Tableau 
supplémentaire S1). 

Les gels 2D de la Figure 4 montrent bien que 
le profil des albumines de l’embryon isolé est 
radicalement  différent  de  celui  de  la  graine 
entière  principalement  représentée  par 
l’albumen.  Nous  avons  identifié  106 
albumines  dans  l’embryon  (Tableau 
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Figure 4.  Comparaison tissulaire des différents profils de la fraction albumine de la graine mature 
sèche de Psychotria gabriellae (graines récoltées au Mont Koghi en 2006, 2009 et 2010 ; cf. Figure 
1). A : coupe d’une graine montrant l’embryon zygotique (Embryo), le tissu de réserve triploïde 
(Albumen)  et  la  partie  interne  du  péricarpe  (Endocarp)  ;  B :  Albumines  de  l’albumen ;  C : 
Albumines  de  la  partie  embryon ;  D :  Albumines  de  la  graine  entière.  Les  encadrés  en  rouge 
correspondent à des zones du gel 2D où les différences d’accumulation des protéines de l’albumen 
(et donc de la graine entière) et de l’embryon sont très visibles (notamment la zone 1).
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supplémentaire  S1),  dont  la  répartition  en 
classes  fonctionnelles  est  présentée  dans  la 
Figure  3.  Les  principales  caractéristiques  du 
protéome de l’embryon sont un nombre élevé 
de protéines dans la classe «Energy» et une 
totale absence des protéines du métabolisme 
du  phosphate  (GLP-binding  protein  1a et 
p27SJ) (Figure 3 ; Tableau supplémentaire S1). 
Cette  abondance  accrue  des  enzymes  de  la 
production  d’énergie  dans  l’embryon  suggère 
l’existence  d’un  tissu  métaboliquement  très 
actif, prêt à enclencher les différents processus 
de  la  germination  et  de  la  croissance 
radiculaire.  Par  ailleurs,  l’absence  des 
protéines  du  métabolisme  de  phosphate 
(GLP-binding  protein  1a et  p27SJ)  dans 
l’embryon  (Figure  3 ;  Tableau 
supplémentaire  S1)  renforce  l’idée  selon 
laquelle l’albumen procure à l’embryon une 
protection  efficace  envers  le  stress  nickel. 
Ces  résultats  suggèrent  ainsi  que  ce 

mécanisme  particulier  de  tolérance  joue 
probablement un rôle prépondérant lors de 
la  maturation  de  la  graine  pour  assurer 
l’intégrité  de  l’embryon  nécessaire  à 
l’émergence  d’une  plantule  vigoureuse  à 
l’issue de la germination. 

Analyses immunochimiques : 

Nous  avons  cherché  à  confirmer  la 
présence de ces protéines DING dans les 
graines  de  P.  gabriellae en  utilisant  une 
approche  immunochimique  et  en  faisant 
appel  au  plus  grand  nombre  de  graines 
provenant de lieux et de dates de récoltes 
différents.  Dans  ces  expériences  fondées 
sur l’utilisation d’un anticorps dirigé  contre 
une protéine DING de tabac (Perera  et al., 
2008), des graines récoltées au Mont Koghi 
(Figure  1)  en  2006,  2007,  2009,  2010  et 
2011,  couvrant  ainsi  une  période  de  six 
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Figure 5. Caractérisation immunologique des protéines de la fraction albumine isolée des graines 
matures sèches entières de Psychotria gabriellae (graines récoltées au Mont Koghi en 2006, 2009, 
2010 et 2011 ; cf. Figure 1). Gels d’électrophorèse bidimensionnelle (2D-SDS-PAGE) des fractions 
albumines des graines matures sèches de P. gabriellae colorés à l'argent (A) et après Western blot 
avec l'anticorps anti-DING de tabac (Perera  et al., 2008)  (B). Les spots protéiques de 40 kDa 
environ spécifiquement reconnus par l’anticorps anti-DING sont entourés par un ovale rouge.
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Figure 6.  Séquences peptidiques de diverses protéines DING. A : comparaison des séquences des 
protéines  DING  de  Pseudomonas  fluorescens (gi|190613370|pdb|2Q9T| ;  masse  moléculaire 
38947,39  Da  et  pI  7,72),  de  millepertuis  (Hypericum  perforatum (P27SJ)  ;  gi|295687390|gb|
AAW57408.2| ; masse moléculaire 36897,19 Da et pI 8,26) et humaine (Human Phosphate Binding 
Protein (HPBP) ; gi|152032648|sp|P85173.1| ; masse moléculaire 38533,31 Da et pI 7,77). Les 
alignements  ont  été  générés  avec  le  logiciel  MultiAlin 
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html).  Les  séquences  en  rouge  sont  les  plus 
conservées. B : Les peptides expérimentaux obtenus ici à partir du spot DING majoritaire reconnu 
par l’anticorps anti-DING de tabac chez  Psychotria gabriellae (poids moléculaire proche de 40 
kDa, point isoélectrique moyen de l’ordre de 7,3 ; ovale rouge en Figure 5) ont été reportés sur la 
séquence de la protéine DING de P. fluorescens (gi|190613370|pdb|2Q9T|). Elles sont indiquées en 
rouge  (les  données  de  masses  sont  accessibles  auprès  de  la  plate-forme  de  protéomique  de 
Strasbourg  Grand  Est  (jmstrub@unistra.fr))  et  en  surligné  jaune  (plate-forme 
protéomique de Marseille). Le taux de couverture de la protéine de P. fluorescens par ces peptides 
de P. gabriellae est de 53 %. Les acides aminés surlignés en vert en (A) et (B) sont les acides aminés 
conservés impliqués dans la liaison du phosphate (Berna et al., 2008). 

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html
mailto:jmstrub@unistra.f
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années, ont été examinées pour leur contenu 
en  protéine  DING.  De  plus,  des  graines 
provenant  de  deux  nouvelles  populations, 
l’une récoltée au nord de la Grande-Terre, la 
population  de  Nétéa-Poya,  et  une  autre 
récoltée  au  sud  de  la  Grande-Terre,  la 
population  de  la  forêt  Desmazures,  ont 
également été utilisées (Figure 1). 
Les  Western  blots obtenus  à  partir  des 
fractions albumines ont permis la révélation 
d’un  groupe  de  spots  (poids  moléculaire 
proche de 40 kDa, point isoélectrique moyen 
de l’ordre de 7,3 ; ovale rouge en Figure 5) 
spécifiquement reconnus par l’anticorps anti-

DING  de  tabac  chez  P.  gabriellae.  Ces 
caractéristiques de poids moléculaire et de 
point  isoélectrique  sont  très  proches  de 
celles déterminées pour d’autres protéines 
DING  isolées  de  bactéries,  de  plasma 
sanguin humain ou de plantes (Berna et al., 
2008).  L’analyse  par  spectrométrie  de 
masse  des  protéines  contenues  dans  les 
spots  protéiques  correspondant  à  la  zone 
reconnue  par  l’anticorps  a  confirmé 
l’identification de protéines DING (Figure 6). 
Les  peptides  identifiés  amènent  à  une 
couverture de 51 % de la séquence de la 
protéine  DING  de  Pseudomonas 

Notes académiques de l'Académie d'agriculture de France (N3AF) 2016, 2(7)               15

Figure 7. Protéome de la fraction albumines de la graine de  Psychotria gabriellae à différents 
stades de développement de la graine (graines récoltées au Mont Koghi en 2011 ; cf. Figure 1).  
Les graines ont été récoltées à plusieurs stades de développement : le stade 1 (non montré) où les 
téguments sont encore photosynthétiquement actifs (Nakajima et al., 2012), le stade 2 présentant 
des graines dures et  séparables du fruit  et  où les chlorophylles commencent  à être dégradées 
(Johnson-Flanagan et McLachlan 1990), le stade 3 où les graines sont capables de germer et où 
les chlorophylles sont complètement dégradées, et le stade 4 pour lequel la pulpe est riche en 
pigments de type caroténoïdes ou flavonoïdes impliqués dans l’aptitude à la conservation et la 
survie à l’état sec des graines (Lepiniec et al., 2006). Après extraction de la fraction albumines des 
graines,  les  protéines  ont  été  séparées  par  électrophorèse  bidimensionnelle  (2D-SDS-PAGE) 
comme  décrit  dans  les  Matériels  et  Méthodes.  Le  stade  1  n’a  pu  être  étudié  par  analyse 
protéomique car les graines n’ont pu être extraites du fruit. A : stades de développement successifs 
utilisés pour l’analyse protéomique. B, D et F : coloration à l’argent des gels 2D obtenus avec ces 
fractions, respectivement pour les stades (2), (3) et (4). Les spots de 40 kDa environ reconnus par 
l’anticorps anti-DING de tabac (Perera et al., 2008) sont entourés d’un ovale rouge et la partie 
d’intérêt des westerns blots est présentée sous les photographies des gels.
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fluorescens (Figure 6). De plus, plusieurs des 
acides aminés impliqués dans la liaison avec 
le  phosphate  ont  été  expérimentalement 
déterminés par analyse en spectrométrie de 
masse,  et  l’extrémité N-terminale contenant 
la séquence consensus DINGGG a été mise 
en évidence (Figure 6). 
Par  ailleurs,  il  importe de préciser  que ces 
résultats  ont  été  obtenus  par  deux  plate-
formes  de  protéomique  différentes 
(Strasbourg  et  Marseille),  avec  des 
expérimentateurs  différents.  Ces  données 
permettent  donc de  conforter  l’identification 
de la protéine DING chez P. gabriellae et de 

rejeter  la  possibilité  d’une  contamination 
technique  au  moment  du  séquençage  en 
spectrométrie  de  masse.  Les  mêmes 
résultats  de  réactivité  de  l’anticorps  anti-
DING  de  tabac  ont  été  obtenus  pour  les 
graines des populations récoltées au Mont 
Koghi en 2006, 2007, 2009, 2010 et 2011 
ainsi  que  pour  les  graines  correspondant 
aux deux populations de la forêt Desmazure 
et  de  Nétéa-Poya  (Figure  supplémentaire 
S2). De plus, les analyses de spectrométrie 
de masse ont permis de confirmer que ces 
spots  reconnus  par  l’anticorps 
correspondaient bien à des protéines DING 
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Figure 8.  Plants de Psychotria gabriellae et de Psychotria baillonii se développant côte à côte au 
Mont Koghi en Nouvelle-Calédonie. Plants de  P. gabriellae (en bleu) et de  P. baillonii (en jaune) 
en conditions   naturelles.   Pour   la localisation du Mont Koghi, voir la Figure 1.
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(résultats  non  montrés).  Enfin,  un  contrôle 
supplémentaire a été réalisé à partir  d’un gel 
2D non chargé en protéines et ayant migré en 
même  temps  que  d’autres  gels  contenant 
différents extraits riches en protéines DING. 
Après électrophorèse, plusieurs portions de gel 
ont été découpées à différentes positions dans 
ce  gel  « vide »  et  soumises  à  analyse  par 
spectrométrie  de  masse  après  action  de  la 
trypsine. Aucune protéine de type DING n’a été 
révélée,  permettant  d’exclure  une 
contamination de l’appareillage et des solutions 
utilisées  pour  les  analyses  protéomiques  par 
des bactéries exprimant des protéines DING. 

Caractérisation  des  protéines  DING  de 
Psychotria  gabriellae au  cours  du 
développement de la graine : 

Afin de caractériser le profil d’accumulation de 
ces protéines DING au cours de la formation 
de la graine de  P. gabriellae, trois stades de 
développement ont été définis (cf. Matériels et 
Méthodes).  Les  extraits  des  fractions 
albumines  ont  alors  été  analysés  par 
électrophorèse  bidimensionnelle  (Figure  7). 
Pour  les  trois  stades  étudiés,  nous  avons 
constaté  que  les  spots  (poids  moléculaire 
proche de 40 kDa, point isoélectrique moyen 
de l’ordre de 7,3 ; ovale rouge) correspondant 
aux protéines DING reconnues par l’anticorps 
anti-DING de tabac sont toujours présents, et 
de  même  intensité,  et  ce,  quel  que  soit  le 
stade  de  développement  de  la  graine.  Un 
stade  plus  précoce  (stade  1)  a  aussi  été 
étudié,  mais  malheureusement  les  résultats 
n’ont pas été exploitables. En effet, à ce stade 
précoce,  les  graines  sont  indissociables  du 
fruit. Un extrait des albumines sur le fruit total 
a été réalisé, mais les gels obtenus n’étaient 
pas satisfaisants. Nous ne pouvons donc pas, 
à ce jour, conclure sur le profil d’accumulation 
de  ces  protéines  à  un  stade  précoce  du 
développement des graines de P. gabriellae. 

Recherche  de  protéines  DING  chez 
Psychotria baillonii : 

Afin  de mieux appréhender  les mécanismes 
de  l’hyperaccumulation  du  nickel  dans  la 
graine de P. gabriellae, nous avons recherché 
l’existence de protéines DING chez une autre 
espèce  du  genre  Psychotria,  P.  baillonii 
(famille des  Rubiaceae)  (Davis  et al.,  2009 ; 
Barrabé  et  al., 2013).  Ces  deux  plantes,  P. 
gabriellae et P.  baillonii,  vivent en effet dans 
les  mêmes  conditions  édaphiques  et 
climatiques  au  Mont  Koghi,  proche  de 
Nouméa sur la Grande-Terre (Figure 8). 
Bien  que  se  développant  naturellement  à 
quelques mètres l’une de l’autre, elles mettent 
en  oeuvre  deux  stratégies  adaptatives 
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Figure  9.  Caractérisation  immunologique  des 
protéines  de  la  fraction  albumine  isolée  des 
graines  matures  sèches  entières  de  Psychotria 
baillonii.  Gels  d’électrophorèse 
bidimensionnelle (2D-SDS-PAGE) des fractions 
albumines  des  graines  matures  sèches  de  P. 
gabriellae (A)  et  de  P.  baillonii (B)  colorés  à 
l'argent  et  après western blot  avec l'anticorps 
anti-DING de tabac (Perera  et al., 2008) pour 
P.  gabriellae (C)  et  P.  baillonii (D).  Les  spots 
protéiques  de  40  kDa  environ  spécifiquement 
reconnus  par  l’anticorps  anti-DING  sont 
entourés par un ovale rouge.
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différentes face à l’élément nickel. La première, 
P.  gabriellae,  est  reconnue  comme  étant 
hyperaccumulatrice  de  nickel  (Jaffré  et  al., 
2013), alors que l’autre, P. baillonii, ne l’est pas 
(Zongo,  2010).  En  effet,  chez  P.  baillonii les 
concentrations  en  nickel  sont  beaucoup  plus 
faibles que chez P. gabriellae, de l’ordre de 430 
mg Ni/kg dans les racines, 230 mg Ni/kg dans 
les tiges, 500 mg Ni/kg dans les feuilles et 40 
mg Ni/kg dans les graines (Zongo, 2010). 
Les albumines de la graine mature sèche de  P. 
baillonii ont  été  extraites,  séparées  par 
électrophorèse bidimensionnelle, et les protéines 
DING  ont  été  recherchées  par  analyse  de 
Western blotting utilisant les anticorps anti-DING 
de  tabac.  La  Figure  9  montre  bien  que  ces 
anticorps  reconnaissent  des  albumines  de  la 
graine  mature  sèche  de  P.  gabriellae utilisées 
comme contrôle  (40  kDa  environ,  ovale  rouge) 
mais  ne  reconnaissent  pas  de  protéines 
équivalentes  chez  P.  baillonii. Ces  résultats 
suggèrent que la présence de protéines DING est 
corrélée à l’accumulation de nickel dans la graine 
de P. gabriellae. 

Caractérisation  de  la  flore  endophyte  de 
Psychotria gabriellae : 

Afin  de  tester  l’hypothèse  d’une  origine 
procaryotique des protéines DING retrouvées 
dans la graine de P. gabriellae, l’identification 
de  bactéries  endophytes  a  été  entreprise. 
Quatre souches bactériennes ont été isolées 
et  caractérisées  par  séquençage  de  leur 
ARN  16S  (cf.  Matériels  et  Méthodes ; 
Tableau supplémentaire S2), Staphylococcus 
pasteuri,  Methylobacterium  populi,  Bacillus 
cereus  et Vagococcus fluvialis.  Par ailleurs, 
nous  avons  observé  que  ces  bactéries  se 
développent parfaitement dans un milieu de 
culture  contenant  100  mg/L  de  nickel, 
mettant  en  évidence  la  tolérance  de  ces 
micro-organismes envers le nickel (résultats 
non montrés). 
Les protéines totales solubles ont été extraites 
de  ces  différentes  bactéries,  analysées  par 
électrophorèse  bidimensionnelle  et  testées 

pour leur réactivité vis-à-vis de l’anticorps anti-
DING de tabac. L’anticorps n’a montré aucune 
réactivité spécifique dans les zones des poids 
moléculaires  et  points  isoélectriques  des 
protéines DING des graines de  P. gabriellae 
(résultats non montrés). 
Dans  une  approche  complémentaire,  nous 
avons  cherché  à  caractériser  des  bactéries 
endophytes de la  graine de  P. gabriellae en 
faisant  macérer  les  tissus  végétaux,  puis 
séquençage  de  l’ARN  16S.  Cette  approche 
nous  permettait  ainsi  d’isoler  la  présence 
éventuelle  de bactéries non cultivables chez 
les graines de  P. gabriellae,  en complément 
des  bactéries  cultivables  que  nous  avons 
isolées  à  Nouméa  (cf.  ci-dessus).  Cette 
approche a ainsi  permis l’identification d’une 
bactérie du genre Ralstoniae, de la famille des 
Burkholderiaceae. Les résultats de séquences 
et de BLAST correspondants sont présentés 
dans le Tableau supplémentaire S2. 
Les  séquences génomiques et  plasmidiques 
de  plusieurs  de  ces  bactéries  étant 
disponibles (Tableau supplémentaire S3), une 
analyse  par  BLAST  nous  a  permis  de 
confirmer l’absence de protéines comportant 
une  séquence  DINGGG  en  position  N-
terminale chez ces organismes. 

Discussion 

Afin de mettre en évidence les mécanismes 
de tolérance au nickel chez les plantes, nous 
avons conduit  une analyse protéomique des 
graines  de  P.  gabriellae,  une  plante 
endémique de la Nouvelle-Calédonie capable 
d’hyper-accumuler  ce  métal.  Près  de  600 
albumines  ont  été  caractérisées  pour  la 
première  fois  par  électrophorèse 
bidimensionnelle  et  nano  LC-MS/MS.  Parmi 
les  différentes  protéines  appartenant  aux 
classes  du  métabolisme  du  stress  et  de  la 
détoxication  on  note  la  présence  de 
peroxydase (E.C.  1.11.1.7),  lactoyl-glutathion 
lyase (E.C. 4.4.1.5) et superoxyde dismutase 
(EC 1.15.1.1) (Tableau supplémentaire S1), ce 
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qui  renforcerait  ainsi  les  mécanismes 
nécessaires aux graines de  P. gabriellae pour 
répondre au stress nickélifère par détoxication 
des  ROS  générés  par  le  nickel  présent  en 
abondance dans les graines,  en accord avec 
des résultats précédents (Sirhindi et al., 2016 ; 
Takur et Sharma, 2016). 
Il  convient  également  de noter  l’existence de 
protéines  de  réponse  au  stress  de 
dessiccation, notées desiccation related protein 
(PCC13-62 like) , retrouvées dans 25 spots de 
la  graine  de  P.  gabriellae (Tableau 
supplémentaire  S1).  Ces  protéines 
appartiennent  à  la  classe  des  protéines  LEA 
(late  embryogenesis  abundant)  décrites  chez 
les graines de la plupart des angiospermes et 
qui jouent un rôle central dans la tolérance des 
graines au stress de dessiccation survenant en 
fin de maturation des graines orthodoxes (Dure 
et  al.,  1989 ;  Kermode, 1997 ;  Tunnacliffe  et 
Wise,  2007  ;  Battaglia  et  al.,  2008).  Il  est 
intéressant de noter que les protéines LEA sont 
capables  de  fixer  très  fortement  et 
spécifiquement  les  métaux  lourds,  dont  le 
nickel avec une très forte affinité spécifique (Kd 
= 1,8 µM ; 5 sites de fixation), ce qui laisse à 
penser  qu’elles  pourraient  constituer  un 
mécanisme de détoxication supplémentaire par 
rapport à cet élément métallique (Svensson  et 
al., 2000 ; Hara et al., 2005). 
De  plus,  l’histidinol  déshydrogénase  (E.C. 
1.1.1.23),  qui  catalyse  la  dernière  étape  de 
synthèse  de  l’histidine  chez  les  plantes  est 
présente dans le protéome des albumines de la 
graine mature sèche de  P. gabriellae (Tableau 
supplémentaire S1).  Cette observation est  en 
accord  avec  le  fait  que  l’histidine  est  un 
puissant  chélateur  du  nickel  et  que  sa 
suraccumulation conduit à la tolérance envers 
ce métal chez les plantes (Kerkeb et Krämer, 
2003 ; Ingle et al., 2005 ; Zheng et al., 2013). 
Enfin, plusieurs enzymes du métabolisme des 
acides  aminés  soufrés,  la  cystéine 
synthase (E.C.  2.5.1.47),  la  méthionine 
synthase  (E.C.  2.1.1.13)  et  la  S-adénosyl-L-
homocystéine  hydrolase  (E.C.  3.3.1.1),  sont 
détectées dans la graine mature sèche de  P. 

gabriellae (Tableau  supplémentaire  S1).  La 
cystéine  synthase,  qui  catalyse  la  dernière 
étape  de  la  synthèse  de  cystéine  chez  les 
plantes  (Droux  et  al.,  1998),  est  impliquée 
dans la synthèse du glutathion, un acteur clé 
dans la détoxication des métaux lourds, dont 
le  nickel,  chez les plantes (Jozefczak  et al., 
2012).  Par  ailleurs,  la  méthionine  est 
impliquée dans la synthèse de la S-adénosyl-
méthionine (Ravanel et al., 1998) laquelle sert 
de  précurseur  à  la  synthèse  de  la 
nicotianamine,  un  chélateur  puissant  des 
métaux  divalents  chez  les  plantes  et  dont 
l’accumulation est associée spécifiquement à 
la  tolérance  au  nickel  chez  Thlaspi 
caerulescens,  une plante hyperaccumulatrice 
de métaux (Mari et al., 2006). 
L’ensemble  de  ces  observations  témoignent 
de  la  puissance  de  l’approche  protéomique 
pour révéler les mécanismes rendant compte 
de  l’hyperaccumulation  de  nickel  chez  P. 
gabriellae. 
Toutefois  un fait  marquant  de  notre  analyse 
concerne  les  protéines  du  métabolisme  du 
phosphate  qui  sont  exceptionnellement 
représentées chez les graines de P. gabriellae 
(Tableau  supplémentaire  S1 ;  Figure  3), 
notamment divers membres de la famille des 
protéines  DING  (GLP-binding  protein  1a et 
p27SJ).  Elles  constituent  une  énigmatique 
famille  de protéines fixatrices de phosphate, 
identifiées  dans  les  différents  règnes  du 
vivant,  c'est-à-dire  les  procaryotes,  les 
archaea et les eucaryotes. 
Malgré  leur  caractère  ubiquiste  chez  les 
eucaryotes,  aucun  locus  ni  ORF  (Open 
Reading Frame ; cadre de lecture ouvert pour 
la traduction des protéines) n’a été identifié à 
ce  jour  dans  les  génomes  eucaryotiques 
séquencés.  Cette  particularité  a  consi-
dérablement freiné les études struc-turales et 
fonctionnelles  sur  ces  protéines,  et  a 
nécessité la mise en place de méthodologies 
innovantes,  comme  lors  du  séquençage  de 
l’une de  ces  protéines  par  spectrométrie  de 
masse et cristallographie aux rayons X (Elias 
et al., 2011 ; Chabrière et al., 2012). 
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L’obtention de structures cristallographiques à 
très haute résolution a ainsi permis d’élucider le 
mécanisme  moléculaire  de  fixation  à  haute 
affinité  du  phosphate  chez  ces  protéines, 
notamment  dans le  cas  de la  protéine DING 
humaine  nommée  HPBP  (Human  phosphate 
binding protein), retrouvée en abondance dans 
le  plasma  sanguin  humain  (Morales  et  al., 
2006 ; 2007). 
Cette  protéine  correspond  à  une 
apolipoprotéine  dénommée  Solute  Binding 
Protein (SBP)  qui  fixe  le  phosphate  et  dont 
l’homologue chez les procaryotes est  associé 
aux transporteurs ABC (ATP-binding cassette) 
qui  permettent  le  passage  transmembranaire 
de  molécules  variées  (Morales  et  al.,  2007). 
Son abondance dans le plasma sanguin y est 
d’ailleurs  telle  que  la  séquence  protéique 
complète  de  la  protéine  a  été  obtenue  par 
séquençage  MS/MS et  que  la  protéine  a  pu 
être cristallisée permettant d’établir sa structure 
tridimensionnelle et de confirmer la  séquence 
en acides aminés déterminée par spectrométrie 
de masse (Diemer et al., 2008). En particulier, 
ce séquençage a permis d’identifier le site de 
fixation des phosphates au niveau de la HPBP, 
représenté  par  huit  acides  aminés  déjà 
caractérisés  chez  les  SBP  des  procaryotes 
(Morales et al., 2006, 2007 ; voir Figure 6). 
Les premières protéines DING identifiées dans 
le  monde  végétal  l'ont  été  fortuitement  lors 
d'études  de  protéines  nommées  Germin-Like 
Proteins (GLP) chez A. thaliana. La purification 
des GLP menait en effet systématiquement à la 
co-purification  de protéines de 40 kDa.  Cette 
forte affinité leur a d'abord valu le nom de GLP-
binding  proteins avant  d'être  clairement 
associées  à  la  famille  des  protéines  DING 
(Berna et al., 2009a,b). L'association physique 
entre  une  protéine  DING  et  une  GLP  a 
récemment été aussi décrite chez le blé (Jiang 
et al., 2016). 
A  l'instar  des  protéines  DING,  plusieurs 
fonctions  sont  associées  aux  GLP.  En 
revanche, elles n'ont été trouvées que chez les 
plantes  (Membré  et  al., 2000).  Le  premier 
membre de cette famille a été observé lors de 

la germination des grains de blé, d'où le nom 
de germine (Lane,1991). 
Il s'avère que les germines au sens strict sont 
des  protéines  spécifiques  des  Poacées, 
présentant  une  très  forte  conservation  de 
séquences et possédant probablement toutes 
une  activité  oxalate  oxydase  (E.C.  1.2.3.4) 
(Dumas et al., 1995 ; Woo et al., 2000) et dont 
on  pense  qu’elles  jouent  un  rôle  important 
dans  la  défense  des  plantes  contre  les 
pathogènes (Lane,  2002).  Les GLP, quant  à 
elles,  se retrouvent chez toutes les espèces 
végétales sous formes de familles comportant 
généralement  quelques  dizaines  de  gènes 
(Bernier  et Berna,  2001).  Plusieurs sont des 
superoxyde dismutases (E.C. 1.15.1.1). Elles 
présentent une plus grande variabilité que les 
germines de Poacées, soit autour de 60-70 % 
d'identité de séquence d'acides aminés entre 
elles et avec les germines. 
Alors  que  plusieurs  centaines  de  gènes  de 
germines et  GLP existent  dans les banques 
de données, les programmes de séquençage 
systématique  de  génomes  et  d’ARNm  n'ont 
jamais  révélé  de  gènes  de  protéines  DING 
chez  les  plantes,  ni  d'ailleurs  chez  les 
animaux  et  les  bactéries,  à  l'exception  du 
genre  Pseudomonas  (par  exemple,  P. 
fluorescens ;  P.  aeruginosa).  Pour  les 
eucaryotes,  seuls  quelques  fragments  de 
gènes ont pu être obtenus par des approches 
PCR (Bernier, 2013). 
L'origine  des  protéines  DING  reste  donc 
mystérieuse.  La  possibilité  d'une 
contamination  bactérienne  a  souvent  été 
évoquée (e.g., Lewis et Crowther, 2005), mais 
est  difficilement  compatible  avec  plusieurs 
observations.  Premièrement,  des  protéines 
DING  ont  aussi  été  trouvées  chez  des 
bactéries  dont  le  génome  est  connu  et  ne 
comporte  pas  de  gène  correspondant 
(Bernier, 2013). Deuxièmement des protéines 
DING abondantes ont été identifiées dans des 
tissus ou milieux de cultures a priori sains, tels 
que le plasma humain (Morales  et al., 2006), 
un milieu de culture cellulaire (Perera  et al., 
2008)  ou  encore  des  souris  totalement 
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dépourvues de germes bactériens (lignée germ 
free) (Collombet et al., 2010). 
Une  des  caractéristiques  majeures  des 
protéines  DING  chez  les  bactéries  est  la 
concentration et la séquestration du phosphate 
environnant par la protéine elle-même avant sa 
prise  en  charge  par  des  transporteurs  de  la 
membrane cytoplasmique (Scott et Wu, 2005). 
Les protéines DING bactériennes peuvent ainsi 
jouer un rôle dans l’activation de la biosynthèse 
de la phosphatase alcaline. Cette activation est 
régulée  par  la  concentration  environnante  en 
phosphate et le contrôle de la transduction du 
signal  requiert  l’intervention  d’un  système  de 
transporteur  spécifique  des  phosphates 
appartenant  à la famille des transporteurs de 
type ABC (Pantazaki et al., 2007). 
Chez les plantes, des homologies ont aussi été 
notées entre une protéine DING identifiée chez 
les  tubercules  de  topinambours  (Helianthus 
tuberosus) et des phosphatases alcalines de la 
super  famille  des  Phosphate  binding proteins 
de  Pseudomonas (Griffaut  et  al.,  2007).  De 
manière  intéressante,  les  protéines  DING 
semblent  jouer  un  rôle  dans  la 
biominéralisation.  Ainsi  Berna  et  al., (2002) 
notent que les protéines DING peuvent générer 
et  immobiliser  une  quantité  importante  de 
phosphates libres qui seraient à l’origine de la 
calcification  dans  les  systèmes  animaux.  Ce 
mécanisme serait contrôlé par une enzyme clé 
du métabolisme des purines et pyrimidines, la 
nucléoside triphosphate pyrophosphatase (EC 
3.6.1.19).  La  formation des cristaux  d’oxalate 
de  calcium  dans  des  compartiments 
vacuolaires  spécialisés serait  la  conséquence 
de ce phénomène. 
Membré et al. (2000) montrent, dans une étude 
menée  sur  Arabidopsis, une  faculté  des 
protéines DING et notamment des GLP à lier 
un métal. En effet, la présence d’histidine, un 
acide  aminé  liant  le  nickel  avec  une  haute 
affinité  (Kramer  et  al., 1996),  dans  ces 
protéines  pourrait  permettre  de  chélater  des 
métaux  (Hochuli  et  al.,  1987).  La 
caractérisation d’une autre protéine DING chez 
les plantes provient d’une étude réalisée chez 

le  millepertuis  (Hypericum  perforatum) 
(Darbinian-Sarkissian  et  al.,  2006).  Cette 
protéine, dénommée p27SJ, est retrouvée en 
abondance dans le protéome des graines de 
P.  gabriellae (Tableau  supplémentaire  S1  ; 
Figure supplémentaire S1). 
En  effet,  les  homologues  de  p27SJ 
apparaissent  40  fois  dans  le  protéome  des 
albumines  de  P.  gabriellae sur  les  103 
protéines  du  métabolisme  du  phosphate 
(Tableau  supplémentaire  S1).  Fait 
remarquable, cette protéine de millepertuis se 
révèle  capable  d’entraver  l’expression  du 
génome du virus HIV-1. Dans ce mécanisme, 
la  protéine  p27SJ  interagit  avec  l’activateur 
transcriptionnel  C/EBPß et  le  transactivateur 
Tat  en empêchant  leur  localisation nucléaire 
(Darbinian-Sarkissian  et al.,  2006 ; Darbinian 
et al., 2008, 2011). 
Des  protéines  DING  bactériennes  et 
humaines bloquent également la transcription 
du virus de l'immunodéficience humaine HIV-1 
(Cherrier  et  al.,  2011 ;  Sachdeva  et  al., 
2013, 2015 ; Suh  et al., 2013). De plus, des 
patients  infectés  par  le  HIV  réagissent  à 
l’infection  en  sur-accumulant  les  protéines 
DING humaines dans le sérum (Djeghader et 
al., 2012).  Il  serait  intéressant,  dans  ce 
contexte, de mettre en place des essais visant 
à  évaluer  l’aptitude  d’extraits  protéiques  de 
graines de P. gabriellae à inhiber la réplication 
du virus de l'immunodéficience humaine HIV-
1. 
Généralement,  les mécanismes de tolérance 
aux  conditions  extrêmes  de  l’environnement 
ont  pour  finalité  de  maintenir  l’intégrité  d’un 
individu  ou  de  sa  progéniture  dans  des 
conditions  de  stress  (Rajjou  et  Debeaujon, 
2008). 
La  graine  de  P.  gabriellae procure  un  bon 
exemple d’un tel mécanisme de protection de 
l’embryon. En effet,  l’existence d’un gradient 
de  nickel  de  la  partie  externe  de  l’albumen 
vers l’embryon suggère un rôle protecteur de 
l’albumen  envers  l’embryon  (Zongo,  2010). 
Cette caractéristique suggère l’existence d’un 
mécanisme  de  transport  symplastique  du 
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nickel. Il est intéressant de noter dans ce cadre 
qu’une  protéine  DING  de  Pseudomonas 
fluorescens présente  de  fortes  homologies 
avec  le  composant  fixant  le  phosphate 
inorganique  du  transporteur  périplasmique  de 
phosphate  du  type  ABC  (Ahn  et  al.,  2007 ; 
Zhang  et al., 2007 ; Chabrière  et al., 2012). Il 
en est de même pour des protéines DING de P. 
aeruginosa (Ball  et  al.,  2012 ;  Lewis  et 
Crowther,  2005) et de  Clostridium perfringens 
(Gonzalez et al., 2014). 
Nos observations seraient ainsi en accord avec 
l’hypothèse selon laquelle les protéines de type 
DING  de  P.  gabriellae sont  associées  ou 
étroitement liées à une fonction transporteur de 
type ABC. De par le gradient de nickel observé 
en  microscopie  électronique  à  balayage,  ces 
transporteurs ABC pourraient jouer un rôle en 
filtrant  l’élément  nickel  à  travers  les  couches 
cellulaires de l’albumen (Zongo, 2010). 
De plus,  chez les plantes,  les transporteurs 
ABC ont été, depuis très longtemps, associés 
à  la  détoxication  des  métaux lourds  et  des 
métalloïdes  (Kang  et  al.,  2011 ;  Lee  et  al., 
2014 ;  Singh  et  al.,  2015 ;  Hwang  et  al., 
2016 ;  Lane  et  al., 2016).  Chez 
Saccharomyces  cerevisiae,  il  a  été  montré 
que  le  transporteur  ABC  YCF1  (Yeast 
Cadmium Facteur 1) contribue à la tolérance 
aux métaux lourds et métalloïdes (Szczypka 
et al., 1994 ; Li et al., 1997). Chez A. thaliana, 
(1)  le  transporteur  ABC AtABCG36/AtPDR8 
localisé  à  la  membrane  plasmique  est 
impliqué dans la  résistance  au  cadmium et 
(2)  des  plantes  transgéniques  d’A.  thaliana 
surexprimant AtABCG36 sont beaucoup plus 
tolérantes à ce métal lourd très toxique que 
les plantes sauvages (Kim  et al.,  2007). De 
même, la surexpression du transporteur ABC 
mitochondrial  AtABCB25  d’A.  thaliana 
augmente la tolérance de cette plante envers 
les  métaux  lourds  alors  qu’une  insertion  T-
DNA  dans  ce  gène  conduit  à  une 
augmentation  de  la  sensibilité  (Kim  et  al., 
2006). Les protéines DING fixant le phosphate, 
la fixation des métaux pourrait également être 
médiée par ce moyen (le phosphate ayant une 

grande affinité pour bon nombre de métaux). 
Les  protéines  DING  pourraient  également 
jouer un rôle dans la  formation des cristaux 
d’oxalate de calcium localisés dans la partie 
interne de l’albumen (Zongo, 2010) et/ou dans 
leur  dégradation  (par  exemple,  GLP-binding 
protein  1a retrouvée  en  abondance  dans  la 
graine (Tableau supplémentaire S1) et activité 
oxalate  oxydase  associée  à  certaines 
germines). 
Une  zonation  bien  marquée  de  l’albumen 
comprenant ainsi une partie riche en nickel et 
phosphate et  une partie  riche en calcium et 
oxalate  ainsi  que  l’occurrence  d’une  même 
famille  de  protéines  DING  intervenant  dans 
des  mécanismes  utilisant  ces  éléments 
suggèrent l’existence de liens étroits. Il est par 
ailleurs intéressant de noter dans ce contexte 
que  des  mutants  d’A.  thaliana déficient  en 
oxalyl-CoA  synthétase  (E.C.  6.2.1.8),  une 
enzyme  intervenant  dans  le  catabolisme  de 
l’oxalate, accumulent trois fois plus de cristaux 
d’oxalate  dans  les  graines  au  niveau  des 
enveloppes  alors  que  ces  cristaux  sont 
absents dans l’embryon (Foster et al., 2012). 
Dans le cas des graines de P. gabriellae, notre 
étude  a  révélé  l’existence  d’une  oxalyl-CoA 
décarboxylase (E.C. 4.1.1.8) et d’une oxalate 
oxydase  (E.C.  1.2.3.4),  toutes  deux 
impliquées  dans  le  catabolisme  de  l’oxalate 
(Tableau  supplémentaire  S1).  Ces  deux 
enzymes, ainsi que les  GLP-binding proteins 
1a,  sont  présentes  dans  l’albumen  et 
absentes  de  l’embryon  (Tableau 
supplémentaire  S1).  Ces  observations 
procurent ainsi des pistes intéressantes pour 
comprendre les mécanismes moléculaires de 
l’accumulation  des  cristaux  d’oxalate  de 
calcium, en lien avec l’accumulation du nickel, 
chez les graines de P. gabriellae. 
Comme mentionné  plus  haut,  l’existence de 
gènes  codant  les  protéines  DING  chez  les 
eucaryotes reste toujours à expliquer compte-
tenu de l’absence de gènes codant ce type de 
protéines  chez  ces  organismes.  Une 
hypothèse  séduisante  pour  expliquer  nos 
résultats serait que des bactéries particulières 
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possédant  des  gènes  codant  des  protéines 
DING  soient  capables  de  développer  des 
associations  commensales  avec  P.  gabriellae 
conférant  ainsi  à  cette  plante  un  mécanisme 
original de tolérance. 
Il  convient  de  rappeler  que  P.  gabriellae 
accumule  des  quantités  considérables  de 
nickel, sans commune mesure avec ce que l’on 
trouve  dans  les  modèles  de  plantes 
actuellement étudiés (Verbruggen et al., 2009). 
De fait, seul un mécanisme totalement nouveau 
permettrait  de  rendre  compte  d’une  telle 
propriété  exceptionnelle.  Nous  avons  mis  en 
évidence plusieurs bactéries endophytes de la 
graine  de  P.  gabriellae.  De  manière  très 
intéressante,  ces  bactéries  s’avèrent  très 
tolérantes  aux  stress  métallifères,  dont  ceux 
causés  par  le  nickel,  confirmant  ainsi  une 
nouvelle  fois  la  présence  de  fortes 
concentrations en nickel dans la graine de  P. 
gabriellae. 
Il  a  également  été  montré  que ces  bactéries 
favorisent  la  croissance  des  plantes  en 
présence de fortes concentrations de métaux. 
Ce  résultat  est  en  excellent  accord  avec  la 
littérature montrant que ces micro-organismes 
sont  très  tolérants  aux  métaux  (Shakoori  et 
Muneer, 2002 ; Madhaiyan et al., 2007 ; Ma et 
al., 2009 ;  Chen  et  al.,  2013).  De  manière 
intéressante,  Methylobacterium est  le  genre 
dominant des tissus végétaux de la rhizosphère 
(endophytes)  de  T.  geosingense,  une  plante 
hyperaccumulatrice de nickel (Idris et al., 2004) 
et,  de  plus,  ces  bactéries  sont  capables  de 
réduire  la  toxicité  du  nickel  chez  la  tomate 
(Lycopersicon  esculentum L.)  (Madhaiyan  et 
al., 2007). 
Par ailleurs, Chen et al. (2013) ont montré que 
l’inoculation  avec  S.  pasteuri permet 
d’augmenter l’absorption et la bioaccumulation 
du cadmium du sol chez B. vulgaris. Ma et al. 
(2009)  ont  également  montré  que  B.  cereus, 
une bactérie résistante au nickel isolée de sol 
serpentinique (sol enrichi en nickel), augmente 
l’accumulation  de  nickel  chez  la  moutarde 
brune (Brassica  juncea).  Enfin  V.  fluvialis est 
une bactérie résistante à plusieurs métaux de 

transition  et  dont  l’utilisation  est  envisagée 
pour la remédiation des eaux polluées par les 
métaux lourds (Shakoori et Muneer, 2002). 
Nos  résultats  indiquent  toutefois  que  ces 
bactéries n’expriment pas de protéines de 
type  DING  (en  termes  de  non 
reconnaissance par les anticorps anti-DING 
de  tabac  et  d’absence  de  protéines 
comportant  une  séquence  DINGGG  en 
position  N-terminale)  et  ne  seraient  donc 
pas responsables de l’accumulation de ces 
protéines  dans la  graine de  P.  gabriellae. 
Cependant  la  présence  de  ces  bactéries 
chez  P. gabriellae permettrait  de renforcer 
la  tolérance  au  nickel  de  cette  plante, 
notamment au niveau de la graine. 
Dans une approche ne visant pas à isoler des 
bactéries  potentiellement  vivantes,  nous 
avons  mis  en  évidence  la  présence  d’ADN 
correspondant  à  des  β-protéobactéries  du 
genre Ralstonia, proche de Burkholderia, dans 
les  graines  de  P.  gabriellae.  Certaines 
espèces  du  genre  Ralstonia ont  été 
rapportées comme endophytes (Jimtha  et al, 
2014),  d’autres  comme  nodulantes  sur 
Mimosa spp. et fixatrices d’azote (Chen et al., 
2003 ; Verma et al., 2004) et sont par ailleurs 
fortement résistantes aux métaux (Goris et al., 
2001).  De plus,  différentes  Burkholderiaceae 
sont  connues  pour  être  endophytes  des 
plantes  (Gonin  et  al.,  2013),  notamment  de 
Psychotria (Lemaire  et  al.,  2012),  favorisant 
ainsi  leur  croissance  sur  sol  ultramafique 
(Gonin et al., 2013). 
Deux  espèces  de  Burkholderiales,  B. 
vietnamiensis et  B.  tropica,  ont  été  décrites 
comme fixatrices d’azote (Santos et al., 2001 ; 
Reis et al., 2004). Ainsi, l’identification de ces 
bactéries  dans  les  graines  de  P.  gabriellae 
pourrait être un indice d’une symbiose avec la 
plante,  permettant  la  fixation  d’azote 
atmosphérique.  Connaissant  la  pauvreté  en 
macro-éléments des sols ultramafiques, cette 
symbiose serait un avantage considérable au 
développement de la plante. Les bactéries de 
ce  genre  sont  connues  pour  être  très 
tolérantes aux métaux,  notamment au nickel 
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(Grass  et  al.,  2000 ;  Lazzaro  et  al.,  2008 ; 
Kuffner  et  al., 2010 ;  Schwager  et  al.,  2012 ; 
Kost  et  al.,  2014).  Il  est  également  très 
intéressant  de  souligner  que,  (1)  chez  les 
plantes, l’oxalate est directement impliqué dans 
le recrutement de bactéries symbiotiques (Kost 
et  al.,  2014),  et  (2)  que  les  graines  de  P. 
gabriellae sont  exceptionnellement  riches  en 
oxalate (Zongo, 2010). 
Il  s’agit  à  notre connaissance de la  première 
description de la présence de telles bactéries 
dans  les  graines  de  plantes 
hyperaccumulatrices  de  nickel.  Des 
expériences  complémentaires  permettront  de 
préciser  le  rôle  de  ces  bactéries  dans 
l’exceptionnelle  tolérance  de  P.  gabriellae  au 
nickel (Visioli  et al., 2014). Avec les méthodes 
actuelles  de  métagénomique  (Barret  et  al., 
2015 ; Midha et al., 2016), une caractérisation 
plus fine du microbiote associé aux graines de 
P. gabriellae est envisageable. Un séquençage 
complet  de  l’ADN  du  microbiome  permettrait 
également  de  rechercher  directement  la 
présence  d’ADN  codant  une  protéine  DING 
dans ce microbiome. 
L’adaptation  des  plantes  aux  fortes 
concentrations  en  métaux,  et 
particulièrement au nickel,  fait  l’objet  d’une 
attention  grandissante  pour  faire  face  aux 
problèmes de pollution des sols et de leur 
restauration  et  également  aborder  la 
question de la phytoremédiation (Salt  et al., 
1998 ; Pilon-Smits, 2005 ; Ma  et al., 2016), 
du «  phytomining »,  c’est-à-dire l’extraction 
de métaux lourds des sols  en vue de leur 
concentration et  réutilisation (Brooks  et al., 
1998 ;  Gleba  et  al.,  1999 ;  Losfeld  et  al., 
2015 ; van der Ent et al., 2015). 
La Nouvelle-Calédonie, qui possède une flore 
parmi  les  plus  riches  en  plantes  hyper-
accumulatrices de nickel, est un site d’étude à 
privilégier  pour  mieux  caractériser  les 
mécanismes  adaptatifs  développés  pour  faire 
face au stress nickélifère (Jaffré  et al.,  2013 ; 
Merlot et al., 2014). 
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l’Université de la Nouvelle-Calédonie.

Matthieu Villegente est responsable de l’unité 
de  Biologie  moléculaire  au  service  des 
laboratoires  officiels  vétérinaires, 
agroalimentaires  et  phytosanitaires  de  la 
Nouvelle-Calédonie. 

Laurence  Le  Pessot  a  exercé  le  métier 
d'Ingénieur d'étude à l'INRA de Dijon.  Après 
avoir  travaillé  pendant  plusieurs  années  sur 
les  protéines  du  goût,  elle  est  actuellement 
Professeur de biologie à l'Institut Rondeaux – 
Idpces (Institut de Préparation au Concours et 
Etudes Supérieures) de Saint Brieuc.

Claudette  Job  est  Ingénieur  de  recherche 
honoraire au CNRS. Domaines de recherche : 
physiologie  végétale,  développement  des 
graines,  biochimie  des  protéines, 
protéomique. 
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Jean-Marc Strub est Ingénieur de recherche au 
CNRS. Domaines de recherche : spectrométrie 
de  masse  des  peptides  et  protéines, 
protéomique.

Alain  Van  Dorsselaer  est  Directeur  de 
recherche émérite au CNRS. Il est responsable 
de  la  plate-forme  protéomique  Strasbourg 
Grand Est. Domaines de recherche : cancers, 
protéomique. 

Christine  Schaeffer-Reiss  est  Ingénieur  de 
recherche au CNRS. Domaines de recherche : 
spectrométrie  de  masse  des  peptides  et 
protéines, protéomique.

François Bernier  est  Professeur  à l’Université 
de  Strasbourg.  Domaines  de  recherche  : 
physiologie  végétale,  métabolisme,  Germin-
Like Proteins, oxalate oxydase, protéines DING 
de plantes, enzymes à cytochrome P450.

Anne  Berna  est  Chargée  de  recherche  au 
CNRS. Domaines de recherche : biosynthèse 
et fonctions essentielles de stérols et d'autres 
isoprénoïdes  végétaux,  biochimie  des 
protéines,  germines  et  protéines  DING 
végétales.

Maya Belghazi est Ingénieur de recherche au 
CNRS. Elle est responsable de la plate-forme 
de  protéomique  du  Centre  d’analyse 
protéomique  de  Marseille.  Domaines  de 
recherche :  protéomique,  quantification  des 
protéines  et  des  peptides,  étude  des 
interactomes.

Hamid Amir est Professeur à l’Université de la 
Nouvelle-Calédonie.  Il  est  responsable  du 
Laboratoire  Insulaire  du  Vivant  et  de 
l’Environnement (LIVE – EA 4243), Nouméa. 
Domaines  de  recherche :  microbiologie, 
tolérance des plantes au nickel.

Marie-Agnès  Jacques  est  Directeur  de 
recherche à l’INRA. Elle est  responsable de 
l’équipe EmerSys à l’Institut de Recherche en 
Horticulture  et  Semences  (INRA,  Angers). 
Domaines de recherche : microbiologie, santé 
des plantes, microbiote des graines.
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Valérie  Burtet-Sarramégna  est  Maître  de 
conférences  en  biochimie  et  biologie 
moléculaire  à  l’Université  de  la  Nouvelle-
Calédonie.  Domaines  de  recherche : 
physiologie végétale, plantes endémiques de la 
Nouvelle-Calédonie.

Jacques  Rabier  est  Maître  de conférences  à 
l’Université  d’Aix-Marseille.  Domaines  de 
recherche :  mécanismes  physiologiques  des 
interactions  plantes-environnement, 
phytoremédiation,  endomycorhizes,  tolérance 
aux métaux lourds. 

Bruno Fogliani est Chercheur HDR, directeur-
adjoint  de  l’Institut  Agronomique  néo-
Calédonien.  Domaines  de  recherche  : 
écophysiologie  de la  germination  des plantes 
endémiques  de  la  Nouvelle-Calédonie, 
conservation et restauration écologique.

Dominique  Job  est  Directeur  de  recherche 
émérite  au  CNRS.  Chercheur  en  physiologie 
végétale,  ses  travaux  portent  sur  le 
développement  et  l’évolution  des  plantes, 
mettant  en  particulier  en  évidence  la 
dynamique du protéome des graines.
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