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INTRODUCTION GENERALE

Les activités humaines ont considérablement aechbération de diverses molécules
dans I'environnement dont certaines se révelengtms non seulement pour la flore et la
faune mais également pour I'espece humaine. Cegitéstcomprennent notamment les
industries agroalimentaires, métallurgiques, maser pharmaceutiques, les centrales
électriques, les raffineries de pétrole, les tearies, les papeteries... Le développement des
transports et l'utilisation massive de produits tpsgnitaires en agriculture sont également
devenus une source importante de pollution de ifenmement. Parmi les molécules
introduites, les métaux lourds occupent une plaoe mégligeable. Ces derniers sont définis
par certains auteurs comme des éléments métallayaed une masse volumique minimale de
4000 & 5000 kg / t(Thornton, 1995 ; Sanita di Toppi et GabbriellD9®). D'autres
définissent comme métaux lourds les éléments riggtal compris entre le cuivre et le plomb
dans le tableau périodique des éléments (excluant k& fer et le chrome). L’arsenic est aussi
trés souvent inclus parmi les métaux lourds ou loédas. Le terme d’éléments traces
métalliques (ETM) est donc préférable pour engldlemisemble de ces molécules (Bureol
al., 2006).

La présence des ETM pose au moins deux problémgsiragour 'Homme, I'un en
agriculture et I'autre dans le domaine de la santé
1) Dans le domaine agricole, la plupart des ETMuamdés dans le sol sont absorbés par les
plantes de culture. Les végétaux ont besoin paur deoissance et leur développement de
certains ions métalliques comme par exemple lerepie zinc, le manganese, le fer ou le
cobalt qui entrent dans la composition de certagmeymes ou servent de co-facteurs (Yang
et al, 2005). Ces éléments, nécessaires en faible tfiasiaverent cependant toxiques voire
létaux lorsqu’ils sont présents en forte conceiutnaHansch et Mendel, 2009). De plus, tous
les ions métalliques ne sont pas indispensableplmntes. En effet, des métaux comme le
cadmium, le nickel, le plomb ou le mercure ne jausicun role dans la croissance et le
développement des plantes. lls sont dits non dekemt sont toxiques a I'état de traces
(Mendoza-Cdzatl et Moreno-Sanchez, 2005). Touk€®d sont cependant toxiques a forte
concentration pour la plupart des plantes (McInt2@03 ; Gardea - Torresdey al, 2005).

L’accumulation des ETM dans les sols génere doagdetes de rendement conséquentes soit



parce que les plantes cultivées se développentsniman, soit parce que les sols restent
inoccupés car impropres a la culture.

2) Dans le domaine de la santé publique, les ET8brdilgs par les végétaux entrent dans la
chaine alimentaire et entrainent un phénomenededpicentration a chaque passage dans le
maillon trophique supérieur (Gonzaletsal, 2008 ; McLearet al, 2009). Cette accumulation
d’ETM s’avere dangereuse pour la santé. Par exemple forte teneur en plomb (maladie
appelée saturnisme) ou en mercure dans le corpaihuwaffecte le systéme nerveux central,
les cellules sanguines et les reins (De Burlatral, 2006). Le cadmium est également tres
toxique, particulierement au niveau des reinseatsele vraisemblablement cancérigene (De
Burbureet al, 2006).

La présence d’'ETM dans les écosystemes aquatiquesrrestres engendre aussi des
conséquences dangereuses pour la majorité deseqla@ependant, quelques espéces
développent des moyens de protection efficacesreooes molécules. Ces propriétés
naturelles des plantes sont exploitées dans le idemde la phytoremédiation. La
phytoremédiation est un ensemble de techniquesegtemh de dépolluer des sols, d'épurer
des eaux usées ou dassainir de l'air en utlisls plantes vasculaires, des algues
(phycoremédiation) ou encore des champignons farrdas mycorhizes avec le systeme
racinaire d’'especes végétales (mycoremédiation)ur Pes ETM, un procédé de
phytoremédiation nommé phytoaccumulation permetréames especes végeétales d’extraire
les polluants du sol puis de les séquestrer ddfératits compartiments cellulaires (Hall et
Williams, 2003). La phytoaccumulation est une médthale plus en plus étudiée car elle
représente une alternative moins colteuse et phisgique que des extractions chimiques
pour dépolluer les milieux contaminés. En effets lméthodes chimiques impliquent
généralement I'extraction temporaire des substcatstaminés (sol ou eaux) pour un
traitement adapté en dehors du site alors que Ydopbcumulation peut étre effectuée
directement sur le milieu a dépolluer et la récaoltérieure des plantes engendre moins de

dégats pour le milieu.

Le sujet de thése s’inscrit dans un axe de recheptus large développé par le
Laboratoire de Chimie des Substances Naturellesunuate la phytoremédiation des ETM a
l'interface des disciplines chimique et biologiquees premiers travaux du laboratoire
concernent la biosorption des ETM en solution pas dcorces d’arbres modifiees

chimiquement ou non (Martin-Dupoet al, 2006) et ont conduit au développement d’'un



b

filtre naturel a micro-polluants meétalliques. Unetra approche concerne I'étude de
'adsorption des ETM présents dans le sol par datgl entiére. Elle a permis de caractériser,
d'une part, les mécanismes d’adsorption au niveaiétal et, d’autre part, I'influence de la

présence d’'ETM sur I'évolution des compositionsnuhues des parois cellulaires et,

notamment, de sa composante polysaccharidique.d€es approches s’intéressent plus
particulierement aux arbres pour deux raisons :

1) l'utilisation d’écorces permet de valoriser gesduits connexes de la filiere bois.

2) les arbres pourraient constituer a terme degidats efficaces pour la phytoremédiation du
fait de leur importante biomasse et de leur systéawoinaire qui pourrait absorber les

polluants plus profondément dans le sol en compamaaux especes herbacées.

Ce travail de Thése, en étudiant les mécanismeshiniique et moléculaire
d’accumulation intracellulaire du cadmium, ouvre eundimension physiologique
complémentaire a l'axe phytoremédiation du LabdratoDans une premiere démarche,
'étude est menéan vitro sur Arabidopsis thalianaune plante modéle dont le génome est
entierement séquencé depuis 2000 (Salanoegbatl, 2000). La mise en ceuvre de
microréseaux pangénomiques a oligonucléotidespaoihettre d’évaluer les modifications de
'expression de la totalité du génome de cette tplan réponse au stress causé par le
cadmium. Une attention particuliére sera portéette mccasion a la régulation de la voie de
biosynthese des phytochélatines, oligopeptideshstisés a partir du glutathion et connus
pour chélater les cations métalliques (Geillal, 1989). Dans une deuxieme démarche, le
concept de phytoaccumulation du cadmium sera étanahe autre plante modele, et posera
plus particulierement la question de I'opportundéutiliser les espéces ligneuses, et

notamment un méleze hybride cultivévitro, en tant qu’espéce phytoaccumulatrice.

Par ailleurs, la phytoremédiation fait égalemeabjét d’'un intérét croissant de la part
des industriels, soucieux de leur image et désidmuréduire leurs investissements en termes
de codlts de traitements de leurs rejets. J'ai @@sdant ma premiere année de these effectué
un stage de 5 mois au centre de recherche et tegmae I'entreprise Rhodia a Lyon, sous
la direction de Mme PILAS - BEGUE, responsable @dmratoires « hygiene - sécurité -
environnement ». Ce stage était basé sur un éthalale la phytoremédiation en milieu
aguatique en vue de mettre en place un procédaitenient des effluents de I'entreprise. Ce

travail étant confidentiel, le rapport produit egiint dans un document annexe.



Introduction
Bibliographique



INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE

Premiére patrtie :

Pollutions métalliques et organiques et toxicologse

I. Origine et répartition a I'échelle nationale

Les activités humaines constituent la principalers® de I'introduction de composeés
toxiques dans I'environnement. Cet essor industiglar ailleurs favorisé la délocalisation
d’autres composés au niveau des différents compamts de I'environnement (sol, étendues
d’eau, nappes phréatiques, atmospheére). La pailligimgendrée a pour effet de perturber,
voire de bloquer les processus d’autoépuratioredesystemes qui leur servent de réceptacle
(Susarlaet al, 2002). L'exposition des écosystemes et des msraicette pollution va par
conséquent entrainer un certain nombre de dystom&iments. Les contaminations dues a
'activité humaine peuvent étre directes ou indiec (Baize, 1997). Les diverses
contaminations sont constituées :
- d’apports involontaires gérés a l'échelle de Ecplle agricole (fertilisants, fumiers,
déjections animales, boues d'épuration, compobtsns...),
- d'apports atmosphériques d’origine lointaine (§®ares et aérosols provenant des
chauffages, activités industrielles, trafic autoftegbncinérateurs...),

- des pollutions localisées massives (souvent ximpité d'une source industrielle).

1. Pollutions métalliques

Les éléments traces métalliques (ETM) sont présedifferents niveaux de la crolte
terrestre. Les concentrations moyennes d’ETM retméesa dans les sols se trouvent dans une
gamme allant de moins de 0,01 a plus de 1 500 mggede sol mais peuvent dépasser 50 a
70 g dans les sols métalliferes (Alloway, 1995 rappar Gardea-Torresdey al, 2005). Ces
guantités sont variables selon le type de métalneenmdiqué dans le tableau 1. Il en résulte

des concentrations variables dans les plantesfigeslide sensibles.



Tableau 1. Concentrations moyennes de quelques ETM dansdlsses les plantes en mg / kg (Gardea-
Torresdeyet al, 2005).

Métal Concentration dans les Concentration dans les Concentration dans les
sols non métalliferes sols métalliferes plantes (sols non
métalliferes)
Cadmium 0,01-2 10 - 320 0,1-3
Chrome 5-1500 50 — 8450 0,2-5
Cuivre 2—-250 52 — 50900 5-25
Mercure 0,01-0,5 100 - 400 0,1-95
Nickel 2-750 20-11250 1-10
Plomb 2 -300 3850 — 49900 0,1-5
Zinc 1-900 110 — 70450 2 —-400

Les éléments métalliques dans les sols ont degines. La premiere, naturelle, est
constituée de I'héritage de la composition chimidnigale, qui a par la suite été plus ou
moins modifiée, suite a l'altération de la rocherené&n effet, un sol formé sur une roche
riche en un élément donné sera obligatoirementerieh cet élément. Les éléments
meétalliques issus de cet héritagenstituent le fond pédogéochimique, qui correspaux
teneurs en éléments, résultant de phénomenes gpasget pédogénétiques (différenciation
d’horizons) en I'absence de toutes contaminatigesla I'activité humaine (Baize, 1997).

La seconde source de présence dETM dans I'envenoent est d’origine humaine.
L’activité humaine est la cause majeure de la présel’ETM dont les concentrations dans
I'environnement se sont considérablement accruedars des 200 dernieres années (Rbth
al.,, 2006). Lorsqu'on s’intéresse a un site particulié est indispensable de realiser
l'inventaire des pollutions qui peuvent étre dééiéntes natures :

1) Pollutions locales il s’agit principalement de sites industrielsaatonnés laissés en friche

et qui sont susceptibles d'étre réutilisés. Cesieasc sites comportent des sources
polymétalliques. En France, ils sont répertoriesnsdda base de données BASOL
(http://basol.environnement.gouv.fr). Cette baselalenées répertorie les sites et sols pollués
(ou potentiellement pollués) appelant une actioa pleuvoirs publics a titre préventif ou

curatif.

2) Pollutions de proximité il s’agit de zones polluées par des activitésreevant dans un

périmetre proche. On trouve par exemple les rajétatreprises (incinérateurs, industrie
sidérurgique...), les contaminations en provenancetdions d’épuration, le dragage des
sédiments des canaux et ports qui peut remettugpension des éléments métalliques ou



encore I'accumulation de pesticides dont certaomgiennent des ETM. Les concentrations en
ETM des sédiments du Nord Pas-de-Calais issus aesug et des rivieres en sont un bon
exemple (Baize, 1997).

3) Pollutions miniéresles zones miniéres constituent un cas partigués concentrations en

ETM étant localement trés élevées. Bien qu’'a lioegces éléments soient en général inclus
dans des structures cristallines, donc peu mobiéss,risques de migration résultent de
'oxydation des sulfures (au sein des galeries @s &tériles présents en surface).
L’acidification des eaux qui en résulte permetrémsport a I'état dissous des éléments (Baize,
1997).

Parmi les dix substances polluantes les plus saur@rcontrées sur le territoire
francais, sept sont des ETM et sont retrouvéeotal dans plus de 88 % des sols pollués
(tableau 2).

Tableau 2. Nature des principaux ETM présents dans les salscéis. Le pourcentage de présence de ces
éléments, seuls ou en mélange avec d'autres ptdl@anétalliques et / ou organiques), a été évalu&@@ % des
sites pollués (http://basol.environnement.gouvifiise a jour le 19/12/2007).

ETM Pourcentage de présence
Plomb 18,1
Chrome 15,9
Cuivre 14,8
Arsenic 12,5
Nickel 10,5
Zinc 10,4
Cadmium 6,4

2. Pollutions organiques

Les pollutions organiques sont d'origine et de reatuariées. Certains composés
organiques sont facilement biodégradables alorsdtuéres ne sont éliminés qu’au bout de
plusieurs dizaines d’années. Tout comme les ETM, a@mposés s’accumulent dans les
cellules et leur concentration augmente le longlalechaine trophique. Les polluants
organiques les plus fréquemment cités par I'AgatedEnvironnement et de la Maitrise de
I'Energie (ADEME) sont les hydrocarbures polycyalg aromatiques (HAP) rejetés lors de
la combustion de matieres organiques, les dioxieesuranes qui sont des composés

aromatiques chlorés résultant d’incinérations et slicteur sidérurgique ainsi que les



polychlorobiphényles et les polychloroterphényle€B et PCTT), composeés chlorés utilisés
comme isolants et lubrifiants dans diverses aésvitomme l'usinage du métal, les soudures,

les peintures ou encore la fabrication de certaamers.

Une autre forme de pollution organique importargedeie a I'utilisation massive de
produits phytosanitaires (certains contenant delgl)ESous l'effet de I'agriculture intensive.
En 2007, la quantité de substances actives verstu€sance (principalement des herbicides
et des fongicides) s’élevait a 77 300 tonnes skdsrchiffres de I'Union des Industries de la

Protection des Plantes (UIPP, http://www.uipp.org).

D’autres pollutions organiques sont causées par teatieres organiques
fermentescibles (MOF) constituées entres autresateres fécales, boues, résidus de bois,
graisses... Ces molécules sont issues non seulementeffluents domestiques mais
également des rejets industriels dont ceux du weegro-alimentaire. Ces MOF constituent
de loin la premiére cause de pollution des écomyesteaquatiques et des ressources en eau
potable. Leur dégradation génére deux problemg@suné& surconsommation d’oxygene par
les microorganismes décomposeurs qui génere uitdéfi oxygene, létal pour la faune
aguatique, 2) la libération en grande quantitééarents minéraux azotés et phosphorés qui
entrainent une prolifération d'organismes photds§tiques aquatiques (algues et

macrophytes) a I'origine de I'eutrophisation desngl et cours d’eau.

Parmi les dix polluants les plus fréquemment retrésrsur le territoire francais (seuls
ou en mélange), trois correspondent a des famillesomposés organiques (tableau 3).
L’ensemble de ces substances organiques est détegudus de 74 % des zones polluées en

France.



Tableau 3. Nature des principaux polluants organiques présdans les sols francais. Le pourcentage de
présence de ces éléments, seuls ou en mélangelauties polluants (métalliques et / ou organiquasgté
évalué sur 70 % des sites pollués (http://basaremrement.gouv.fr mise a jour le 19/12/2007).

Type de polluant Pourcentage de présence
Hydrocarbures 41,0
Hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAR) 17,8
Solvants halogénés 15,4

3. Répartition spatiale de la pollution en France

Les régions ainsi que les départements et teggalfOutre-Mer présentent des sites
pollués dans des proportions variables pour un merndtal de zones contaminées dépassant
4000 (tableau 4). La région la plus atteinte parmteblémes de pollutions métalliques et / ou
organiques est la région Rhéne-Alpes avec 579 pi#gés en 2007, ce qui représente plus
de 14 % des sites pollués en France. La partie -Hstcest €également touchée depuis la
Normandie jusqu’a I'Alsace avec selon les réegio®® 2 550 sites contaminés, ce qui

correspond au total & presque la moitié des siitsds du pays.



Tableau 4.Répartition desites pollués en France et pourcentage de surfaatkeges par rapport a la totalité
des sites (http://basol.environnement.gouviiise a jour le 19/12/2007).

Région Nombre de sites| Pourcentage
Rhéne-Alpes 579 14,36
Nord- Pas-de-Calais 550 13,64
lle de France 398 9,87
Lorraine 300 7,44
Alsace 251 6,22
Haute Normandie 209 5,18
Picardie 198 4,91
Aquitaine 191 4,74
Midi-Pyrénées 176 4,36
Centre 169 4,19
Provence-Alpes-Cote-D’azur 159 3,94
Champagne Ardenne 154 3,82
Pays de la Loire 94 2,33
Franche Comté 87 2,16
Languedoc-Roussillon 83 2,06
Auvergne 79 1,96
Bourgogne 77 191
Basse-Normandie 64 1,59
Bretagne 62 1,54
Poitou-Charentes 62 1,54
Limousin 49 1,21
Guadeloupe, Guyane, Martinique 21 0,52
La Réunion 13 0,32
Corse 7 0,17
Territoires d’Outre-Mer 1 0,02
Total 4033 100

[I. Toxicologie et surveillance des principaux pollants
1. Organismes francgais d’évaluation

Des efforts sont actuellement entrepris dans plusipays pour contréler les rejets de
polluants, de méme que pour acceélérer le traitendentla pollution existante par les
techniques appropriées, dans le but de présemdemnime et les écosystemes. En France,
'INERIS (Institut National de I'Environnement Indtriel et des Risques) qui est sous la
tutelle du ministere chargé de I'environnement arpwmission d’évaluer et de prévenir les
risques accidentels ou chroniques pour 'Homme'egtvironnement liés aux installations
industrielles, aux substances chimiques et auxo#&sggibns souterraines. Il effectue des
travaux de recherche destinés a mieux comprengnghénomeénes dangereux et a mettre au

point des outils opérationnels au service de léatibn et de la prévention des risques. Il



apporte un appui technigue aux pouvoirs publics fiélaboration et la mise en ceuvre des

réglementations, des normes, des méthodes deméééee des systémes de certification.

L’institut de veille sanitaire (InVS) quant a lugunit les missions de surveillance, de
vigilance et d’alerte dans tous les domaines dsalaté publique. C’est un établissement
public, placé sous la tutelle du ministéere chargéadSanté. Outre les maladies (infectieuses,
chronigues, d’origine professionnelle...), le changction de I'InVS s’étend aux effets de
'environnement sur la santé. En effet les risgliess a la pollution de I'air, aux expositions
aux polluants chimiques, aux rayonnements ionisdessrisques hydriques, les nuisances
physiques ou encore les risques liés aux variatiolmatiques font partie de ses

préoccupations.

2. Valeurs toxicologiques de référence (VTR)

2.1. Définition

Chaque année, a la demande du ministére de 'Bmément, 'INERIS établit une
liste de valeurs toxicologiques de référence (VTRE VTR sont des indices toxicologiques
établis par des instances internationales telled’Quganisation Mondiale de la Santé (OMS)
ou des structures nationales : ATSDR (agence aaigeicde répertoriage de substances
toxiques et de maladies), US EPA (agence amérigmnela protection de I'environnement),
Santé Canada, RIVM (institut national de la saniBligue et de I'environnement des Pays-
Bas)... Elles sont généralement spécifiques d’dat efonné, d’'une voie et d’'une durée
d’exposition. Ce sont des valeurs qui caractérikelien entre une exposition a une substance
toxique et un effet néfaste observé. Les VTR sdrderbase a la réglementation. Elles sont
principalement élaborées pour des expositionsastotélité de la durée de vie de I'individu.
L’ATSDR et I'US EPA proposent également des VTR mpdes périodes beaucoup plus
courtes : inférieures ou égales a 14 jours (expositaigués) ou de 14 jours a 1 an

(expositions subchroniques).

L’exposition a une substance toxique peut produles effets biochimiques,
histologiqgues ou morphologiques, se traduisantdear altérations spécifiques d'un organe,
d'un systeme ou d’une fonction (systeme hématojopi€t fonction de reproduction...), ou
d’'un processus biochimique ou biologique (cancanetagénicité). Ces effets varient selon

lintensité, la voie, la fréquence et la durée’dggosition mais aussi en fonction de I'espece,
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du sexe, de I'age et de I'état de santé des popuasaexposees. Ils peuvent étre réversibles ou

irréversibles, immédiats ou différés.

2.2. VTR des effets a seulil

Un effet a seuil est un effet qui survient au délzne certaine dose administrée de
produit. Dés que le seuil est atteint, I'intensl&él'effet croit alors avec I'augmentation de la
dose administrée. En deca de cette dose, le risgueconsidéré comme nul. Ce sont
principalement les effets non cancérogenes qui slassés dans cette famille. L'effet peut
étre différent selon la voie d’exposition de I'ongeme. Pour une exposition par voie orale,
les VTR sont exprimées en masse de substancelpgratnme de poids corporel et par jour
(mg/kg pc/j). A 'heure actuelle, il existe plusisWTR selon les organisations choisies :

— les « Reference doses (RfD) » (doses de référétatgorées par 'US EPA,

— les « Minimal risk levels (MRL) » (niveau de nisgminimal) élaborés par 'ATSDR,

— les « Acceptable daily intake (ADI) » ou « Doseirhaliere Admissible (DJA) », encore
appelées « Tolerable Daily Intake (TDI) » élabongasl’'OMS, Santé Canada ou RIVM.

Pour une exposition par voie respiratoire, la VTéXggrime en masse de substance par
métre cube d'air ambiant (mg F)ret correspond & la teneur de produit dans l'aibiant &
laguelle un individu peut étre exposé sans condteffet nuisible. On recense : les
« Reference Concentration (RfC) » élaborées paB IEPA, les « Minimal risk levels
(MRL) » élaborés par I'ATSDR et les « Concentrasiohdmissibles dans I'Air (CAA) »

élaborées par 'OMS.

2.3. VTR des effets sans seuil

Un effet sans seuil se définit comme un effet quuaaait de maniére identique quelle
gue soit la dose recue. La probabilité de surveuggnente avec la dose mais l'intensité de
I'effet n'en dépend pas. L’hypothese classiquemetegnue est qu’une seule molécule de la
substance toxique peut provoquer des changements ude cellule et étre a l'origine de
I'effet observé. A I'origine, la notion d’absence dgeuil était associée aux effets cancérogenes
uniquement. Les différentes VTR rencontrées sont :
— pour la voie orale : « 'Excés de Risque Unitai(ERU) ou « oral slope factor» (Sfo) et le
« Drinking Water Unit Risk» (DWUR) élaborés par 8LEPA,
— pour la voie respiratoire : « I'lnhalation UnitsR» (IUR) élaboré par 'US EPA,

11



— quelle que soit la voie d’exposition : « I'excdigstime Cancer Risk» ou CR élaboré par le
RIVM et la «dose ou concentration tumorigene » @@Dou TCO05) élaborée par Santé
Canada.

L’ERU et le CR correspondent a la probabilité seppintaire, par rapport a un sujet
non expose, qu’un individu contracte un canceresil exposé pendant sa vie entiére a une
unité de dose du polluant.

2.4. VTR des principaux polluants

Les tableaux 5 et 6 présentent quelqu€ER disponibles pour les substances
organiques et les ETM ayant fait l'objet d'une fichde données toxicologiques
environnementales de I'INERIS (Bissat al., 2009). Elles y sont présentées pour les
différentes voies d’exposition (orale et inhalajiat les durées ou intensités d’exposition

(aiglie, subchronique ou chronique).

Tableau 5.VTR des principaux polluants organiques d’'apres@&igt al. (2009).

Su_bsf[ances Source Voie d’exposition Valeur de référence Ar)n_e_e de
chimiques révision
Orale MRL = 5.10 mg/kg/j 2007
Inhalation (sub-chronique) MRL = 0,004 ppm 1997
ATSDR Inhalation (aigué) MRL = 0,009 ppm 2007
Benzene Inhalation (sub-chronique) MRL = 0,006 ppm 2007
Inhalation (chronique) MRL = 06003 rp:fem 2007
Inhalation RfC = 3.10mg/ 2003
US EPA Orale RfD = 4.10 mg/kg/j 2003
Dioxines et OMS Inhalation/orale via la chaine DJA =1 a4.10 ug 2000
dérivés alimentaire apres dépot TEQ/kg/j
Phénanthréne RIVM Orale TDI = 4. 1thg/kglj 2001
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Tableau 6.VTR des principaux polluants métalliques d’apréssBnet al. (2009).

Scﬁﬁgﬂggs Source Voie d’exposition Valeur de référence Ar\g\r/]ii(iaoge
ATSDR  |-Orale (aigué) MRL = 5.1'6mg/kg/j 2007
Orale (chronique) MRL = 3.170mg/kg/j 2007
Arsenic US EPA | Orale RfD = 3.10" mg/kg/j 1993
RIVM Inhalation TCA = 1? mg/nf 2001
Orale TDI =10 mg/kglj _ 2001
Orale (chronique) grilf_t K/IZREE f(])%/rﬁgéjlkg/j ;882
ATSDR | Orale (aigu€) Draft MRL = 5.10mg/kg/j 2008
Inhalation (aigué) Draft MRL = 3.10mg/n7 2008
Cadmium Inhalation (chronique) Draft MRL = 1.T0mg/n? 2008
OMS Orale DHTP = 7.10 mg/kg 2006
RIVM Orale TDI = 5.10" mg/kg/j 1999
Us Epa | Orale (eau) RfD = 5.I’Omg/kg/j 1994
Orale (alimentaire) RfD = TOmg/kg/j 1994
Chrome Il US EPA | Orale (chron_ique) RfD_: 1_,iSmm%k?_ 11%%%
Chrome VI URSI\/El\l/T . (?rg?(lee (ehroniae) Tlg\;f:D 5.13(')3 mg/kgljj 2001
OoMS Orale TDI = 0,5 mg/kg/j 2006
ATSDR Orale (aigué) _ MRL = 0,0lmg/kg/j_ 2004
Orale (subchronique) MRL = 0,01mg/kg/j 2004
RIVM Orale sub-chronique MRL = 0,1 mg/kg/j 2004
Cuivre Inhalation TCA = 1ug/th 2001
ATSDR Inhalation (sub-chronique) MRL = 2.féng/n? 2005
Inhalation (chronique) MRL = 9.10ng/n? 2005
OoMS Orale (chronique) TDI = 12 ug/kglj 2006
RIVM Inhalation TCA = 5.10 mg/nt 2001
Orale TDI = 5.10° mg/kg/j 2001
OoMS Orale DHT = 25ug/kg 2006
Plomb -
RIVM | Orale TDI = 3,6.10° mg/kg/j 2001
OoMS Orale TDI = 0,6 ug/kg/j 2006
US EPA | Orale (sels solubles) RfD = 3 po/kg/j 1989
Uranium Orale (sub-chronique, sels solubles) MRL = 2 pg/kg/ 1999
ATSDR | Inhalation (chronique, sels solubles) MRL = 3*1ag/n? 1999
Inhalation (forme insoluble) MRL = 8.Famg/n? 1999
US EPA | Orale RfD = 3.10" mg/kg/j 1992
Zinc ATSDR | Orale (subchronique) MRL = 0,3 mg/kg/j 1994
RIVM Orale TDI = 0,5 mg/kg/j 2001
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Deuxieme patrtie :

Les différents procédés de phytoremédiation

La phytoremédiation est une technologie émergequieutilise les plantes ou les
microorganismes de la rhizosphére pour extrairansformer ou stocker les polluants
contenus dans les sols, les sédiments, les eautersones ou de surface et méme
'atmosphére (Susarlket al, 2002). A I'heure actuelle, la phytoremédiatia @tilisée pour le
traitement de plusieurs classes de polluants teddeps hydrocarbures, les solvants chlorés, les
pesticides, les composés explosifs ou encore leéd. EJette méthode de dépollution, plus
longue qu’une extraction classique, s’avereraiteodant moins colteuse, ce qui la place en
bonne position dans les stratégies de dépollutibnest admis que les procédés de
phytoremédiation entrainent des dépenses 50 a B@eteures a celles nécessaires pour des

traitements conventionnels (Vassiketal, 2007).

|. Histoire de la phytoremédiation

La phytoremédiation est un concept ancien qui ot utilisé des les premieres
civilisations pour recycler la ressource en eau ljgxploitation des marais. Cependant les
premiéres installations qui témoignent d’une wtien volontaire d’'une zone humide pour

I'épuration de I'eau datent de la fin du Xixiécle.

En 1871 les travaux de Mille et Claye sur la dégtiad des polluants des eaux usées
par les cultures agricoles permirent de mettrelacepa Paris un hectare de « jardin modéle »
ouvert au public afin de convaincre les cultivasedu bienfait de ce type d’installation. En
1875, les villes de Moscou et de Berlin mettenpkate des systemes d’épuration similaires
sur une surface de 25 000 ha pour la région béskn&n 1901, la ville de San Antonio met
en place un lac artificiel (lac Mitchell) d’'une fare de 275 ha avec pour objectif de traiter
ses eaux usées (Bouti al, 2000). A la méme époque, la ville de Munich déppe un
projet similaire en installant un plan d’eau de 288 pour créer une station d’épuration
biologique. Cette technique permet de reproduire reecanismes de dégradation, de
transformation et de recyclage de la matiere ofgenigrace aux propriétés épuratrices
d’algues microscopiques (Bouti al,, 2000).
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Les végétaux vasculaires flottants ou enracinés rflacrophytes), n’interviendront
dans le traitement que beaucoup plus tard. Leet dépolluant est connu de fagcon empirique
depuis trés longtemps mais ce n’'est qu’'a partirasheges 1950 que des chercheurs allemands
commencent a étudier ce phénomene de facon sajestifC’est le docteur Kathe Seidel de
linstitut Max Planck qui entreprit les premiers ataux scientifiques suivis
d’expérimentations a I'aide d’'un pilote de zone demartificielle pour le traitement d’eaux
usées (Campbell et Ogden, 1999). Ces travaux péssgour la premiére fois en 1953
montrérent que certaines especes végétales comijomdedes maraisScirpus lacustris
pouvaient avoir une réelle activité épuratricea Bependant fallu attendre jusqu’a 1972 pour
que la premiere station fonctionnelle soit congtrai Othfresen en Allemagne (Bouéhal,
2000). Ce procédé a été introduit en France dansah@ées 1980 et lI'une des premieres
installations, toujours en service a I'heure adtyed été réalisée dans la commune de

Pannissieres dans le Jura.

Depuis les années 1970, la phytoremédiation egtedm essor. L'utilisation de plantes
pour éliminer notamment les ETM et les pesticidgescite un intérét croissant et fait I'objet
de nombreuses études. La nature du polluant etasoassibilité pour les plantes sont
déterminantes dans le choix du procédé de phytatiatien a utiliser pour un traitement
optimal.

II. Conditions de mise en ceuvre de la phytoremédien
La localisation dans le substrat du ou des pol(sait traiter est un facteur important
pour envisager le type de phytoremédiation. Setodelgré d’accessibilité des polluants par

les plantes, trois méthodes de traitement sonsageables.

1. La phytoremédiationin situ

Ce procédeé est le plus simple a mettre en ceuweregspond a la stratégie la moins
colteuse. Il consiste a faire pousser des plartes des eaux de surface ou sur un sol ou des
sédiments contaminés en faible profondeur. Dante egtproche, le matériel contaminé est
facilement accessible pour le systéme souterrag plientes enracinées ou pour tous les
organes des macrophytes flottantes et n’est dosi@xyiaait du milieu avant le traitement par

phytoremédiation (Ghosh et Singh, 2005). Si leslupoks sont uniqguement extraits et
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accumulés dans la plante sans étre transformégujcarrive souvent pour les ETM), les
plantes utilisées doivent ensuite étre récoltéeguende leur confinement ou de I'extraction

des polluants.

2. La phytoremédiationex situ

Cette stratégie est appliquée lorsque les racirespthntes ne peuvent pas atteindre
les polluants. C’est le cas par exemple du traiténdéune nappe phréatique profonde ou
d’une pollution d’'un sol sur une épaisseur impdgadans ce cas, les matériaux contaminés
sont d’abord extraits mécaniguement du site paissférés dans une zone de traitement ou ils
pourront étre mis directement au contact des esp&égétales sélectionnées. Apres
'extraction des polluants et la récupération démntges, les substrats €purés sont ensuite
replacés dans leur environnement d’origine. Le dledraitement peut étre €loigné ou non du
site contaminé mais quelle que soit sa localisatl@xtraction préalable des matériaux
contaminés engendre un co(t plus élevé que paplmyioremédiationn situ. De plus, cette
méthode génére beaucoup plus de perturbations au de I'écosysteme que la
phytoremédiationn situ. Elle n’apparait donc pas plus écologique qu’aitément chimique

classique.

3. La phytoremédiationin vitro

Dans cette derniére approche, ce sont uniquemsnorganes, des composants de la
plante (essentiellement des enzymes) ou des ce(lmieroalgues) qui sont utilisés et non pas
des plantes entieres comme dans les deux strajggieédentes (Medinet al., 2004). Ces
fractions végétales peuvent étre utilisées direeteraur le site pollué ou apres extraction des
substrats contaminés et visent a transformer esBemtent des polluants organiques. La
phytoremédiationn vitro est plus onéreuse que les techniques précédartefiec nécessite
la préparation de fragments végétaux, de suspensiefiulaires, voire la purification
d’enzymes. Cependant, une approche prometteuskuttation d’écorces modifiées de
certaines especes arborescentes pour fixer degaptdl organiques et surtout métalliques
présents en milieu agueux (Prasstdal, 2001). Cette technique permet de concentrer les
polluants dans un volume final plus faible et dehes facile a traiter par la suite. L'autre
intérét de cette méthode est de valoriser en mémnapd les écorces issues de la

transformation du bois, ce qui peut réduire comaillément les colts de préparation. Cette
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meéthode constitue un des axes de recherche du dtabver de Chimie des Substances
Naturelles et certains travaux déja réalisés etvedes font d’ailleurs I'objet d'une
collaboration régionale avec les sociétés Pe@rl AREVA sur des moyens de

décontamination d’eaux contenant des radionucléides

[ll. Mécanismes de phytoremédiation

Selon les espéces végétales et le type de polliagpitytoremédiation peut se faire de

plusieurs maniéres qui sont résumeées sur la fijuiedessous.

Phytoaccumulation Q &

Phytodégradation

>
e~ <
a)(

Phytovolatilisation |

Phytostabilisation o

Figure 1. Mécanismes de phytoremédiation. Les xénobiotiEdd ou composés organiques) représentés en
rouge peuvent s'accumuler dans la plante en coasel@ méme forme ou étre transformés (symbolessjate
différentes maniéres ;. dégradation dans le sol amsda plante (symboles en croissant), volatitisailans
I'atmosphére (ronds ailés) ou stabilisation darsolgcarrés).

La premiere étape de la phytoremédiation est I'gdtgm ou extraction du polluant
par voie racinaire pour un polluant du sol ou dmsxeou par voie aérienne pour un polluant
atmosphérique. Ensuite, plusieurs mécanismes peldtem développés par les plantes:
certains polluants sont stockés et compartimenads da plante, ce qui correspond a une
majorité des ETM (phytoaccumulation). D’autres palits sont transformés par la plante en
composés secondaires moins toxiques (phytodégoadlafiii peuvent rester dans la plante ou
étre éliminés par voie racinaire ou aérienne (ploftdilisation). Il s’agit généralement de
polluants organiques mais quelqgues ETM comme lecumeret le sélénium peuvent étre

éliminés par voir aérienne. A l'opposé, certaindani@s sont capables de sécréter des
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composeés par voie racinaire afin de complexer ¢disignts dans le sol au lieu de les absorber

(phytostabilisation).

1. Phytoremédiation par extraction des polluants

1.1. Phytoaccumulation

Ce mécanisme permet d’extraire et d’accumuler adisignts dans les plantes mais
sans que ces derniers ne subissent de dégradatabtoansformation. La phytoaccumulation
est observée pour une majorité des EMT et danscdssplus rares pour des polluants
organiques comme les perchlorates (Meagher, 2@3arlaet al., 2002). Certaines plantes
dites hyperaccumulatrices sont capables d’emmagyasies grandes quantités d’éléments
métalliques. Les polluants absorbés peuvent enétriteextraits des tissus végétaux. Lorsque
le but est de récolter les plantes, celles-ci duire capables de transporter ces polluants
des racines vers leurs parties aériennes. En sifigs polluants demeurent dans les racines,
I'efficacité du traitement s’avere amoindrie, carés racines ne pouvant étre arrachées

entierement. Ceci aurait pour conséquence de fibgsgolluants préalablement piégés.

Un métal est dit hyperaccumulé lorsque sa masse ldardifférents tissus de la plante
est supérieure a 0,1 % de la masse séche de ta,ait 1 g / kg (Baker et Brooks, 1989). II
existe cependant des exceptions a cette définitidryperaccumulation du cadmium est
définie pour une quantité supérieure ou égale & Qe la masse seche de la plante et les
plantes hyperaccumulatrices de fer, de manganese ainc doivent contenir au moins 1 %
de ces éléments dans leur masse seche. Il existe dxudes sur les plantes
hyperaccumulatrices de radioéléments. Les raresédsnpubliées sur les plantes capables de
stocker de I'uranium mentionneBtassica junceaune Brassicacée pouvant accumuler dans
certaines conditions jusqu'a 5 g par kg de matsgehe (Huanget al, 1998). Certaines
espéeces sont capables d’accumuler deux ETM ouiparféme davantage. Par exemple, le
tabouret bleuatreThlaspi caerulescef®st une Brassicacée hyperaccumulatrice de cadmium
plomb, nickel et zinc (Ebbst al, 2002).

Il existe environ 450 espéces hyperaccumulatrioeswes a I'’heure actuelle (Baker et
Brooks, 1989 ; Verbruggest al.,2009). Elles sont réparties dans environ 45 famidt prés
de 25 % de ces espéces appartiennent a la fare#ldBohssicacées. D’autres familles sont
egalement bien représentées mais dans des proporgpus faibles: Astéracées,

Caryophyllacées, Euphorbiacées, Fabacées, Lamiacéescore Poacées (Prasad et Freitas,
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2003). Parmi ces 450 espéces, environ 390 sortygesaccumulatrices de nickel. Le tableau
7 présente quelques exemples de plantes hyperalatticas et montre qu'un ETM peut étre

extrait pas des espéces appartenant a différesmeiiels botaniques, a I'exception peut-étre
de l'arsenic pour lequel les espéces hyperaccurnudatidentifiées a ce jour sont toutes des

fougeres de la famille des Ptéridacées.

Les mécanismes d’absorption, de transport et depadimentation des ETM seront
décrits plus précisément dans la troisieme padi&introduction bibliographique car ils sont
liés directement aux activités de recherche préssnidans ce manuscrit et nécessitent donc

'apport d’'informations supplémentaires.
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Tableau 7.Nombre d’espéces hyperaccumulatrices d’ETM.

ETM Nombre Exemples Famille Référence
d'espéces
Pteris vittata Maet al.,2001
Arsenic 55 P. cretica, P. longifolia, Ptéridacées Zhaoet al.,2002
P. umbrosa
Pityrogramma calomelanos Francesconet al.,2002
Thlaspi caerulescens Brassicaceées Bakeret al, 1994
Arabis gemmifera Brassicaceées Kubota et Takenaka, 2003
Arabidopsis halleri Brassicacées Zhaoet al., 2006
Cadmium >10 Arabis paniculata Brassicacées Tanget al,, 2009
Viola baoshanensis Violacées Liu et al.,2004
Solanum nigrum Solanacées Wei et al., 2005
Conyza canadensis Astéracées Wei et al, 2009
Lepertospermum scoparium | Myrtacées Lyonetal, 1967
Chrome >10 Dicoma niccolifera, Astéracées Baker et Brooks, 1989
Sutera fodina Scrofulariacées
Cobalt > 25 Crotalaria cobalticola Fabacées Ovest al.,2002
Cuivre > 25 Elsholtzia splendens Lamiacées Yangt al, 1998
Manganése >10 Austromyrtus bidwillii Myrtacées Bidwell et al.,2002
Phytolacca acinosa Phytolaccacées| Xueet al.,2004
Nickel > 390 Alyssum bertolgnii Brassicacées Robinsoret al., 1997, 1999
Berkheya coddii Astéracées
Plomb >5 Sesbania drummondii Fabacées Saht al, 2002
Sedum alfredii Crassulacées | Yanget al, 2002
Zinc > 20 Arabis gemmifera Brassicacées Kubota et Tanekana, 2003
Thlaspi caerulescens Brassicacées Bakeret al, 1994
Brassica rapa, B. juncea Brassicacées Shepparcet al, 1992
Uranium <5 Helianthus annuus Astéracées Huanget al, 1998
Entryet al, 1996

1.2. Phytodégradation ou phytotransformation

La phytodégradation est la capacité des plantestralesformer des polluants
organiques en sous-produits peu ou pas toxiguaslaqliante (Newman et Reynolds, 2004).
Elle ne s’applique donc pas aux ETM. La dégradapienat se faire au niveau des racines ou

dans les parties aériennes sans intervention deonganismes.

1.2.1. Enzymes impliquées

Les polluants organiques possédent des structivesses et sont donc dégradés par
des enzymes différentes. Certaines enzymes soehdapt frequemment induites en réponse
a divers polluants. C’est le cas de celles appantea la famille des mono-oxygénases a
cytochrome P450 et celle des glutathion-S-transé&rgPflugmacheet al., 2000 ; Werck-
Reichhartet al, 2000 ; Shrodeet al.,2007). Les enzymes de ces deux familles sont pi€se

chez tous les végétaux mais toutes les isoformesonepas produites, ce qui implique que
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chaque espéce veégétale peut potentiellement tramsfacertains polluants organiques mais

pas tous.

Les isoformes de glutathion-S-transférases (GSEpnt séparées en six classes dont
deux majoritaires, les classes phi et tau, peuvatalyser le clivage de nombreux composés
organiques (dont les herbicides) comme indiquéladigure 2 (Pflugmacheet al, 2000 ;
Dixon et al, 2002). CheZArabidopsis thaliana48 génes codant des GST ont été identifiés, ce
qui montre la grande quantité potentielle d’isofesnet la possibilité de décomposer des
molécules variées. Les sous-produits issus daediades GST sont complexés (ou conjugués)
avec du glutathion ou homoglutathion selon les esp@uis transférés du cytoplasme vers la

vacuole ou ces sous-produits sont stockés de neanigffensive pour la cellule.

2
I\j 3
o ||
CH, NO,

Figure 2. Sites d’action des GST sur différentes moléculgamiques comme des dérivés de nitrobenzéne (1),
des composés chlorés comme I'herbicide atraziney2jes composés fluorés comme I'herbicide flugodhf(3)
(Pflugmacheet al, 2000).

Les mono-oxygénases a cytochrome P480nstituent également une vaste famille
d’enzymes. CheZArabidopsis thaliana environ 300 genes codant ces enzymes ont été
identifiés. Ces isoformes peuvent transformer ufupnt organique en plusieurs sous-

produits comme représenté sur la figure 3.
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Figure 3. Exemple d’activité de mono-oxygénases a cytochrBa®0 a travers la transformation de I'herbicide

prosulfuron en trois produ

its chez le blé (WerckeRbartet al, 2000).

D’autres enzymes sont également responsables déédeadation de polluants

organiques mais de maniere un peu plus restréptelques exemples sont présentés dans le

tableau 8.

Tableau 8.Enzymes identifiées comme intervenant dans la plégradation (reporté par Gerhagtial, 2009).

ale

Enzyme Composés dégradeés Exemple d’espece végeét
Nitroréductase Composés nitro-aromatiques Peupliers hybridesPopulus
E.C. 1.6.99.7 sp) ; Soja Glycine max
Nitrilases

E.C.3.5.5.1 et 3.5.5.]

, Nitriles aromatiques et aliphatiques

SaBal(x sp)

Phosphatase acide

Lentille d’eau géante

E.C.3.1.3.2 Organophosphates (Spirodela polyrhiza
Déhalogénases Hydrocarbones halogénés aromatiques | Peupliers hybrides

E.C. 3.8.1.5 et 3.8.1.2 (PCBSs) ou aliphatiques (trichloroéthyléne)YPopulus sp
Iéég_:affo_g_z Composés aromatiques LuzeriMegicago sativa
Peroxydase Composés aromatiques, hydrocarbures | Raifort (Armoracia
E.C.1.1.1.7. aliphatiques halogénés rusticang

1.2.2. Efficacité de la phytodégradation de quelqe familles de composés

organiques

Les pesticides.

Les composés chlorés aromatiques sont trés nomlpauri les pesticides. Deux

d’entre eux, l'atrazine et le 1,1,1-trichloro-2,B&(p-chlorophényl) éthane (DDT), sont trés

répandus dans les sols et les eaux de surfacea lfjiyelques années des racines de raifort
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(Armoracia rusticanapnt été proposées pour traiter des eaux de suwtataminées par des
phénols chlorés (Ropet al, 1996). Burken et Schnoor (1997) ont quant a wilisé des
peupliers hybridesRopulus deltoidex nigra DN34,Imperial Carolina) et ont montré la
capacité de ces plantes a extraire, hydrolysegakder I'atrazine en sous-produits beaucoup
moins toxiques pour la plante. D'autres travauxliséa sur des roseawPl{ragmites
australi soumis a différents composés chlorés, ont égalementré la dégradation de ces
polluants en sous-produits hon dangereux pourléeggs (Schrodest al.,2008).

Les composés explosifs.

La capacité des plantes a extraire et transforen2r4,6-trinitrotoluéne (TNT) contenu
dans des eaux ou des sols a déja fait I'objet dsiquirs travaux (Palazzo et Leggett, 1986 ;
Cataldoet al, 1989 ; Muelleret al, 1995; Schnooet al, 1995 ; Young, 1995 ; Medina et
McCutcheon, 1996 ; Best al, 1997 ; Folsonet al, 1998 ; Riverat al, 1998). Des études
réalisées sur une espéece de myriophygriophyllum spicatumavec du TNT radioactif ont
mis en évidence que la radioactivité augmentataus du temps dans la plante mais que les
composeés radioactifs détectés étaient des soustpgatl TNT (Vanderforcet al, 1997).
Thomsonet al (1998a) se sont intéressés a l'utilisation deppers hybrides RPopulus
deltoidesx nigra DN34) pour traiter des sols contaminés au TNT.olé montré que le
composé était dégradé au bout de 10 jours d’expErien 2-amino-4,6-dinitrotoluéne, 4-
amino-2,6-dinitrotoluéne et d’autres molécules ndentifies. Des travaux réalisés sur
Arabidopsis thalianaont montré que les enzymes impliquées dans laadagon du TNT
appartiennent aux familles des cytochromes P45Qfatfjion-S-transférases (GST) et
nitroréductases (Eckmagt al, 2003). D’autres études sur une espéce de peyplgulus
trichocarpg ont confirmé l'implication des GST dans la trasfiation du TNT (Brentnest
al., 2008).

Trés peu de travaux ont été menés sur le traitediantres types d’explosifs tels que
’hexahydro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazine  (RDX) ou’octahydro-1,3,5,7-tétranitro-1,3,5,7-
tétraocine (HMX). Quelques publications ont montoéitefois que leur traitement par
phytoremédiation n’est pas aussi efficace que criuTNT (Bestet al, 1997; Medinaet al.,
1998; Sikoraet al., 1998 ; Groomet al, 2002). Une étude en laboratoire fait tout de mém
état de la phytodégradation compléete de la nitcxgipe en glycérol mononitrate chez la
betterave (Goett al, 1997).
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Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP).

Des expériences réalisées en serréMitabilis jalapa indiquent que cette plante peut
dégrader en 120 jours plus de 60 % des résiduséttele présents initialement dans le
substrat a hauteur de 10 g par kg de sol (erd, 2009). Un sol plus fortement contaming,
de l'ordre de 20 g de résidus par kg, est tout demnendécontaminé a plus de 40 % par cette

espéece végétale apres la méme période expérimentale

Une autre étude récente a mis en évidence la dggradd’hydrocarbures présents
dans des marais salants par une espece deJoncys rosemarinugLin et Mendelssohn,
2009). Un an apres le début du traitement, plu83&o des résidus étaient éliminés dans la
couche 0-2 cm de sol et 97 % des résidus avaispadi de la couche 8-10 cm.

1.3. Phytovolatilisation

La phytovolatilisation est une forme particuliere phytodégradation. En effet, les
plantes absorbent un polluant et le convertissenine forme volatile peu ou pas toxique. Ce
phénomene peu fréquent a été mis en évidence spdaula transformation du sélénium, du
mercure et de quelques solvants chlorés. Des plgmevent par exemple convertir du
sélénium en diméthyl sélénide qui est une formatitel 100 fois moins toxique du sélénium
(Meagher, 2000). Deux espéces végétales, la meutzhiohoise Brassica juncepet une
macro algue d’eau douce, la charophyte dio{@ileara canescen®ont été décrites comme de
bons phytovolatilisateurs de ce métal (De Saeizal., 2002 ; Terryet al, 2003). Cependant,
le sélénium du sol entre en compétition avec ldates dans les voies d’absorption et de
transport et peut étre incorporé a la place dursodéns la synthése de cystéine ou de
meéthionine pour générer des protéines non fonctikesr comme indiqué sur la figure 4
(Terryet al, 2000). Pour des especes hyperaccumulatricesyigaorporent pas le sélénium
dans des acides aminés mais le compartimententlesnscuoles, on peut ainsi trouver des
guantités de sélénium comprises entre quelquesinestde milligrammes a presque 10 g /
kg de matiere seche (Zlet al, 2009).

24



SfOf'

/ Seor \
!
/ Se0,> \
AT p‘i ~— ATP sulfurylase

ArSe
Se0,* —
SeC | | methyl-SeCys |
g Se* s SeC '
VS
) "yasie OAS_\‘ / “~ methyitransferase
Set |~ 7/~ - SeCys = SeCys
Al%yﬂ -<—cystathionine-y-synthase \‘\
Secystathionine
| protein | }
-\Sehomocysteine SeholmocV
SeMet SeMet

Metlhyl-SeMet
plastid DtnSeP
cytosol o -
| DMSe||

¥
Figure 4. Transformation du sélénium par incorporation dédes acides aminés ou par phytovolatilisation sous
forme de dimétyl sélénide, DMSe (Pilon-Smits et beP2009).

Le mercure est un ETM présent généralement sowmsefale méthyl mercure. Une
étude réalisée en chambre de cultureBsassica juncea montré la possibilité de volatiliser
le mercure présent initialement dans le milieu altuce (Morencet al, 2008). Cependant, le
procédeé reste peu efficace car les plantes expualsanviron 60 pug de mercure par jour pour
un milieu contenant ce métal a une concentratiod@eng / L. L’alternative proposée par
Bizily et al. (2003) est la surexpression de deux genes d'erigacterienneylerA et MerB
qui codent respectivement une réductase et une [figgire 5). Cette surexpression réalisée
chez Arabidopsis thalianaa permis d'augmenter d'un facteur 50 la capacieé d

phytovolatilisation du mercure.

MerB
R-CH,—-Hg"'+ H* ——> Hg(ll)?+R-CH,

MerA
Hg(ll) + NADPH + OH ——> Hg(0) + NADP + H,O

Figure 5. Phytovolatilization du mercure par surexpressies genedlerB et MerA d’aprés Bizilyet al (2003).
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1.4. Rhizofiltration

Ce mécanisme trouve des applications dans le chdl@ dépollution des eaux usées.
Il est basé sur l'utilisation de plantes flottanbesenracinées (mais partiellement immergées
de type hydrophytes et / ou hélophytes) possédafurtitaux d’évapotranspiration (Raslah
al.,, 1997). Les plantes fonctionnent comme des pontpesvont absorber de grandes
guantités d’eau et en rejeter par transpiratiorrtaes especes ligneuses tolérant des sols
gorgés d’eau sont également des modeéles intéresganitr la rhizofiltration. C'est par
exemple le cas des saules qui peuvent absorbargu2qo litres d’eau par jour (Susada
al., 2002). Le résultat est une forte absorptionpm#siants métalliques ou organiques qui est
due a la forte activité d’absorption d’eau par fdentes sélectionnées. La rhizofiltration est
donc une étape préalable a une phytoaccumulati@gnume phytodégradation selon le type de
polluant. De plus, I'assechement du milieu aquatigarmet la création d’un milieu aérobie
favorable a la dégradation par des microorganisdess polluants non absorbés par les
plantes. Cette rhizofiltration peut étre réaliséeaement sur le site (phytoremédiation
situ) ou par culture hydroponique en dehors du sitésapécupération et transfert des eaux

contaminées (phytoremédiatien sity).

Parmi les études réalisées, il a été montré gjaeilathe d’eauichhornia crassipes
une hydrophyte flottante, est une plante trés pttauge pouvant accumuler de nombreux
meétaux lourds suite a I'absorption d’eau (Liao éta@g, 2004). Les quantités de métal
accumulées par ha vont de 0,24 kg pour le cadmipilasade 25 kg pour le zinc. Les travaux
de Zhanget al. (2007a) comparant I'efficacité de plusieurs hydiyips dans le traitement
d’eaux contaminées ont mis en lumiere une corg¥agntre une extraction active des
polluants aquatiques par rhizofiltration et la stiation d’activités anti-oxydantes comme la

catalase ou la synthése de proline.

Un systéme de rhizofiltration connu sous le terraeégal de jardins, bassins ou lits
filtrants est commercialisé depuis plusieurs annéemmment par I'entreprise Phytorestore
(http://www.phytorestore.com/). De telles solutiongeressent des grands groupes industriels
comme lI'entreprise Rhodia de Lyon qui m’a recrutéume période de 5 mois au cours de ma
these pour réaliser une étude de faisabilité dainsysteme pour le traitement d’effluents

agueusx.
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2. Phytoremédiation par rétention des polluants das le substrat

2.1. Phytostabilisation

C’est un mécanisme permettant de limiter la migraties polluants (essentiellement
des ETM) dans les sols ainsi que leur absorptiorigsaplantes comme indiqué sur la figure
6.

Hyperaccumulatrice

Phytostabilisatrice

Bio-indicatrice

Concentration de métal
dans la plante

Concentration de métal dans le sol

Figure 6. Différence entre les plantes hyperaccumulatrides, plantes phytostabilisatrices et des plantes
uniguement considérées comme bio-indicatrices detjpm par des métaux lourds d’'aprés Ghosh et Iging
2005 (modifié).

Les polluants sont ainsi immobilisés dans le sohetdiffusent pas autour du site
contaminé. L’avantage de cette stratégie par rappda phytoaccumulation est de ne pas
avoir a traiter les plantes par la suite. Cependintphytostabilisation, si elle évite la
propagation des polluants, ne permet pas une rdé&tlentamination des sites. Il s’agit plutdt
d’'une solution temporaire pour confiner rapidemam pollution avant qu’elle n’atteigne les
milieux situés a proximité. Cette stratégie estégalement mise en place sur des mines
d’extraction de métaux en fin d’exploitation avatititiliser par la suite des méthodes de
dépollution de ces sites. Ce processus seraitld(capacité de certaines plantes de sécréter
des composés dans le milieu par voie racinaire. @@gcules formeraient des complexes
avec les cations métalliques, ce qui entraineagirécipitation de ces derniers dans le sol et
une forte diminution de leur absorption par lesmas. La littérature donne peu d’exemples de
métaux retenus dans le sol par les exsudats regsnaar ces exsudats ont plutdt I'effet

inverse de solubiliser les éléments métalliquessiBurs publications font état cependant de

27



la libération par voie racinaire d’acides organgpermettant la stabilisation de I'aluminium
dans le sol. Selon les espéces végétales, unadal@ganique majoritaire peut étre sécrété.
Par exemple, les racines du harid@hdseolus vulgar)ssécretent du citrate (Miyasakaal,
1991) alors que le bléT(iticum aestivurplibere essentiellement du malate (Delhatel,
1993). Toutefois, certaines especes peuvent exglukeid’'un acide comme le seiglggcale
cerealg§ qui excréte a la fois du malate et du citrategfLal, 2000). Ces acides organiques
sont sécrétés par les racines grace a des canatéigpes a anions liés a la membrane

plasmique (Maet al, 2001 ; Pineros et Kochian, 2001).

La phytostabilisation est souvent améliorée paitadd’amendements dans le milieu
contaminé. Ceux-ci ont pour objectif de modifierstd et plus particulierement d’augmenter
le pH car un sol acide favorise la solubilité etbkorption des métaux par les plantes. Les
meétaux sont généralement adsorbés au niveau dangcesdements et ne sont donc plus
disponibles pour une absorption par voie racindiresemblerait, d’aprés de nombreuses
publications, que les amendements constituent taceomajoritaire de stabilisation des
meétaux dans le sol et non pas des exsudats rasnags amendements les plus fréquemment
apportés (sans que les mécanismes de stabilissti@mt réellement expliqués) sont des
composés phosphatés, divers produits alcalinisantencore des composés organiques de
type compost ou boues (Menehal, 1998 ; Ruttengt al, 2006 ; Santibaneet al, 2008 ;
Kumpiene et al, 2009). Des amendements avec des composés mheslcium sont
egalement efficaces car ce cation entre en congreavec les cations métalliques au niveau
de I'absorption par voie racinaire. Il a été mormiegé exemple au Brésil qu’'un ajout de boues
enrichies en silicate de calcium sur un sol colbar une Poacé®rachiaria decumbens
permettait de limiter I'absorption de zinc et delméum dans la plante et d’augmenter la
stabilisation de ces métaux dans le sol (Dos Sattals 2007). Une autre étude a montré que
la présence de fer et de manganése dans les amamtdegntrainait la formation de plagues
d’hydroxydes de fer et de manganése autour desesmale deux especes de spartines
(Cambrolléet al, 2008). Ces structures joueraient un role dadyaren adsorbant des métaux

comme le plomb ou le zinc et en les stabilisansdarsol autour du réseau racinaire.

2.2. Rhizodégradation
La rhizodégradation est un traitement biologiquandpolluant organique grace a
l'activité des bactéries et des champignons déilssphere de certaines plantes vasculaires.

La rhizosphére est une zone a forte densité etit@cticrobiennes formée par les racines et
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le sol avoisinant. Elle a été décrite pour la pemifois chez des Fabacées par Hiltner en
1904 (Curl et Truelove, 1986). Les plantes peuwendifier les conditions du sol et créer des
conditions optimales pour le développement des auiganismes. Ces modifications sont
duesa:

1) la pénétration des racines dans le sol qui fagda création de zones aérées stimulant la
dégradation aérobie par les microorganismes.

2) la sécrétion de divers composés dans le sol pgumettent une croissance et un

développement optimal des bactéries et champigtee rhizosphere.

Les exsudats racinaires constituent une sourcertarge de carbone et d’azote pour
les microorganismes décomposeurs. Ainsi des suteggrhénoliques libérées par les racines
de mdrier, comme la catéchine ou la coumarine,udént la croissance de bactéries dégradant
des PCB (Fletcher et Hedge, 1995; Hedge et Fletct®#96). Ferroet al. (1994) ont
également montré qu’'une espéce de chiendemtopyron desertoruinlibérait des phénols
utilisés comme nutriments par des bactéries dégtadeagentachlorophénol, un polluant de la
famille des PCB.

D’autres familles de composés organiques sont dégegrace a I'association entre
espéeces végétales et microorganismes de la rhigaspbne étude en laboratoire a montré
par exemple que les microorganismes associés aulteses de solidageSplidago sp ou
d'une Fabacéelgéspedeza cunedtgpouvaient dégrader en 6 jours plus de 80 % de
trichloéthylene apporté a hauteur de 70 mg / kgaléWalton et Anderson 1990). Rstial
(2001) ont présenté la possibilité d’éliminer lendcide mefenoxam, un isomére de
meétalaxyl, grace aux populations microbiennes a8esca une Astéracée, la zinnia du
Mexique Zinnia angustifolia)Une concentration en fongicide de 20 mg / kg degu ainsi

étre traitée a presque 80 % en I'espace de 3 semain

La rhizodégradation est aussi étudiée pour leetrsnt de milieux pollués par des
hydrocarbures polycycliques aromatiques (HAP). B&gaux ont montré par exemple que la
présence de 10 mg de phénanthrene par kg de ssluten culture de sorgh&dgrghum
bicolor) stimule la libération d’exsudats par les plantesamment du fructose et du glucose
donc la quantité libérée est presque doublée (Muaaet al, 2009). Il en résulte une
croissance plus importante des microorganismesadehizosphere dont la quantité est

multipliée par 4. Les racines sécrétent égalemans ¢te milieu des enzymes de type oxydase
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et peroxydase dont les activités sont stimuléesdparfacteurs compris entre 4 et 8, ce qui
renforce I'activité de dégradation du polluant. £rsemaines, la concentration de polluant

dans le sol est ainsi passée de 10 a 0,04 mg / kg.

Le tableau 9 résume une partie des polluants d$rgig& au moins un procéde de
phytoremédiation. Les procédés de phyto- et rhiBgradation sont spécifiques des polluants
organiques alors que I'accumulation, la volatiisatet la stabilisation sont des méthodes de

traitement essentiellement utilisées pour des mil{solides ou aqueux) riches en ETM.

Tableau 9.Principaux polluants traités par phytoremédiati@pres Susarlat al. (2002).

Procédé de

Phytoremédiation Polluants traités

ETM et quelques composés organiques : BTEX (benzgthglbenzene,

Phytoaccumulation toluene, xylene), pentachlorophénol.

Rhizofiltration ETM et composés organiques.

Sélénium, mercure, quelques solvants chlorésdtriétra-chloroéthane,

Phytovolatilisation tétrachlorométhane).

Phytostabilisation ETM, potentialité pour des solts chlorés (tri- et tétra-chlorométhane).

Organiques : explosifs (HMX, nitrobenzene, nitronaéte, nitrotoluéne,
acide picrique, RDX, TNT), pesticides (atrazine, TDpesticides chloré
et/ou phosphoreés), PCB, solvants chlorés (chlonodortétrachlorure d
carbone, di-, tri-, tétra- et hexa-chloroéthanéomite de vinyle, di- et tri
chloroéthanol, acide mono-, di- et tri-chloroacééq tri- et tétra
chlorométhane), bromure de méthyle, tétrabromoéthan
Organiques : HAP, BTEX, pesticides (atrazine, dag3hPCB, solvants
chlorés (tri- et tétra-chloroéthane).

D O

Phytodégradation

Rhizodégradation
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Troisiéme partie :

La phytoaccumulation des éléments traces métalliqeg ETM)

Pour survivre et se développer dans un environneomtaminé en ETM, les plantes
ont mis en place un certain nombre de mécanismdsfdase tels que I'exclusion, I'excrétion
active, la restriction de la distribution de métaaxiques dans les tissus sensibles, la liaison
de métaux a la paroi cellulaire, ou encore la d¢ludgpar des molécules organiques et leur
compartimentation dans les vacuoles (Wanhgl, 2008). Les mécanismes de défense utilisés

par la plante dépendent du type de polluant etadpéct sous lequel il se trouve dans le sol.

I. Comportement des ETM dans les sols

Le sol est défini comme la couche supérieure derddite terrestre composée de
particules minérales, de matiéres organiques, d'dair et d’'organismes (NF ISO 15799,
2004). Une fois introduits dans I'environnemensg, &éments métalliques, contrairement aux
polluants organiques, demeurent dans le sol ebnepas dégradés. Les seules exceptions
sont le mercure et le sélénium qui peuvent étrenains partiellement, volatilisés grace a

I'action de microorganismes ou de plantes.

1. Rétention des ETM

Le comportement des ETM dans les sols dépend notamdinteractions physico-
chimiques entre les ions métalliques et les pdescwrganiques et minérales du sol. Le
piégeage des ETM par les composés du sol peuirsedfaplusieurs manieres reportées par
Deschampet al (2006) et présentées ci-dessous.

1) Adsorption : les ions métalliques se fixent sur la surfadaleal’un substrat. L’adsorption
peut étre physique (physisorption) lorsqu’elledige a une attraction électrostatique visant a
maintenir I'électroneutralité. Dans ce cas, lesrgies de liaisons sont faibles (force de Van
der Waals) et les molécules adsorbées consengenidé&cules d’eau qui leur sont associées.
Plusieurs couches d’atomes ou de molécules pewsenigposer de cette maniere et cette
adsorption est facilement réversible, ce qui impigine forte mobilité des ETM. Parmi les
constituants du sol, les argiles sont considéréesre des adsorbeurs efficaces. Les argiles

sont des silicates (généralement d’aluminium) paesiune structure en feuillets chargés
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négativement entre lesquels de I'eau et des capensent s’accumuler (Stengel et Gelin,
1998). L'adsorption peut également étre chimiqukinfesorption) lorsque les métaux
adherent a la surface d'un substrat par des liaigmmiques ou covalentes. Les liaisons sont
spécifiques entre les ions métalliques et des g®w@mioniques du sol dont des composés
organiques possédant des fonctions carboxyliquégngliques ou carbonyles. Cette
adsorption est moins réversible que la physisanptgd engendre une couche mono-

moléculaire.

2) Précipitation : les ETM présents sous forme dissoute en solutionegyd passer a un état
solide qui sera peu mobile dans le sol. Les pri&sppeuvent s’accumuler a la surface de
particules ou dans des pores du sol occupés paale Les ETM précipitent principalement

sous forme d’hydroxyde, de carbonate, de phosghate sulfure.

3) Substitution dans le réseau cristallin un atome du réseau cristallin peut étre remplacé

par des atomes métalliques si ces derniers podsaaeicharge et une taille similaires.

4) Inclusion: lors de la croissance des minéraux, des ETM g¢m@u\étre pieges
mécaniquement dans des pores fermés n'ayant pabatiges avec les particules du sol

situées autour.

Un ETM retenu a la surface d’'un substrat sera guns rapidement mis en solution
gue s'il est inséré dans le réseau cristallin ag@imécaniguement dans le sol comme le

résume la figure 7 (Manceat al, 2002).

Forte mobilité Faible mobilité
Physisorption Précipitation
Argiles / Hydroxydes
Oxydes de Fe ou Mn Phosphates
Carbonates de Ca FORME SOLUBLE Sels organiques
MOBILE Sulfures

ez R\\\

Mobilité moyenne ~ Trés faible mobilité

- . o
Chimisorption A Substitution et inclusion

Matiere organique

Figure 7. Localisation des ETM dans le sol d’apres Jestl., (1995, modifié).
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2. Biodisponibilité des ETM

Le pH et les conditions d’oxydoréduction dans Iejeoent un role important dans la
mobilité des métaux : un sol a pH acide entrairdgkorption des cations métalliques et donc
leur mise en solution sous forme de sels métakiqDeschampst al, 2006). A 'opposé, un
pH neutre a basique aura plutdt tendance a imnsebiles ETM et donc a réeduire fortement
leur absorption par voie racinaire. Cependant, tessSETM ne sont pas solubilisés et donc

mobiles aux mémes valeurs de pH comme |le montebleau 10.

Tableau 10.Mobilité des principaux ETM dans le sol en fonotau pH d’aprés Forstner (1985).

Mobilité pH neutre-alcalin pH acide

Tres forte Se

Forte As Cd, Co, Hg, Ni, Zn, (Mn)
Moyenne Mn Al, Cr, Cu, Pb

Faible Cd, Fe, Pb, Zn Fe(lll)

Tres faible Al, Co, Cr, Cu, Hg, Ni Se, As

A l'inverse, la température n'est pas un factedr d&ns la régulation de la mobilité
des polluants métalliques. En effet, une tempésadituée entre 10 et 30 °C a un effet direct
négligeable sur la disponibilité des métaux (Sedpetual, 1994). Elle peut par contre avoir
un effet indirect en controlant le développemend decroorganismes, ce qui modifie les
activités de décomposition de la matiére organiguelonc les capacités de piégeage des
ETM.

2.1. Modification de la biodisponibilité par les pantes

Les végétaux sont capables de modifier localengepHI du sol (c'est-a-dire au niveau
de la rhizosphére) par sécrétion, via le systerimaae, d’acides organiques. Les acides les
plus couramment détectés sont le malate, I'oxaate citrate (Dakora et Phillips, 2002). Ces
composeés anioniques forment des complexes aveatiesns métalliques et augmentent ainsi
leur désorption et leur solubilisation dans le aofjuelques exceptions prés comme pour
aluminium (voir partie consacrée a la phytostahifion : deuxieme partie, paragraphe
l11.2.). Les éléments meétalliques sont alors plasiléement absorbables par les racines
(Moreno Pireset al, 2007). Zenget al (2008) ont ainsi démontré une corrélation erdre |
sécrétion d’acides organiques (essentiellementotalate et du malate) par les racines de

deux variétés de riz et I'accumulation de chromesdas plantes. Duargt al. (2007) ont
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également mis en évidence ce type de corrélatidre ame libération de citrate et une
augmentation de l'absorption de cadmium chez Fhahe faux-pourpier Halimione
portulacoides.

2.2. Maodification de la biodisponibilité par des agnts chimiques

Plusieurs travaux ont mis en évidence la possbiiappliquer des agents chélatants
sur les sols contaminés par des ETM afin de sdabdabilces derniers et d’améliorer leur
extraction du sol par les plantes. Parmi ces coagyd¥DTA (acide éthyléne diamine tétra
acétique) est celui qui semble pour I'instant pnésela meilleure efficacité pour bon nombre
d’éléments métalliques a quelques exceptions @ahaet al, 2001 ; Madricet al, 2003 ;
Liphadzi et Kirkham, 2006 ; Pastet al 2007). En effet, les quelques travaux réaliséslss
sols contaminés en uranium, montrent que l'acidéque est un des meilleurs agents
chélatants pour cet élément (Huagtgal, 1998 ; Duquenet al, 2009). Ebbst al (1998)
précisent qu'un pH du sol inférieur & 5,5 est ngaee pour une absorption optimale de

'uranium par les plantes et préconisent aussiisation d’acide citrique.

L’amendement en EDTA reste toutefois pour les asugEments métalliques, le
composé le plus utilisé. Il est particulierementdé pour les pollutions au plomb car ce
métal est faiblement mobile dans les sols et skt par 'TEDTA pourrait étre un moyen
d’y pallier (Saifullahet al.,2009). Les travaux de Wat al (2004) réalisés en serre a partir de
prélevements de sols contaminés en cuivre, plomb,et cadmium ont montré que I'ajout de
3 mmol d’EDTA par kg de sol permettait de tripleblsorption de cuivre et de plomb par des
plantes Brassica juncep; les effets sur I'absorption du zinc et du cagmiétant plus limités.

Cependant l'utilisation d’'EDTA peut poser des pesbés environnementaux comme
par exemple une hausse de mortalité des nématodes Jone®t al, 2007). D’autre part,
'EDTA peut entrainer des problemes de lessivagélédients métalliques lorsque la
solubilisation de ces derniers dépasse fortemencdpacités d’absorption par les racines.
Ainsi les travaux de Wet al (2004) precédemment mentionnés font état de 30 % de
lessivage des ETM considérés lorsque la concemtraie 3 mmol d’EDTA, permettant une
absorption suffisante ces ETM pRrassica junceaest appliquée. Une concentration de 12
mmol par kg de sol quant a elle provoque un legside 40 a plus de 80 % des ETM.
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ll. Fixation des ETM par les parois des cellules \ggtales

Au niveau cellulaire, la premiére barriere contes lagressions extérieures est
constituée par la paroi (Wamgal.,2008). La composition de cette derniére varieausde
la croissance cellulaire et aussi en fonction dgeees. La paroi, schématisée sur la figure 8,
est constituée d’'une lamelle moyenne formée petenhgps aprés la mitose et d’'une paroi
primaire déposée au cours de I'élongation celleldiors de la différenciation cellulaire, une
paroi secondaire est mise en place mais n’est depémpas présente dans toutes les cellules

(Popper, 2008). C’est notamment le cas pour ldgleslde parenchyme et de collenchyme.

Lamelle _{‘ -~ Pectines
moyenne L 3
» ~ Cellulose
Paroi
primaire
Membrane [ sy P Hémicellulose
plasmique T

Figure 8. Organisation de la paroi des cellules végétalgshese d'élongation (Sticklen, 2008).

La paroi primaire est approximativement composée3de% de cellulose, 30 %
d’hémicelluloses comme des xylogucanes, 35 % depoeés pectiques et 5 % de
glycoprotéines (Cosgrove, 1997). Les pectines @omesitt un groupe de polysaccharides trés
varié. On trouve cependant des structures majagajui sont des homogalacturonanes ou
acides polygalacturoniques et des rhamnoglactuemgAlbersheimet al, 1996). Les
homogalacturnonanes sont des polymeéres d'acidastgainiques liés ea—-1,4 qui peuvent
étre méthylestérifiés sur la fonction carboxylicgre C6 ou acétylestérifies en C2 et/ou C3
(Mc Cann et Roberts, 1996). Les homogalturonanas/gré¢ s’associer via des ponts
calciques entre les fonctions carboxyliques nonhgiéstérifiées créant ainsi une structure
rigide dite « boite a ceufs », laquelle est reptésesur la figure 9 (Caffal et Mohnen, 2009).
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Figure 9. Modéle de la « boite a ceuf » montrant des homogeitananes liés entre eux par des ponts calciques
(Caffal et Mohnen, 2009). La liaison avec les i@afcium se fait au niveau des fonctions carboxgijdes
acides galacturoniques.

Les pectines jouent un réle privilégié dans le pagge des métaux par la paroi. Il est
en effet estimé que 70 a 90 % des métaux piégésapparoi le sont par des composeés
pectiques, le reste étant réalisé par des glycéipes pariétales (Haynes, 1980 reporté par
Macfie et Welbourn, 2009). Cette efficacité de fiaa est due a la capacité d’échange de
cations : des cations métalliques peuvent se substux ions calcium au sein des réseaux en
« boite a ceufs » des homogalacturonanes mais aussiveau des rhamnogalacturonanes.
Matsunaga et Ishii (2004) ont par exemple montrézcla betterave et la vigne que des
diméres de rhamnogalacturonanes de type 2 (congleaé une liaison borate-diol ester)
avaient la capacité de se lier au plomb. Le sitéiaigon du plomb a ce type de dimere n’a
cependant pas été mis en évidence par les aulBess2tudes menées sur deux lignées de riz
exposées a un milieu enrichi en aluminium confirtraure les composés pectiques peuvent
fixer des cations métalliques (Yarg al, 2008). D’autres travaux montrent également une
réelle capacité des parois a fixer des ETM. Pamgke des plants de rami@dehmeria
nivegd, exposés pendant 20 jours a des concentrationcadenium comprises entre

1 et 7 mg /L fixent environ 50 % du cadmium au aivele la paroi des cellules de racines, de
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tiges et de feuilles (Wanegt al, 2008). De la méme maniefddalimione portulacoidesune
plante de milieux salins littoraux, peut stockeusptle 55 % du zinc dans les parois de ses
différents organes (Souset al, 2008). Une Lamiacée asiatigElsholtzia splendens)
exposee pendant 16 jours a une concentration dgu50@e cuivre, peut stocker dans les
parois des cellules racinaires environ 60 % dureuaccumulé par la plante (Peagal,
2005).

[ll. Absorption, transport et compartimentation des ETM dans les cellules
1. Absorption au niveau de la membrane plasmique

La plupart des ETM péneétre dans les cellules gaéibes transporteurs situés au niveau
de la membrane plasmique. Certains cations méiabian’étant pas indispensables pour les
végétaux, ils entrent en compétition avec des élénessentiels (métalligues ou non) de
structure et / ou de charge proche(s) afin d’étiegn charge par des transporteurs qui ne leur
sont pas spécifiques. La figure 10 résume les g=afamilles de transporteurs impliqués dans
I'absorption des principaux métaux essentiels aeld@pement des végétaux. Le cuivre peut

entrer par les transporteurs YSL et COPT sous fonmeo ou divalente.

Les protéines CNGC(Cyclic Nucleotide-Gted (annel) sont des transporteurs non
sélectifs de cations qui peuvent étre monovaldw#s, (K*...) ou divalents comme le calcium
(C&) et la majorité des ions métalliques. Les transpws de cette famille qui sont localisés
au niveau de la membrane plasmique (d’autres CNGT situés au niveau du tonoplaste)
possedent un domaine de liaison a la calmodulirsomt regulés par la présence de calcium
(Kaplan etal., 2007).

Cytoplasme

Membrane
plasmique

Cations mono Zn?*, Fet, Fet, Zret, Fe* Fet, Fe*, Mn?*, Cwt
et divalents Mn2* Mn2* Ni2*, Cuw+ Ni2*

Figure 10. Familles de transporteurs impligués dans I'absmmptdes principaux métaux essentiels au
développement des plantes. Cyclic Nucleotide-Ga@ddnnel (CNGC), Zinc regulated transporter - Iron
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regulated transporter-like Protein (ZIP), Iron Reged Transporter (IRT), Yellow Stripe Like (YSL)atural
resistance associated-macrophage protein (NRAMBRper Transporter (COPT).

Les protéines ZIP (Zinc regulated transporter +oh regultated transporter-like
Protein) possedent un domaine riche en histidind darmote du cycle imidazole peut se lier
au zinc mais aussi a d’'autres cations métalliqtts| @nd Williams, 2003). Ces protéines
sont essentiellement situées au niveau de la memlmasmique mais quelques unes ont été

localisées au niveau du tonoplaste (Guérinot, 2000)

Les protéines IRT (Iron Regulated_Tansporter) sont souvent regroupées dans la
famille des protéines ZIP car les ions transpastdd les mémes avec cependant des affinités
différentes. En effet, les protéines ZIP ont dazgetd’affinité pour le zinc alors que les IRT
transportent préférentiellement le fer {Jeréduit préalablement par une chélate réductase

membranaire (Grotz et Guérinot, 2006).

Les protéines YSL(Yellow Sripe Like) ont tout d’abord été identifiees chez le mais
(Curie et al, 2001). Elles permettent I'entrée de fer trivalgife’) couplé a des
phytosidérophores. Les phytosidérophores sont ddécoles sécrétées par les racines pour
mobiliser le fer trivalent situé au niveau de lazosphére. Les composés les plus souvent
rencontrés sont la nicotianamine (qui peut aus®rfdu fer divalent mais en proportion
moindre) et l'acide muginéique, ce dernier n’étgmoduit que chez des plantes
monocotylédones (Von Wireet al, 1999). Les transporteurs YSL peuvent aussi pamesr
d’autres métaux que le fer comme le nickel ou igreColangelo et Guérinot, 2006).

Les protéines NRAMP (Natural Resistance Asociated Mcrophage tein) ne sont
pas toutes localisées au niveau de la membraneipjas car certaines ont été identifiées
comme des transporteurs du tonoplaste (Hall etiakfid, 2003). Plusieurs protéines NRAMP
sont considérées comme des transporteurs privilé¢gafer mais d’autres meétaux peuvent

entrer dans les cellules par cette voie comme leganr@ese ou le nickel (Mizuret al,, 2005).

Les protéines COPT (CORper Transporter) sont des transporteurs spécifiqgues du
cuivre. Jusqu’a présent, la littérature ne fait pa&stion d’autres ions métalliques empruntant
cette voie d’absorption. Les protéines COPT ontréiges en évidence non seulement au

niveau de la membrane plasmique mais aussi aundesonoplaste (Yruela, 2005).
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Le tableau 11 rassemble le nombre de genes idenpbur chacune de ces familles de
transporteurs che&rabidopsis thalianaCes informations, disponibles sur la base de éesn
TAIR (The Arabidopsis Information Resource), montrgu’a travers I'exemple de cette
espece, les végeétaux semblent posséder de nomipaesporteurs de meétaux qui se révelent
étre aussi des voies d’entrée pour les élémentsallgges non indispensables au

développement des végétaux.

Tableau 11.Nombre de génes chézabidopsis thalianaorrespondant aux grandes familles de transparteur
pour l'absorption des ions métalliques (TAIR, hifipww.arabidopsis.org/ browse/genefamily/index.jsp,
derniére mise a jour le 20 Juin 2008). Pour la lerdilP, deux génes sont actuellement annotés coputadifs.

Famille CNGC ZIP IRT YSL NRAMP COPT

Genes identifiés 20 11 (+ 2) 3 6 6 5

Les ETM non essentiels pour les plantes ne pénguantous dans les cellules par
'un des transporteurs précédemment décrits. Emt,effuelques éléments métalliques

empruntent d’autres voies pour étre absorbés.

Le plomb n’étant pas un élément essentiel pour les plartesexiste pas de
transporteur spécifique pour son absorption. ltéandontré que le plomb se lie aux groupes
carboxyliques d’acides uroniques présents dansuldlage de la surface racinaire (Mogtl
al., 1986; Sharma et Dubey, 2005) ou au niveau dessp@laylock et Huang, 2000; Sadti
al., 2002; Sharma et Dubey, 2005). Le plomb peuttpéna I'intérieur des cellules mais a ce
jour, le processus d’absorption de ce métal n'asttptalement établi (Peralta-Videtal,
2009). Quelques études suggerent que le plomb gbpénétrer grace a un transporteur de
type CNGC (Araziet al., 1999 ; Sunkaret al, 2000). Des travaux réalisés sur le tabac
(Nicotiana tabacumet sur une gessédthyrus sativussuggerent une absorption du plomb
par des transporteurs de calcium de faible affidiéétype LCT pour Low affinity Cation
Transporter (Wojast al, 2007 ; Bruneet al., 2008).

L’arsenic est présent sous forme d’arsenite (As(lll)) ousséarme plus mobile et
plus stable d’arsenate (As(IV)). L'arsenate estcodtan forme d’arsenic la plus souvent
absorbée par les plantes. Il a été montré queshats entre en compétition avec le phosphate

pour I'absorption via des canaux a phosphate (Thipg al, 2007).
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Le chrome, présent sous forme Cr(lll) ou Cr(VI), entreradnd les cellules par
complexation avec des acides organiques proveriarsudlats racinaires (Bluskost al,
2005). Des travaux realisés sur le tabidicdtiana tabacumsuggerent une absorption de ce
meétal par des transporteurs de sulfate ou de phtsgKimet al, 2006a). Au moins deux
publications indiquent que c’est la forme Cr(VI) @gmprunte ces canaux membranaires alors
gue la forme Cr(lll) diffuserait de maniére passavéravers la membrane (Zayed et Terry,
2003 ; Cohert al.,2006).

2. Association aux ligands et transport

Une fois absorbés, les ETM ne sont pas toujourssp@tés sous forme libre. lIs
peuvent étre rapidement complexés dans le cytoplasdifférentes molécules en fonction du
composé métallique. Le transport peut se faireusis courte distance a lintérieur de la
cellule et sur une distance plus longue vers desutellules et tissus de I'organe d’absorption

ou vers d’autres organes de la plante.

2.1. Acides organiques

Ces molécules ont été présentées précédemment coesneomposés secrétés par
voie racinaire dans le milieu afin de solubilises ETM. Ces mémes acides, majoritairement
du citrate, du malate et de l'oxalate, peuvent é&gaht s’accumuler dans les cellules et
former des complexes avec certains métaux absqrtés faciliter leur transport dans la

plante.

Le nickel peut aussi se lier a des acides organiques. & anéntré que chez trois
espéeces phytoaccumulatrices de nickel, ce métalcasiplexé au malate ou au citrate
(Montargés-Pelletier, 2008). De méme, une étudbséeasur le chéne verQercus ilex
confirme la forte affinité du nickel avec des asiderganiques identifiés ici comme de

I'oxalate et du citrate (Araujet al, 2009).

Le plomb ayant pénétré dans les cellules épidermiquesad@ses peut étre transporté
jusqu’a I'endoderme par des canaux calciques (HwnQunningham, 1996; Antosiewicz,
2005). D’autres travaux indiqguent que les cadresCdspary pourraient jouer un role de
barriére partielle au plomb lorsque ce métal ediadale concentration (Sereget al, 2004).

Cependant, le plomb parvient a atteindre le xyl@uar étre transporté plus rapidement.
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Plusieurs études ont montré que le plomb est toatésgous forme de complexe avec des
acides organiques comme le citrate (Vaggal, 1997).Sesbania drummondiune Fabacée
hyperaccumulatrice de plomb, transporte ce derdeguis les racines vers les parties
aeriennes sous forme de complexe plomb-acétate anas plomb-nitrate et plomb-sulfide
(Sharmeet al,, 2004a et b).

2.2. Acides aminés libres et oligopeptides

2.2.1. Histidine

Plusieurs études ont montré que des especes hgperalatrices de nickel
transportaient ce métal sous forme complexée ahdgidine (figure 11). Il est cependant
précisé que I'histidine n’est pas un ligand effieau nickel contrairement a ce qui est admis
sur des espéces hyperaccumulatrices et des especsibles supplémentées en histidine
(Krameret al, 1996).

Figure 11. Structure cristalline du complexe formé entre lekel (en rose) et deux molécules d'histidine
(Callaharet al, 2006).

Chez Alyssum lesbiacurat Thlaspi caerulescen@Brassicacées), la forte production
d’histidine au niveau racinaire permet de formgridament des complexes avec le nickel
absorbé et ainsi d’acheminer le métal vers lesgsaaeriennes (Singet al, 2007 ; Richawt
al., 2009). Cependant, il est difficile de généralisecorrélation entre synthése d’histidine et
transport ou accumulation du nickel. Par exemptez&latricaria chamomilla(Astéracée),
qui produit également de grandes quantités d’hinstichu niveau du systeme racinaire, le
nickel reste accumulé préférentiellement dans &snes (Kovaciket al, 2007). Chez
d’autres especes hyperaccumulatrices de nickel emeptoplax emarginata Alyssum
muraleou encoreTlhlaspi caerulescens$histidine n’est pas impliquée dans I'accumuatiet
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/ ou le transport du nickel (Montarges-Pellegéral, 2008). Cette observation ch&hlaspi
caerulescensst cependant contradictoire avec les travauxicleaRet al (2009).

2.2.2. Nicotianamine

La nicotianamine est composée de trois moléculesS-@elénosylméthionine dont
'assemblage est catalysé par la nicotianaminensget (figure 12). Plusieurs travaux reportés
dans la revue de Verbruggen al. (2009) ont montré la formation de complexes etdre
nicotianamine et plusieurs ETM comme le nickelzilec et le fer avec toutefois une affinité
plus forte pour le nickel. Ces travaux suggererg t@unicotianamine joue un réle dans le
transport des métaux vers les parties aériennee Biude réalisée sur l'espece
hyperaccumulatriceThlaspi caerulesceng mis en évidence que la nicotianamine est
impliquée dans I'hyperaccumulation du nickel maas gu zinc (Callahaet al, 2007).
D’autres travaux réalisés avec la méme espéecealégiiggerent que la nicotianamine serait
impliquée dans le chargement et le déchargememiakel au niveau du xyleme et que le
nickel serait transporté en grande partie sousdaran complexée dans la seve brute (Mari
al., 2006).

L-methionine
l SAM synthase
COOH

o,
HyN g

adenosyl moiery

l NAS

JOOH
SO0 COOH COOH

] HM MH,
nicotianamine

Figure 12 Voie de synthése de la nicotianamine (Callagtaal, 2006). NAS : nicotianamine synthase ; SAM :
S-adénosylméthionine.

2.2.3. Oligopeptides riches en cystéine
La cystéine est un acide aminé clé dans la fixati&iTM. Sa voie de synthése a partir
de I'assimilation de sulfate est resumée sur larédl3. Cet acide aminé sert de précurseur

pour la synthése de glutathion (GSH), de cofactelewvitamines (biotine, thiamine), d’esters
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de soufre (coenzyme A) et de dérivés soufrées (DQrd@d04). La cystéine possede un
groupement sulfhydryle (ou thiol) permettant nonlsment de former des ponts disulfures
avec d’autres molécules mais aussi de lier des ETbti a été montré notamment chez

Crotalaria crobalticolg une Fabacée hyperaccumulatrice de cobalt (@vah, 2002).
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L
2
Sulfaste ~ | APS —* PAPS
APS l 3
lg Sulfite --» Sulfolipid
PAPS 14 Serine
llu Sulfide ls
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X-0-S0; [+ L{’-——"""
K Cysteine
Serine o aq
c Sulfide IS8 CECEEE -EC
oAs —°, | csHS SH
Cysteine fe.,
l7 ’ ‘a Serine Structure de la cvstéme
FEC €eenend Sulﬁge s
ls 1§ _— oas
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Figure 13. Schéma de I'assimilation du sulfate et de la cotmpantation de ses principales étapes (Kopriva et
Koprivova, 2005). La couleur verte représente hderoplastes, la brune les mitochondries, la bleaevacuoles

et la partie blanche correspond au cytoplasme.chédfes représentent les enzymes : transportegrsutfate
(1), ATP sulfurylase (2), APS réductase (3), selfiéductase (4), sérine acétyltransférase (5),&DHaérine
thiolyase (6),y-glutamylcystéine (EC) synthétase (7), glutathi@®SH) synthétase (8), APS kinase (9) et
sulfotransférase (10). Les traits discontinus regméent des réactions en plusieurs étapes et cepristillés
des étapes du transport non confirmées.

2.2.3.1. Glutathion

Ce tripeptide est composé de glutamate, cystéirgdyeine (figures 14 et 15). Il se
présente sous trois formes dans les cellules €idd) : une forme réduite abrégée sous le
terme de GSH, une forme oxydée appelée glutathisnlfide (GSSG) et une forme
conjuguée a des xénobiotiques via la glutathiora8sférase (GST) (Mendoza-Cézatl et
Moreno-Sanchez2006). Le glutathion est synthétisé en deux étapexessives: la-
glutamylcystéine synthétasg-ECS) catalyse tout d’abord la liaison du glutamatda
cystéine puis la glutathion synthétase (GS) cataBaddition de glycine a la molécule

précédemment formeée.
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Figure 14.Biosynthése du glutathion (Mendoza-Cbzatl et Mof8anchez, 2006).
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Figure 15. Formule semi développée du glutathion.

Le glutathion est une molécule ubiquitaire syn#@#i dans le cytoplasme et les
chloroplastes. Sa forte concentration (jusqu'a 1 aés le cytoplasme et 5 mM dans les
chloroplastes) fait du glutathion une source imguuie de soufre pour les cellules (Noator
al., 1998). Le role principal du glutathion est urer@nti-oxydant contre les agressions
biotigues et abiotigues subies par les plantes.glgathion permet de réguler ['état
d’oxydoréduction des cellules notamment en luttdhtdirectement contre les espéces
réactives de I'oxygeéne comme le peroxyde d’hydreggrace au cycle ascorbate / glutathion
(Noctor et Foyer, 1998), et 2) indirectement pas deies de signalisation induisant
I'expression de génes codant des enzymes anti-aigsl@omme des superoxyde dismutases
(Noctor et al, 2002). Outre le rble d'anti-oxydant, le glutathi intervient dans les
mécanismes de deétoxication de xénobiotiques ouelt de substrat aux glutathion-S-
transférases, dans le transport et le stockagaddmcaminés, dans la régulation de la
prolifération cellulaire ou encore dans la synth@selésoxyribonucléotides (Mendoza-Cozatl
et al, 2005).
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Le glutathion est aussi capable de piéger des BHldviexemple le chrome hexavalent
(Cr (V1)) peut se lier a des groupes thiols présentr la cystéine, la N-acétylcystéine, la
glutamylcystéine (précurseur du glutathion) ou lsuglutathion (Braueet al, 1996). De
méme, l'arsenic peut étre piégé par le glutath®puchest al, 2005). Une étude récente sur
une fougere aquatiqué&dlvinia minima a montré que le plomb pouvait étre fixé par une
phytochélatine de type 1 (les PC sont présentéesldgartie suivante), ce qui correspond en
fait au glutathion (Estrella-Gomegt al, 2009). Des travaux réalisés stedum alfredii
avaient déja montré que le plomb et le zinc, panase fixer sur des groupes thiols de
glutathion (Sunet al, 2005). Cependant, le glutathion n'est pas ld figand riche en
cystéine pouvant fixer des ions métalliques. Eptefes phytochélatines sont aussi capables
de piéger les ETM et de maniére plus efficace qugutathion pour certains d’entre eux.

2.2.3.2. Phytochélatines

Ces oligopeptides riches en cystéine sont représeydr la formule généralgGlu-
Cysh-Gly, n allant de 2 a 11 mais étant généralememipeis entre 2 et 5 (Zenk, 1996). Dans
guelques familles de végétaux, les PC sont systéesisous une forme un peu différente mais
avec un r6le similaire ; la différence provenantrdmplacement de la glycine par un autre
acide aminé (Inhoue, 2005). Cet autre acide amiut @tre du glutamate chez le mais (on
parle alors d'iso-PC), de la sérine chez d’autreacBes comme le riz (les PC sont alors
appelées hydroxymeéthyl-PC) ou encore dp-&danine chez des Fabacées comme le pois (les
PC sont qualifiées d’homo-PC). Cependant, dansajanité des cas, les PC sont synthétisées
par voie enzymatique a partir du glutathion. Latkegee de PC est catalysée par la
phytochélatine synthase (PCS) qui permet le trangfen motifyGlu-Cys d’'une molécule de
glutathion sur une autre molécule de glutathionr jotmer au départ une phytochélatine a n
= 2 comme indiqué sur la figure 16 (Gelial, 1989 ; Ha eal., 1999).

Glutamate Glutamate Glycine

o) H (o)
HzN N
0 0]
C'vsteine (C'vstéine
Figure 16. Structure d'une phytochélatine avec n = 2 (Donddnforth Plant Science Center,

http://www.danforthcenter.org/jez/research.asp).
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La PCS catalyse ensuite I'ajout de nouveaux me@fisi-Cys. La synthése des PC est
activée par la présence d’'ETM dans la cellule etlgar liaison a la PCS (Zenk, 1996). La
phytochélatine synthase est active lorsque deuXcutds de glutathion et une molécule de
métal forment un thiolate (GS-métal-GS) (Mendoza#ilet al, 2005). Les PC possedent
également un site de liaison aux ETM. Elles vonilise par I'intermédiaire des groupes
sulfhydriles des cystéines, aux ions métalliqueses et former des complexes PC-métal au
sein desquels la toxicité du métal est réduiteofB8kaet al, 2001). Les PC sont connues pour
piéger plusieurs ETM dont I'arsenic, le plomb, leroure, I'argent mais aussi des métaux
essentiels lorsqu’ils sont en forte concentratiomme le zinc et le cuivre (Gridt al, 1989).

Les phytochélatines ne sont pas exclusivement pi€seau sein de la lignée verte ou
Archéplastidés comme le montre la figure 17. Eetefine synthése récente indique que des
genes codant des PCS sont également présents elerhdmpignons, chromalvéolés,
euglénozoaires, métazoaires (Clemens et Persol9).200ncernant les champignons, des
travaux antérieurs ont montré la présence de phgtatines chez le champignd@oletus
edulis (Basidiomycetes) (Collin-Hansest al., 2007). L’absence de séquencage d'une PCS
chez ce champignon explique peut-étre pourquoeceier n’est pas indiqué dans les résultats
de Clemens et Persoh qui considérent les Basidieteycomme ayant perdu le géne PCS au
cours de I'évolution. La présence de genes prodeePCS a été mise en évidence chez
guelques procaryotes mais les enzymes produitésdeor fois plus petites et leur capacité a

synthétiser des phytochélatines n’a pas été pro{@éenens et Persoh, 2009).
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Figure 17. Présence de genes codant des phytochélatine sgatlibaprés Clemens et Persoh (2009). Les
chiffres entre parenthéses correspondent au nodibspéces pour lesquelles la présence de génestdada
PCS a été recherchée. Les traits plein (noirsiett la présence d’au moins un gene de PCS alerdeg
traits blancs sont signe d’absence de géne codétetenzyme.

L'arsenic présent dans les sols est souvent absorbé saus fifarsenate. Une fois
dans les cellules, I'arsenate est réduit en aesgu@t une arsenate réductase ou en Composés
mono ou diméthylés moins toxiques (Dhankle¢ral, 2006). L'arsenite se lie avec des
groupes sulfures d’enzymes (pour les plantes des$itmais peut étre piégé par les groupes
thiols de molécules de glutathion et surtout detqthgélatines chez les plantes tolérantes
(Pickeringet al, 2000). Un autre exemple est fourni par les mawde Guptaet al. (2004) qui
ont montré que le poidP{sum sativumpouvait piéger de I'arsenic grace a une produactio

accrue de phytochélatines en présence du métal.
Le plomb peut également se lier aux groupements thiolspthgsochélatines. Une

étude sur plusieurs Fabacées comme le s sativury le haricot Phaseolus vulgar)s

et la féve Yicia fabg ont mis en évidence une fixation du plomb surml®gochélatines et /
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ou des homophytochélatines possédant 2 et 3 moBis-Cys » (Piechalaét al, 2002). Une
autre étude réalisée chez une fougere aquatipleinia minimaindique que ce sont plutot
des phytochélatines a n = 4 qui sont produiteg€panse a une exposition au plomb (Estrella-
Gomezet al, 2009). Le vétiver\(etiveria zizanoidgs une espéce de la famille des Poacées,
produit également des phytochélatines ainsi questeghytochélatines se fixant au plomb et
avec un nombre de motifs « Glu-Cys » allant de & @ndraet al, 2009). Dans cette
publication, les auteurs précisent que les racipgissont en contact direct avec le polluant et
donc davantage exposées a une toxicité potentiteuisent toutes ces phytochélatines
alors que les feuilles synthétisent des phytocim&atplus « courtes » avec 2 a 4 répétitions
« Glu-Cys ». Il est suggéré ici gu’en présence @'fonte concentration en plomb (et peut-étre
en d’autres ETM), la plante privilégie la synthélgephytochélatines a nombreux motifs Glu-
Cys plutdt que la synthése de phytochélatines passéeu de répétitions Glu-Cys. Cette
stratégie peut étre interprétée comme une éconemiglycine qui peut étre recyclée et
utilisée pour la synthese de glutathion ou de pregé Par exemple, une phytochélatine a n =
6 peut chélater 6 ETM et n'utilise au final gu'useule molécule de glycine alors que trois
phytochélatines a n = 2 (qui fixent donc aussi &EAu total) vont nécessiter trois molécules

de glycine.

2.3. Métallothionéines et autres protéines chaperomes

Les métallothionéines sont de petites protéindsesen cystéine et présentes chez la
majorité des eucaryotes et chez plusieurs prokesy@almiter, 1998). Elles sont constituées
de 45 a 80 acides aminés et sont divisées en 4eslaan fonction de la distribution des
cystéines. Les métallothionéines sont composéeeae domaines contenant 4 a 8 cystéines
séparés par une région de 30 a 50 acides aminésirdap de cystéine (Domeneeh al.,
2006 ; Freisinger, 2008). Il existe de rares exoept: les protéines de classe 4 possedent un
troisieme domaine riche en cystéine et quelquetimes de classe 1 possedent une région
centrale courte d’environ 10 acides aminés. Laréga8 présente quelques exemples
d’alignements de séquences en acides aminés ddatédaméines montrant la localisation

des résidus cystéine et des domaines de liaisoi ak

Globalement, les classes de métallothionéines shaept dans des organes
différents : la classe 1 plutét dans les racingdgsibrganes reproducteurs et moins dans les
feuilles contrairement a la classe 2, la classesgmdiellement dans les fruits mais aussi au

niveau foliaire et la derniere classe est spédiges graines. Che&rabidopsis thaliana
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certaines métallothionéines sont détectées dapidde@me (ce qui permet un transport sur des
distances plus ou moins longues) alors que d’auwirgsune localisation plus restreinte a
certains tissus (Guet al, 2003).

[vertebrate MTs

[plant MTs
subfamily pl

MTL

lsubfamily p2
MT2 (C.
MT2

MT2*

MT2A (A.

lsubfamily p3
MT3

MT3

MT3

MT3 *

e

)

Figure 18. Alignement de séquences en acides aminés de ntkiatiéines présentes chez plusieurs espéces
végétales (Freisinger, 2008). Les résidus de aystéont indiqués sur fond noir pour mettre en édddeur
localisation dans deux ou trois domaines (seloclksses de protéines) de liaison aux ETM.

Des études effectuées sur plusieurs especes \@Egdtaht le silene enfléS{lene
vulgaris), un peuplier hybrideRopulus trichocarpax deltoide$, Thlaspi caerulescensu
encore la massettelfpha latifolig, indiquent que les métallothionéines sont implies
essentiellement dans le transport du cuivre etidlt €t réguleraient donc la distribution de
ces meétaux essentiels au sein des cellules et giatdée entiére (Van Hoddt al, 2001 ;
Kohleret al, 2004 ; Roosenst al.,2004 ; Zhanget al, 2004). Cependant, il a été montré que
ces protéines peuvent aussi se lier aux ETM nanésts au développement des plantes. Des
métallothionéines de fétuque roudeegtuca rubry peuvent en effet fixer du plomb et du
chrome (Meet al., 2003).

D’autres protéines sont impliqguées dans des ligisax cations métalliques essentiels
aux plantes en faible concentration mais peu ceegltes sont clairement identifiées a ce jour.
Le cuivre est pris en charge par plusieurs progeipeur étre transporté vers les sites
demandeurs. Ces protéines chaperonnes présentenhameologies avec des protéines

bactériennes a domaines riches en cystéine, domaiaemettant la fixation du cuivre
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(Hiromura et Sakurai, 2001 ; Grotz et Guérinot, @0MParmi les protéines chaperonnes
identifiées, la protéine CCH (Copper CHaperone}jéangdise en évidence chéaabidopsis
thaliana (Mira et al, 2001). Cette protéine a été localisée au niviiagphloéme et serait
impliquée dans la redistribution du cuivre provendes feuilles sénescentes. Une seconde
protéine de type CCH a été réecemment mise en ésedeimezArabidopsis thalianeet a été
détectée au niveau du cytoplasme (Ratigl, 2007). Cette protéine permettrait de transporter
le cuivre vers les vésicules golgiennes via une gwmMTPase. Deux autres protéines
chaperonnes ont été identifiées : une de ces pese(CCS1 pour Copper Chaperone for
Superoxide dismutase), est localisée dans lesagilstes et a pour fonction d’acheminer le
cuivre impliqué dans le fonctionnement de superexgidmutases chloroplastiques. L'autre
protéine (COX17 pour Cytochrome OXydase) est Iséalidans les mitochondries et jouerait
un réle dans le transport du cuivre vers le congleytochrome oxydase (Balandin et
Castresana, 2002 ; Wintz et Vulpe, 2002).

3. Compartimentation

3.1. Compartimentation intracellulaire

3.1.1. Séquestration vacuolaire

Les ETM restent rarement dans le cytoplasme otlpélgvent générer des effets
toxiques. Certaines protéines utilisant des métmauxme cofacteurs ont cependant besoin
d’'une concentration minimale de ces éléments paeur [fonctionnement et leur
renouvellement. Cependant, chez les plantes nénatdks, les ETM peuvent s’accumuler
dans le cytoplasme avec des conséquences létdlez.|€5 plantes tolérantes ou les plantes
sensibles faiblement exposées a des ETM, la vactmhstitue généralement le lieu de
stockage majoritaire car elle est moins sensiblecydations que des organites comme les
chloroplastes. Les ETM y sont acheminés par difftsrdigands (chaperonnes, composés
riches en cystéines, acides organiques...) et enttamé la vacuole seuls ou complexés a

certains ligands par des transporteurs du ton@p(&kll et Williams, 2003).

Il existe 3 familles majoritaires de transportediiSTM vers la vacuole :
1) Les transporteurs de type CDF(Cation Diffusion Facilitators) sont, comme leuynm
indique, impliqués dans le transport de catioositdcertains cations métalliques. Le métal
qui emprunte le plus cette voie d’entrée est le nvais d’autres ETM comme le cobalt, le

nickel ou le manganese peuvent entrer dans leolexcpar I'intermédiaire de ces protéines
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comme il a été montré ch&hlaspi goesingensg@ine espece hyperaccumulatrice de nickel),
Arabidopsis thalianat chez deux espéces de taliNicptiana tabacunet N. glauca(Persans
et al, 2001 ; Desbrosses-Fonrougeal, 2005 ; Shinget al, 2005).

2) Les transporteurs antiports cations / H permettent I'entrée dans la vacuole de cations
(dont des cations métalliques) parallélement asange de protons. Les ETM pour lesquels
cette voie d’entrée a été identifiée sont le maaganet le cadmium qui entreraient en
compétition avec le calcium. Che&rabidopsis thaliana deux antiports échangeurs de
cations, CAX1 et 2 (pour Calcium Antiporter eXchang ont été identifiés au niveau de la
vacuole et les auteurs indiquent que CAX2 seragtwoie d’entrée privilégiée pour les ETM
car cet antiport a une plus faible affinité poucdcium (Pittmaret al, 2005).

3) Les transporteurs de type ABC (ATP-Binding Cassette) constituent une famille de
protéines que I'on retrouve chez un certain nondbweganismes vivants, allant de la bactérie
a 'homme. Ces protéines ATP-dépendantes transpatés molécules variées vers l'intérieur
de la vacuole comme des ions, des glucides, déedipdes pigments, des antibiotiques et des
xénobiotiques organiques (Kleigt al, 2006 ; Verrieret al, 2008). Arabidopsis thaliana
posséde environ 130 protéines appartenant a eettdld et le riz Qryza sativd au moins
120 mais la fonction de la plupart de ces protéaiasi que leurs substrats spécifiques sont
peu connus a ce jour (Kiet al, 2006b ; Schulz et Kolukisaoglu, 2006). Cependegrtains
transporteurs ABC constituent les voies d’entrdeTél et sont donc regroupés dans une
sous-famille notée HMT pour Heavy Metal Toleranee MRP pour Multidrug Resistance
associated-Proteins (Rea, 1999). Ces ETM n’enpastsous forme libre mais sous forme
complexée avec du glutathion ou le plus souvent ales phytochélatines (Verriet al,
2008). Une fois dans la vacuole, le devenir desbagtion métal-ligand n’est pas clairement
établi. Certains auteurs pensent que les ETM forndes complexes plus importants et
stables grace a la présence de sulfides vacuoktidiautres ETM entrés sous forme libre par
des transporteurs différents des transporteurs AB€ que des antiports cations / protons
(Cobett et Goldsbrough, 2002 ; Mendoza-Cozatl erevio-Sanchez, 2006). La figure 19

montre la formation de ces complexes de haut pumliéculaire dans la vacuole.
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Figure 19. Formation et accumulation de complexes phytochédatmétal a haut poids moléculaire dans les
vacuoles & partir de I'exemple des ions cadmiuni* GGobbett, 2000). Les complexes de faible poids
moléculaire (LMW pour Low Molecular Weight), c'estdire les complexes phytochélatine-métal, forntas
complexes de plus haut poids moléculaire (HMW péligh Molecular Weight) avec des associations
phytochélatine-métal mais aussi des formes libres nibtal (entrée par d’autres transporteurs que les
transporteurs ABC) et des sulfides.

Cependant, d’autres auteurs pensent que les coespti haut poids moléculaire ne
sont pas définitifs : les métaux seraient libéndis pe lieraient ensuite a des acides organiques
vacuolaires tandis que les ligands riches en ast&eraient clivés en acides aminés pouvant
retourner vers le cytoplasme et étre ainsi réasligZenk, 1996 ; Grzant al., 2007).

3.1.2. Autres lieux de séquestration

Les ETM non essentiels sont stockés au niveau dedaole afin de préserver les
autres compartiments de la cellule. En revanche,HEM nécessaires a I'élongation, la
différenciation et / ou a la défense des cellute® £n partie stockés dans d’autres organites
ou ils interviennent de diverses manieres. Par plene cuivre est un co-facteur de
nombreuses enzymes comme la Cu/Zn superoxyde disenghloroplastique (enzyme anti-
oxydante), la plastocyanine intervenant dans Vaétide photosynthése, la cytochrome c
oxydase impliquée dans la respiration au niveau rdiggchondries, I'amine oxydase qui
oxyde les polyamines et génere du peroxyde d’hyaregour la lignification des parois (au
cours de la maturation et de la défense contrpd#sogenes), la laccase intervenant dans la

synthése de lignine ou encore la polyphénol oxydasest une enzyme de défense contre les

52



pathogenes (Yruela, 2005). Le cuivre intervientlégant dans la synthése de récepteurs a
éthyléne et est intégré a ces récepteurs au nigediappareil de Golgi (Stearns et Glick,
2003). Le cuivre en exces est certes stocké danwdeuoles mais les autres organites
stockent également ce métal afin d’en disposerdespent pour réguler les activités
enzymatiques. Ce stockage ne concerne pas quéie car d’autres ETM comme le zinc, le
fer ou le manganése sont également transportésl\arises lieux que la vacuole (figure 20).
Il a de plus été montré que le reticulum endoplgsmipeut étre un autre lieu de stockage du

manganese lorsque celui-ci est présent en excésléG al, 2000).
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Figure 20. Transport par des ligands (de type agents chétateuprotéines chaperonnes) et compartimentation
intracellulaire des ETM dans les cellules végétéismenset al, 2006). CW : cell-wall (paroi) ; M : métal.

Les transporteurs situés sur les membranes inukgets (mitochondries,
chloroplastes...) appartiennent a des familles desparteurs déja citées precédemment
comme les familles ZIP et CDF (Hall et Williams,0&). Une autre famille de transporteurs
est également impliguée et correspond a des ATRiEsgge P qui tiennent leur nom du fait
gu'’ils forment un intermédiaire phosphorylé lors tdansport. Ces ATPases de type P sont
groupées dans une sous-catégorie CPx (car elléemoant un motif Cys-Pro-X) ou HMA
pour Heavy Metal ATPases. Les HMA sont de deuxdypeertaines transportent des cations
métalliques monovalents comme l'argent, et d’autlesscations métalliques divalents comme
le zinc, le manganese ou le plomb (Geigeml, 2000 ; Gravotet al, 2004 ; Millset al,
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2005). Le cuivre peut étre présent dans les celldeus forme divalente (€Y ou
monovalente (Cl). Cependant, le cuivre divalent n’est pas priglearge par les ATPases de
type Il et seul le cuivre monovalent peut étresporté par des ATPases de type I.

3.2. Compartimentation a I'échelle de la plante emgre

Les plantes hyperaccumulatrices sont caractéripéesune capacité a transporter
efficacement les ETM des racines vers les part@termnes alors que chez les plantes
sensibles, les ETM ont globalement tendance arrest@lus grande quantité au niveau des
parties souterraines (McGratbt al., 2002). Cette répartition différente entre plantes
hyperaccumulatrices et sensibles peut s’expliqgaerdefait que les hyperaccumulatrices ont
une capacité plus faible a séquestrer les ETM dems/acuoles des racines et sont plus
efficaces pour les transporter par le xyleme vessgarties aériennes comme l'ont montré
Lasat et al (1998) en comparant une espece hyperaccumulatteeezinc, Thlaspi
caerulescenset une espece sensibldlaspi arvenseDe nombreuses publications confirment
cette accumulation préférentielle dans les pardésennes pour plusieurs ETM comme
I'arsenic (Srivastavat al, 2006), le nickel (Sagneat al, 1998) ou l'uranium (Overall et
Parry, 2004 ; Tomet al, 2009). Par ailleurs, le stockage des ETM s'déffecsouvent de
maniére privilégiée dans les feuilles matures, wigpgrmet probablement aux jeunes feuilles
d’étre protégées et donc d’investir davantage agagour la croissance. Des travaux sur la
fougerePteris vittata accumulatrice d’arsenic, ont montré que les jeuileeilles stockent
moins d’arsenic que les feuilles matures (Tu et B§)2). Ainsi dans un sol concentré a 200
mg d’arsenic par kg de sol, les jeunes feuillesiaedent environ 5 g par kg contre 7,5 g pour

les feuilles matures.

L’efficacité de I'acheminement vers les partiesiex@res est liee a la présence
importante de transporteurs membranaires (déj& gtécédemment) et d’ATPases CPx
membranaires au niveau des tissus conducteurspi@asines permettent de transférer des
ETM dans le xyleme des tissus racinaires puis siédérer dans les organes aériens (Kramer
et al, 2007). Le transport dans le xyleme se fait douse parfois libre mais souvent sous
forme de complexe métal-ligand. Il a été reportégx@mple que I'aluminium est transporté
dans le xyléme sous forme liée a du citrate cheatfeasinFagopyrum esculentufaet al,
2001).
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Il est communément admis que les plantes accunugdatstockent davantage d’ETM
dans les parties aériennes que dans les racinpen@ant, cette généralité n’est pas valable
pour la totalité des ETM car le plomb et le chrosoat souvent présents en plus grande
guantité dans les racines que dans les partiesnaés (Singlet al, 1997 ; Shankeet al.,
2005). Des travaux réalisés sur une Poacée hypesradatrice de chromé,eersia hexandra
indiquent ainsi que les racines sont plus richesheame 11l et en chrome IV que les feuilles
avec des ratios racines / feuilles respectivemamnt thcteur 2 et 1,5 (Zhanet al, 2007b).
Les plantes semblent aussi stocker le plomb platdnhiveau racinaire. Par exemple, une
espéece de tabadlicotiana glauca surexprimant un géne de blé codant une phytothéla
synthase accumule certes plus de plomb que leseplaauvages mais avec une quantité de
plomb restant deux fois plus élevée dans les radjoe dans les feuilles. Estrella-Gone¢z
al. (2009) reportent aussi une plus grande accuroulag plomb dans les racinesSkdvinia
minima (une fougere aquatique avec des racines flotiardesl’'ordre de 75 % par rapport
aux feuilles. Dans cette étude, les auteurs metigatement en évidence une plus forte
accumulation de phytochélatines dans les racireqqut tend a montrer que les vacuoles
racinaires constitueraient le lieu de stockageépegttiel du plomb. Une autre étude réalisée
surBrassica junceaonfirme la plus forte accumulation du plomb desssracines (Meyerst
al., 2008). Les auteurs suggerent que ce phénomaemepdé@tre di a une plus faible quantité
ou efficacité de transporteurs racinaires pouvapoeer le plomb vers le xyleme.

Les ETM ne s’accumulent pas de maniere homogeng tas les tissus. Au niveau
racinaire, les ETM absorbés sont stockés dansalasoles mais également acheminés vers les
parties aériennes, ce qui génére une concentragsaz similaire dans toutes les cellules
(Milner et Kochian, 2008). Par contre, au niveas fiilles, qui constituent un stockage final
et non pas un organe de transit, il a été obsaredas ETM s’accumulent préférentiellement
dans les tissus épidermiques et beaucoup moinsldarsarenchymes, probablement pour
préserver les cellules photosynthétiques. Cettérdiice de compartimentation a été montrée
par exemple cheZhlaspi caerulescensine Brassicacée hyperaccumulatrice de zinc chez
laquelle le zinc foliaire est en concentration i folus grande dans les cellules épidermiques
gue dans les cellules de parenchyme (Kumpeaal, 1999). Plusieurs Brassicacées du genre
Alyssum identifiées comme hyperaccumulatrices de nicktelckent également davantage de
métal dans les cellules épidermiques, et plus qudigrement au niveau des trichomes
(Broadhurset al, 2004).
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V. Cas du cadmium

La phytoaccumulation du cadmium est décrite a phahs cette introduction
bibliographique car I'exposition des plantes a c&ahfait I'objet de ce travail de these et
nécessite donc quelques précisions supplémentaregrnant ses effets sur les plantes ainsi

gue les mécanismes d’accumulation.

Le cadmium est I'un des principaux polluants m&ma#s de I'environnement. I
provient essentiellement des activités humaines ane émission chiffrée a presque 30 000
tonnes par an (Sanita di Toppi et Gabbrielli, 1999)rigine de la présence de cadmium dans
les sols est attribuée aux retombées atmosphériqaesonderies de zinc, raffineries,
incinérateurs ainsi qu’aux combustions de charbodiyers déchets urbains et a l'utilisation
de fertilisants en agriculture (Sanita di ToppGabbrielli, 1999 ; Rotlet al, 2006). Il est rare
de trouver des sols uniquement pollués par du aadnear ce métal est plus souvent présent
dans des milieux contenant aussi du plomb et /wwidc (Daudet al, 2008). Les sols
faiblement pollués contiennent des concentratioascddmium comprises entre 0,04 et
0,32 mM de Cd. Les sols modérément a fortementacaingés atteignent quant a eux des

concentrations supérieures a 0,32 mM et pouvast jakqu’a 1 mM (Daueét al, 2008).

1. Effets néfastes

Le cadmium (Cd) est un métal non essentiel poupitganismes vivants. Sa toxicité
est un phénomeéne avéré chez la plupart des éwrastyidont ’'Homme car le cadmium est
classé comme agent cancérigéne et génotoxiqueodeeyil par I'« International agency for
research on cancer » ou IARC (Daetdal., 2008). A ce jour, une seule protéine utilisamt d
cadmium comme cofacteur a été décrite : il s’agind anhydrase carbonique découverte

chez la diatomée marifiéhalassiosira weissflog{Laneet al, 2005 ; Xuet al., 2008).

Le cadmium peut provoquer des dommages oxydatifsugmentant la concentration
cellulaire des especes réactives de I'oxygene atédnisant le pouvoir antioxydant de la
cellule (Cacoilo Corticeircet al, 2006). Un excés de Cd perturbe plusieurs métahek
physiologiques au sein de la plante tels que latgslyathese, I'absorption d’eau et de
minéraux, I'évapotranspiration ou encore la respna(Yoshiharaet al, 2006 ; Wanget al.,
2008). Il en résulte des carences minérales, urshydéatation et une oxydation des

composants cellulaires qui provoquent des chlorosasbrunissement des racines et un
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ralentissement de croissance aboutissant finaleménimort de la plante (D&t al, 1997 ;
Sanita di Toppi et Gabbrielli, 1999).

La cible préférentielle du cadmium correspondraded enzymes anti-oxydantes de
type thiol-transférase qui contiennent deux résidystéine dans leur site actif: des
thiorédoxines et thiorédoxine transférases intamennotamment dans [lactivité de
photosynthese, des glutarédoxines impliquées dardetoxication d’especes réactives de
l'oxygéne (ERO) comme le peroxyde d’hydrogéne,@) ou encore des glutathion
réductases qui ont pour role de réduire le glubatroxydé afin de le recycler pour les
mécanismes de lutte contre I'oxydation cellulai@hrestensemrt al, 2000). La toxicité du
cadmium peut étre liée a sa liaison aux groupethglryles des protéines. Cette liaison
entraine une inhibition de l'activité des enzymeésnduit ainsi une perturbation de I'état
d’oxydoréduction de la cellule et / ou la produstidERO, plus particulierement .8,
(Schutzendubedt al, 2002 ; Cho et Seo, 2005).

Il a aussi été proposé que le processus de syntlesseentres fer / soufre soit inhibé,
conduisant a une perturbation du métabolisme detférune production accrue de radicaux
libres (Chrestensest al, 2000). Chez les eucaryotes supérieurs s’ajautffat inhibiteur du
cadmium sur la protéine p53 (« p53-like » chezdkstes) qui coordonne la réponse aux
génotoxiques et notamment l'induction des systedeasparation. L’inhibition de la p53 par
le métal amplifierait son potentiel mutagéne (Mémaal.,1999). Les études ont montré que
le cadmium est un puissant inhibiteur des systameeseparation de I’ADN, notamment des
systemes d’excision / réparation, des nucléotides gue des mésappariements (etual,
2008). La plupart des enzymes des systemes deaatigwade '’ADN contenant un atome de
zinc essentiel a leur activité, il est supposélguaécanisme en cause est le remplacement du

zinc par le cadmium.

2. Phytoaccumulation

Pour pénétrer dans la cellule, le cadmium entre@npétition avec de nombreux
cations divalents et notamment avec le calcium neprante de nombreux transporteurs
appartenant aux familles mentionnées précédemmiigtirdd 10) a I'exception des
transporteurs de type COPT (Clemensal, 1998 ; Hall et Williams, 2003). Le cadmium peut

egalement emprunter une autre famille de transpartappelée LCT (Low affinity Cation
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Transporter) qui permet plutét I'entrée de calcilomsque les plantes ne sont pas soumises a
un milieu pollué par des ETM. Le cadmium semble emier davantage de transporteurs
membranaires que les autres ETM probablement pgutk est 'un des ETM les plus
mobiles dans le sol et gu'il entre ainsi davantageompétition avec les éléments essentiels
au développement des plantes comme le calciumuiveeg le zinc ou le fer (Sanita di Toppi

et Gabbrielli, 1999). Cependant, le cadmium étam Hes ETM les plus étudiés, il est
possible que la découverte du grand nombre depoaiesirs potentiels de ce métal soit due a

davantage de travaux réalisés par rapport a I'abisordes autres ions métalliques.

Une fois dans la cellule, le cadmium se lie de fagoéférentielle aux ligands
contenant des groupes sulfhydriles, c'est-a-disergiellement des phytochélatines et dans
une moindre mesure du glutathion et des métalloéies (Cobbett, 2000 ; Cobbett et
Goldsbrough, 2002). En réponse au stress causé padmium, les plantes activent la voie
d’assimilation des sulfates et amplifient la biatyse de cystéine, de glutathion et de
phytochélatines en activant la transcription dasegémpliqués (Haradet al, 2002 ; Nocito
et al, 2002 ; Sakulkoet al, 2005 ; Rothet al, 2006 ; Mishreet al, 2009). La réorientation
du meétabolisme soufré vers la production de gligathimite la disponibilité en acides
aminés soufrés pour la biosynthése des protéinassi,Al a été montré que la levure
Saccharomyces cerevisiagposée au cadmium synthétise des isoformes guetiavec une
teneur plus faible en méthionine et en cystéineeflal., 1997). Ce changement d’expression
du protéome permet une économie globale de 30 %cates aminés soufrés dans les
protéines. C’est le premier exemple de mise eneéngd d’'un tel mécanisme d’économie chez

un eucaryote.

Comme pour bon nombre dETM non essentiels, le aatimest stocké presque
exclusivement dans la vacuole. L'entrée du cadmisous forme complexée aux
phytochélatines est réalisée par des transportkutgpe ABC (Kleinet al, 2006 ; Verrieret
al., 2008). D’autres transporteurs font entrer lentiaich sous forme non complexée comme
des pompes ATPase de type HMA, des CDF et desoatstipations / protons (Bernagd al.,
2004 ; Gravotet al, 2004 ; Desbrosses-Fonrouge al., 2005 ; Pittmanet al, 2005 ;
Colangelo et Guérinot, 2006). Certaines planteygmucependant accumuler le cadmium en
grande quantité au niveau des parois. Ainsi I'hgpenmulatriceSedum alfrediet la ramie
(Bechmeria niveafixent respectivement plus de 60 et 50 % du cadmprésent dans la

plante au niveau des parois (Ni et Wei, 2003 ; Weingl, 2008). Il en va de méme pour
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I’hyperaccumulatriceThlaspi caerulescengjui stocke le cadmium a hauteur de 60 a 70 %
dans les parois et plus particulierement en assmticavec des composés pectiques
(Boominathan et Doran, 2003 ; Wojakal, 2005).

Au niveau des tissus, comme pour les autres ETMhéial est plus souvent concentré
dans les cellules épidermiques que dans les celtldeparenchyme. Pour les feuilles, il a été
montré par exemple che&rabidopsis thalianagque I'épiderme, et plus particuliéerement les
trichomes, accumule davantage de cadmium que lessacellules (Guttierez-Alcalet al,
2000 ; Ageret al, 2002). Cette accumulation préférentielle au aiveles trichomes est
confirmée par Isauret al (2006). Les auteurs ont montré cependant que Ipsuacines, la
principale zone d’accumulation correspond a la g@@rivasculaire et non a I'épiderme. Une
autre étude portant sur des plants de tabl@o{iana tabacumcultivés sur milieu riche en
cadmium et en calcium a montré une exportationededeux ions vers les trichomes et méme
une excrétion de cristaux de cadmium et de calgnamn ces cellules, le cadmium étant
cependant libéré en quantité beaucoup plus failsel@ calcium, ce qui constitue au final un
moyen de défense assez limité (Chobial, 2001). Un autre exemple souvent étudié est la
jacinthe d’eau car elle est considérée comme upecesintéressante pour les processus de
phytoremédiation en zone aquatique. Une expérigdalsée avec un milieu contenant 50 mg
de cadmium par litre a montré qu’au niveau desllésile métal est principalement stocké
dans des trichomes épidermiques, et plus partrentient dans les feuilles agées (Lagidl.,
2001). De plus, au niveau du rhizome, les autentobservé que le cadmium est concentré

presque exclusivement dans I'épiderme et tres pauvaau du parenchyme.

Au niveau de la plante entiere, les quelques psanyperaccumulatrices de cadmium
stockent ce métal de maniere difféerente selon $peees. Par exemple, I'herbe a aiguilles
(Bidens pilosa et I'érigéron du Canad#&Conyza canadengis(Astéracées) contiennent
davantage de cadmium dans les parties aériennedamgeles racines, ce qui correspond au
résultat attendu pour les hyperaccumulatrices debneux ETM (Suret al, 2009 ; Wekt al.,
2009). En revanche, il semblerait que davantagspéees hyperaccumulatrices stockent
autant, voire plus, de cadmium dans les racinasCrassulacé8edum alfredi(Ni et Wei,
2003), la Caprifoliacé&onicera japonica(Liu et al, 2009) ou encore les trois Brassicacées
Thlaspi caerulescenEbbset al., 2002 ; Wojciket al, 2005),Arabidopsis halleri(Zhao et
al., 2006) et recemmedtrabis paniculatgQiu et al, 2008 ; Tanget al,, 2009).
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POSITIONNEMENT DU SUJET ET OBJECTIFS

Le sujet de thése s’inscrit dans une thématiquanvia étudier les mécanismes qui
interviennent dans les processus d’accumulatiocadmium par des plantes. Une telle étude
nécessite dans un premier temps de sélectionn€MI’'&nsi que le modéle végétal, et dans

un second temps d’élaborer la démarche expéringental

|. Choix de 'ETM

L’ETM sélectionné pour ce projet est le cadmiumedit 'un des ETM les plus
mobiles dans les sols plus ou moins acides, cesedgreprésentant le cas le plus fréquent a
'échelle planétaire (Lafuentet al, 2008). La forte mobilit¢ du Cd le rend facilerhen
absorbable par les plantes et donc rapidementuexigléme les plantes les plus tolérantes
vis-a-vis du Cd ne stockent pas des quantités ¢rceelles de ce métal. En effet, les espéces
considérées comme hyperaccumulatrices de Cd doagenimuler une quantité minimale de
100 mg de ce métal par kg de matiére séche (Bak@roeks, 1989), ce qui est faible par
rapport aux especes hyperaccumulatrices d’autréd €dmme le montre le tableau 12. Par
exemple, les hyperaccumulatrices d’arsenic ou denp)] autres ETM non nécessaires au
développement des plantes, doivent stocker unetitpud® fois supérieure a ce que doivent
accumuler les plantes hyperaccumulatrices de Cd.

Tableau 12.Quantité minimale d’'ETM en mg par kg de matiérehngee(MS) requise dans les plantes
pour qu'elles soient considérées comme hyperacainugds (Baker et Brooks, 1989 ; Huasigal,
1998 ; Maet al, 2001 ; Lianget al, 2009).

ETM Quantité minimale
(mg / kg MS)

Fe, Mn, U, Z 10 000

Al, As, Co, Cr, Cu, Ni, PI, Se 1 000

Cd 100

Hg 10
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Le Cd est également un ETM régulierement reporté di littérature, ce qui nous a
permis d’inscrire ce travail dans un contexte fpéuge et d’envisager une comparaison entre

différents modéles végétaux pour préciser les mgces impliqués dans la tolérance au Cd.

[I. Modéles végétaux

Deux modéles végétaux ont été choisis: 1) l'unrpon aspect relevant de la
recherche fondamentale afin de comprendre les nsfgas moléculaires mis en jeu suite au
traitement par le Cd ; 2) 'autre comme une esp@&tentiellement utilisable dans une optique
applicative de la phytoremédiation.

1. L’arabette de Thalius,Arabidopsisthaliana (L.) Heynh.

L’arabette de Thalius ou arabette des dames ourerm@bette rameuse est une
Angiosperme eudicotylédone de la famille des Bragsies, anciennement Cruciferes. Elle
fut découverte au £8°siécle dans les montagnes du Harz en Allemagndqiennes Thal
qui l'identifia sous le nom d@ilosella siliquosa Linné lui donna ensuite le nomAtabis
thaliana (en hommage a Thal) en 1753 dans son ouvgageies Plantaruntnfin, en 1841,
Gustav Heynhold lui attribua un autre nom de ggmwar aboutir au hom encore actuel

Arabidagpsis thaliana

1.1. Intéréts pour la recherche fondamentale

L’arabette est tres utilisée en recherche pouriglus raisons :
a) l'arabette est une plante facile et rapide a ctiver. Tout d’abord, elle présente une taille
modeste de 30 a 40 cm a maturité, ce qui permetiitiger un grand nombre d’individus sur
une petite surface. Par ailleurs, son cycle de ldppement est court car en conditions
optimales, il faut environ 7 semaines pour allerlal@ermination de la graine a la plante
présentant ses premiéres siliques (Bates., 2001). L’arabette, qui est diploide, se reprodui
principalement par autofécondation et chaque plaetgt produire plusieurs dizaines de
milliers de graines, ce qui en fait une plante tridissée par les généticiens. De plus, son cycle
entier de développement peut se dérouler non sealeen serre mais aussi en culture
vitro, ce qui permet de faire varier de maniere pludréte certains parametres (lumiére,

température, composition du milieu...).
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b) son génome a été entierement séqueneg 2000 (Salanoubat al, 2000) et les génes
sont répertoriés dans la base de données TAIRThe “Arabidopsis Information Resource »
(http://www.arabidopsis.org/). Le génomeAdabidopsis thalianaest le plus petit génome
végeétal connu, ce qui explique probablement sorixchomme premier génome végeétal
séquence car cette espece adventice n’a pas dg eattnomique. L’arabette possede 27 379
genes répartis sur 5 chromosomes (2n = 10). A ¢braparatif, le génome du riD(yza
sativg et celui du maisZea maypsont respectivement 4 et 20 fois plus grandsieizanche,

le génome d’'une espece de peuplitodulus trichocarppa présente environ 45 500 genes,
soit un peu moins de deux fois le génom@rdbidopsis thaliangTuskanet al, 2006). Chez
A. thaliang chaque locus posséde, dans la base de donnéRs UM\tode d’identification et
de nombreuses annotations mais tous les génespasnéncore de fonction et de régulation
totalement connues. Le séquencage de l'arabettmepedonc d’étudier de maniere plus
précise des genes impliqués potentiellement damtaimes voies de synthése ou de
signalisation. Il existe également pour l'arabettes microréseaux a oligonucléotides
permettant de suivre dans des conditions choib&glution non pas d’'un géne mais de la

totalité du génome. Des banques de données prajgemsont également disponibles.

1.2. Sélection de I'écotype Wassilewskija (WSs)

Il existe environ 750 écotypes recensés sur le BR&R dont la majorité a été
répertoriée en Europe et a 'Est des Etats-UnistlBAque. Les autres écotypes sont présents
pour la plupart a des latitudes similaires, c’eslira au niveau des pays du Maghreb, de la
Turquie et de I'Asie (essentiellement Inde, Pakist€hine et Japon). L'écotype Ws,
originaire de Russie, est reconnu comme ayant wx da division cellulaire et un cycle de
développement plus rapides que I'écotype de référedolumbia (Col) et que Landberg
erecta (Ler), un autre écotype assez souventéutdis recherche (Beemster al, 2002;
Passardet al, 2007). L'écotype Ws arrive a floraison presqeexdsemaines avant I'écotype
Col et 1 semaine avant I'écotype Ler. Par aillelgsptype Ws présente une production plus
précoce de racines secondaires. En effet, en eomslitdentiques (culturén vitro sur des
boites en position horizontale), des plants Ws der@aines possedent en moyenne 5 racines
secondaires contre 2 pour les plants Col et Lesdfdiet al, 2007). L'objectif, en utilisant
I'écotype Ws (a croissance plus rapide que Col ex),Lest de voir si une exposition au
cadmium entraine un effet toxique plus précoce icauscontraire, le développement plus

rapide de Ws lui permet de mieux tolérer la préselemétal dans son milieu.
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2. Le méleze hybridel arix x eurolepis (Coaz)
Avant de présenter les critéeres qui nous ont amenéRoisir cette espece, il est
nécessaire d’'indiquer dans un premier temps qoelsles avantages potentiels d’utiliser des

especes ligneuses dans le cadre de la phytoremédiat

2.1. La phytoaccumulation d’ETM par les especes litguses

L'utilisation des arbres pour la phytoremédiatiah encore peu développée alors que
ceux-ci peuvent se révéler étre de bons candidaispdusieurs raisons :
a) Le systéme racinaire des arbres est plus développgue celui des herbacées
hyperaccumulatrices, ce qui permet d’'une part uang grande absorption des ETM localisés
en profondeur et d’autre part une érosion desaks limitée et donc un risque de lessivage

moindre des ETM vers les milieux adjacents aucsiteaminé (Pulford et Dickinson, 2005).

b) Les arbres possedent une biomasse beaucoup plus omjante que les herbacées
hyperaccumulatrices, ce qui permettrait d’accumdirantage d’'ETM en quantité relative
méme si la concentration d'ETM en mg par kg de massche est inférieure a celle des
herbacées hyperaccumulatrices (Pulford et Watda08)2 Par exempl& hlaspi caerulescens
(une herbacée hyperaccumulatrice particulieremenfopnante) peut produire de 0,5 a 4
tonnes de biomasse par hectare et par an selgpdalé sol (Yanaet al, 2006), alors que la
biomasse annuelle moyenne de saules ou de peuglienst en moyenne 20 tonnes par ha
(Robinsonret al, 2000). Dans ces deux exemples, les plantesté@mhigées en contact avec du
cadmium et les auteurs ont obtenu une concentrdtiamétal au niveau des parties aériennes
comprise entre 0,5 et 1,2 g par kg de matiére spoheThlaspi caerulescen&ui semble
tributaire du type de sol) et 0,5 g pour les parplhybrides testés. Méme si la concentration
en cadmium est plus faible pour les peupliersuangjté de cadmium rapportée a la biomasse
annuelle (20 tonnes) donne au final une accumulat@10 kg de cadmium pour les peupliers
contre un maximum de 4,8 kg pothalspi caerulescend.es résultats vont dans le méme
sens avec d'autres ETM comme par exemple le zies. ttavaux menés par Yaret al
(2006) indiquent qu&hlaspi caerulescenstocke jusqu’a 4,8 g de zinc par kg dans lesgxarti
aeriennes. Des études réalisées avec des peupfienides (Laureysenst al, 2004) et des
saules (Vandecasteedt al, 2005) exposés au zinc montrent que ce métatwacle dans
les parties aériennes a hauteur d’environ 1,2 ¢kgaEn rapportant ces concentrations a la
biomasse a I'hectare, les quantités accumulées gloist importantes pour les especes

ligneuses. Ces quelques comparaisons suggereeiniamt que les arbres peuvent constituer
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des modéeles intéressants pour extraire des quaplit€ importantes d’'ETM du sol, tout en

dépolluant en profondeur.

Les arbres les plus aptes a la phytoremédiationcsux dont la croissance est rapide
comme les peupliers et les saules. Une étude ééatis Inde su€Cassiasiamea(Fabacees)
indique que cet arbre peut étre un bon candidat g@toxiquer des sols contaminés par divers
ETM (Tripathi et al., 2004). Cette espece exposée a un milieu contasuiriéut par du fer,
est capable de stocker environ 0,4 g de ce mé@Reai de nickel et de zinc par kg et par an.
Ces résultats ont été confirmés par une autre &uddes plants dé€assia siameaultivés
sur un site riche en fer et en manganése (Jambtetidawarkar, 2009). Cette espéce a stocké
des quantités de fer et de manganése de 0,95 eitgOpar kg respectivement.

L’inconvénient majeur de l'utilisation des arbresrdble résider dans I'accumulation
préférentielle dans les racines que dans les paatdennes. Cette compartimentation limite
I'extraction des ETM a moins d’'un prélevement tatak arbres et non pas uniqguement des
parties aériennes, ce qui est envisageable sweutheg arbres de quelques metres de hauteur
mais pas sur des arbres proches de la maturiteendapt, la répartition des ETM semble
variable selon les genres et especes d’arbresxXeanple, une étude sur la réponse de deux
especes de sauleSalix fragilis et Salix viminaliy a différents ETM montre que ces espéeces
compartimentent differemment les métaux : le zihdeecadmium sont répartis presque
équitablement entre tous les organes alors quérdsameétaux comme le chrome, le cuivre, le
fer, le plomb et le nickel s’accumulent de manigrieilégiée au niveau du systeme racinaire
(Vandecasteelet al, 2005). D’'autres études réalisées des aulnedyaldsaux, des hybrides
de saules et de peupliers indiquent que le cadngume zinc s’accumulent généralement
davantage dans les feuilles contrairement au cuocalisé plutét dans les troncs et les
branches (Pulford et Watson, 2003 ; Freaethl, 2006). Quant a la localisation cellulaire des
ETM, de nombreux travaux restent encore a fairdleiaeideret al (2006) ont montré que
le cadmium accumulé dans les feuilles d’'une esgecsaule $alix vitaminali est localisé
en grande partie dans les parois des cellules kencbyme. Mais le peu d’études réalisées
sur la localisation des ETM chez les arbres ne eerpas pour l'instant d'établir de

généralités.
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2.2. Le choix du méléze

Les mélézes sont des Gymnospermes appartenafarailee des Pinacées et au genre
Larix. lls font partie des rares coniféres a posséddieuitiage caduc. Le méléze est assez
répandu dans le Limousin qui est la troisieme médgoplus productive de bois et la seconde
pour le méléze selon les sources du conseil régibgontet al,, 2008). L'espece de méléze
la plus fréguemment rencontrée dans la régioneestdléze du Japon qui occupe moins de
5 % des surfaces boisées. La Correze est actuelldmelépartement francais possédant la

plus grande surface de boisements de mélezes.

Le méléze est une essence dite pionniére, c’ase @il a un fort taux de croissance,
gu'’il est peu exigeant en terme de richesse dwesaohinéraux et qu’il a besoin d’'une forte
intensité lumineuse pour un développement optirhéo{/www.onf.fr). Il est largement
exploité dans les programmes de reboisement (bota tempéte de 1999, les mélezes sont les
arbres qui ont le mieux résisté) et également pesirconstructions. En effet, le méleze
présente une résistance naturelle aux insectelsaatpignons, ce qui fait de ce bois réputé
imputrescible un produit intéressant pour la fadiian de matériaux durables et ne

nécessitant pas de traitements chimiques.

L’espéce sélectionnée dans cette étude est un en@éride issu du croisement entre
le méléze d’Europd,arix decidua(Miller), et le méléze du Japoharix kaempferi(lLamb.).
cet hybride a une amplitude écologique plus granaecelle de ses parents et est en voie de
remplacer le méléze du Japon dans le reboisemest.plantules sont obtenugs vitro a
partir de masses pro-embryogenes par la technignebdyogeneése somatique mise au point
par I'INRA d'Orléans et utilisée au laboratoire (VAderkaset al, 2002a et b ; Guillaumet
al., 2008 ; Lelu-Walter et Paques, 2009). Les étapas présentées dans la partie « Matériels

et Méthodes »

Le méleze a donc été choisi comme modéle expérahpatr :
1) son importance au niveau régional,
2) son fort taux de croissance (les espéces pimmigtant considérées comme de meilleurs
candidats pour la phytoaccumulation),
3) son fort enracinement qui permettrait de tradees pollutions profondes,
4) l'absence de données bibliographiques sur Ig®nges des mélezes aux ETM (et

notamment au cadmium), ce qui apporte un aspechtreéateur a cette étude,
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5) la possibilité en utilisant 'embryogenése sdma d’obtenirin vitro un grand nombre

d’embryons puis de plantules.

[ll. Démarche expérimentale et objectifs

1) Croissance et développementout d’abord, les travaux portant siir thalianaont pour
objectif d’établir si I'écotype Ws présente ou nome différence de sensibilité¢ au Cd par
rapport aux ecotypes plus frequemment étudiéseteurtout Col. Des mesures de croissance
ont donc été réalisées avec différentes concemsatien Cd (biomasses aérienne et

souterraine, longueur de la racine principale).

2) Approche biochimique.De plus, la littérature fait état du réle des pleyielatines dans la

tolérance a différents ETM dont le Cd. Ces moléculat donc été étudiées plus précisément
a travers la production des différents types detqathélatines, I'activité spécifique des

enzymes intervenant dans leur synthése et le nidéexpression des genes codant ces
enzymes. Ce travail a aussi pour but d’avoir vis@n globale de la régulation de la voie de
synthese des phytochélatines car la littératurdamne pas d’informations claires a ce sujet
(cet aspect sera abordé dans la partie « DiscuskidPour compléter cette étude, le Cd a
également été quantifié dans les parties aérieeinssuterraines afin de savoir comment est

réparti le Cd absorbé et si cette répartition difféntre les écotypes.

3) Approche transcriptomique. Par ailleurs, le suivi global de la régulationginome dA.
thaliana en réponse au Cd doit permettre didentifier lesies régulées au niveau
transcriptionnel. Les effets du Cd su. thaliana ont donc été suivis au niveau
transcriptomique a l'aide de microréseaux pangéques a oligonucléotides pour évaluer le
niveau d’expression de la totalité des géenes. Bite dapproche a déja été proposée mais dans
des conditions expérimentales différentes des aifuar tableau 12 page 108) et sur un autre

ecotype que celui que nous avons utilisé (Kovalatul., 2005 ; Herbettet al, 2006).

4) Développement d’'un modéle ligneuxUn autre objectif de la these était d’obtenir des
résultats préliminaires sur la phytoremédiation lear résineux, et plus précisément par le
meéleze hybride sélectionné pour l'étude. Le génalneméléze n’étant pas séquence,
I'utilisation de microréseaux a oligonucléotidegst’ pas envisageable pour cette espece. En

ce qui concerne les espéces ligneuses, peu deuxradacrivent les mécanismes
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d’accumulation du Cd ou d’autres ETM. La majorigsdéférences disponibles est en effet

souvent liée a la quantification des ETM dans ledfférgnts organes.
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MATERIELS ET METHODES

Les produits utilisés au cours de ces travaux tinaéhetés chez Sigma-Aldrich (Saint

Louis, Etats-Unis). Dans les cas contraires, le desfournisseurs sera préciseé.

|. Matériel végétal et traitements
1. Arabette de Thalius Arabidopsisthaliana (L.) Heynh) - écotype Wassilewskija (Ws)

La stérilisation des grainesAdlabidopsisthaliana écotype Wassilewskija se fait par
immersion des graines pendant 15 min dans 1 mLedadatution a 70 % d’éthanol contenant
0,01 % (p/v) de Triton X-100. Les graines sont @estncées 3 fois dans 1 mL d'éthanol
absolu puis déposées sur un filtre Whatfhdd (70 mm de diamétre) stérile pour laisser
evaporer I'éthanol. Les graines sont alors misegegmination sur un milieu synthétique B5
(Duchefa Biochemie, Haarlem, Pays-Bas). Ce milieomposé de sels minéraux et de
vitamines (Gamborgt al, 1968) est supplémenté en saccharose a 2 % §ugjé¢ a pH 5,8
et solidifié avec 0,6 % (p/v) d’agar (Difco, Dall&ats-Unis). Le milieu est autoclavé 20 min
a 120 °C puis refroidi avant d’étre coulé dans beies de Pétri carrées (12 cm de c6té).
Apres déepbt des graines, les boites sont enswetiass avec du parafilm et placées a 4 °C
pendant 2 jours avant d’étre posées verticalemerthambre de culture a 21 °C avec une
photopériode de 16 h. Aprés 7 jours, les plantsta® transférées sur un autre milieu de
méme composition avec ou sans cadmium. Le cadmstmagporté sous forme sulfatée
(CdSQ) a partir d'une solution mére a 10 mM préparéesdaa I'eau ultrapure et filtrée
stérilement. Aprés 7 jours sur ces nouveaux milidag plantes sont prélevées pour les
analyses. Pour les parameétres de croissance (l8emdengueur de la racine principale), les
expériences ont été réalisées sur 3 lots indép&ndamprenant chacun 5 plantules. Pour les
autres dosages, les expériences ont été realisee3 bts indépendants (le nombre de
plantules utilisées dépend des tests réalisésecaont des quantités de matiére fraiche ou
séche de départ qui sont prises en compte). Dés desgermination ont également été
réalisésn vitro sur des milieux contenant 0 a 500 uM de cadmiuss. domptages, effectués
au bout de 5 jours, correspondent pour chaque otiatien a la moyenne de 3 expériences

indépendantes avec 3 boites chacune (une boitenagmitenviron 200 graines).
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2. Méléze hybride Larix x eurolepis)

Le matériel de départ (lignée N23), sous forme dss® pro-embryogene, nous a été
gracieusement fourni par le Docteur Marie-Anne BEAalter de I'INRA d'Orléans. Le
meéleze hybride utilisé est issu du croisement etdrenéleze d’Europelarix decidua
(Miller), et le méleze du Japor,arix kaempferi (Lamb.). Les différentes étapes de
'embryogenese somatique sont illustrées sur laréd@1 et sont décrites dans la suite de ce

paragraphe.

Figure 21. Phases de développement de la masse pro-embryggsmeau développement de plantules de
méléze. A) masse pro-embryogene. B) Début de difféation aprés une semaine sur un milieu contedant
charbon actif. Les tissus apparaissant en rose feoist des suspenseurs. C et D) Embryons aprésabres sur
un milieu contenant de I'acide abscissique. E €lBhtules agées d’une semaine.

2.1. Phase de multiplication

Les masses sont dans un premier temps multipli¢asnsmilieu MSG (Becwaet al,
1990) pendant 7 jours. Le milieu MSG est composg @éments suivants dont les valeurs
entre parenthéses correspondent aux quantitéssa@esspour préparer un litre de milieu de
culture : glutamine (1,5 g), Ca£l2 H,O (0,44 g), Fer (0,04 g), MgS0O7 HO (0,37 g),
KH,PO, (0,17 g), KCI (0,74 g), KN©(0,1 g), myo-inositol (0,1 g), MNSOH,0 (16,9 mg),
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ZznSQ, 7 HO (8,6 mg), HBOs (6,2 mg), Ki (0,83 mg), acide nicotinique (0,5 mg)
pyridoxine HCI (0,5 mg), NéMoO,, 2 HO (0,25 mg), thiamine HCI (0,1 mg), CuisG HO
(0,025 mg), CoGl 6 H,0O (0,025 mg). Pour cette premiere étape d’embryeggnle milieu
MSG est supplémenté de saccharose a 2 % (p/v),2d@M d’acide 2,4-dichlorophénoxy
acétique (2,4-D) et de 2,3 uM de benzylaminopu(BAP). Le pH est ajusté a 5,8 et le
milieu est solidifié avec 0,8 % (p/v) de gelriteu@hefa Biochemie, Haarlem, Pays-Bas).

Les masses pro-embryogenes se présentent sousderpeits filaments blanchatres.
Une quantité de 100 mg de masse pro-embryogeneesrgée dans 30 mL de milieu MSG
sans hormone et secouée vigoureusement afin dex méparer les filaments. Le mélange est
filtré (a I'aide d’'une pompe aspirante) sur un Biehmuni d’'un disque de papier filtre stérile
Whatmar? 44. Le disque est ensuite déposé dans une boRétdescellée avec du parafilm,
laquelle est ensuite placée pendant une semaitdscurité dans une chambre de culture

maintenue a 25 °C.

2.2. Premiére phase de maturation

Les masses en prolifération sont ensuite transg@tmaintenues a I'obscurité a 25 °C
pendant une semaine sur un milieu de maturatiormiieu est un milieu MSG supplémenté
avec du charbon actif & 1 % (p/v) et du sacchaaddd % (p/v) et solidifié avec 0,8 % (p/v)
de gelrite. L'absence de facteurs de croissances a&n milieu permet le début de la
différenciation cellulaire. Ce processus est fa@rpar le charbon actif qui piege non
seulement les molécules sécrétées par les celjuliepourraient s’avérer toxiqgues (comme
des composés phénoliques) mais aussi les facteurgoissance encore présents dans les

masses pro-embryogenes (von Aderkiaal, 2001).

2.3. Seconde phase de maturation et développememiscembryons

Les masses en début de différenciation sont enstdtesférées et maintenues 5
semaines sur un milieu MSG contenant 60 UM d’aaldscissique (ABA), 2 uM d’acide
indole butyrique (AIB) et du saccharose a 6,84 %)(fde milieu est solidifié avec 0,6 %
(p/v) de gelrite. Les boites de Pétri scellées ptactées en chambre de culture a 25°C avec
une photopériode de 16 h et recouvertes d'uneldedid papier (semi-lumiére). L’ABA
favorise I'accumulation de réserves et inhibe langeation trop précoce des embryons,
mimant ainsi le processus de maturation des embryggotiques (von Aderka al, 2001).

Au bout de 4 semaines, les embryons sont « matueepréts a germer.
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2.4. Phase de germination et traitement au cadmium

Les embryons sont transférés sur un milieu MSG Iéopgnté de saccharose a 3 %
(p/v). L'absence d’ABA dans ce milieu leve la domoa et favorise donc la germination. Les
boites carrées (12 cm de c6té) sont placées etigposerticale en chambre de culture a
25 °C avec une photopériode de 16 h de lumierehed’8bscurité. Au bout de 4 semaines, les
plantules sont transférées sur un autre milieu éenencomposition contenant ou non du

cadmium. Les plantules sont prélevées pour analysss une semaine d’exposition au métal.

[I. Activités enzymatiques
1. Extraction et dosage des protéines

Une quantité de 500 mg de matiére fraiche de racmede parties aériennes est
broyée au mortier a 4 °C dans 1 mL de tampon dieiitn composé de 100 mM de TRIS-
Base a pH 8, 10 mM de Mg&ét 5 mM d’acide éthyléne diamine tétra-acétiqueTB). Le
broyat est centrifugé a 4 °C pendant 15 min a 18 @(Quis le surnageant est ultrafiltré
pendant 2 h & 4 °C et 4 0@0avec un systéme CentricbiYM-3 (Amicon Bioseparations,
Millipore Corporation, Etats-Unis). Ce systéme @us un réservoir (partie supérieure de
dépbt de I'échantillon) et un tube de filtratioraffpe inférieure) séparés par une membrane de
cellulose dont les pores ont un seuil de coupuBkda. A la fin de la centrifugation, le
rétentat (200 uL), qui contient alors les moléculies plus de 3 kDa (dont les protéines
d’intérét), est récupére par retournement du rése(fermé par un tube de récupération) et
centrifugation pendant 2 min a 590t a 4 °C. Le volume est ensuite ajusté a 1 mic &ve

tampon d’extraction.

Le dosage est réalisé avec le réactif Bio-Rad Profssay (Bio-Rad, Munich,
Allemagne) selon le protocole fourni par le fabnicadJn volume de 5 puL d’extrait protéique
est mélangé au vortex a 5 pL d’'HCI 0,1 M, 40 uLad'istillée et 1,75 mL de réactif
préalablement dilué 4 fois dans de l'eau distilldpres 5 min d’'incubation a température
ambiante, la DO est lue a 595 nm a l'aide d’'un sppbotomeétre (Uvikon 942, Kontron
Instruments, Allemagne). Une gamme d’étalonnageésdisée avec de I'albumine de sérum
bovin de 0 &5 mg. it
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2. Activité yglutamylcystéine synthétase (EC 6.3.2.2)

Le réactif utilisé (800 pL) est composé de 100 mMacide N-[2-
Hydroxyéthyl]piperazine-N’-[2-éthane sulfonique] ERES) a pH 7,5, 150 mM de NacCl,
20 mM de MgC}4, 5 mM d’ATP, 2 mM de phosphoénol pyruvate, 10 mdlcgstéine, 20 mM
de glutamate, 0,2 mM de NADH, 5 unités de pyrukatase de muscle de lapin et 10 unités
de lactate déshydrogénase de type Il de musclepile (Jezet al, 2004). La réaction débute
avec l'ajout a température ambiante de 75 pg défipes dans du tampon d’extraction
(200 pL). La DO est lue au spectrophotometre ar8dQUvikon 942, Kontron Instruments,
Allemagne) a T =0 min et T =5 min. La diminutida la DO correspond a la consommation
de NADH pour régénérer 'ATP nécessaire a l'aotivite 'enzyme testée. Elle est donc
proportionnelle a la quantité dglutamylcystéine formée. Une gamme étalon est s@ali
avec du NADH de 0 a 2 uM. L’activité enzymatique&dgfique est exprimée en nmoles de

yglutamylcystéine formée par min et par mg de pnetei

3. Activité glutathion synthétase (EC 6.3.2.3)

Le réactif utilisé (800 pul) est le méme que le pdEmt a I'exception du remplacement
du glutamate et de la cystéine par 10 mM de glyein2,5 mM deyglutamylcystéine (Jez et
Cahoon, 2004). Le mode opératoire est similairelai décrit dans le paragraphe précédent.
La diminution de la DO a 340 nm est inversemenpertionnelle a la quantité de glutathion

formée. L'activité est exprimée en nmoles de ghitat formé par min et par mg de protéines.

4. Activité phytochélatine synthase (EC 2.3.2.15)

Le protocole d’extraction des protéines est idergigq celui utilisé pour mesurer les 2
activités enzymatiques précédentes hormis le tangbexiraction composé de TRIS-Base
100 mM a pH8 contenant 2 mM de dithiothréitol (DTUne quantité de 100 pg de protéines
(dans 200 pL de tampon d’extraction) est mélangée 300 pL de réactif composé de TRIS-
Base 200 mM (pH 8), DTT (2 mM), glutathion (10 mbt)cadmium (1 mM) (Clemeret al.,
1999). Ce mélange est incubé a 35 °C au bain-rpaneant 1 h puis la réaction est arrétée
avec 500 pL d’acide 5-sulfosalicylique (ASS) a 5 (pév) contenant 6,3 mM d’acide
diéthyléne triamine penta-acétigue (DETAPAC), urélateur de cations. Les tubes sont
centrifugés a 13 00 et 4 °C pendant 30 min. Le surnageant est enbufhilisé, repris
dans 100 pL d’ASS a 5 % (p/v) contenant 6,3 mM &3 BRPAC puis filtré (filtres 0,22 pum).
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Les échantillons sont alors analysés par chromapbgg liquide a haute pression (HPLC)

pour doser les phytochélatines synthétisées (lmgote est décrit au paragraphe Il1.2).

[Il. Dosage des groupes thiols
1. Extraction et dosage des groupes thiols totawon protéiques

Ce dosage est une estimation rapide et globaletldets. Il ne permet pas de
différencier le glutathion, ses précurseurs (cystéet glutamylcystéine) et les différentes
formes de phytochélatines.

Une quantité de 500 mg de matiere fraiche (racngsarties aériennes) est broyée au
mortier a 4 °C avec 1,5 mL de tampon d’extractiomposé d’ASS a 5 % (p/v) et 6,3 mM de
DETAPAC. Les extraits sont ensuite centrifugés 208 g pendant 30 min a 4 °C. L'ASS
permet de précipiter les protéines et de conseda®s le surnageant les groupes thiols
d’acides aminés libres (cystéine) et doligopemidéglutamylcystéine, glutathion,

phytochélatines).

Le dosage des thiols totaux est obtenu en mélah§6aul de surnageant avec 20 pL
de triéthanolamine a 25 % (p/v) pour neutralisacilité, 620 uL de tampon phosphate de
potassium a 0,1 M (pH 7) et 50 pL d’acide 5,5-aiths-2-nitro-benzoique (DTNB) a 10 mM
dans du tampon phosphate. Le DTNB oxyde les grotifiets pour donner du 5-thio-2-
nitrobenzoate, un composé jaune dont la DO est mdesau spectrophotometre (Uvikon 942,
Kontron Instruments, Allemagne) a 412 nm apres 12 tdhe gamme de cystéine est réalisée
de 0 a 200 pM. Les résultats sont exprimés en rsmbdegroupes thiols par g de matiére

fraiche.

2. Extraction et dosage par HPLC

Une quantité de 1 g de matiére fraiche (racineparties aériennes) est broyée au
mortier a 4 °C avec 1,5 mL de tampon d’extraciomposé d’ASS a 5 % (p/v) et 6,3 mM de
DETAPAC. Les extraits sont centrifugés pendant 3@ a4 °C et a 13 00§. Le surnageant
est ensuite lyophilisé puis repris dans 100 pLaskepion d’extraction. L’extrait est a nouveau
centrifugé pendant 30 min a 4 °C et a 13 @is le surnageant est filtré (filtres 0,22 pum) et
analysé par HPLC.
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Un volume de 25 pL d’échantillon est injecté dang golonne Hypersil ODS C18
(250 mmx 4,6 mm, taille des particules 5 um ; A.L.T. Chrémdarance). L'HPLC est reliee
a un ordinateur qui pilote le programme de séparadiu glutathion et des phytochélatines
grace au logiciel Chromele8rChromatography Management System, version 6,5ngXio
Corporation, Californie, Etats-Unis). Le glutathiehles phytochélatines sont €lués pendant
40 min & un flux de 0,5 mL. minpar un gradient linéaire d’acétonitrile de 0 a%Qv/v)
dans de l'acide trifluoroacétique (TFA) a 1 % (v colonne est ensuite nettoyée pendant 5
min avec 20 % d’acétonitrile dans 0,1 % de TFA @gsilibrée 15 min avec du TFA a 0,1 %
avant une nouvelle injection. Les fractions de @5 récupérées en sortie de colonne sont
mélangées a température ambiante avec 0,5 mL def @@mposé de 75 uM de DTNB dans
0,2 M de tampon phosphate de sodium a pH 8,5. LaeBtfnesurée au spectrophotometre
(Uvikon 942, Kontron Instruments, Allemagne) a 4&éh apres 2 min. Une gamme
d’étalonnage est réalisée avec des standards decpBlatines (PC2, PC3 et PC4) fournis
gracieusement par le Professeur Zenk (Université&iMauther, Halle, Allemagne) et du
glutathion. La quantité de glutathion et de phytdatines est exprimée en nmoles de groupes
thiols par g de matiére fraiche (pour la quantifmades phytochélatines et du glutathion) ou

par min et par mg de protéines (pour I'activité folchélatine synthase).

IV. Dosage de la proline

Une quantité de 500 mg de matiere fraiche (racingsarties aériennes) est broyée au
mortier a 4 °C avec 1,5 mL d’ASS a 5 % (p/v). Ledrats sont ensuite centrifugés a
13 000g pendant 15 min a 4 °C.

Le dosage est réalisé en mélangeant 200 pL degaantavec 800 pL de réactif
composé de ninhydrine a 1 % (p/v) dans de l'acickgtigue a 60 % (v/v). Les tubes sont
incubés au bain-marie a 100 °C pendant 20 mingickéra 4 °C, puis le contenu est mélangé
énergiquement avec 1 mL de toluéne. Les tubeslaisses au repos au moins 4 h avant de
prélever la phase supérieure (contenant la profwoe) une lecture au spectrophotométre a
520 nm. Une gamme étalon de proline est réaliséeade,4 mM et les teneurs en proline sont

exprimées en umoles de proline par g de matierehiza
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V. Dosage du cadmium

Les parties aériennes et les racines sont séchiégsivée a 60 °C pendant 72 h puis
réduites en poudre au mortier. Une quantité deri@@e matiere seche est ensuite utilisée
pour la minéralisation. La matiére seche est mélarig5 mL d’acide nitrique a 69 %. Apres
dégazage de l'acide pendant environ 15 min, lesardilons sont passés dans un
minéralisateur a micro-ondes (Multiwave 3000, AnRaar, France) selon un mode opératoire
recommandé par le fabricant et optimisé pour néttele. Le programme de température
utilisé est le suivant : augmentation de la tenpéeade 0 & 200 °C pendant 20 min, maintien
a 200 °C pendant 10 min puis refroidissement par@iamin.

Le cadmium en solution est dosé par spectrométaiesdrption atomique a flamme
(Varian SpectrAA 220, Varian, France) avec une ftamair/acétyléne oxydante et une
gamme d’étalonnage comprise entre 100 et 800 flgLdrsque la concentration en cadmium
est inférieure & 100 pg.”'L(limite de détection de I'appareil), le métal ekisé par
spectrométrie d’absorption atomique a four grapf\fi@ian SpectrAA 880Z, Varian, France)
avec un four & tube de graphite avec plateformemaodificateur PAN® a 1g. LI et une
correction « effet Zeeman ». La gamme d’étalonrlgeadmium est alors comprise entre 10
et 80 pg. . Pour les 2 spectrométres, lintensité de la lamgtede 4 mA et la longueur

d’onde pour le cadmium est de 228,8 nm.

VI. Utilisation des microréseaux a oligonucléotides
1. Extraction des ARN totaux

Les parties aériennes ou les racines sont rédentgmudre au mortier dans de l'azote
liquide. Une quantité de 100 mg de poudre est h@méigée avec 1 mL de TRIzol®
(TRIzol® Reagent, Invitrogen Life Technologies, istbnis) a température ambiante pendant
15 min. A ce mélange sont ajoutés 0,2 mL de chtomoé. Les tubes sont ensuite agités
vigoureusement, incubés a 30 °C pendant 3 minqangifugés a 4 °C et 12 0@0pendant
15 min. La phase aqueuse supérieure (0,6 mL) cantdes ARN est mélangée avec 0,6 mL
d’isopropanol. Apres une incubation de 10 minut@® &C, les tubes sont centrifugés a 4 °C
et 12 000g pendant 10 min. Le surnageant est éliminé puulet contenant les ARN est

lavé deux fois avec 1 mL d’éthanol a 70 %. Entraqeie lavage, le culot est précipité par
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centrifugation a 7 000 g et 4 °C pendant 5 min.cuit est ensuite séché sous vide puis

solubilisé dans 20 pL d’eau stérile contenant 0,86 de diéthylpyrocarbonate.

2. Visualisation des ARN totaux sur gel d’agarose

La migration des ARN totaux (2 pL par échantill@s) réalisée sur des gels de 100
mL composés de TRIS-Base (4,84 {)Ld’acide acétique & 90 % (1,268 mI*)Ld’EDTA
(744 mg. [Y) et de 0,8 g d’agarose (Invitrogen Life TechnotsgiEtats-Unis). Le mélange
est chauffé jusqu’a dissolution de l'agarose pujsL2de bromure d’éthydium sont ajoutés.
Lorsque le gel d’électrophoréese est coulé et dmidies ARN totaux sont déeposés dans des
puits et la migration est réalisée pendant 10 nHO@YV. Les ARN ribosomiques (28S et 18S)

sont visualisés sous UV et photographiés.

3. Dosage des ARN totaux par Agilent 2100 Bioanalge

Les ARN totaux (1,5 pL) sont traités selon le peote fourni par le kit RNA 6000
Nano Assay (Invitrogen life technologies, Invitrog@orporation, Californie, Etats-Unis). Les
échantillons d’ARN sont marqués au fur et a meslgdeur séparation par une molécule
fluorescente (cyanine 5) qui est détectée par lenrer 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Etats-Unis). La qualité et la quanttes ARN sont déterminées grace au
logiciel « 2100 Expert Software » (Agilent Techngiles, Etats-Unis).

4. Présentation et préparation du microréseau a @onucléotides

Le microréseau est constitué d’'une lame de veomsurerte de SuperAmine (Corning,
USA) sur laquelle sont fixés sous forme de spotss dligonucléotides de 70-meres
spécifiques des 26 090 geneadibidopsisthaliana (High Density DNA microarray Qiagen-
Operon Arabidopsis Genome Oligo Set, Allemaghey microréseaux ont été achetés aupres
du Docteur Galbraith (Université d’Arizona, Etatsit} galbraith@arizona.edu) et peuvent se
conserver a I'abri de la lumiere a température antbi pendant un an. Au moment de leur
utilisation, il est nécessaire de traiter les lanad® de fixer de facon covalente les
oligonucléotides sur le support. Ce traitement it@sen une succession de trois cycles
d’hydratation réalisés a la vapeur d’eau a 65 °€e( et 50 °C (10 sec) et en une fixation par
rayonnement ultraviolet d'une énergie de 120 miia par le « cross linker » (Stratalinker,

Amersham Biosciences, Grande-Bretagne).
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5. Marquage des ARN messagers et hybridation desntees

Les ARN totaux (5 ug par échantillon) sont tragéson le protocole fourni par le kit
ProntoPlus System 4 (Promega Corporation-corning Incorporaitats unis). Ce traitement
consiste en la synthése d’ADN complémentaires gomt smarqués avec des N-
hydroxysuccinimidyl(NHS) esters deyanine3 (Cy3) ou cyanine5 (Cy5) directement aimpar
d’ARN totaux (figure 22). L'utilisation de ces deuluorochromes permet de marquer
differemment deux populations d’ADNc, c'est-a-diree population témoin et une autre

résultant d’un traitement particulier (ici, I'exptgn au cadmium).

- Sog- -OGSWSOE-
O = O -
Jr = o " O /JN+ = = B N O
0
o] 0—~N 0 0—N

© Cy3 © Cy5

Figure 22. Formules semi développées des NHS esters de egmBnet 5 (http://www.pasteur.fr/ip/
easysite/go/03b-000011-018/recherche/plates-fotewmiologiques/technopole-de-l-institut-pasteurdgete/
pf/pf2-puces-a-adn/protocoles).

Les enzymes, les amorces (oligo dT), les marquiBuosescents et les différentes
solutions d’élution et de lavage sont fournis aledit. Les oligo dT s’hybrident sur les
gueues poly A des ARN messagers et servent d'amoacda polymérisation par la
transcriptase inverse. L’ADNc obtenu et marqué imeau des cytosines, est purifié avec un
kit de purification d’ADNc (Amersham Biosciencesra@de-Bretagne). Un contrdle de la
synthese d’ADNCc et de l'incorporation des cyaniassréalisé apres purification de '’ADNc
marqué. Il consiste a mesurer I'absorbance ou t#engtique (DO) et a calculer la quantité
d’ADNc marqué (ng) et de cyanine incorporée (pm@ps quantités servent ensuite a
calculer la fréequence d’incorporation (FI) des agas a 'ADNc (nombre de nucléotides
marqués par 1 000 nucléotides d’ADNCc). La DO dddMc est mesurée a 260 nm, celle de la
cyanine 3 a 550 nm et celle de la cyanine 5 a 680Les quantités requises par le fabricant
pour une hybridation optimale sont indiquées dansableau 13. L’ADNc entrant dans la
gamme des fréquences d’incorporation est ensuitange a la solution d’hybridation,
laquelle est réalisée selon le protocole fourncdeekit. Le mélange d’hybridation est ensuite

déposé entre lame (portant les oligonucléotidedaratlle afin qu'il s’hybride aux sondes

77



oligonucléotidiques. Afin d’éliminer les liaison®m spécifiques, les lames sont lavées avec

les trois solutions de lavage fournies avec I@Ulis scannées.

Tableau 13.Fréquences d’incorporation de 'ADNc et quantiiéscyanines requises pour un échantillon initial
d’ARN totaux de 5 ug.

Quantité d’ADNc | Quantité de cyanine Fréquence

(ng) incorporée (pmol) | d’incorporation

Cyanine 3 1200 -2 400 100 - 170 20 - 35
Cyanine 5 900 - 2 400 45 -120 12 - 25

Les quantités d’ADNc marqué et de cyanines inca@psisont calculées a partir des équations
suivantes :

Quantité d’ADNc marqué (ng) = D nmx 37 x volume total (uL).

Quantité de Cy3 incorporée = [49nmx volume total (uL) / 0,15.

Quantité de Cy5 incorporée = [¥9nmx volume total (uL) / 0,25.

La fréquence d’incorporation (FI) de chaque cyanas¢ calculée a partir de I'équation
suivante :

Fl= quantité de cyanine incorporée x 324,5 / qe@ntfiADNCc (ng).

6. Analyse des données

6.1. Obtention de I'image

Le scanner (MWG SA Biotech, France), couplé a uotghultiplicateur (PMT),
contient deux lasers qui permettent d’exciter lesixdcyanines a des longueurs d’onde
différentes : 532 nm pour la Cy3 et 635 nm pou€i®. Celles-ci absorbent alors I'énergie
émise par le laser et émettent des photons quicsqiés par le PMT. Les longueurs d’onde
d’émission sont de 568 nm pour la Cy3 et de 668paor la Cy5. Le PMT convertit les
photons en signal électrique et amplifie ce derrlierrésultat est obtenu sous forme d’'une
image constituée de spots dont lintensité lumieeast proportionnelle a l'intensité de
fluorescence incorporée. Les images traitées pagleiel GSM 418 Array Scan (MWG SA
Biotech, France) sont superposées et directemenaligées : en vert pour le marquage a la

Cy3, en rouge pour le marquage a la Cy5 et en jpaneles deux marquages.
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6.2. Traitement des données

Les images sont ensuite traitées a l'aide du lebiGenePix (Molecular Devices,
Etats-Unis). Elles sont superposées (cyanine $agtice 5) et le logiciel définit une grille qui
prend en compte le diamétre des spots (160 pnaistance entre les lignes et les colonnes
(160 um) et le nombre total de spots. Ainsi en canaupt les deux conditions (témoin et
traitement au cadmium), une image est obtenue de®spots éclairés en 65 535 niveaux de
gris et qui sont visualisés artificiellement entvarle géne du lot marqué a la cyanine 3 est
davantage exprimé, en rouge si le gene du lot néaiida cyanine 5 est davantage exprimé ou

en jaune lorsque le gene est exprimé de maniéitasedans les deux lots compares.

Le logiciel GenePix fournit un tableau regroupaes données brutes qui comprend 57
colonnes correspondant aux différents parametressplets (intensités, bruits de fond, ratio
d’expression, ...) et 31 240 lignes correspondant gares précédés d'une annotation
concernant leur fonction. Le nombre de lignes (3D)2est supérieur aux 26 090 géenes
d’Arabidopsis thalianaar plusieurs spots servent de controles :

- certains oligonucléotides sont représentés esiqalts exemplaires sur la lame,

- certaines cases sont notées comme vides car damucléotides fixés (contrble
d’hybridation non spécifique),

- certaines cases présentent des oligonucléotidgsonvant pas s’hybrider avec des génes

d’arabette car ils sont spécifiques d’autres espbimogiques (spots notés « alien »).

Les résultats sont normalisés par rapport a la anédd’'intensité de chaque cyanine
pour I'ensemble des spots de la lame. Le logicenh€Rix permet ensuite d’éliminer les spots
non exploitables en attribuant des codes (« flagus) code O indique que le spot est validé
pour la suite de lI'analyse et les codes 25, 7508tifidiquent que les données ne sont pas
exploitables pour différentes raisons : case viael€ 25), spot non détecté (code 75) et spot
non validé (code 100) pouvant étre lié a un breitfehd fort, une mauvaise hybridation...
Apres élimination des spots incorrects, ceux pesgulels les intensités de marquage sont
inférieures a 300 sont éliminés car cette valeticessidérée comme le niveau minimal de
validité (Lin, 2004).

Dans la littérature, les génes surexprimés ou guire€s d’au moins un facteur 1,5 ou
2 sont considérés comme réellement modifiés pgoora@ la condition de référence, laquelle

correspond ici aux plantules non exposées au cadmilous avons fixé le seuil a 1,5 pour
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'analyse (Kovalchulet al., 2005 ; Liuet al, 2009). Les résultats obtenus correspondent a la
moyenne de 4 expériences d’hybridation différeptas les racines et autant pour les parties
aériennes. Dans les deux cas, ces 4 expériencasmrent de deux expériences biologiques
indépendantes. Pour chaque expérience biologiague; ohicroréseaux ont donc été utilisés :
'un apres avoir marqué le lot témoin a la cyarBnet le lot traité au cadmium a la cyanine 5
et 'autre en réalisant le marquage inverse. Gagtaarche évite ainsi d’éventuelles erreurs
d’interprétation dues a une incorporation de déphls importante d’'une cyanine (Cy3) par

rapport a l'autre.

VII. RT-PCR gquantitative en temps réel
1. Rétro-transcription

La rétro-transcription des ARN est effectuée aeckitl High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Etats-Ungslon le protocole du fournisseur, a partir
de 1 pg d’ARN totaux (extraits de la méme maniare tps ARN totaux utilisés pour les

microréseaux a oligonucléotides).

2. PCR quantitative en temps réel

2.1. Test d’efficacité des amorces et amplification

Les séquences d’amorces des genes d'intérét etgelees constitutifs ont été
sélectionnées grace au logiciel Primer Expfég#\pplied Biosystems, Etats-Unis) et sont
présentées dans les tableaux 14 et 15. Les gensstatifs permettent la normalisation des

résultats. lls ont été choisis parmi ceux proppséfRemanst al. (2008).

Tableau 14.Génes d'intéréts, séquences des amorces etdasl@roduits amplifiés (en nombre de paires de
bases).

Protéine codée Locus Amorce sens (5'-3) Amorce @gsens (5'-3") Taille o!u_ ,produn
amplifié (pb)

Phytochélatine | 15044070 | TGCTGCTGCAAAGGCTTGT GACCTTTGATGCATTTCACGC 101
synthase 1 PCS1
Phytochélatine | 11 13980 | GTTGCGAGCCGCTTGAAATA | TGTGCGGAAAGCTTCGACTT 101
synthase 2 PCS2
Glutamylcystéine | 4153100 | TCAGGAAGTTTCGTGCTGGTC | CATGCTGAGAAATCCGTTTGG 101
synthétase GSH1
Glutathion

! At5g27380 | TGGTGCTTACCTCAGGAGCAA | TCCAAAACCAGCTGCAACG 112
synthétase GSH2
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Tableau 15.Génes constitutifs, séquences des amorces et daili produits amplifiés (en nombre de paires de

bases).
Protéine . . . Taille du produit
codée Locus Amorce sens (5’-3’) Amorce antisens (5'-3’) amplifié (pb)
protéine a At5g15710 | TTTCGGCTGAGAGGTTCGAGT | GCACAACCGGAAATCCAAGAC 124
domaine F-Box
Protéine de

: At5g08290 | GTTGATCAGTCGATTCTGGCC | AACAGACGCAAGCACCTCATC 105
mitose YLS8
Protéine de 1a | 158390 | CGCTCAGGCCTTTTTGCAT AGGCGTACCCTGCAATCTTTG 114
famille SAND

La PCR quantitative en temps réel est effectués daa plaques de 96 puits (Applied
Biosystems, Etats-Unis). Dans chaque puits ests#épa mélange constitué de 0,7 pL de
chaque amorce (sens et anti-sens) a 7,5 pmdl, 5 pL de solution tampon contenant du
SYBR Greeff (SYBR Greefi PCR Master Mix, Molecular Prob@s Invitrogen Life
Technologies, Etats-Unis), 2,35 pL d'eau ultra pate5 uL de I'échantillon d’ADNc a
Le [2-[N-(3-diméthylaminopropyl)-N-propyhino]-4-[2,3-dihydro-3-méthyl-
(benzo-1,3-thiazol-2-yl)-méthylidéne]-1-phényl-geiimium]* ou SYBR Greefi, est un agent

analyser.

intercalant se liant aux acides nucléigues doubte (figure 23). L'intensité de fluorescence
émise par cette molécule est proportionnelle a dantité d’ADNc et donc au niveau

d’expression des genes étudiés.

Figure 23. Formule semi développée du SYBR Gfeefttp://www.com.univ-mrs.fr/PRECYM/spip.php?
article24).

Pour chaque couple d’amorces, 5 dilutions d’ADNt é# testées (104 10° M). La
plaque est scellée a I'aide d'un film plastique,ctntenu de chaque puits est mélangé au
vortex et le tout est centrifugé pendant quelgeesrsdes a 10 00f) Les ADNc sont ensuite
amplifiés par PCR dans un détecteur de séquen@®KIM Fast Real-Time PCR System,
Applied Biosystems, Etats-Unis) relié a un logiaéhnalyse (logiciel SDS 2.2.2., Applied
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Biosystems). La dilution offrant une meilleure e#tité pour I'ensemble des génes{M) a
été retenue pour I'amplification. Les conditionscgeles d’amplification sont : 95 °C pendant
10 minutes (dénaturation initiale) puis 40 cyclesnprenant chacun 15 sec a 95 °C puis

1 min a 60 °C (hybridation et élongation).

2.2. Traitement des données

Les résultats obtenus sont traités avec un secogididl (Real-Time StatMiner,
Integromics) et exprimés en Ct (Cycle Threshold)squnt les valeurs de cycle correspondant
au dépassement du signal seuil. Il existe uneigaldinéaire entre la quantité de molécules
cibles présentes initialement dans I'échantilloteeCt obtenu. L'analyse des résultats par le
logiciel Real-Time StatMiner pour les genes coosfg a conclu a la sélection du gene
SAND comme référence la plus stable pour la s @hlculs. Par ailleurs, les formules de
calcul nécessitant un calibrateur, nous avonssétigs valeurs fournies par les feuilles témoin
pour I'exploitation des calculs sur les lots deimas et les valeurs des racines témoins pour
les calculs sur les lots de feuilles.
Les formules de calculs sont les suivantes :

Valeur du géne d’intérét =-§t géne intérét - Ct calibrateur)

Valeur du géne de référence < reference - Ct calbrateun)

Facteur d’induction = valeur du gene d’intérétleva du gene de référence.

Les valeurs obtenues pour les témoins ont enstétaainenées a 1 (moyenne de
normalisation) et celles pour les échantillonstésiau cadmium ont été modifiees en

conséquence (Herbet¢ al, 2006).

VIII. Analyses statistiques
Le traitement statistique des différentes donné&e &ffectué a partir du logiciel libre
PAST (PAeontological_Satistics, http://folk.uio.no/ohammer/past) dévelé@u départ pour

la paléontologie mais utilisé depuis dans de noogae disciplines.
Les résultats ont été traités par analyse de lan@ a un facteur (one-way ANOVA)

et par un test de Tukey (pour la comparaison deepaie moyennes) avec un seuil de

confiance de 95 % (g 0,05).
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Pour les microréseaux a oligonucléotides et la RRRjuantitative en temps réel, un
testt (avec un seuil de confiance de 95 %) a été effeplar rapport a la moyenne de

normalisation.
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RESULTATS

|. Effet du cadmium sur la croissance et le dévelgement

1. Effets sur la germination dArabidopsisthaliana

Les tests de germination réalisés sur des mili@ntenant 0 & 500 uM de cadmium
montrent une diminution du taux de germination@mcfion des concentrations croissantes en
métal (figure 24). La diminution du taux de gerntioa est significative a partir de 100 uM
de cadmium avec une germination de 47,7 % desagaontre 83,8 % pour le témoin. Avec
500 uM de cadmium, le taux de germination chuté,8 %.
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Figure 24. Taux de germination des graines en fonction dmieentration en cadmium du milieu aprés 5 jours
d’exposition. Les moyennes (indiquées en haut diglae) correspondent a 3 expériences indépensiaviec 3
boites chacune contenant environ 200 graines. lysaatatistique a été réalisée par analyse darlance a un
facteur (one-way ANOVA) et par un test de Tukeys lettres différentes entre deux moyennes corraspura
une différence significative (g 0,05) et n.s. correspond a une différence norifgigtive.

Les graines ayant germé sur des milieux enrichisagimium ont cependant généré
des plantules avec un développement ralenti loréggieoncentrations augmentent (figure
25). En effet, a partir de 100 pM la surface desllés est visiblement réduite et une
concentration de 500 uM n’engendre plus que I'éererg d’'une radicule pour les 16,6 % de

graines ayant germé. Un maintien des boites 5 pupplémentaires en chambre de culture ne
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permet pas aux graines ayant germé sur 500 uM dimicen de développer des organes
aériens. De plus, a partir de 300 uM, les feuiiesduites sont plus claires, ce qui suggere
une diminution de la production de chlorophylle$ @ une altération des pigments produits.
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Figure 25. Germination en fonction de la concentration enngach (en uM) du milieu aprés 5 jours de
traitement. Les barres d’échelle correspondent 2 5enm.

La germination de graines directement sur milieticehen cadmium montre que : 1)
le taux de germination ainsi que la surface detidsudiminuent de maniere dose-dépendante
a partir de 100 pM, 2) la teneur en chlorophyllesisle réduite a partir de 300 uM, 3) les
guelques plantules ayant germé avec 500 uM de cadmie produisent pas de parties

aériennesPour la suite des expériences, nous avons donsférandes plantules, et non plus
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des graines, sur différents milieux enrichis enntiaidh afin de voir si ces plantules étaient

capables de tolérer de plus fortes concentratiomaédal.

2. Effets sur la croissance et le développementAtabidopsisthaliana

2.1. Détermination de la dose létale

Dans un premier temps, quatre concentrations emicad (0,5, 1, 2 et 5 mM) ont été
testées de maniere a déterminer la dose létalalesurplantules dgées d'une semaine et
transférées sur cadmium. Avec 0,5 mM de cadmiumsiittace foliaire est visiblement réduite

par rapport au témoin mais les feuilles restertiegeffigure 26).

Concentration en cadmium (mM)
0 05 1 2 5

Figure 26. Effet du cadmium sur la croissance de plantuleéefgl’'une semaine et transférées pendant une
semaine sur un milieu enrichi en cadmium (de hv@\g.

Au-dela de cette concentration, I'exposition auahptovoque une dépigmentation de
plus en plus forte. Les feuilles ont en effet uodokation verdatre & 1 mM et deviennent
totalement blanches a partir de 2 mM. Le nombréediles produites diminue également. En
effet, au moment du transfert sur de nouveaux milides plantules possédent 2 feuilles.
Aprés une semaine supplémentaire, le nombre ddéldsuést de 8 chez les témoins mais

seulement de 6 pour les plantules traitées ave@w®,3 mM de cadmium. A des doses
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supérieures en métal (2 ou 5 mM), le nombre ddlésun’est plus que de 3 ou 4, ce qui

indique un fort ralentissement de croissance &bdganogénéese foliaire.

Le systéme racinaire est aussi perturbé de manisiele dés le traitement avec
0,5 mM de cadmium (figures 26 et 27). En effetplegueur de la racine principale est réduite
d’'un facteur 3 par rapport aux témoins et les exisecondaires sont beaucoup plus petites.
Au-dela de 1 mM de cadmium, les plantules ne ptéserplus qu’'une racine principale
visible dont la longueur n’est pas significativemelifférente de celle des plantules au
moment du transfert. Un traitement au cadmium sepépu égal a 1 mM provoque donc un

arrét de croissance de la racine principale.

1,2 5,3 1,8 1.3 1.3 1,3

_}b
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principale (cm)

O B N W » 01 O
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Figure 27.Effet du cadmium sur la longueur de la racine @pale de plantules agées d’'une semaine (en blanc)
et transférées pendant une semaine sur milieuhgéreic cadmium (en gris). Les résultats corresponédela
moyenne (indiquée en haut de la figure) de 3 egpéds indépendantes réalisées chacune avec 5splante
L'analyse statistiqgue a été réalisée par analysla dariance a un facteur (one-way ANOVA) et partest de
Tukey. Les lettres différentes entre deux moyemoesespondent a une différence significative: (,05).

Au bout d’'une semaine de traitement au cadmiurdpke |étale pour les plantules se
situe donc vers 1 mM. En effet, a partir de cetmcentration, les plantules ont une
croissance stoppée au niveau de leur racine palecgont la longueur moyenne est similaire
a celle des plantules au moment du transfert. Dg, s feuilles perdent leur pigmentation,
ce qui traduit une altération forte du contenu klorophylles et par conséquent de l'activité
photosynthétique.
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2.2. Sélection de la concentration maximale

Les plantules présentant des dommages sévéregiadearl mM de cadium, une
gamme de concentrations inférieures allant de 00&.8V de cadmium a donc été testée afin
de déterminer la concentration maximale en métalpgumet la survie de la plante sans
entrainer de fortes altérations foliaires ou unkibition du développement des racines

secondaires.

2.2.1. Croissance des parties aériennes

A 50 et 100 uM de cadmium, les feuilles ont un d#Hyegement similaire a celui des
plantules témoins comme le montre la figure 28pkaée des masses fraiches confirme ces
observations car les différences par rapport amnoités ne sont pas significatives (figure 29).
Par contre, la masse fraiche diminue avec des ntratiens supérieures : elle est réduite
d’environ 40 % avec 200 uM de cadmium et de maitiéc 500 uM. Cette diminution peut
s’expliquer par la réduction de la surface foliaaiasi que le nombre de feuilles & partir de
400 uM (figure 28).

50 uM 100 uM 200 pM 300 pM 400 pM 500 p

Figure 28. Croissance et développement des plantules aprésamaine sur milieu contenant 0 & 500 uM de
cadmium. Les graines ont été préalablement miggsrraer pendant une semaine sur un milieu sans gadmi
puis les plantules ont été transférées sur desuwiltontenant ou non le métal.
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Figure 29. Effet du cadmium sur la masse fraiche des paréieéermes de plantules agées d’'une semaine (en
blanc) et transférées pendant une semaine sumngifischi en cadmium (en vert). Les résultats gpoadent a

la moyenne (indiquée en haut de la figure) de ¥ee&pces indépendantes réalisées chacune sur eplan
L'analyse statistique a été réalisée par analysia dariance a un facteur (one-way ANOVA) et partest de
Tukey. Les lettres différentes entre deux moyemoesespondent a une différence significative: (,05).

2.2.2. Croissance racinaire

2.2.2.1. Biomasse

Les pesées de masse fraiche du systeme racine@entequ’'en présence de 50 ou
100 uM de cadmium, les différences ne sont pasfisigtives par rapport aux téemoins (figure
30). A des concentrations supérieures, la masgsh&ast significativement réduite avec une
diminution d’environ 55 % en présence de 200 et |3®Dde cadmium et une diminution de
78 a 89 % pour les concentrations de 400 et 500gsidectivement.

89



0486 86 70 43 38 21 1p

=
N

O

(e

S
—
—

o

Masse fraiche
des racines (mg)

o N A OO
=
=h

0 50 100 200 300 400 500
Concentration en cadmium (UM)

Figure 30. Effet du cadmium sur la masse fraiche de I'appaegiinaire de plantules agées d’'une semaine (en
blanc) et transférées pendant une semaine sumngitischi en cadmium (en jaune). Les résultatsespondent

a la moyenne (indiquée en haut du tableau) de @&rixes indépendantes réalisées chacune sur eglan
L'analyse statistique a été réalisée par analysia dariance a un facteur (one-way ANOVA) et partest de
Tukey. Les lettres différentes entre deux moyemoesspondent a une différence significative: (05).

2.2.2.2. Longueur de la racine principale

A 50 et 100 uM de cadmium, les racines principaéssecondaires sont bien
développées mais plus courtes que celles des tépu@mqui donne un aspect plus dense au
systeme racinaire (figure 28). La réduction deoleglieur des racines devient de plus en plus
forte en fonction de la dose de métal appliquée.rd@ne principale des plantules est
significativement réduite par rapport au témoin das concentration de 50 uM avec une
longueur qui passe de 5,3 a 4,1 cm (figures 281t I3a concentration de 100 uM de
cadmium ne montre pas d’effet plus important pgpoat a 50 UM car la longueur de la
racine principale reste inchangée. En revancheletdide 100 uM, la longueur de la racine
diminue fortement pour passer de 3,1 cm pour laeamation 200 uM a 1,8 cm en réponse a

500 uM de cadmium.
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Figure 31.Effet du cadmium sur la longueur de la racine @pale de plantules agées d’'une semaine (en blanc)
t transférées pendant une semaine sur milieu éreiclcadmium (en gris). Les résultats correspondetlat
moyenne (indiquée en haut de la figure) de 3 espées indépendantes réalisées chacune sur 5 plantes
L'analyse statistique a été réalisée par analysia dariance a un facteur (one-way ANOVA) et partest de
Tukey. Les lettres différentes entre deux moyemoesspondent a une différence significative: (,05).

2.2.2.3. Apex racinaires et racines latérales

L’exposition des plantules d’arabette a 50 et 100 de cadmium entraine une
modification au niveau des apex racinaires, auigsi Bu niveau de la racine principale que
des racines latérales (figure 32). En présencedDdeMs, la zone d’élongation cellulaire n’est
plus visible. En effet, la zone de différentiation se forment les poils absorbants est située
juste aprés la zone de division cellulaire (figB2D et E). En réponse a 100 puM, la zone de
formation des poils absorbants n’est pas situési augs de I'apex qu'avec 50 uM (figure 32
G et H). Cependant les cellules ont une forme uliége et les poils absorbants présentent
souvent des malformations. Par ailleurs, la présate cadmium dans le milieu induit la
formation d’'un plus grand nombre de racines lagsraglecondaires et tertiaires (figure 32 F et

) bien que ces racines soient plus courtes quescaés témoins (figure 32 C).
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Figure 32.Morphologie des racines de plantes de 7 jours ssesypendant 7 jours a 0 uM (A, B, C), 50 uM (D,
E, F) ou 100 uM (G, H, I) de cadmium. Les photosBA,D, E, G et H correspondent a I'apex des racines
principales tandis que les photos C, F et | coordpnt & des racines latérales secondaires etiresti Les
barres d'échelle correspondent & 200 pum.
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L’étude de parametres de croissance montre qumaalsse des parties aériennes et
racinaires n'est pas modifiée de maniere signifieaen présence de 50 ou 100 uM de
cadmium (en effet, la réduction de biomasse n'alétéctée qu’'a partir de 200 uM de métal
dans le milieu). En revanche, la racine principglées racines latérales sont raccourcies des
'exposition a 50 uM de cadmium et présentent uspatition (ou une déformation pour la

dose de 100 uM de cadmium) de la zone d’élongation.

L’objectif étant d’utiliser la dose maximale de oadm qui n’entraine pas d’altération
trop forte des plantules, la concentration de 1PDgudonc été sélectionnée pour la suite de

I'étude.

3. Effet sur la croissance du méleze hybride

Des plantules de méléze agées de 4 semaines draritéerées pendant une semaine
sur différentes concentrations en cadmium allarggyta 600 pM. Cette gamme de
concentration a été choisie en fonction des résytt@alablement obtenus avec l'arabette. En
effet, il a été montré dans la partie précédentaugdela de 500 pM, les plantules
commencaient a perdre leur contenu en chlorophylles mélezes ne montrant pas de
phénotype différent des plants témoins jusqu’a g deux concentrations plus fortes ont
donc été testées (1 et 2 mM) et des parametresosance ont été mesurés : longueur de la
racine principale, masses fraiches des racinessepdrties aériennes. Les résultats obtenus

restent a confirmer car les expériences n'ontéfisees qu’'une seule fois.

3.1. Croissance des parties aériennes

Les résultats montrent que la masse fraiche déiepageriennes n’est pas affectée de
maniére significative avec 1 mM de cadmium maisidlira fortement en présence de 2 mM
avec une réduction d’environ 40 % par rapport agmdins (figure 33) et un début de
jaunissement des aiguilles. En laissant les méldeex semaines sur le milieu contenant
2 mM de cadmium, les aiguilles jaunissent, ce gdigue que cette concentration est létale

pour les plantules.
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Figure 33. Effet du cadmium sur la masse fraiche des pasie®nnes. Des mélézes agés d’'un mois ont été
transférés pendant 1 semaine sur des milieux cantéy 1 ou 2 mM de cadmium. Les résultats cornedpat a

la moyenne de 10 plantes par condition provenamealseule expérience. L’'analyse statistique aégtiésée par
analyse de la variance a un facteur (one-way ANO®¥ar un test de Tukey. Les lettres différenteéseedeux
moyennes correspondent a une différence signifiedfi< 0,05).

3.2. Croissance racinaire

Au niveau des racines, une diminution significatiela longueur des racines et de la
masse fraiche racinaire est visible des 1 mM aweclmisses respectives d’environ 60 et
30 % par rapport aux témoins (figure 34). Avec tsalde 2 mM, la longueur de la racine
principale a peu prés similaire a celle des raciohes plantes ayant poussé sur 1 mM de
cadmium. En revanche, la masse fraiche des racamgsue a diminuer et ne représente plus

gue 6,5 mg en moyenne contre 14,7 mg pour lesga¢émoins.

Ces résultats préliminaires montrent que la comagoh & 2 mM entraine une forte
diminution de la croissance en termes de biomasske dongueur de la racine principale.
L’objectif étant de sélectionner une dose de métfectant pas de maniere trop drastique
les plantes (car le but est de leur faire accumuwtemaximum de cadmium sans effet létal),

nous avons donc utilisé une concentration intereigelde 1,5 mM de cadmium.
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Figure 34. Effet du cadmium sur la longueur de la racine gpale (A) et sur la masse fraiche des racines (B).
Des mélézes agés d'un mois ont été transférés petidsemaine sur des milieux contenant 0, 1 ou 2 deM
cadmium. Les résultats correspondent a la moyermel@ plantes par condition provenant d'une seule
expérience. L'analyse statistique a été réaliséapalyse de la variance a un facteur (one-way ARD&t par

un test de Tukey. Les lettres différentes entrexdeayennes correspondent a une différence sigtiifeedp <
0,05).

II. Effet du cadmium sur la teneur en proline et protéines solubles
1. Teneur en proline cheZArabidopsis thaliana
Un dosage de proline a été réalisé afin de vérifier les plantules ne subissent pas un
stress trop fort a 100 uM de Cd. En effet, la p@lest un acide aminé souvent considéré
comme un biomarqueur de stress (Dina&hial., 2008 ; Szabados et Savouré, 2009). Les
résultats ne montrent pas de différence signifreatie la teneur en proline entre les plantules
témoins et les plantules cultivées sur 100 uM diendam (figure 35).
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Figure 35. Effet du cadmium sur la teneur en proline (en gigmatiére fraiche) des parties aériennes et des
racines de plantules agées d’une semaine et tréasfpendant une semaine sur un milieu conten@nfiiDde
cadmium. Les résultats correspondent a la moyear® ekpériences indépendantes. L'analyse statistgété
réalisée par analyse de la variance a un facteue-imy ANOVA) et par un test de Tukey. Les lettres
différentes entre deux moyennes correspondent d@iffidéeence significative (g 0,05) et n.s. correspond a une
différence non significative.

Dans les conditions de culture utilisées, I'expositau cadmium ne semble donc pas
modifier de maniére significative la teneur en pr@l Ceci suggere que les plantules ne sont
pas dans une condition de stress important et capables de tolérer le traitement au

cadmium qui a été impose.

2. Teneur en protéines solubles totales

2.1. ChezArabidopsisthaliana

La teneur en protéines solubles totales est unsmstent utilisé pour mettre en
evidence un stress chez la plante. En effet, lerdgsi contraintes environnementales (stress
hydrique, thermique, oxydant, exposition a une ytah, infection par des agents
pathogénes...) sont fortes, la plupart des proté&obi une dénaturation (Paridgal, 2004 ;
Guoet al, 2007 ; Mohammadkhani et Heidari, 2008 ; Jehal, 2009).

De la méme maniere que pour la teneur en prolieefrditement au cadmium

n'entraine pas de modification significative dedaeur en protéines solubles totales (figure
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36). La quantité de protéines est environ deux itus importante dans les parties aériennes

gue dans les racines mais cette proportion ne pagesn réponse a I'exposition au cadmium.

5t Oo0uM
n.s. E 100 uM

Protéines totales (mg. g MF)
w

Parties aériennes Racines

Figure 36. Effet du cadmium sur la teneur en protéines sekibbtales (en mg.'gmatiére fraiche) des parties
aériennes et des racines de plantules agées damaire et transférées pendant une semaine sur ligu mi
contenant 100 uM de cadmium. Les résultats correspu a la moyenne de 3 expériences indépendantes.
L'analyse statistiqgue a été réalisée par analysla dariance a un facteur (one-way ANOVA) et partest de
Tukey. Les lettres différentes entre deux moyemoeespondent a une différence significative (@,05) et n.s.
correspond a une différence non significative.

Dans les conditions de cultures utilisées, I'exisiau cadmium ne semble donc pas
modifier de maniére significative la teneur en gnogs totales solubles, ce qui n'empéche pas
une diminution de synthése de certaines protéingwafit d’autres protéines de réponse au
stress. Ce résultat va dans le méme sens que alglemu pour la teneur en proline : les
plantules ne sont pas dans une condition de stirep®rtant et peuvent tolérer la

concentration de 100 uM de cadmium.

2.2. Chez le méléze hybride

La concentration de 2 mM de cadmium entrainant tree forte réduction de
croissance des jeunes mélezes, une dose de 1,5 gt#ltastée. L'expérience n'ayant été
réalisée qu’une seule fois, les résultats obterost rpas pu étre traitées statistiquement
(figure 37).
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Figure 37. Effet du cadmium sur la teneur en protéines sekibbtales (en mg.'gmatiére fraiche) des parties
aériennes et des racines de mélézes agés d’urpmisifransférés pendant 1 semaine sur un milietenant 0
ou 1,5 mM de cadmium.

Ces résultats indiguent cependant que les teneupodéines sont assez proches de
celles observées préalablement chAeabidopsis thalianaa la fois en termes de teneur et
aussi de ratio entre parties aériennes et radBegsendant, au niveau des racines, la teneur en

protéines diminue d’environ 20 % mais ces résutedgent toutefois a confirmer.

Le traitement au cadmium ne semble donc pas aveffietisur la teneur en protéines
solubles totales dans les parties aériennes maisgitoentrainer une diminution au niveau

racinaire.

[ll. Quantité de cadmium absorbée par les plantulesl’ Arabidopsis thaliana

Pour les plantes cultivées sur 100 uM de cadmitancuimulation du métal est plus
importante dans les racines que dans les feuiltes des valeurs respectives de 165,5 et
113,4 ng par g de matiere seche (tableau 14). fyeoriracines / parties aériennes est de
1,46, ce qui indique que le métal reste préférbateent stocké au niveau racinaire mais qu'il
existe tout de méme un transport vers les autgames de la plante.
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Tableau 16. Teneur en cadmium (ug:*gmatiére séche) présent dans des plantes agées sémmaine puis
transférées pendant une semaine sur 0 ou 100 pMadmium (11,2 pg. § de milieu). Les résultats
correspondent a la moyenne de 3 expériences indépess. L'analyse statistique a été réalisée palysede la
variance a un facteur (one-way ANOVA) et par un ths Tukey. Les lettres différentes entre deux maogs
correspondent a une différence significative: (,05).

Concentration en cadmium dans
le milieu (UM)
0 100 (11,24g. g%
Parties aériennes <1 113,4+£ 28,4 a
Racines <1 165,7+21,0b

Par manque de matériel biologique, ce dosage rsapa&tre effectué jusqu’a présent

sur les mélézes mais les analyses sont en cosesagtt présentées lors de la soutenance.

IV. Effet du cadmium sur la voie de biosynthése dgshytochélatines
1. Teneurs en glutathion et en phytochélatines

1.1. ChezArabidopsisthaliana

La teneur en glutathion est similaire dans lesigmidériennes des plantes témoins et
des plantes cultivées sur 100 uM de cadmium (fi@8)e Elle est également similaire a celle
retrouvée dans les racines des plantes témoinscdpdire, la teneur en glutathion dans les
racines des plantes traitées au cadmium augmensédéoablement car elle est multipliée par

un facteur 4.

99



125/0/0 173/636/0 127/0/0 494/735/261

800 n.s.

700F |OGSH -E
L 600t |mpc2 ‘} a
b_’ 500r |EpPC3 —I‘
3 400r
S 300F
o n.s
g 200r n.s.
c

100r ’_I_‘ ’_} ’_I_‘

0 T .
OuM 100 uM OuM 100 uM
Parties aériennes Racines

Figure 38. Teneur en glutathion (GSH) et en phytochélatines=® (PC2) et n = 3 (PC3) dans les racines et les
parties aériennes en nmol de groupes thiols par matiere fraiche (MF). Des plantes agées d'unaisenont

été transférées pendant une semaine sur 0 ou 10@gubadmium. Les résultats (obtenus aprés passage a
I'HPLC) sont exprimés en nmoles de groupes thias g de matiére fraiche et correspondent a la nmeyen
(indiguée en haut de la figure) de 3 expériencééprendantes. L'analyse statistique a été réalizéanalyse de

la variance a un facteur (one-way ANOVA) et partest de Tukey. Les lettres différentes entre deayemnes
correspondent a une différence significativec,05) et n.s. correspond a une différence norifgigtive.

Les phytochélatines ne sont pas détectées chepldeses témoins alors qu’elles
s’accumulent en réponse au stress métallique. pons® au cadmium, les parties a€riennes
ne produisent que des phytochélatines de type 2)(RQaison de 636 nmoles par g de
matiére fraiche. Les racines synthétisent davantdgephytochélatines que les parties
aériennes, a raison de 735 nmoles de PC2 et 26lesiae PC3.

L’exposition au cadmium entraine donc une producti@ phytochélatines qui se
révele plus importante au niveau des racines gsepdgies aériennes, a la fois au niveau
guantitatif et au niveau qualitatif (car les pastegriennes ne contiennent que des PC2 alors

gue les racines synthétisent des PC2 et des PC3).

1.2. Chez le méléze hybride
Avec 1 mM de cadmium dans le milieu, les partiedea@es sont peu affectées
visuellement et ne présentent pas de jaunissem@&mienforsque les plantules subissent plus

d'une semaine de traitement. Un dosage des thiolaux (regroupant cystéine,
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glutamylcystéine, glutathion et phytochélatineslpac été effectué sur la concentration 1 mM
de cadmium afin d’estimer si cette dose est dgjalua d’entrainer ou non une modification
de la production de thiols totaux (figure 39).
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Figure 39. Effet du cadmium sur la teneur en thiols totauxngh g* matiére fraiche) de mélézes agés d’un mois
puis transférés sur 0 ou 1 mM de cadmium pendamsamaine.

Ces résultats préliminaires (réalisés une seufy faissent supposer que la teneur en
thiols augmente légerement mais pas de facon spé@ited dans les racines et les parties
aériennes. De plus, le rapport racines / partigsrages reste constant avec environ 2 fois plus

de groupes thiols dans les racines que dans léepaériennes.

La concentration de 1 mM de cadmium ne provoquastde modification de la teneur
en groupes thiols totaux, une dose de 1,5 mM a étntestée par la suite. Les expériences
réalisées avec 1,5 mM ont porté sur I'étude dewitds des enymes intervenant dans la
biosynthése des phytochélatines.

2. Régulation des enzymes de la voie de synthése ghytochélatines
2.1 ChezArabidopsisthaliana
2.1.1. Layglutamylcystéine synthétase (GCS)
La GCS est la premiére enzyme de la voie de syattiés phytochélatines. La mesure

de l'activité enzymatique spécifique vitro montre tout d’abord qu’il existe une activité de
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base de 1,32 et de 1,91 nmolesyglitamylcystéine par minute et par mg de protéuhass
les parties aériennes et dans les racines respexivt (figure 40). En présence de cadmium,
l'activité enzymatique est stimulée dans toute lane et plus particulierement dans les
racines ou elle augmente de 125 % contre 73 %ldarnmarties aériennes.
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Figure 40. Activité spécifique de la GCS dans les racinele®iparties aériennes en réponse au cadmium. Des
plantes dgées d’'une semaine ont été transférédamame semaine sur 0 ou 100 uM de cadmium. Isedtaés

sont exprimés en nmoles gglutamylcystéine formée par min et par mg de pne®iet correspondent a la
moyenne de 3 expériences indépendantes (les mayesore indiquées en gras sur la figure). L'analyse
statistique a été réalisée par analyse de la \@@iarun facteur (one-way ANOVA) et par un test d&ely. Les
lettres différentes entre deux moyennes correspurgdene différence significative §0,05).

L’expression du géne codant la GCS (At4g23100) é stlivie afin de savoir si
laugmentation de l'activité enzymatique est carech une augmentation de la transcription
du gene. Deux approches ont été testées en pard#sl microréseaux a oligonucléotides
d’'une part et la RT-PCR quantitative en temps déaltre part (voir les parties VI et VII du
chapitre « Matériels et méthodes »). L'expressiongéne n’est pas modifiee de maniere
significative chez les plantules en réponse auetrant (tableau 17). La seule différence
notable a été détectée au niveau des parties aési@prés analyse avec les microréseaux a
oligonucléotides ; le géne étant en effet surex@roffun facteur 2,2. Les deux techniques
utilisées ne montrant pas le méme niveau d’expes8giest difficile de conclure a une réelle
surexpression du gene dans les parties aérienasg€kultats du tableau 21 suggerent donc

gue le géne codant la GCS serait exprimé de maco@situtive.
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Tableau 17.Ratio de surexpression du gene codant la GCSplaetes agées d’'une semaine ont été transférées
pendant une semaine sur 0 ou 100 uM de cadmiumalear entre parenthéses correspond au seuil dewoa

(une différence significative doit avoir un seuiférieur a 0,05). L'analyse statistique a été s€alipar un test t
avec p< 0,05.

RT-PCR gquantitative Microréseaux
Parties aériennes 1,4 (0,236) 2,2 (0,028)
Racines 1,1 (0,290) 2,3 (0,340)

2.1.2. La glutathion synthétase (GS)

La GS est la seconde enzyme de la voie de syntlessphytochélatines. La mesure de
son activité spécifique dans les jeunes plantesgma@galement une activité plus importante
dans les racines des témoins que dans les paéiEn@es avec des valeurs de 1,81 et de
0,77 nmoles de glutathion par min et par mg deémes, respectivement (figure 41). En
présence de cadmium, lactivité ne varie pas sSiatitement au niveau des parties
aériennes. En revanche, elle est stimulée d'urediact,8 dans les racines par rapport aux

racines des témoins.
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Figure 41. Activité spécifique de la GS dans les racines stplarties aériennes en réponse au cadmium. Des
plantes agées d'une semaine ont été transférédamame semaine sur 0 ou 100 uM de cadmium. Isedtaés

sont exprimés en nmoles de glutathion formé parehjpar mg de protéines et correspondent a la nmeyda 3
expériences indépendantes (les moyennes sont é&eliqan gras sur la figure). L'analyse statistiquétéa
réalisée par analyse de la variance a un facteue-imy ANOVA) et par un test de Tukey. Les lettres
différentes entre deux moyennes correspondent d@iffidéeence significative (g 0,05) et n.s. correspond a une
différence non significative.

103



Les résultats de la RT-PCR quantitative en temeksiméiquent que le géne codant la
GS (At5g27380) est surexprimé de maniere signifieatlans les parties aériennes et les
racines (tableau 18). Cependant cette augmentagsie tres faible (entre 1,2 et 1,3 selon les
organes) et n’est pas confirmée par les microrésaanligonucléotides. Ceci indique que le

gene codant la GS serait exprimé de maniére cotigéit

Tableau 18.Ratio de surexpression du géne codant la GS. Resep agées d'une semaine ont été transférées
pendant une semaine sur 0 ou 100 uM de cadmiumalear entre parenthéses correspond au seuil dewcoa
(une différence significative doit avoir un seuiférieur a 0,05). L'analyse statistique a été s€alipar un test t

avec p< 0,05.

RT-PCR quantitative Microréseaux
Parties aériennes 1,3(0,012) 2,07 (0,076)
Racines 1,2 (0,004) 1,3 (0,114)

2.1.3. La phytochélatine synthase (PCS)

L’activité spécifique de la PCS, troisieme enzyme ld voie de synthése des
phytochélatines, ne varie pas de maniére signifieantre les parties aériennes et les racines
des plantes témoins (figure 42). En effet, ellaésente respectivement 2,45 et 1,67 nmoles
de groupes thiols par min et par mg de protéinésctivité PCS est stimulée dans les
plantules cultivées sur 100 uM par rapport aux ié@moDans les parties aériennes et les
racines, l'activité augmente d’un facteur 1,7 & @spectivement, par rapport aux témoins.
Cependant, les valeurs ne sont pas significativedhéarentes entre les racines et les parties
aériennes des plantules cultivées sur milieu enmgch cadmium. Les plants cultivés en
absence de cadmium présentent une activité basaRC&. Ceci s’explique par le fait que
cette enzyme est présente de facon constitutiestedctivee en présence d’ion métallique tel
gue le cadmium. Le protocole expérimental (voir aténiel et méthodes ») nécessite I'ajout

de glutathion et de Cd qui induisent I'activitélgsmzyme.
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Figure 42. Activité spécifique de la PCS dans les racines®tplarties aériennes en réponse au cadmium. Des
plantes dgées d’'une semaine ont été transférédamame semaine sur 0 ou 100 uM de cadmium. Isedtaés

sont exprimés en nmoles de groupes thiols forméspaet par mg de protéines et correspondentndolgenne

de 3 expériences indépendantes (les moyennesrabqti€ées en gras sur la figure). L'analyse stqtigtia été
réalisée par analyse de la variance a un facteue-{@my ANOVA) et par un test de Tukey. Les lettres
différentes entre deux moyennes correspondent ditféeence significative (g 0,05).

Chez Arabidopsis thaliana deux genes codent une phytochélatine synthase. Le
résultats montrent que le gemCS1 (At5g44070) est surexprimé au niveau des parties
aériennes par un facteur de 2,4 en RT-PCR et dav&@ les microréseaux (tableau 19). En
revanche, I'expression d&CS2(At1g03980) n'est pas modifiée de maniere sigatfie. Au
niveau des racinePCS1n’est pas surexprimé de maniére significative i@rement &PCS2

dont le facteur d’'induction est de 3,5 en RT-PCRmiative et de 4,8 avec les microréseaux.

Tableau 19.Ratio de surexpression des deux génes codant I8s P€> plantes agées d’'une semaine ont été
transférées pendant une semaine sur 0 ou 100 pdddieium. La valeur entre parentheses corresporse @l

de confiance (une différence significative doitiawm seuil inférieur a 0,05). L'analyse statistoa été réalisée
par un test t avec $0,05.

PCS1 (At59g44070) PCS2 (At1g03980)
RT-PCR _ RT-PCR .
o Microréseaux o Microréseaux
quantitative quantitative
Parties aériennes 2,4 (0,001) 3,7 (0,035) 3,7 (0,053) 1,3 (0,084)
Racines 1,1 (0,676) 2,0 (0,124) 3,5 (0,033) 4,8 (0,012)
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Les résultats indiquent globalement que le traiténa@ cadmium stimule I'activité
des enzymes intervenant dans la synthése des pBldtioes, a I'exception de la GS dans les
parties aériennes. Dans tous les cas, les actaitBgnatiques sont davantage stimulées dans
les racines que dans les parties aériennes en sepaun cadmium. De plus, I'étude de
'expression des genes codant ces enzymes suggeréagGCS et la GS ne seraient pas
régulées au niveau transcriptionnel alors que ksegPCS1et PCS2 sont surexprimeés

respectivement dans les parties aériennes et damadines.

2.2. Chez le méléze hybride

L’activité spécifigue des enzymes impliguées dansdie de synthése des PC a été
mesurée chez des plants de méleze agés de 4 seraaimdtives pendant 1 semaine sur un
milieu enrichi avec 1,5 mM de cadmium (tableau ZI®s activités ont été mesurées une seule
fois et nécessitent d’étre confirmées. Cependasd, premiers résultats indiquent une
augmentation de l'activité des trois enzymes aola flans les racines et dans les parties
aeriennes. Les activités sont plus fortement stgsilau niveau racinaire si I'on se référe au
facteur d’induction, surtout pour la GCS (2,5 ddes racines contre 1,4 dans les parties
aériennes) et la PCS (1,7 dans les racines con®ealdns les parties aériennes). Cette
induction plus forte dans les racines avait dég@ a@iservée sur l'arabette dans la partie
précédente. Cependant, si 'on se réfere cettafbativité specifique, celle-ci est plus faible
dans les racines pour la GS et surtout pour la &@&8 une activité de 4,12 nmol de produit
formé. min. mg’ protéines contre 10,62 dans les feuilles, cecitéta & une activité de base

plus forte (observée aussi chez I'arabette d’ajarégure 40).
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Tableau 20.Effet du cadmium sur l'activité des enzymes ded& de synthese des PC en nmol de produit
formé. min'. mg® protéines. Des mélézes agés d’'un mois ont ét&féna@s sur 0 ou 1,5 mM de cadmium
pendant une semaine avant récolte. GCS: glutasiditye synthase; GS: glutathion synthase; PCS:
phytochélatine synthase.

Cadmium (mM) Facteur d’induction
Enzyme | Organes . L
0 1,5 cadmium / témoin
Parties aériennes| 7,54 10,62 1,4
GCS _
Racines 1,66 4,12 2,5
Gs Parties aériennes, 3 65 5,72 1,6
Racines 3,15 5,46 1,7
Parties aériennes 0,76 1,01 1,3
PCS _
Racines 2,57 4,26 1,7

Les expériences préliminaires indiquent que la ddsel,5 mM semble stimuler
I'activité des enzymes de la voie de synthese tgtophélatines. De plus, cette activité se
révéle globalement plus importante dans les racjnesdans les parties aériennes, ce qui a été

également observé chazthaliana

V. Effet du cadmium sur le transcriptome d’Arabidopsis thaliana

Des microréseaux a oligonucléotides ont été usilisén seulement pour suivre
I'expression des genes codant les enzymes de sgntless phytochélatines mais surtout pour
avoir une vision globale de la modulation de I'eegsion des génes chez 'arabette en réponse
au traitement métallique. En effet, la présencecaémium dans le milieu peut induire
plusieurs effets donc réguler plusieurs voies desyrithése (voir [introduction
bibliographique, troisieme partie, paragraphe I\/g premier séquencage Ad’' thaliana
indiquait un total de 25 498 génes (The Arabido@@some Initiative, disponible sur le site
TAIR) mais depuis, le nombre de génes codant de®ipes a été régulierement revu a la
hausse. Nos microréseaux correspondent a un @26 @90 genes et la derniére mise a jour
disponible sur le site TAIR fait état de 27 379 gg(version n° 9 datant du 25 janvier 2010).
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1. Validation de I'analyse globale du transcriptome
Le traitement des données des microréseaux a alifgotides a mis en évidence des
genes surexprimés ou sous-exprimés de manierdisagivie entre les plantules témoins et les

plantules traitées avec 100 uM de cadmium (takitdawu

Au niveau des parties aériennes, l'analyse des é@mnra mis en évidence la
surexpression de 695 génes et la sous-expressi@B denes, soit une modification de 773
genes, ce qui correspond a environ 3 % du génorde tlialiana par rapport aux
microréseaux que nous avons utilisés (tableaulZljlétail des genes sur- et sous- exprimes
(fonction, locus, niveau d’expression par rapparttémoin et valeur seuil) en réponse au
cadmium est présenté respectivement dans les tabBaet 26 reportés a la fin de la partie

« Résultats ».

Tableau 21.Nombre de génes sur- et sous-exprimés en répansadmium dans les parties aériennes et les
racines par la technique des microréseaux a oléotides. Des plantes agées d'une semaine ont été
transférées pendant une semaine sur 0 ou 100 pdddieium. Les génes sur- ou sous-exprimés par taufac
égal ou supérieur a 1,5 par rapport au témoin @gnsdlectionnés. Les résultats correspondent ayjemnme de 4
expériences (voir la partie VI du chapitre « Matkriet Méthodes » pour le détail) et le traitenwatistique a

été réalisé a l'aide d'un test t avee p,05.

Surexprimés Sous-exprimeés Total
Parties aériennes 695 78 773
Racines 479 140 619

Au niveau des racines, le nombre de génes donprission est modifiée suite a
I'exposition au cadmium est moins important ave® génes surexprimes et 140 genes sous-
exprimés de maniere significative. Le total de §&fes correspond a une variation d’environ
2,4 % du génome. Le détail de ces génes est reganmnte les tableaux 27 et 28 a la fin de la
partie « Résultats ».

Nous avons comparé ces pourcentages avec des dommée littérature liées a une
réponse au cadmium ou a d'autres types de stiadsdti 22). Cette comparaison a pour but
de vérifier que nos résultats sont conformes aueel’qnt peut obtenir avec la technique des
microrésaux a oligonucléotides et donc exploitalesr une analyse plus détaillée. Les
données du tableau 22 montrent que nos résultatslaas le méme ordre de grandeur en ce
qgui concerne le pourcentage total de génes prégami@ expression modifiée. Cependant,
tous les microréseaux ne comportent pas le méméneode génes et les ARN ne sont pas
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extraits de la méme maniére, ni des mémes orgatége et le stade de développement des
plantes peuvent également étre une source de \iddialans la comparaison des résultats. De
plus, les hybridations sont difficilement reprodblets, méme pour un méme manipulateur,
tant les étapes sont nombreuses et sensiblesutldmac exister des variations telles que
celles que I'on observe entre les résultats de Kbul et al. (2005) et de Liwet al. (2009b)

qui ont étudié le méme stress (exposition au plooh®z I'arabette et qui obtiennent des
pourcentages assez différents.

Les quelques travaux réalisés a la fois sur ledldswou parties aériennes et sur les
racines indiquent un pourcentage de génes a exmeswdifiée plus fort dans les racines
gue dans les organes aériens contrairement a ceauge obtenons (Wangt al, 2003a ;
Herbetteet al, 2006). Cependant dans ces deux conditions éssstppliqué était de durée
beaucoup plus courte. Il est donc possible quealgaes, qui sont les premieres a percevoir le
stress, induisent davantage de réponses précooas ffpllier le stress) que de réponses
tardives.

Tableau 22. Pourcentage de génes dont I'expression est mogudéeapport au nombre total de génes en
réponse a différents stress par la technique de®réseaux a oligonucléotides.

. i Auteurs, microréseau
Espece , Variations du oS
Traitement utilisé (nombre de

~ 1 [0)
(écotype) transcriptome (%) génes et type)

A. thaliana| Cd 100 pM - 7 jours sy 3 (parties aériennes] Nos résultats

(Ws) plantes de 7 jours 2,4 (racines) 26 090 / Qiagen
A. thaliana| Cd 50 puM - 30 h sur plantes 8 (feuilles) Herbetteet al. (2006)
(Col) 3-4 semaines 7.8 (racines) 24 576 / CATMA
A. thaliana| Cd 50 uM sur graines - analysé,8 Kovalchuket al. (2005)
(Col) aprés 3 semaines 22000/ non précisé
A. thaliana| Pb 50 uM sur graines - analysé,4 Kovalchuket al. (2005)
(Col) aprés 3 semaines 22000/ non précisé
A. thaliana| Plomb 100 puM - 24 h surl6,4 Liuetal.(2009b)
(Col) plantes de 10 jours $a|1§2 EST / Universite dg
A. thaliana| Nitrate 250 pM - 20 min sur0,8 (feuilles) Wanget al. (2003a)
(Col) plantes de 15 jours 5,2 (racines) 22 626 / Affymetrix ATH1
A. thaliana| Oxyde nitrique 0,1 et 1 mM - | 0,7 et 0,8 (feuilles) | Paraniet al.(2004)
(Col) 3 h sur plantes de 4 semaines 24 000 / Affymetrix ATH1
A. thaliana| Méthanol (10 % en spray) - | 1,9 (feuilles) Downieet al. (2004)
(Col) 72 h sur plantes de 5 semaings 26

090 / Qiagen
Mais NaCl (150 mM) - 3 h 11 Wanget al. (2003b)

7 943 EST / non précisé
Mais UV-B - 8 h sur feuilles adultes 6,1 Casati et Walbot (2004)

5 664 / Unigene |

109



Les genes ont ensuite été regroupés en 5 fanfilesd 43) :

- génes de fonction inconnue,

- génes liés a différents métabolismes (glucidicamenté, lipidique / énergétique,
pariétal et autres métabolismes).

- génes liés a la régulation de la transcriptioimagtuction,

- genes impligués dans la transduction des sigretugans différents modes de
transports (transports ioniques, transports d'acarinés ou oligopeptides...),

- génes de défenses (interactions plantes / patkesganti-oxydants, protéines de choc

thermiques, cytochrome P450)...

Le regroupement des genes par fonction n’est paslatdisé dans la littérature méme
si quelques grandes fonctions ressortent fréquemietaas les publications comme les genes
de fonction inconnue, les genes de signalisatiofeswgenes liés a la transcription. Selon les
auteurs, les autres catégories sont parfois pltalldés comme par exemple les différentes
voies métaboliques, la localisation intracellulajggnes chloroplastiques, mitochondriaux,
nucléaires), les génes impliqués dans les interactiplantes / pathogenes ou dans la
régulation de la paroi, etc. La présentation deeg@ar fonction semble dépendre davantage

de la thématique de recherche et par conséquertdass d'intérét des auteurs.
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Parties aériennes — Racines —
surexpression (695) surexpression (479)

Défenses

|:| Fonction inconnue

B Métabolismes

[ ] Transcription / traduction
Parties aériennes — Racines — ) o
sous-expression (78) sous-expression (140) [ signalisation / transports

@

Figure 43. Répartition par fonction des génes sur- et sougrirés en réponse au cadmium dans les parties
aériennes et dans les racines. Des plantes agées sEmaine ont été transférées pendant une sesuifeou

100 puM de cadmium. Le nombre de génes indiqués pbague fonction correspond a la moyenne de 4
expériences (voir la partie VI du chapitre « Matkriet Méthodes » pour le détail) et le traitensatistique a

été réalisé a l'aide d'un test t avee p,05.

La figure 43 indique qu’il existe encore de nombragenes dont la fonction est
inconnue chezA. thaliana Quelle que soit la condition (sur- ou sous-exgsmparties
aériennes ou racinaires), le pourcentage de genfsdtion inconnue est compris entre 35 et
45 % et celui des génes liés a différents métabeks(azote, glucidique, etc...) correspond
approximativement a 20 a 30 % des géenes régulésmd&re significative. Les genes liés a la
régulation de la transcription ou traduction etdeéses impliqués dans la signalisation et le
transport correspondent a environ 15 % chacun deesgdont I'expression est modifiée en
réponse au cadmium. Quant aux genes liés aux @s&feils ne représentent qu’'un faible

pourcentage du total des génes modifiés.
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2. Analyse des génes surexprimes

2.1. Parties aériennes

Sur les 695 génes surexprimeés, 34 % codent dedipestdont la fonction n’est pas
connue ou des protéines répertoriees comme hyjopikét d’aprés les bases de données.
Environ 18 % des genes sont liés a des fonction®gelation de la transcription ou de la
traduction et 9 % codent des protéines intervenkams la transduction de signaux avec
notamment de nombreuses protéines kinases, lesguelirespondent a plus de la moitié des
genes répertoriés dans cette catégorie. Le mésatmlazoté est également modifié suite a
I'exposition au cadmium (12 % des genes surexphirésc plus de la moitié des genes liés a
la reconnaissance et a la modification de proté&nieavers le systéme ubiquitine-protéasome
et diverses protéases.

De maniere plus spécifiqgue, la présence du cadmaimmégulé positivement
'expression de transporteurs de cations pouvaehgre en charge le cadmium (voir
l'introduction bibliographique, troisieme partieanagraphe lll). On trouve par exemple 4
genes NRAMP, un CDF (cation diffusion facilitatat) deux genes de la famille ABC. Par
ailleurs, d’autres transporteurs potentiels de ¢admont également été mis en évidence
comme un antiport cation / hydrogene, un antipertlifférents xénobiotiques (organiques ou
ioniques), un transporteur d’'ions métalliques os tlansporteurs de la famille MATE. Leur
localisation est précisée dans le tableau 23. eeegidentifiés sont des génes présents au
niveau de différentes membranes, permettant ansiahsport du cadmium d’une cellule a

I'autre et son stockage au niveau des vacuoles.
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Tableau 23.Expression et localisation de génes codant daspoateurs potentiels de cadmium dans les parties
aériennes en réponse au traitement appliqué. Resegl agées d'une semaine ont été transféréesnpamia
semaine sur 0 ou 100 uM de cadmium. Le facteuddttion correspond a la moyenne de 4 expérienaislév
partie VI du chapitre « Matériels et Méthodes » rpleudétail) et le traitement statistique a étdiséaa I'aide
d’'un test t avec g 0,05 (les valeurs sont indiquées entre parenthégesmembrane (type non spécifié) ; EM :

endomembrane ; MP : membrane plasmique ; T : taistgt C : chloroplaste.

Localisation Fonction Locus F acteur
d’induction

potassium channel tetramerisation protein| At2g24240 3,08 (0,045)
magnesium transporter (M + C) At5g22830 3,01 (0,009)

potassium transporter At4g13420 2,59 (0,011)

NRAMP metal ion transporter 2 (NRAMP2)At1g47240 2,55 (0,015)

M MATE family (multidrug transport) At2g04090 2,30 (0,017)
cation diffusion facilitator (CDF) At3g58060 2,24 (0,018)

multidrug antiporter At5g10420 2,02 (0,021)

cation / hydrogen exchanger At3g52080 1,92 (0,013)

NRAMP metal ion transporter 1 (NRAMP1)At1g80830 1,80 (0,026)

EM copper ion binding At2g15780 3,55 (0,025)
ABC transporter At5g60790 3,12 (0,009)

MP MATE family (multidrug transport) At3g08040 3,04 (0,023)
mechanosensitive ion channel protein At5g12080 1,69 (0,039)

T NRAMP metal ion transporter 4 (NRAMP4)At5g67330 2,64 (0,019)
NRAMP metal ion transporter 3 (NRAMP3)At2g23150 2,06 (0,011)

C ABC transporter Atlg79600 2,78 (0,024)
Inconnue metal ion transporter At1g49420 2,52 (0,033)
calcium-binding protein At4g38810 2,33 (0,012)

La paroi cellulaire semble aussi modifiée par laspnce du cadmium (tableau 25,
page 123). Ainsi, la surexpression de génes codeast protéines de type extensine ou
protéines arabinogalactanes suggére un renforcededatstructure pariétale. Le métabolisme
des polysaccharides pariétaux est également modifiéc notamment des enzymes
impliquées dans la synthése de lignine (cinnanogaldéshydrogénase), cellulose, callose et
xyloglucanes et dans la réorganisation des pec{ipa@lygalacturonases, pectine estérases).
De nombreuses glycosyl transférases liées aux gaipsrides sont également surexprimées
(xyloglucane fucosyl ou xyloglucosyl transférasemlacturonsyl transférase, mannosyl

tansférase).

Le traitement au cadmium entraine par ailleursaumexpression d’'une quarantaine de

genes liés au stress mais de maniére aspécifiqstreas meétallique. En effet, les résultats
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montrent une augmentation de lI'expression de geéleesléfense liés a l'attaque par des
pathogénes (chitinase, thaumatine...), aux variatidestempérature (protéines de choc
thermique, protéine de réponse au froid) ou a wdiffts stress biotiques et abiotiques
(phytochrome P 450, protéines universelles de str@éhydrine...). Par ailleurs, quelques
genes surexprimés sont lies a des défenses amtantes comme des thioredoxines, des
glutaredoxines et une monodéhydroascorbate réduéilaa été reporté dans l'introduction

bibliographique que le cadmium peut générer ursstosydant chez les plantes).

2.2. Racines

Sur les 479 génes surexprimés, 42 % correspondetgsaprotéines de fonction
inconnue et 16 % des génes sont impliqués danspdesessus de régulation de la
transcription et de la traduction, ce qui est pésche des pourcentages observés pour les
parties aériennes. De la méme maniere, de nomigenes codant des protéines kinases sont
induits ainsi que des génes codant des protéines/stéme d’ubiquitination. Des génes de
défenses non spécifigues sont également surexprifpeséines de choc thermique,
thioredoxines, cytochrome P450, protéines de gduist aux maladies...) a hauteur de 6 %

des génes surexprimes.

Le nombre de genes impliqués dans le transportatiens, et notamment de cations
meétalliques, est proche de celui des parties aggerftableau 24). Ces genes codent des
transporteurs qui ont globalement les mémes fonstque dans les parties aériennes : ABC,
NRAMP, MATE, transporteurs d’ions métalliques, @ioes de liaison au calcium (qui
peuvent aussi prendre en charge les ions cadmitejombre de génes de chaque catégorie
n’'est cependant pas le méme. Par exemple, un seel §RAMP est surexprimé dans les

racines contre 4 dans les parties aériennes.
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Tableau 24.Expression et localisation de génes codant daspoateurs potentiels de cadmium dans les racines
en réponse au traitement appliqué. Des plantesatjéee semaine ont été transférées pendant ureirsesur
0 ou 100 uM de cadmium. Le facteur d’induction espond a la moyenne de 4 expériences (voir lagpditdu

chapitre « Matériels et Méthodes » pour le détile traitement statistique a été réalisé a I'aide test t avec
p < 0,05 (les valeurs sont indiquées entre parenthedds membrane (type non spécifié) ; EM:
endomembranaire ; MP : membrane plasmique ; Todiaiste.

Localisation Fonction Locus , Facteur_

d’expression

ABC transporter At4g28630| 2,71 (0,034)

NRAMP metal ion transporter 5 (NRAMP5) | At4g18790| 2,49 (0,016)

M MATE family Atlg66760| 2,19 (0,026)

mechanosensitive ion channel At5g10490| 2,19 (0,013)

K" outward rectifier / potassium channel At3g02850| 2,01 (0,021)

EM cyclic nucleotide-regulated cation channel | At5g15410| 4,54 (0,037)

EM + germin-like protein (manganese ion binding) At3g04180| 1,83 (0,020)

apoplaste | germin-like protein (manganese ion binding) At3g04170| 1,62 (0,017)

MP metal-phytosiderophore / metal-nicotianami%§5924380 3,01 (0,008)
transporter

MP + T germin-like protein (manganese ion binding) At4g14630| 1,83 (0,020)

two-pore calcium channel At4g03560| 1,53 (0,031)

Racines | calcium-binding protein At2g34020| 1,74 (0,006)

calcium-binding protein At2g46600| 2,05 (0,016)

K-CI Co-transporter type 1 protein-related | At3g58370| 1,89 (0,021)

Inconnue | metal ion transporter At5¢g52670| 1,81 (0,017)

acireductone dioxygenase / metal ion bindingAt4g14716| 1,69 (0,017)

metal ion transporter At5g23760| 1,64 (0,006)

La quantité de genes surexprimés liés a la modidicale la paroi est plus faible que
dans les parties aériennes, notamment au niveauétabolisme des pectines (tableau 27).
Comme pour les parties aériennes, une callose asmthst surexprimée. En revanche la
cellulose synthase n’apparait pas dans les gendsl’dgpression est modifiee de maniéere
significative. Quant aux protéines de structure,piurs de protéines arabinogalactanes et
extensines, des génes codant des protéines riamekydroxyproline sont également

surexprimes.
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3. Analyse des génes sous-exprimés

3.1. Parties aériennes

Sur les 78 génes sous-exprimés dans les partiesniags, plus de 40 % codent des
protéines de fonction inconnue, 10 % intervienrgants la régulation de la transcription et
9 % codent des kinases liées aux processus ddisagiven (tableau 26). Trés peu de genes
sont sous-exprimés en ce qui concerne I'évolutieradparoi (2 génes pour des protéines
pariétales et une pectate lyase), les protéinedétinses (2) ou encore les transporteurs de
cations (et potentiellement de cadmium) donc auolgst sous-exprimé de maniere

significative.

3.2. Racines

Le traitement au cadmium a entrainé la sous-exprese 140 genes dans les racines.
Les proportions entre les différentes familles emsstproches par rapport aux résultats
observés pour les parties aériennes en termes rks giodant des protéines de fonction
inconnue ou liés a la régulation de la transcriptiOn trouve également trés peu de sous-
expression de génes de défense contre différergsss(6), de genes impliqués dans des
modifications pariétales (4) ou de transporteursnd’ métalliques (un seul antiport cation /

hydrogene) (tableau 28).
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Tableau 25.Genes surexprimés de maniére significative danpaeties aériennes en réponse au cadmium. Des
plantules d’'une semaine ont été transférées pendantsemaine sur un milieu contentant O ou 100 €M d
cadmium. Le ratio d’induction (traité / témoin) cespond a la moyenne de 4 expériences. L'analgsistiiue

a été réalisée au moyen d’'un test t avec un sewbdfiance supérieur a 95 %<0,05).

Description Locus Ratio Test t
TRANSPORTEURS (48) d'induction
Transporteurs ionigues (20)

ABC transporter At5g60790 3,12 0,009
ABC transporter Atlg79600 2,78 0,024
cation diffusion facilitator (CDF) At3g58060 2,24 0,018
NRAMP metal ion transporter 1 (NRAMP1) At1g80830 1,80 0,026
NRAMP metal ion transporter 2 (NRAMP2) Atlg47240 2,55 0,015
NRAMP metal ion transporter 3 (NRAMP3) At2g23150 2,06 0,011
NRAMP metal ion transporter 4 (NRAMP4) At5g67330 2,64 0,019
metal ion transporter At1g49420 2,52 0,033
cation / hydrogen exchanger At3g52080 1,92 0,013
MATE family (multidrug transport) At3g08040 3,04 0,023
MATE family (multidrug transport) At2g04090 2,30 0,017
multidrug antiporter At5g10420 2,02 0,021
mechanosensitive ion channel protein At5g12080 1,69 0,039
copper ion binding At2g15780 3,55 0,025
potassium channel tetramerisation protein At2924240 3,08 0,045
magnesium transporter At5g22830 3,01 0,009
potassium transporter At4g13420 2,59 0,011
calcium-binding protein At4938810 2,33 0,012
vacuolar ammonium transporter At5g47450 1,92 0,030
high-affinity nitrate transporter At5g60770 1,83 0,029
Pompes ATPases (6)

AAA-type ATPase At5g40010 2,97 0,013
AAA-type ATPase At5g17760 2,48 0,018
AAA-type ATPase At5g57480 2,04 0,017
ATPase coupled to transmembrane movement of ions 1914500 2,35 0,020
ATPase - plasma membrane-type At2g07560 2,33 0,021
calcium-transporting ATPase - plasma membrane-type At5g57110 1,58 0,040
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Description Locus Ratio Test t
Transporteurs d'acides aminés / oligopeptides (9) d'induction

amino acid transporter At5g38820 3,02 0,029
amino acid transporter At5g41800 2,43 0,021
amino acid permease At5g01240 2,77 0,018
amino acid permease At5g04770 2,62 0,033
tryptophan / tyrosine permease At2933260 1,94 0,019
proline transporter At3g55740 2,60 0,017
proton-dependent oligopeptide transporter At1g69870 2,37 0,049
proton-dependent oligopeptide transporter At1g62200 3,75 0,013
proton-dependent oligopeptide transporter At5g19640 2,32 0,009
Autres transporteurs (11)

Gotl-like family (vesicle-mediated transport) AtBIB5 1,96 0,031
SNF7 family (vesicle-mediated transport) At4929160 2,42 0,028
vacuolar protein sorting-associated protein ARG5S 2,94 0,008
vacuolar protein sorting-associated protein At4gm]]5 4,50 0,036
synaptobrevin (vesicle-associated membrane protein) At1g04760 2,32 0,009
emp24/gp25L/p24 (transmembrane transporter) At2g082 3,11 0,015
mitochondrial ADP / ATP carrier protein At5g134P0 3,06 0,022
endomembrane protein - Golgi transport At1g14670 1,85 0,012
importin alpha-1 subunit (nuclear import) At3g06720 2,06 0,006
mitochondrial substrate carrier At4g24570 2,35 0,020
Aquaporin At2934390 1,59 0,014
Voie des phytochlélatines (2)

glutamylcysteine synthetase At4923100 2,24 0,028
phytochelatin synthase 1 (PCS1) At5g44070 3,66 0,035
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Description Locus Ratio Test t
DEFENSES (38) d'induction
Interaction plantes / pathogenes (15)

defensin-like At2g43510 6,88 0,030
defensin-like At2g43530 2,62 0,027
Thionin At5g36910 3,24 0,016
disease resistance family protein (LRR family) A32660 3,00 0,020
disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) B&4E0 2,79 0,023
disease resistance protein (NBS-LRR class) At49QY719 2,74 0,024
disease resistance protein (TIR class) At5g450702,23 0,034
disease resistance protein (CC-NBS-LRR class) At186 2,02 0,019
turnip crinkle virus-interacting protein At5g245p0 2,67 0,009
Laccase At5g01050 2,52 0,016
acidic endochitinase (CHIB1) At5g24090 2,48 0,026
chitinase-like protein 1 (CTL1) At1g05850 2,03 0,021
thaumatin-like At5902140 2,48 0,044
pathogenesis-related thaumatin At4938670 1,99 0,011
polygalacturonase inhibiting protein 2 At5g06870 2,06 0,020
Anti-oxydants (7)

glutaredoxin At4g15670 3,23 0,008
glutaredoxin At5g39865 2,82 0,016
glutaredoxin At2g41330 2,12 0,025
monodehydroascorbate reductase At5g03630 2,41 0,032
thioredoxin At1g04980 2,36 0,020
thioredoxin At5960640 1,80 0,009
thioredoxin At1g19730 1,76 0,042
Métabolites secondaires (3)

shikimate kinase At3926900 2,19 0,008
quinone reductase At5g54500 2,07 0,013
1-deoxy-D-xylulose  5-phosphate  reductoisomerase opf{enoid

synthesis) At5g62790 2,87 0,032
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Description Locus Ratio Test t
Autres protéines de stress (13) d’induction

heat shock protein At3g57340 3,87 0,029
heat shock protein At4936040 3,82 0,012
heat shock protein At5g37670 2,68 0,018
heat shock protein Atlg16030 2,20 0,027
heat shock protein At5g47600 1,83 0,037
cytochrome P450 family At5g67310 2,80 0,016
cytochrome P450 family At3g20080 2,71 0,013
cytochrome P450 family At5963450 2,21 0,025
cytochrome P450 family At2g27010 2,16 0,012
dehydrin At3g50980 2,16 0,034
universal stress protein At3g03270 2,19 0,012
universal stress protein At1g11360 2,09 0,007
cold-responsive protein At2g42540 2,03 0,017
extensin family At2g19780 2,92 0,029
proline-rich extensin At1g64450 2,72 0,016
proline-rich extensin At3g28550 2,58 0,035
proline-rich extensin At5g62640 2,53 0,025
extensin family At5g54855 1,67 0,016
proline-rich extensin At2g27390 1,66 0,011
arabinogalactan-protein At39g20865| 2,33 0,030
arabinogalactan-protein At4937450 2,32 0,014
arabinogalactan-protein At5g10430 2,10 0,021
arabinogalactan-protein At3g61640 1,77 0,024
arabinogalactan-protein glucuronidase (glycosylrblase family 79) At5g61250 2,40 0,006
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Description Locus Ratio Test t
d'induction
callose synthase At4g04970 1,95 0,023
cellulose synthase At4924000 2,03 0,024
polygalacturonase At5g44830 2,13 0,021
polygalacturonase At1g80140 1,98 0,010
polygalacturonase At1g65570 1,84 0,014
pectate lyase (pectate clivage) At3g55140 2,76 0,009
pectinesterase At2g45220 2,79 0,037
pectinacetylesterase At1g09550 2,57 0,017
pectinacetylesterase At5g45280 2,16 0,024
xyloglucan fucosyl transferase At2g03210 2,15 0,027
xyloglucan / xyloglucosyl transferase At5g57550 1,98 0,030
xyloglucan fucosyl transferase Atlg74420 1,82 0,017
xyloglucan / xyloglucosyl transferase At5g57560 1,80 0,011
mannosyl transferase At5g14850 2,00 0,028
glycosyl transferase family 8 (galacturonosyltrana$e - Golgi) At3g02350 2,45 0,021
glycosyl hydrolase family 17 (cation binding - cahlydrate pathway) At5g64790 3,24 0,005
cinnamyl-alcohol dehydrogenase At1909510| 3,79 ‘ 0,037|
METABOLISME GLUCIDIQUE (14)
Néoglucogenése (2)
sucrose synthase / sucrose-UDP glucosyltransferase At3g43190 3,12 0,006
glucose-1-phosphate adenylyltransferase small subun At5g48300 2,79 0,036
Glycolyse (4)
Phosphofructokinase At1g12000 2,82 0,016
D-3-phosphoglycerate dehydrogenase At1g177452,36 0,017
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase At392665@,25 0,006
2,3-biphosphoglycerate-independent phosphoglycenatase At3g08590 2,04 0,011
Photosynthése (5)
phototropic-responsive NPH3 At3g44820 3,41 0,023
plastocyanin-like At3g53330 3,34 0,019
RuBisCO small subunit 2B (RBCS-2B) At5g38420 2,64 0,005
carbonic anhydrase At3g52720 2,05 0,028
Subunit of light-harvesting complex Il (LHCII) At2§930 2,01 0,031
Autres (3)
fructan exohydrolase At1g55120 2,89 0,017
fructose-bisphosphate aldolase At3g52930 2,15 0,022
UDP-glucose/galactose epimerase At5g44480 2,22 0,018
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Description Locus Ratio Test t
d'induction
2C-methyl-D-erythritol 2,4-cyclodiphosphate synias At1g6397( 3,55 0,005
phospholipid/glycerol acyltransferase At3g05510 3,55 0,008
allene oxide synthase At5g42650 3,00 0,024
lipid transfer protein At5g01870 2,94 0,034
lipid transfer protein / protease inhibitor At1gED1 2,13 0,017
lipid transfer protein / protease inhibitor At1g G- 2,01 0,023
lipid transfer protein / protease inhibitor At5gTBX 2,00 0,030
fatty acid desaturase At3g15870 2,80 0,018
sterol 4-alpha-methyl-oxidase 2 Atlg07420 2,78 0,022
oxysterol-binding protein At4922540 2,74 0,016
lipase At2g30550 2,71 0,014
calcium-dependent lipid-binding protein At3g61050 2,58 0,016
lecithin:cholesterol acyltransferase At5g13640 2,54 0,010
lipid-binding glycoprotein At1g04970 2,45 0,024
beta-ketoacyl-CoA synthase At3g52160 2,26 0,013
patatin (lipase function) At4g37050 2,25 0,035
fatty acid elongase 3-ketoacyl-CoA synthase At2@067 2,25 0,010
short-chain dehydrogenase/reductase At5g618302,09 0,009
short-chain dehydrogenase/reductase At1g626101,74 0,008
enoyl-CoA hydratase (degradation of cis-unsaturétig acids) Atlg76150 1,66 0,017
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Description Locus Ratio Test t
d'induction
20S proteasome alpha subunit D At3g51260 3,40 0,030
26S proteasome regulatory subunit At5g09P00 3,59 0,041
ubiquitin protease At2g22310 5,63 0,033
ubiquitin protease At1g69660 2,42 0,013
ubiquitin protease At4939370 2,09 0,013
ubiquitin hydrolase At1g52450 3,38 0,005
ubiquitin hydrolase At1g65120 2,76 0,021
ubiquitin hydrolase At4g10590 2,13 0,023
ubiquitin ligase At5g57740 2,45 0,016
ubiquitin ligase At5g65200 2,44 0,011
ubiquitin ligase At4938600 1,87 0,034
ubiquitin family protein At5g57860 1,98 0,039
ubiquitin-conjugating enzyme At5g41340 1,72 0,030
polyubiquitin (UBQ3) At5g03240 1,63 0,026
F-box family (interaction with ubiquitin ligases) t2g0225(Q 3,43 0,006
F-box family (interaction with ubiquitin ligases) t3903360 3,14 0,030
F-box family (interaction with ubiquitin ligases) t1#g66490Q 2,79 0,035
F-box family (interaction with ubiquitin ligases) 12962660 2,71 0,009
F-box family (interaction with ubiquitin ligases) t2901720Q 2,67 0,016
F-box family (interaction with ubiquitin ligases) 12963520 2,66 0,011
F-box family (interaction with ubiquitin ligases) t2956370 2,57 0,006
F-box family (interaction with ubiquitin ligases) t#g1011Q 2,49 0,020
F-box family (interaction with ubiquitin ligases) t2938565 2,35 0,021
F-box family (interaction with ubiquitin ligases) t3944120Q 2,09 0,032
F-box family (interaction with ubiquitin ligases) t3958900 1,96 0,007
F-box family (interaction with ubiquitin ligases) t2g03560 1,94 0,026
F-box family (interaction with ubiquitin ligases) t4g39750Q 1,53 0,021
U-box family At5g37490 2,45 0,026
ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit ClpX At1g33360 2,22 0,009
aspartyl protease At5g24820 1,69 0,030
aspartyl protease At3g42550 2,59 0,039
membrane-associated zinc metalloprotease At2g324803,08 0,014
cysteine protease At5g67170 2,56 0,019
Ulpl protease At3g42690 2,91 0,008
Ulpl protease At5g28235 2,04 0,012
proline iminopeptidase At2g14260 2,19 0,027
serine carboxypeptidase At3g45010 2,26 0,008
serine carboxypeptidase At5g23210 2,50 0,029
endopeptidase At3g46850 3,38 0,027
endopeptidase At5g64240 2,56 0,016
rhomboid family (protease) At2g29050 4,83 0,027

123



Description Locus Ratio Test t
d'induction
diphthamide synthesis At3g59630 4,79 0,008
cysteine synthase At3g59760 3,95 0,008
3-isopropylmalate dehydrogenase (leucine biosyigjhes At1g31180Q 3,64 0,022
2-isopropylmalate synthase (leucine biosynthesis) t1gA3500 2,78 0,014
delta 1-pyrroline-5-carboxylate synthetase At2g3P80 2,89 0,013
glycine hydroxymethyltransferase At5g26780 2,81 0,015
alanine-glyoxylate aminotransferase At3g08860 2,71 0,027
methionine adenosyltransferase At4g00560 2,63 0,023
diphthine synthase At4931790 2,26 0,018
glycosyl transferase family 17 (protein glycosyda At291329( 2,60 0,032
glycosyl transferase family 43 (protein glycosydai At1g27600 2,13 0,026
arogenate dehydratase (phenylalanine biosynthesis) At5g22630 2,24 0,016
aminotransferase At5g57590 2,05 0,039
nitrate reductase Atlg77760 1,67 0,019
coronatine-responsive tyrosine aminotransferase 928600 1,66 0,018
histidinol-phosphate aminotransferase (histidiresinthesis) At5g10330 1,54 0,010
anthranilate phosphoribosyltransferase (tryptoghenthesis) Atlg70570 2,14 0,028
anthranilate synthase beta subunit (glutamine métaprocess) At1g25155 1,52 0,029
molybdopterin biosynthesis protein At5g20990 3,51 0,006
myristoyl-CoA:protein N-myristoyltransferase At5¢®0 3,50 0,012
tropomyosin Atlg78430 3,36 0,010
tropomyosin Atlg17140 3,00 0,009
microtubule associated protein At3g60840 3,23 0,008
chromosome-associated kinesin At5g33300 3,17 0,015
microfibrillar-associated protein At4g08580 3,03 0,020
harpin-induced protein At3g52470 3,01 0,001
ankyrin repeat family protein At5g40160 2,90 0,028
wave-dampened 2 (microtubule associated protein) 50928646 2,64 0,017
ARP2/3 complex At1g60430 2,47 0,012
kinesin motor family protein At3g43210 2,47 0,025
kinesin-like protein At4g27180 1,75 0,014
tubulin-specific chaperone At3g57890 2,40 0,045
formin 2 At5g67470 2,21 0,029
formin 2 At5g58160 2,12 0,025
dynein light chain 2 At4g15930 2,11 0,014
kinectin-related At5g66250 1,98 0,030
myosin At3g13190 1,88 0,008
myosin At4933200 1,50 0,008
actin 2 At39g18780 1,68 0,033
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Description Locus Ratio Test t
AUTRES METABOLISMES (45) d'induction
Régulation hormonale (13)

auxin-responsive GH3 family At4g03400 3,71 0,026
auxin/aluminum-responsive protein At5g19140 3,19 0,012
auxin-binding protein 1 (ABP1) At4g02980 2,88 0,028
auxin efflux carrier At5g01990 2,57 0,042
auxin-responsive protein At2g33310 2,55 0,026
auxin-responsive protein At5g25890 2,16 0,039
auxin response factor At4934300 2,07 0,017
auxin-responsive protein At5g18010 1,70 0,007
ethylene-induced esterase At2g23600 3,17 0,025
ethylene receptor At3g23150 2,95 0,009
gibberellin 3 beta-hydroxylase At4921690 2,78 0,018
cytokinin oxidase At5g21482 2,40 0,016
salicylic acid glucosyl transferase At2g43820 2,45 0,033
Cyclines (4)

cylicin-related At5g10950 3,42 0,029
cyclin family At5g10440 2,55 0,022
cyclin family Atlg47230 2,55 0,007
cyclin family At4g19600 2,46 0,018
Glycosylation - substrats inconnus (4)

UDP-glucoronosyl/UDP-glucosyl transferase At5g49690 2,62 0,025
glycosyl transferase At2g22590 2,49 0,010
glycosyl hydrolase family 17 At5g53600 2,30 0,017
glycosyl transferase family 64 At1g80290 2,19 0,029
Processus respiratoires (3)

electron carrier and oxidoreductase activity ABQE0 2,43 0,007
NADH-ubiquinone dehydrogenase (respiratory chamgiex ) At5g3751( 2,03 0,013
formyltetrahydrofolate deformylase / photorespoati At5g47435 1,60 0,015
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Autres métabolismes (21) d'induction

ovate family protein At4g04030 2,63 0,014
oxidoreductase, 20G-Fe(ll) oxygenase (flavonol lsgse) At3g19010 2,54 0,005
acyl groups transferase At1g24420 2,44 0,025
autophagosome formation during nutrient deprivatind senescence At3g62770 2,43 0,027
acyl groups transferase At5g63560 2,36 0,016
thioesterase At5g48950 2,34 0,021
chaperonin (unfolded protein binding) At3g03960 2,34 0,013
phosphoglucosamine mutase / phosphotransferase 17830 2,33 0,013
sulfur starvation induced protein At5g48850 2,30 0,017
nodulin At5g07050 2,29 0,009
nodulin At4908290 2,24 0,046
nodulin At4901450 1,90 0,032
target of rapamycin protein (cell growth regulator) At1g50030 2,28 0,017
acyl groups transferase At5g07850 2,19 0,008
aldo-keto reductase / oxidoreductase At1g06690 2,15 0,017
glucose-methanol-choline oxidoreductase / FAD hbigdi At1g14185 2,14 0,024
aconitate hydratase (cycle de Krebs) At4935830 2,11 0,026
phytoene dehydrogenase (carotenoid biosynthesis) 49141210 2,00 0,029
vegetative storage protein 2 (VSP2) At5g24f70 1,99 0,037
hydroxymethylglutaryl-CoA lyase At2g26800 1,92 0,026
oxidoreductase At5g53100 1,76 0,007
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SIGNALISATION (63) d'induction
Kinases (37)

leucine-rich transmembrane kinase At4g31p50 5,21 0,034
leucine-rich transmembrane kinase At2g453840 2,92 0,016
leucine-rich transmembrane kinase At4934p20 2,75 0,021
leucine-rich kinase At1g51820 4,08 0,022
leucine-rich kinase At5g39390 2,15 0,015
protein kinase At2g20300 3,94 0,034
protein kinase At2g42960 3,84 0,026
protein kinase At5g16500 3,44 0,008
protein kinase Atlg77280 3,29 0,010
protein kinase At3g04810 3,21 0,007
protein kinase At4g04510 2,89 0,027
protein kinase At5g13160 2,80 0,009
protein kinase At5g57610 2,61 0,028
protein kinase At5g18190 2,59 0,021
protein kinase At5g50000 2,56 0,018
protein kinase At5g13530 2,54 0,022
protein kinase At4932000 2,51 0,009
protein kinase At3g61960 2,37 0,017
protein kinase At5g28290 2,34 0,013
protein kinase At3g57740 2,28 0,005
protein kinase At4g00330 2,26 0,030
protein kinase At5g01850 2,26 0,027
protein kinase At3g52890 1,88 0,014
receptor-like protein kinase At5g41290 3,70 0,009
serine/threonine kinase At5903640 3,32 0,013
serine/threonine kinase At1g48220 2,85 0,008
serine/threonine kinase At5963650 2,37 0,029
serine/threonine kinase At5g03320 1,88 0,021
serine/threonine kinase At2g47060 1,64 0,024
serine/threonine kinase At1g10940 1,52 0,008
serine/threonine kinase At1g61590 2,03 0,028
serine/threonine kinase receptor At4g18250 2,16 0,010
phosphatidylinositol 3- and 4-kinase Atlg27570 3,21 0,009
light repressible receptor protein kinase At4g29990 2,99 0,037
lectin kinase At4g28350 2,97 0,023
IKI3 family At5g13680 2,81 0,016
calmodulin-domain kinase At5912480 1,88 0,028
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Phosphatases (10) d'induction

protein tyrosine phosphatase 1 Atlg71860 4,08 0,033
protein phosphatase 2C Atlg78200 2,73 0,007
serine/threonine protein phosphatase Atlgl77202,59 0,011
serine/threonine protein phosphatase At5g591602,04 0,017
serine/threonine protein phosphatase At3g071301,92 0,039
calcineurin (calcium/calmodulin-dependent phospajta At493300( 2,42 0,010
calcineurin (calcium/calmodulin-dependent phospajta At4g3177( 2,23 0,030
calcineurin (calcium/calmodulin-dependent phospajta At5g1090( 1,84 0,016
phosphatidic acid phosphatase At2g01180 2,38 0,016
phosphoinositide phosphatase At3g14205 1,81 0,007
Autres signaux (16)

CLE16 (signal transduction) At2g01505 4,22 0,013
ER lumen protein retaining receptor At3g25160 3,48 0,019
transducin family protein At5923430 2,98 0,016
transducin family protein At2g16405 2,96 0,023
Ras-related GTP-bhinding protein At2922290 2,91 0,009
Ras-related GTP-binding protein At5g55190 2,50 0,023
Ras-related GTP-binding protein At3g09900 2,09 0,019
calmodulin-related protein At3g01830 2,81 0,012
calmodulin-7 (CAM7) At3g43810 2,01 0,008
GTP-binding protein Atlg72660 2,64 0,025
GTP-binding protein At5g09910 2,55 0,021
GTP-binding protein At5g08650 2,22 0,036
RabGAP/TBC domain-containing protein At5g53570 2,51 0,020
RabGAP/TBC domain-containing protein At4913730 2,20 0,035
AMP-binding protein At5g16340 2,45 0,006
Ran-binding protein At5g06120 1,99 0,007
TRANSCRIPTION / TRADUCTION (122)

Liaison a I'ADN (64)

ABA-responsive element binding protein At1g19950 3,41 0,011
ABA-responsive element binding protein At2g17770 3,24 0,026
ABA-responsive element binding protein Atlg69700 2,10 0,007
AP2 domain-containing transcription factor At5g2839 2,74 0,012
auxin-responsive factor At5g57420 1,79 0,011
auxin-responsive factor (ARF7) At5g20730 2,11 0,028
basic helix-loop-helix (bHLH) family At5g67060 2,39 0,025
basic helix-loop-helix (bHLH) family At5g57150 2,35 0,022
basic helix-loop-helix (bHLH) family At5g50915 2,23 0,016
basic transcription factor 2 At1g05055 3,06 0,013
BolA-like family (transcription regulator) At5g0983 2,12 0,022
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Description Locus Ratio Test t
d'induction
bZIP family transcription factor At4g02640 3,76 0,008
bZIP family transcription factor At5g06960 2,62 0,017
bZIP family transcription factor At3g51960 1,99 0,027
DNA-binding family At3g04590 2,84 0,021
DNA-binding family At3g51880 2,82 0,006
DNA-binding family At5g23405 2,58 0,022
DNA-binding family At4g12050 2,07 0,010
DNA-binding family At5g47660 1,81 0,043
Dof-type zinc finger domain-containing protein AB8570 3,76 0,029
Dof-type zinc finger domain-containing protein AGIB50 1,90 0,015
DP-2 transcription factor At5g02470 2,42 0,009
ethylene-responsive element-binding family Atlg80h8 4,65 0,024
far-red impaired response / transcription activatziivity At4915090Q 2,80 0,009
homeobox-leucine zipper family protein At3g61150 2,03 0,007
KH domain-containing protein / zinc finger (CCCHbg) family At3g1213( 2,00 0,032
KOW domain-containing transcription factor At4g0835 3,39 0,015
MADS-box family At3g66656 2,33 0,009
MADS-box protein At5g51870 3,49 0,013
MADS-box protein At5g27960 3,13 0,047
myb family transcription factor At5g52660 3,67 0,029
myb family transcription factor At4g00540 3,54 0,013
myb family transcription factor At3g16350 2,72 0,031
myb family transcription factor At5g61420 2,62 0,013
myb family transcription factor At4934990 2,58 0,028
myb family transcription factor At5g49620 2,55 0,024
myb family transcription factor At2g01060 2,06 0,023
myb family transcription factor At5g55020 1,82 0,048
SSXT protein-related / transcriptional co-activator At5g28640 2,72 0,017
TCP family transcription factor At3g02150 2,58 0,029
transcription factor / no apical meristem At5g18270 1,65 0,031
transcription factor-related At5g24450 2,18 0,028
transcriptional adaptor (ADA2a) At3g07740 3,15 0,026
transcriptional factor B3 family At5g62000 2,74 0,008
transcriptional factor B3 family At2g46530 2,36 0,006
two-component responsive regulator At5g62920 2,15 0,010
WD-40 repeat family At3g15880 2,06 0,021
WD-40 repeat family At5g07590 1,91 0,030
WRKY family transcription factor At5g43290 2,64 0,013
WRKY family transcription factor At4g31550 2,52 0,014
XH/XS domain-containing protein At1g80790 2,02 0,023
zinc finger (B-box type) family At3g07650 3,35 0,012
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Description Locus Ratio Test t
d'induction

zinc finger (C2H2 type) family At1g13400 3,79 0,014
zinc finger (C2H2 type) family At4935700 2,91 0,005
zinc finger (C2H2 type) family At3g57670 2,81 0,018
zinc finger (C2H2 type) family At5g16470 2,67 0,018
zinc finger (C2H2 type) family At5g59820 2,35 0,007
zinc finger (CCCH-type) family At5g58620 2,29 0,006
zinc finger protein-related At1g49920 2,79 0,015
zinc finger protein-related At5g61190 2,57 0,009
zinc finger protein-related At5g63740 2,12 0,015
zinc knuckle (CCHC-type) family At5g32482 3,11 0,018
zinc knuckle (CCHC-type) family At2g12880 2,20 0,025
squamosa promoter-binding protein-like 11 At1g27360 2,44 0,021
Liaison a 'ARN (21)

glycine-rich RNA-binding protein 8 At4g39260 2,15 0,023
mMRNA capping enzyme family At3g09100 2,14 0,018
pentatricopeptide repeat-containing protein (RNadnig) At492119( 4,48 0,015
pentatricopeptide repeat-containing protein (RNAdig) At1g6340¢ 3,94 0,012
pentatricopeptide repeat-containing protein (RNAdig) At5g4379( 3,09 0,010
pentatricopeptide repeat-containing protein (RNAdig) At5g5099( 3,01 0,017
pentatricopeptide repeat-containing protein (RNAdig) At1g1304( 2,83 0,019
pentatricopeptide repeat-containing protein (RNAdig) At3g5370( 2,63 0,009
pentatricopeptide repeat-containing protein (RNAding) At3g4679( 2,53 0,033
pentatricopeptide repeat-containing protein (RNAdig) At1g8055( 2,49 0,007
pentatricopeptide repeat-containing protein (RNAdig) At491405( 2,28 0,023
pentatricopeptide repeat-containing protein (RNAdg) At392267( 1,98 0,029
RNA recognition motif (RRM)-containing protein A156260 3,90 0,018
RNA recognition motif (RRM)-containing protein AJ23410 3,86 0,013
RNA recognition motif (RRM)-containing protein AJ67950 3,11 0,011
RNA recognition motif (RRM)-containing protein AJ61960 2,43 0,037
RNA recognition motif (RRM)-containing protein 2455670 3,00 0,028
RNA-binding protein 45 At5g54900 3,19 0,028
RNA binding At1g68580 3,01 0,011
RNA binding At1g09660 2,46 0,015
RNA-binding protein At5g06210 2,09 0,008
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Autres (37) d'induction

3'(2"),5'-bisphosphate nucleotidase At5g63P80 2,83 0,046
40S ribosomal protein S17 (RPS17B) At2g05P20 1,88 0,017
40S ribosomal protein S2 (RPS2D) At3g57490 3,02 0,021
40S ribosomal protein S20 (RPS20A) At3g45030 2,20 0,033
50S ribosomal protein L18 family At3g20230 1,74 0,029
50S ribosomal protein L24, chloroplast At5g54600 1,98 0,027
60S acidic ribosomal protein At4g00810 1,90 0,023
adenine phosphoribosyltransferase At5g11j160 1,86 0,022
cytidine deaminase At4929620 2,21 0,008
DEAD/DEAH box helicase At1g71280 2,58 0,028
DNA (cytosine-5-)-methyltransferase (ATHIM) At5g4e 2,14 0,007
DNA gyrase subunit A At3g10690 3,15 0,022
DNA-directed DNA polymerase alpha catalytic subunit At5g67100 1,69 0,014
elongation initiation factor / argonaute family 5413810 4,10 0,019
endonuclease/exonuclease/phosphatase At1g0563@,89 0,007
endonuclease/exonuclease/phosphatase At1g1180@,32 0,020
endoribonuclease At2g04270 2,91 0,045
eukaryotic translation initiation factor 1A AtS5g 3B, 3,06 0,014
eukaryotic translation initiation factor 4A-1 At38420 2,26 0,015
exonuclease At1g74390 2,10 0,027
FtsJ-like methyltransferase At5g01230 2,99 0,011
histone acetyl transferase At5g50320 1,88 0,033
minichromosome maintenance protein At5g44635 2,60 0,019
nucleic acid binding At5g08535 2,09 0,039
nucleotide-sugar transporter At5g65000 2,29 0,017
phosphoribosylamidoimidazole-succinocarboxamidelasge At3g21110 3,39 0,006
pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase ABH20 2,23 0,017
pyrimidine 5'-nucleotidase At2g38680 2,47 0,007
ribonuclease At5g02250 1,96 0,010
ribosomal protein L2 At2g07715 3,18 0,027
ribosomal protein S16 At5g56940 2,48 0,029
small nuclear ribonucleoprotein D2 At2g47640 2,25 0,010
spliceosome protein At2g42510 2,29 0,028
splicing factor At3g45950 2,89 0,007
UMUC-like DNA repair family protein At5g44740 2,29 0,019
uridylate kinase / uridine monophosphate kinase gABB67 2,19 0,023
YT521-B-like (ribosome maturation factor) At4g11970 1,69 0,023

131



FONCTION
INCONNUE (237)

DC1 domain-containing protein|  At3g113p01,57| 0,031
expressed protein Atlg677005,21 | 0,014
expressed protein At3943160,13 | 0,014
expressed protein At5g625806,12 | 0,023
expressed protein At2g317405,00 | 0,032
expressed protein Atlg738854,76 | 0,010
expressed protein At2g012604,63 | 0,012
expressed protein At49164104,31 | 0,011
expressed protein At4g370904,20 | 0,011
expressed protein At590824M%,18 | 0,014
expressed protein At39183804,10 | 0,025
octicosapeptide domain-

containing protein At1g623904,10 | 0,013
hypothetical protein At39517604,04 | 0,035
expressed protein At4g24310,74 | 0,007
exostosin At493279D 3,74 | 0,014
expressed protein At4g274508,73 | 0,017
hypothetical protein At5g326203,72 | 0,014
expressed protein Atlg724803,64 | 0,045
expressed protein At5g021503,60 | 0,010
expressed protein Atlg239Y®,57 | 0,044
hypothetical protein At4g05616 3,56 | 0,014
leucine-rich protein At4923840 3,54 | 0,015
expressed protein At5g435003,44 | 0,031
expressed protein At3g048603,43 | 0,011
expressed protein At2g440103,40 | 0,007
expressed protein At2g323203,40 | 0,020
expressed protein At5g447103,38 | 0,026
expressed protein At4g280053,37 | 0,029
expressed protein At2g146853,35 | 0,025
expressed protein At1g625203,32 | 0,025
expressed protein At3g557203,30 | 0,021
hypothetical protein At59406203,28 | 0,014
hypothetical protein At5g444703,27 | 0,009
expressed protein At391257y03,22 | 0,031
expressed protein At4g350y(3,21 | 0,025
expressed protein At3g110003,20 | 0,023
expressed protein At2g302003,19 | 0,017
kelch repeat family At1g54040 3,18 | 0,006
expressed protein At1g235103,17 | 0,019
expressed protein At3g481853,17 | 0,023
expressed protein At3g122103,16 | 0,020
expressed protein Atlg718503,16 | 0,010

expressed protein At1g429603,14 | 0,028
hypothetical protein At3g271303,11 | 0,018
major latex protein-related Atlg708903,09 | 0,006
expressed protein At3g594903,08 | 0,009
expressed protein At59240003,08 | 0,004
hypothetical protein At2g022803,07 | 0,011
octicosapeptide domain-

containing protein At1g25300 3,07 | 0,019
expressed protein At1g646503,04 | 0,013
expressed protein Atlg747Y03,03 | 0,016
expressed protein At1g281003,03 | 0,022
peroxisomal membrane protein|  At4903413,02 | 0,030
hypothetical protein At5¢502903,01 | 0,025
expressed protein At39623903,00 | 0,005
hypothetical protein At4g076903,00 | 0,033
expressed protein At2g3882@2,99 | 0,020
expressed protein At5g626502,98 | 0,005
expressed protein At39123202,98 | 0,014
expressed protein At1g1901Q2,97 | 0,024
expressed protein At4g318Y52,97 | 0,018
reticulon family protein At291528p 2,96 | 0,022
peptidoglycan-binding LysM

domain At4g25433 2,95 | 0,029
glycine-rich protein At2g0544p 2,94 | 0,036
hypothetical protein At29077072,94 | 0,014
glycine-rich protein At3g04640 2,89 | 0,025
expressed protein At395110@,88 | 0,014
expressed protein At4g3904@,87 | 0,021
hypothetical protein At59352802,87 | 0,016
expressed protein At2¢g3218@,87 | 0,007
glyoxal oxidase-related At39576202,86 | 0,011
expressed protein At394354@,85 | 0,027
expressed protein At3g59912,85 | 0,017
expressed protein At49262402,84 | 0,009
expressed protein At5g15602,84 | 0,018
expressed protein At5g2484®@,84 | 0,009
expressed protein At49088112,83 | 0,030
hypothetical protein At3g321202,83 | 0,020
expressed protein At5g1071(2,81 | 0,018
expressed protein At4g0360(2,81 | 0,021
expressed protein At1g3086(02,80 | 0,011
expressed protein At39g0615@,80 | 0,006
hypothetical protein At4g075212,79 | 0,025
expressed protein Atlg538Y@,78 | 0,011
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expressed protein At3g53442,77 | 0,015
hypothetical protein At29164102,77 | 0,024
hypothetical protein At3g441402,77 | 0,009
expressed protein At5g6681®,76 | 0,009
expressed protein At5g5561@,75 | 0,022
integral membrane family At1g100302,75 | 0,030
expressed protein Atlg7928@,74 | 0,008
hypothetical protein At4g053702,73 | 0,025
kelch repeat family At59030202,72 | 0,017
hypothetical protein At5g575702,72 | 0,025
expressed protein Atlg664802,72 | 0,020
hypothetical protein At39329042,72 | 0,012
expressed protein Atlgl79402,70 | 0,010
expressed protein At1g3018@,70 | 0,034
methyl-CpG-binding  domain-

containing protein At5g35330 2,70 | 0,006
expressed protein At1g500202,69 | 0,021
expressed protein Atlg771452,68 | 0,011
expressed protein At1g4318@,67 | 0,044
expressed protein At3g4451®2,67 | 0,023
complex 1 family protein / LVR

(LYR family) At1g76060| 2,66 | 0,006
plant adhesion molecule At3g0245@,65 | 0,037
Perl-like Atlg16560 2,64 | 0,030
myrosinase-binding protein-like  At3g1644@,61 | 0,017
expressed protein At5g0594@,61 | 0,028
expressed protein Atlg7976Q2,60 | 0,016
hypothetical protein At5g506202,60 | 0,041
expressed protein At2g295252,60 | 0,032
expressed protein At3g19782,60 | 0,010
hypothetical protein At1g418602,60 | 0,013
expressed protein At4g019152,60 | 0,017
expressed protein At1g8089(2,59 | 0,012
expressed protein At2g458602,58 | 0,020
integral membrane family At5g062002,58 | 0,021
hypothetical protein At49074522,57 | 0,019
hypothetical protein At5g408552,57 | 0,009
expressed protein At39616902,56 | 0,009
expressed protein At3g1296@,56 | 0,033
expressed protein At3g5678®,55 | 0,018
expressed protein At5g4879Q2,54 | 0,007
hypothetical protein At3g596202,53 | 0,024
expressed protein At5g134y®2,51 | 0,013
expressed protein At5g0595@2,51 | 0,020
protein binding leucine rich

protein At1g2557Q 2,50 [ 0,027
expressed protein At591205Q2,50 | 0,029

expressed protein At2g0148@,50 | 0,010
expressed protein At590536@,49 | 0,036
C2 domain-containing protein At2g2212%,49 | 0,016
expressed protein At490419@,48 | 0,017
hypothetical protein At19440102,48 | 0,017
expressed protein At5g2822@,47 | 0,012
hypothetical protein At59266922,45 | 0,022
hypothetical protein At3g297502,45 | 0,025
expressed protein At59529752,44 | 0,006
expressed protein At1g4989@,43 | 0,009
expressed protein At1g8054@,43 | 0,011
hypothetical protein At29100902,43 | 0,019
expressed protein At4g0165@,42 | 0,010
hypothetical protein At39246302,42 | 0,008
expressed protein At2g01102,42 | 0,006
hAT dimerisation domain At39130302,42 | 0,019
glycine-rich protein Atlg0466p 2,42 | 0,019
hypothetical protein At1g448702,40 | 0,011
expressed protein At590946@,39 | 0,030
expressed protein At3g5367Y(2,38 | 0,012
hypothetical protein At59350202,38 | 0,017
expressed protein Atlg1066(2,36 | 0,005
zinc finger (C3HC4-type RING

finger) family (protein binding) | At1g57820 2,36 | 0,008
expressed protein At59182012,36 | 0,016
hypothetical protein At3g438502,36 | 0,009
guanylyl cyclase-related At59059802,35 | 0,032
expressed protein At5g6561@,35 | 0,011
expressed protein At1g200Y@2,35 | 0,007
expressed protein At395732@,32 | 0,024
expressed protein At5g39412,32 | 0,008
expressed protein At59062202,31 | 0,013
expressed protein At5g4548@,31 | 0,023
expressed protein At5g49882,31 | 0,032
expressed protein At39g0808@2,30 | 0,047
prenylated rab acceptor At5g0204@,29 | 0,015
expressed protein At595936@2,29 | 0,025
VQ motif-containing protein At5g084802,28 | 0,007
expressed protein At491186@2,28 | 0,025
expressed protein At59121y®@,28 | 0,025
expressed protein At2g3322(2,28 | 0,026
expressed protein Atlg791402,28 | 0,032
exostosin At5g33290 2,27 | 0,008
hypothetical protein At39453§02,27 | 0,020
expressed protein At5g6682@,27 | 0,038
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expressed protein At3g0776@2,26 | 0,011
hypothetical protein At5¢391702,26 | 0,010
expressed protein At1g1099@,24 | 0,048
hypothetical protein At39427602,24 | 0,025
hypothetical protein At59463402,23 | 0,018
expressed protein At5g1032@,22 | 0,016
zinc finger (C3HC4-type RINC

finger) family (protein binding) | At1g26800 2,21 | 0,017
expressed protein At2g0559@,21 | 0,020
expressed protein At2g152y@,21 | 0,023
peptidase M16 inactive domain|  At391917@,20 | 0,007
expressed protein At5g0147@,19 | 0,020
expressed protein At5g2660Q2,18 | 0,023
kelch repeat family At4g39756 2,17 | 0,035
expressed protein Atlg546802,15 | 0,022
integral membrane family At59152902,14 | 0,014
expressed protein At5g027402,14 | 0,019
hypothetical protein At59637402,14 | 0,008
hypothetical protein At2g183202,13 | 0,019
expressed protein At39046802,13 | 0,019
expressed protein At4g355102,12 | 0,009
expressed protein At1g62192,10 | 0,032
expressed protein At2g027802,10 | 0,015
hypothetical protein At2g072902,09 | 0,040
expressed protein At5g0408@2,09 | 0,011
expressed protein At5g4808@,09 | 0,012
expressed protein At5g179102,09 | 0,034
hypothetical protein At5¢g550102,08 | 0,006
unknown protein At3g44150 2,08 | 0,024
expressed protein At5g373602,07 | 0,017
expressed protein At5g5485®,05 | 0,026
hypothetical protein At49225102,05 | 0,007
expressed protein At4g147462,05 | 0,023
expressed protein At1g6928(2,04 | 0,031

expressed protein At5g0866@,04 | 0,009
expressed protein At39021802,03 | 0,013
glycine/proline-rich protein At5g176502,02 | 0,007
hypothetical protein At29103902,00 | 0,011
expressed protein At39267101,99 | 0,022
hypothetical protein At5g482701,99 | 0,018
longevity-assurance family At1g135801,98 | 0,039
expressed protein At1g504501,97 | 0,027
expressed protein At39472501,96 | 0,023
expressed protein At5g425701,94 | 0,025
expressed protein At5g254601,92 | 0,025
expressed protein At49324601,90 | 0,019
expressed protein At3g510401,90 | 0,007
expressed protein At39463101,87 | 0,015
hypothetical protein At1g427401,87 | 0,010
expressed protein At59474551,86 | 0,018
expressed protein At5g4783801,86 | 0,030
expressed protein At4g245901,86 | 0,015
expressed protein At1g6833801,84 | 0,018
expressed protein At5g014501,83 | 0,007
hypothetical protein At39296601,83 | 0,038
expressed protein At2g201201,80 | 0,028
expressed protein At5g540671,78 | 0,028
expressed protein At59441501,77 | 0,029
plasma membrane intrinsjc

protein At4g00430 1,73 | 0,032
hypothetical protein Atlg477001,70 | 0,023
expressed protein At39131Y51,67 | 0,009
Synbindin At5g02280 1,63 | 0,046
hypothetical protein At59204601,62 | 0,020
expressed protein At5g248601,61 | 0,027
expressed protein Atlg761851,58 | 0,040
yrdC protein-related At5¢605901,55 | 0,013
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Tableau 26.Génes sous-exprimés de maniére significative tEmparties aériennes en réponse au cadmium.
Des plantules d’une semaine ont été transféréedapémne semaine sur un milieu contentant O oupdde
cadmium. Le ratio d’induction (traité / témoin) cespond a la moyenne de 4 expériences. L'analgsistiiue

a été réalisée au moyen d’'un test t avec un seuwbdfiance supérieur a 95 %<0,05).

Description Locus Ratio Test t
TRANSPORTEURS (2) d'induction
high-affinity nitrate transporter At1g12940 -2,34 0,012
calcium-transporting ATPase 8, plasma membrane-type At5g57110 -1,54 0,028
DEFENSES (2)
disease resistance family At3g11080 -2,90 0,016
Thioredoxin At59g06430 -2,17 0,004
proline-rich extensin At4916140 -2,88 0,047
hydroxyproline-rich glycoprotein At4g010%0 -2,05 0,020
pectate lyase At5g09280  -2,68 0,020
glycoside hydrolase family 28 (pectinase) Atlg56[/10-1,84 0,021
glycosyl hydrolase family 9 (carbohydrate metabm)is At4g39010 -1,76 0,020
METABOLISME GLUCIDIQUE (2)
phosphofructokinase (glycolysis) At5g56630 -2,12 0,003
RuBisCO activase At2939730 -1,97 0,019
lipid transfer protein / protéase inhibitor At5g093 -2,48 0,026
lipid transfer protein / protéase inhibitor At2g2B8 -2,32 0,043
lipid transfer protein At2g15050 -2,29 0,007
calcium-dependent phospholipid binding protein ABE00 -2,45 0,032
fatty acid elongase At2g15090 -2,41 0,006
ubiquitin-conjugating enzyme At5g25760 -2,33 0,019
ubiquitin-protein ligase At5g07270  -2,28 0,035
ubiquitin fusion degradation family At4g38980 -1,85 0,007
rhomboid family (protease) At5g07250 -2,49 0,014
L-asparaginase At5g08100  -2,47 0,016
Aminotransferase At2g13810 -2,38 0,004
peptidyl-arginine deiminase At5g081f70 -2,34 0,015
citrate synthase At3g58750 -2,18 0,029
histidinol-phosphate aminotransferase At5910330-1,66 0,008
d'induction
Myosin At4g33200 -1,75 0,007
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Description Locus Ratio Test t

AUTRES METABOLISMES (5) d'induction

NADH-ubiquinone oxidoreductase At2g07689 -2,79 0,035
NADH-ubiquinone oxidoreductase At5g52840 -2,71 0,017
Sulfotransferase At2g14920 -2,35 0,009
senescence-associated protein At4935770-2,34 0,006
cytochrome c oxidase subunit Il At2g07695 -2,23 0,003
SIGNALISATION (7)

GHMP kinase - ATP-binding domain At4g16130 -2,67 0,009
phosphatidylinositol 4-kinase At5g093p0 -2,41 0,019
leucine-rich repeat kinase At5g07280  -2,38 0,009

protein kinase At4923220  -2,28 0,006

riboflavin kinase At4921470 -2,20 0,013
leucine-rich repeat kinase At2g13800 -2,06 0,005
serine/threonine kinase At1g10940 -1,70 0,006
TRANSCRIPTION / TRADUCTION (8)

transcription initiation protein At5g63670 -2,90 0,003

TCP family transcription factor At5g08070 -2,60 0,039

ribosomal protein S7 At2g07696  -2,38 0,017

basic leucine zipper transcription factor At2g41070 -2,16 0,005

homeobox protein-related At5g07260  -2,13 0,004

heat shock transcription factor At5g03720 -2,12 0,007
transcriptional coactivator p15 (PC4) At4910920 -2,07 0,018

RNA recognition motif (RRM) At2g33435 -2,06 0,018
FONCTION INCONNUE

(32)

expressed protein At29076742,97 | 0,039 hypothetical protein At2911370-2,25 | 0,002
glycine-rich protein At2g11006 -2,87 | 0,029 expressed protein At59064402,23 | 0,002
major latex protein-related At19231202,86 | 0,002 expressed protein At4g15880-2,23 | 0,042
expressed protein At2g15000-2,79 | 0,016 hypothetical protein At5g08090-2,17 | 0,006
expressed protein At2g109802,79 | 0,041 hypothetical protein At2g07692-2,16 | 0,002
hypothetical protein At2g07691-2,76 | 0,008 expressed protein At2g140452,16 | 0,030
hypothetical protein At2g13980-2,61 | 0,022 kelch repeat-containing F-box At4g193B062,16 | 0,006
expressed protein At2g149102,56 | 0,019 expressed protein At1g447402,12 | 0,014
hypothetical protein At2g11360-2,55 | 0,016 peroxisomal protein At5¢62810-2,11 | 0,010
hypothetical protein At2g14000-2,44 | 0,015 hypothetical protein At2911405-2,11 | 0,011
hypothetical protein At2914010-2,42 | 0,009 expressed protein At50122602,11 | 0,015
expressed protein At2g076762,39 | 0,007 hypothetical protein At4g31440-2,07 | 0,037
SNF7-related nuclear protein At5g092662,32 | 0,031 hypothetical protein At1g44674-2,06 | 0,014
expressed protein At2g227902,32 | 0,012 expressed protein At59633502,05 | 0,011
srl\?(;lrf]i?geﬁ)c(cp':)iyéitr{pb%cd?nzgm_type A5G06420-2.28 | 0,006 acetyltransferase (non fonctionnelld)  At2g1100@,01 | 0,015
expressed protein A3g111002.25 | 0,014 yrdC protein-related At5960590-1,66 | 0,011
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Tableau 27.Genes surexprimés de maniére significative dasaleines en réponse au cadmium. Des plantules
d’'une semaine ont été transférées pendant une semai un milieu contentant 0 ou 100 uM de cadmiuen.
ratio d’induction (traité / témoin) correspond ant@yenne de 4 expériences. L'analyse statistigéie acalisée

au moyen d’un test t avec un seuil de confiancémsesr a 95 % (g 0,05).

Description Locus Facteur Testt
TRANSPORTEURS (32) d'induction
Transporteurs ioniques (17)

ABC transporter At4928630 2,71 0,0342
NRAMP metal ion transporter 5 (NRAMP5) At4918790 2,49 0,0157
cyclic nucleotide-regulated cation channel At5g1BAl 4,54 0,0374
mechanosensitive ion channel At5910490 2,19 0,0131
MATE family At1g66760 2,19 0,0261
metal ion transporter At5g52670 1,81 0,0169
metal ion transporter At5g23760 1,64 0,0062
acireductone dioxygenase / metal ion binding AtddH 1,69 0,0174
germin-like protein (manganese ion binding) At3gBal 1,83 0,0199
germin-like protein (manganese ion binding) At4g3d6 1,83 0,0196
germin-like protein (manganese ion binding) At3gndl 1,62 0,0175
metal-phytosiderophore/metal-nicotianamine trantgpor At5g2438( 3,01 0,0083
K+ outward rectifier / potassium channel At3g02850 2,01 0,0212
calcium-binding protein At2g46600 2,05 0,0161
calcium-binding protein At2g34020 1,74 0,0060
two-pore calcium channel At4g03560 1,53 0,0308
K-Cl Co-transporter type 1 protein-related At3g5887 1,89 0,0206
ATPases (4)

AAA-type ATPase At4g28000 2,27 0,0241
peroxisomal AAA-ATPase At5g08470 2,27 0,0172
vacuolar (V-type) ATPase At1g19910 4,71 0,0295
mitochondrial ATPase beta chain At5g08680 1,99 0,0073
Transporteurs d'acides aminés / oligopeptides (2)

proton-dependent oligopeptide transport At3954450 1,74 0,0155
proton-dependent oligopeptide transport At3g45650 1,53 0,0233
Autres transporteurs (8)

sugar transporter At3g19940 5,66 0,0260
mitochondrial substrate carrier Atlg74240 3,08 0,0132
secretory carrier membrane protein Atlg11{180 2,60 0,0088
synaptobrevin (vesicle-associated membrane protein) At1g04760 2,23 0,0549
mitochondrial membrane translocase (protein trargpo At3962880 2,14 0,0176
Gotl-like family Atlg05785 2,11 0,0257
importin alpha-1 subunit At1g09270 2,07 0,0138
GDP-mannose transporter At2g13650 1,72 0,0156
Voie des phytochélatines (1)
| Phytochélatine synthase 2 (PCS2) At1g03980 4,80 | 0,0118]

137



Description Locus Facteur Testt
DEFENSES (28) d'induction
Interaction plantes / pathogenes (9)

polygalacturonase inhibitor At3g12145 3,04 0,0271
disease resistance protein (TIR class) At2920145 2,47 0,0355
disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) A3 0 2,19 0,0327
disease resistance-responsive protein At49286902,17 0,0548
disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) B1B30 2,10 0,0147
disease resistance protein (TIR class) At1g65390 1,59 0,0234
thaumatin At4g36010 2,52 0,0148
pathogenesis-related protein At3g09590 1,84 0,0266
avirulence-responsive family protein At4g09930 1,70 0,0110
Anti-oxydants (6)

thioredoxin At1g04980 2,58 0,0069
thioredoxin At1g15020 1,78 0,0347
thioredoxin H-type 5 At1g45145 1,72 0,0122
2-cys peroxiredoxin (control cytokine-induced pédexlevels) At5g06290 2,79 0,0467
type 2 peroxiredoxin-related / thiol specific amtitant At1g6599( 1,81 0,0268
peroxidase At5g06730 1,68 0,0181
Autres protéines de stress (13)

heat shock protein Atlg74250 3,08 0,0153
heat shock protein At2922360 2,53 0,0264
heat shock protein At1g09260 2,34 0,0057
heat shock protein At5g06410 1,83 0,0062
heat shock protein At5g21430 1,66 0,0194
heat shock protein binding protein At1g75690 1,61 0,0231
cytochrome P450-related At4g15396 2,15 0,0250
cytochrome P450 At5g52400 1,59 0,0266
cytochrome P450 At3g26180 1,88 0,0162
NADPH-cytochrome p450 reductase At4930210 1,82 0,0260
macrophage migration inhibitory factor At5g57170 1,99 0,0171
defensin At2g43530 1,83 0,0181
drought-responsive protein At4g02200 1,51 0,0235
extensin family At4g18596 2,39 0,0461
proline-rich extensin At4g08400 1,73 0,0151
proline-rich extensin Atlg76930 1,64 0,0152
hydroxyproline-rich glycoprotein At5g51680 2,62 0,0138
hydroxyproline-rich glycoprotein Atlg15825 1,85 0,0150
hydroxyproline-rich glycoprotein At1g56530 1,84 0,0114
arabinogalactan-protein At3g61640 1,50 0,0293
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Description Locus Facteur Testt
d'induction
pectinesterase inhibitor At2g10970 2,46 0,0068
pectinesterase At3g10720 1,57 0,0264
pectate lyase At3g55140 1,79 0,0210
callose synthase At4g04970 2,81 0,0196
UDP-glucose transferase (from sucrose to callosthage) Atlg0556p0 1,94 0,0316
xyloglucan fucosyltransferase At2g15390 2,19 0,0216
xyloglucan fucosyltransferase At2g03210 1,79 0,0300
1,2-diacylglycerol 3-beta-galactosyltransferase g_H780 1,86 0,0405
1,4-alpha-glucan branching enzyme At5g03p50 2,18 0,0084
beta-galactosidase At2g32810 2,31 0,0187
beta-galactosidase At4936360 1,70 0,0269
glycosyl hydrolase 14 (cation binding - cellulosedynthetic process)| At5g45300 1,97 0,0281
METABOLISME GLUCIDIQUE (7)
Glycosylation (2)
glycosyl hydrolase 17 (cation binding - carbohydrametabolig
process) At2g27500 2,23 0,0389
glycosyl hydrolase 17 (cation binding - carbohydrametabolig
process) At3g61810 2,14 0,0075
Autres (5)
mannosyltransferase At5g14850 1,71 0,0173
sucrose synthase Atlg73370 3,09 0,0155
glucose-1-phosphate adenylyltransferase suburag{néogenése) At5g48300 1,77 0,0292
D-3-phosphoglycerate dehydrogenase (glycolyse) WT45 1,57 0,0172
phosphoglucomutase, cytoplasmic Atlg70y30 1,54 0,0220
acyl-CoA oxidase At1g06290 2,52 0,0222
lipase class 3 At1g05790 2,51 0,0071
phospholipase A2 At4929470 2,37 0,0288
GDSL-motif lipase At5g15720 2,03 0,0177
lipase-related At2g44970 1,90 0,0076
lipase class 3 At4g16070 1,89 0,0248
lipase class 3 At3g49050 1,61 0,0278
nonspecific phospholipase C At3g03540 1,77 0,0320
lipid-binding glycoprotein At1g04970 2,23 0,0033
glycerophosphoryl diester phosphodiesterase At58@{10 2,17 0,0124
lipid transfer protein/protease inhibitor At4g00165 1,90 0,0250
lipid transfer protein/protease inhibitor At2914846 1,78 0,0181
short-chain dehydrogenase/reductase At1g626101,80 0,0093
phospholipid/glycerol acyltransferase At3g05%10 1,77 0,0389
phosphoinositide-specific phospholipase C At3g47290 1,72 0,0158
oleosin / glycine-rich protein (lipid storage) ABHK00 1,71 0,0084
enoyl-CoA hydratase At3g60510, 1,64 0,0306
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Description Locus Facteur Testt
d'induction
26S proteasome regulatory subunit At5g45620 2,50 0,0169
ubiquitin ligase At5g57740 2,11 0,0147
polyubiquitin (UBQ3) At5g03240 1,99 0,0469
ubiquitin family At4924990 1,69 0,0202
ubiquitin system component Atlg27750 1,67 0,0105
U-box domain-containing protein Atlg66160 3,34 0,0194
F-box (interaction avec ubiquitin ligases) Atlgl@81 2,73 0,0067
F-box (interaction avec ubiquitin ligases) Atlg46&)8 2,51 0,0054
F-box (interaction avec ubiquitin ligases) At5g4030 2,20 0,0257
F-box (interaction avec ubiquitin ligases) At4g18396 2,11 0,0249
F-box (interaction avec ubiquitin ligases) At2g1@50 2,11 0,0254
F-box (interaction avec ubiquitin ligases) At5g3827 2,04 0,0193
F-box (interaction avec ubiquitin ligases) At1g6649 1,92 0,0214
F-box (interaction avec ubiquitin ligases) At5g4050 1,92 0,0136
F-box (interaction avec ubiquitin ligases) At3g1071 1,90 0,0167
F-box (interaction avec ubiquitin ligases) At5g3856 1,69 0,0175
E3 ligase activity At3g55530 2,28 0,0161
armadillo/beta-catenin / U-box domain-containingtpm At5g6520¢ 1,99 0,0283
SKP1 (ubiquitin ligase) interacting partner At2g6R3 1,75 0,0354
ubiquitin-specific protease At2g22310 2,55 0,0088
serine carboxypeptidase At5g22860 2,64 0,0324
ATP-dependent Clp protease At1g33360 2,58 0,0146
Ulpl protease At5g20750 2,40 0,0307
vacuolar peptidase At5g20660 2,24 0,0098
serine-type endopeptidase At4926330 1,94 0,0235
Ulp1l protease At2g14770 1,79 0,0499
aspartyl protease At3g18490 1,76 0,0164
dehydroquinate dehydratase (aromatic amino acasybthesis) At3g06350 3,71 0,0183
lysine decarboxylase At5g06300 2,28 0,0041
aminomethyltransferase At1g11860 2,28 0,0065
aminotransferase At2922250 1,92 0,0242
cysteine synthase At3922460 1,88 0,0229
branched-chain amino acid aminotransferase At1gdp06 1,83 0,0115
serine O-acetyltransferase At4935640 1,78 0,0302
arginine biosynthesis protein At2g37500 1,71 0,0417
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Description Locus Facteur Testt
d'induction

microfibrillar-associated protein At4g08580 2,35 0,0263
kinesin-like protein At5g47820 2,27 0,0396
formin 2 At5g67470 2,24 0,0136
formin 2 At5g58160 2,14 0,0132
kinectin-related At5g66250 2,21 0,0251
tubulin alpha-1 chain Atlg64740 1,71 0,0245
tubulin alpha-6 chain At4914960 1,68 0,0058
myosin heavy chain-related At3g13190 1,57 0,0243
myosin heavy chain-related At5g59210 1,74 0,0110
SIGNALISATION (34)

Kinases (24)

protein kinase At1g63600 3,72 0,0250
leucine-rich protein kinase At1g66150 3,60 0,0164
leucine-rich protein kinase At5g07180 2,94 0,0081
protein kinase At2g16620 2,78 0,0186
Snfl-related protein kinase At3g01090 2,74 0,0079
protein kinase At2923450 2,60 0,0092
serine/threonine kinase At5g03640 2,59 0,0189
receptor serine/threonine kinase At4918250 2,53 0,0153
serine/threonine kinase At2g47060 2,49 0,0063
protein kinase At5g57035 2,44 0,0221
protein kinase At5g07140 2,34 0,0107
protein kinase At3g57740 2,23 0,0364
protein kinase At5g35980 2,14 0,0180
protein kinase At2g25760 1,94 0,0197
protein kinase At5g28290 1,89 0,0284
serine/threonine kinase At1g48220 1,83 0,0139
leucine-rich protein kinase At1g53440 1,82 0,0183
3-phosphoinositide-dependent kinase At5g04510 1,81 0,0213
light repressible receptor protein kinase At4929990 1,75 0,0271
bifunctional aspartate kinase/homoserine dehydraggn At4919710 1,73 0,0377
protein kinase At4g35500 1,63 0,0399
calcium-dependent protein kinase At3g10660 1,62 0,0128
protein kinase At5g49470 1,61 0,0395
protein kinase At3g52890 1,52 0,0078
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Description Locus Facteur Testt
Autres signaux (10) d'induction
transducin family At4g01860 2,93 0,0265
transducin family At5g45760 2,71 0,0171
glutamate receptor family At2g32400 2,54 0,0159
RabGAP/TBC domain-containing protein At2g30710 2,21 0,0135
Ras-related protein / small GTP-binding protein 8830 2,07 0,0089
transducin family At4921520 2,04 0,0232
pirin (calmodulin binding) At3g59260 1,98 0,0207
GTP-binding protein At2g27200 1,93 0,0225
GTP-binding protein At5g08650 1,67 0,0244
calmodulin-7 At3g43810 1,50 0,0266
AUTRES METABOLISMES (22)

Régulation hormonale (3)

hydrolase (salicylic acid metabolic process) At2@2(3| 1,76 0,0295
auxin-responsive GH3 (red light-specific hypocatlgingation) At4g03400 1,75 0,0224
auxin-binding protein 1 (cell elongation and diuis) At4g0298( 1,63 0,0251
Chaine respiratoire (4)

NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 3 (respirgtion At2g07751 2,89 0,0061
ubiquinol-cytochrome C reductase subunit (resgirgti At5g1344( 1,95 0,0084
NADH-ubiquinone dehydrogenase, mitochondrial AtTeB7 1,84 0,0204
cytochrome b5 domain-containing protein (transiitectrons) Atlg60660 1,83 0,0336
Autres métabolismes (15)

UDP-glucose:sterol  glucosyltransferase  (flavonoidiosynthetic

process) At1g43620 2,03 0,0247
autophagy protein (nutrient recycling) At5g17290 2,78 0,0141
bis(5'-adenosyl)-pentaphosphatase At5g06340 2,53 0,0127
S-adenosylmethionine synthetase At2g36880 2,40 0,0088
flavin-containing monooxygenase At2933230 2,27 0,0265
acyl groups transferase At5g07850 2,02 0,0216
phosphoglucosamine mutase At5g17530 2,00 0,0129
phosphoribosylaminoimidazole carboxylase At2g37/690 1,99 0,0328
acyl groups transferase At3923840 1,96 0,0165
dihydroneopterin aldolase (folic acid and derivatimetabolic process) At3g21730 1,95 0,0300
cyclin At4g19600 1,88 0,0210
exocyst subunit EXO70 (exocytosis) Atlg07725 1,83 0,0338
NAD-dependent epimerase/dehydratase At29287601,57 0,0075
self-incompatibility protein-related At5g06040 1,51 0,0121
G2/mitotic-specific cyclin At4937490 1,50 0,0277
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Description Locus Facteur Testt
TRANSCRIPTION et TRADUCTION (77) d'induction

Liaison a I'ADN (34)

myb family transcription factor At5g17300 4,60 0,0168
CCAAT-box binding transcription factor At5g476Y0 2,91 0,0108
mitochondrial transcription termination factor ABRB8O 2,76 0,0312
interact with BZR1 transcription factor At1g22300 2,74 0,0088
golden2-like transcription factor At2g20570 2,64 0,0187
MADS-box protein agamous-like At3g57390 2,63 0,0125
DNA-binding protein At5g35970 2,54 0,0152
myb family transcription factor At4g00540 2,35 0,0399
pseudo-response regulator (transcription) At2g46790 2,30 0,0183
auxin-responsive factor-related At5g57420 2,27 0,0269
zinc finger (C2H2 type) At3g45260 2,12 0,0261
myb family transcription factor At3g29020 2,11 0,0159
bZIP transcription factor At2g40950 2,10 0,0064
ABA-responsive element-binding protein 2 (bZIP fimi At3g19290 1,99 0,0239
bZIP transcription factor At5g06960 1,94 0,0192
basic helix-loop-helix (DNA binding) At5g67060 1,92 0,0079
transcriptional factor B3 family At2g46530 1,91 0,0275
two-component responsive regulator At3g56880 1,90 0,0192
transcriptional coactivator p15 At5g09250 1,90 0,0167
homeobox-leucine zipper protein At3g01470 1,83 0,0360
BolA-like family (transcription regulator ) At5g18D 1,82 0,0242
AT hook motif-containing protein (DNA binding) At2§610 1,82 0,0165
basic helix-loop-helix (DNA binding) At4936540 1,80 0,0260
basic helix-loop-helix (DNA binding) At5g61240 1,77 0,0244
basic helix-loop-helix (DNA binding) At5g57150 1,72 0,0292
TATA box-binding protein-associated factor At1g08%95 1,70 0,0256
remorin family (DNA binding) At5g61280 1,66 0,0350
myb family transcription factor At1g68320 1,66 0,0092
transcriptional factor B3 family At3g53310 1,64 0,0378
zinc finger (GATA type) At4932890 1,63 0,0197
DNA-binding protein At5g47660 1,62 0,0149
bZIP transcription factor At2g21230 1,59 0,0185
homeobox-leucine zipper protein At5g06410 1,56 0,0326
bZIP transcription factor At4g02640 1,51 0,0165
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Description Locus Facteur Testt
Liaison a 'ARN (13) d'induction

RNA recognition protein At2g43410 3,38 0,0187
pentatricopeptide protein (RNA binding) At1g63400 3,12 0,0297
pentatricopeptide protein (RNA binding) Atlg71460 3,07 0,0214
pentatricopeptide protein (RNA binding) At1g13040 2,93 0,0264
RNA recognition protein At5g16260 2,87 0,0176
pentatricopeptide protein (RNA binding) At5g50990 2,36 0,0132
agenet domain-containing protein (RNA binding) Ai8§80 2,28 0,0169
pumilio/Puf RNA-binding domain At4g08840 2,14 0,0029
pentatricopeptide protein (RNA binding) At3g09040 1,99 0,0193
Garl RNA-binding region family protein At5g18180 1,81 0,0129
pentatricopeptide protein (RNA binding) At1g13630 1,71 0,0279
LUC7 containing protein (RNA binfing) At5g51410 1,70 0,0240
RNA recognition protein Atlg67950 1,53 0,0246
Autres (30)

40S ribosomal protein S10 At4925740 2,97 0,0284
40S ribosomal protein SA At3g04770 2,73 0,0178
bifunctional nuclease At1g11190 2,67 0,0171
spliceosome protein At2g42510 2,60 0,0275
40S ribosomal protein S5 At2g37270 2,53 0,0054
D111/G-patch containing protein (nucleic acid bimgi At5g08535 2,49 0,0150
ribosomal protein At4g01790 2,46 0,0245
threonyl-tRNA synthetase Atlg17960 2,42 0,0201
FtsJ-like methyltransferase At5g01230 2,30 0,0217
telomere-binding protein At3g53790 2,26 0,0203
ribosomal protein L2 At2g07715 2,19 0,0105
histone H1/H5 family At5g08780 2,19 0,0151
DNA replication licensing factor At2g16440 2,12 0,0138
eukaryotic translation initiation factor 1A AtS5g 3B, 2,08 0,0119
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein At5g471620 2,04 0,0379
replication protein At5g61000 2,03 0,0119
replication factor C At1g21690 2,00 0,0275
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Description Locus Facteur Testt
d'induction

60S ribosomal protein L35 At3g09500 1,99 0,0171
minichromosome maintenance At5944635 1,91 0,0212
DEAD/DEAH box helicase At4g00660 1,89 0,0212
SOH1 protein (RNA polymerase transcription mediator At5g19910 1,84 0,0142
arginine/serine-rich splicing factor At5g64200 1,82 0,0244
DNA (cytosine-5-)-methyltransferase At5g49160 1,80 0,0080
60S ribosomal protein L41 At3g56020 1,78 0,0144
40S ribosomal protein S7 At5g16130 1,75 0,0138
60S acidic ribosomal protein P1 At4g00810 1,74 0,0189
seryl-tRNA synthetase Atlg11870 1,72 0,0086
3'(2"),5'-bisphosphate nucleotidase At5g63P90 1,67 0,0068
pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase ABH20 1,58 0,0324
RNA helicase At5g47010 1,57 0,0332
FONCTION BTB/POZ  domain-containing
INCONNUE (199) protein At3g61600| 2,66 | 0,0128
expressed protein At5g5837p 4,71 | 0,0068 expressed protein Atlg6704p 2,63 | 0,0346
expressed protein At5g1362D 3,89 | 0,0224 hypothetical protein At2g07672 2,63 | 0,0468
expressed protein At2g0126p 3,33 | 0,0175 expressed protein Atlg6744p 2,62 | 0,0105
expressed protein At5g6348p 3,21 | 0,0375 expressed protein At5g0162p 2,60 | 0,0241
zinc finger (C3HC4-type RING expressed protein At1g1778p 2,60 | 0,0165
finger) (protein binding) At2g38185 3,15 | 0,0417

leucine-rich protein At3920820 2,60 | 0,0158
expressed protein At596258pD 3,03 | 0,0324

expressed protein At2g3174p 2,60 | 0,0109
expressed protein At2g4400p 3,03 | 0,0237

expressed protein At5g0854pD 2,51 | 0,0155
glycine-rich protein At2g11005 3,02 | 0,0311

no apical meristem Atlg7958(0 2,50 | 0,0229
expressed protein At596654D 2,98 | 0,0294

hypothetical protein At2g10978 2,50 | 0,0066
expressed protein At5g4181p 2,92 | 0,0167

phosphate-responsive protein At49089502,49 | 0,0196
expressed protein At4g3709D 2,90 | 0,0234

expressed protein Atlg7185D 2,48 | 0,0075
expressed protein At4g1840p 2,86 | 0,0141

expressed protein At2g0770R 2,48 | 0,0087
expressed protein At5g0631p 2,85 | 0,0219

expressed protein At1g0880p 2,47 | 0,0143
LOB domain protein 13 At29g30340 2,85 | 0,0127

expressed protein At1g2139D 2,47 | 0,0165
hypothetical protein At1g38950 2,80 | 0,0173

XH domain-containing protein At392937% 2,45 | 0,0217
immunophilin At5948580| 2,80 | 0,0108

] ] expressed protein At3g0608p 2,45 | 0,0202

hypothetical protein At2g31700 2,78 | 0,0159 ]
defective chloroplasts and leaves expressed protein _ _ At590698p 2,42 | 0,0215
protein-related At2g4004d 2,75 | 0,0146 XH/XS domain-containing

protein At1g80790| 2,40 | 0,0236
expressed protein At291098p 2,75 | 0,0174

expressed protein At4g3551p 2,39 | 0,0271
LOB domain family protein At3g5051Q 2,73 | 0,0112

expressed protein At2g07674 2,37 | 0,0262
expressed protein At391300D 2,68 | 0,0221

expressed protein At4g2002p 2,36 | 0,0193
hypothetical protein At1g54470 2,68 | 0,0189
reversib|y g|ycosy|atej expressed protein Atlgl4623 2,33 10,0137
polypeptide-2 At5g15650 2,67 | 0,0123 expressed protein At5g0795p 2,33 | 0,0278
expressed protein At591058pD 2,66 | 0,0182
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pmadilolbeta-catenin - TePARt 1912710 | 2.33 | 0.0178 hypothetical protein At5g3765Q 2,05 | 0,0287
hypothetical protein At4g0317¢ 2,32 | 0,0110 expressed protein At3g5576p 2,05 | 0,0241
jacalin lectin At2g39330| 2,30 | 0,0205 hypothetical protein At5g39170Q 2,04 | 0,0053
expressed protein At1g1004D 2,30 | 0,0168 expressed protein At5g1366D 2,04 | 0,0137
zinc finger (HIT type) At5g37055| 2,29 | 0,0155 expressed protein At4g3050p 2,03 | 0,0169
expressed protein At1g2246p 2,28 | 0,0274 endomembrane protein Atlg14670 2,02 | 0,0118
expressed protein At1g4313D 2,27 | 0,0119 expressed protein At3g4428D 2,02 | 0,0168
peroxisomal membrane proteinl  At2g148602,26 | 0,0144 DDT domain-containing protein  At5g0863p 2,02 | 0,0226
expressed protein At1g0749D 2,26 | 0,0190 hypothetical protein At2g10370 2,01 | 0,0224
hypothetical protein At4g07430 2,25 | 0,0200 expressed protein At5g0483p 2,01 | 0,0124
expressed protein At2g4354D 2,25 | 0,0068 expressed protein At4g2712D 2,00 | 0,0228
expressed protein At3g1829F 2,24 |0,0176 hypothetical protein At4907452 2,00 | 0,0052
hypothetical protein At3g5962q 2,24 | 0,0066 hypothetical protein At3g63020 1,99 |0,0322
expressed protein At4g0881p 2,23 | 0,0157 expressed protein Atlg2426p 1,99 | 0,0242
hypothetical protein At3g06280 2,22 | 0,0240 hypothetical protein At2g10369 1,98 | 0,0183
expressed protein At5g5678D 2,22 | 0,0198 expressed protein At3g5673p 1,98 | 0,0312
zinc finger (DNL type) At3g54826| 2,21 |0,0147 sgnes_cence—associated protein At4g3043Q,98 | 0,0298
zinc finger (C3HC4-type RING

expressed protein At2g4334p 2,21 | 0,0413 finger) (protein binding) At2g14835 1,98 | 0,0196
LOB domain family protein At1g0628Q 2,20 | 0,0140 expressed protein At5g0594D 1,97 | 0,0290
expressed protein At2g3431p 2,20 | 0,0104 expressed protein At4g29550 1,97 | 0,0261
hydrolase, alpha/beta fold family .

protein At1g52750| 2,19 |0,0088 expressed protein At395968pD 1,95 | 0,0065
zinc finger (C3HCA4-type RING expressed protein At2g1007D 1,94 | 0,0146
finger) (protein binding) At4926400 2,19 | 0,0126

hypothetical protein At2914630 2,19 | 0,0270 hypothetical protein At3943850 1.94 10,0235
expressed protein Atlg2764p 2,18 | 0,0105 expressed protein Atbg3244p 1,94 10,0059
expressed protein At5g0683D 2,18 | 0,0262 expressed protein Al290273) 1,94 10,0478
expressed protein At1g5387D 2,17 | 0,0204 expressed protein Atlg7648p 1,94 10,0235
expressed protein Atlg2674D 2,16 | 0,0264 expressed protein At2g4002D 193 10,0266
hypothetical protein At2g1101Q 2,13 | 0,0183 expressed protein Alge76s) 1,92 10,0198
C2 domain-containing protein Atlg70790 2,13 | 0,0478 expressed protein At1g3904p 1,92 10,0197
expressed protein At5g3736D 2,13 | 0,0109 expressed protein Alog4783p 1,92 10,0270
zinc finger (C3HC4-type RING expressed protein Atlg1066D 1,91 | 0,0123
glr;]gz:erf)m(g(r;t?gt')_:récgrlt%e RING At4g01023 2,11 10,0126 ovule development protein Atlg1606D 1,91 | 0,0242
finger) (protein binding) Atlg5782Q 2,11 |0,0132 VQ motif-containing protein At5g0848Q 1,89 | 0,0192
leucine-rich protein At3g0600G 2,09 | 0,0219 hypothetical protein At4g0882Q0 1,89 | 0,0252
kelch repeat-containing protein At3g077202,09 | 0,0237 expressed protein At1g0929p 1,89 | 0,0279
expressed protein At1g2733D 2,08 | 0,0339 expressed protein At2g4586D 1,88 | 0,0122
expressed protein At2g41390 2,08 | 0,0063 expressed protein At3g5991D 1,88 | 0,0159
expressed protein At3g0224p 2,08 | 0,0129 expressed protein At1g5754D 1,87 | 0,0113
expressed protein At5g48080 2,08 | 0,0463 hypothetical protein At2g0731Q 1,87 | 0,0075
hypothetical protein At4g16040 2,07 | 0,0209 expressed protein At5g5406[ 1,86 | 0,0288
expressed protein At3g18560 2,07 | 0,0115 expressed protein At3g91978D 1,86 | 0,0138
protein binding At3g03960| 2,07 | 0,0268 expressed protein At3g5104D 1,86 | 0,0463
expressed protein At493942)D 2,07 | 0,0099 expressed protein At5g4794D 1,86 | 0,0139
hypothetical protein At5920760 2,06 | 0,0209 expressed protein At1g5389p 1,85 | 0,0496
CBS domain-containing protein At4933700 2,06 | 0,0311
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hypothetical protein Atlg1560Q 1,85 |0,0176 hypothetical protein At5g64720 1,69 | 0,0177
expressed protein Atlg6705p 1,85 | 0,0182 expressed protein At590622p 1,68 | 0,0231
hypothetical protein At4g07521 1,84 | 0,0359 expressed protein At5g4548pD 1,68 | 0,0185
expressed protein At1g1099D 1,84 | 0,0252 hypothetical protein At2912684 1,67 | 0,0086
hypothetical protein At2913126 1,84 | 0,0201 hypothetical protein At4907460 1,66 | 0,0289
expressed protein At2g2076p 1,84 | 0,0177 hypothetical protein At2g07290Q 1,65 | 0,0115
expressed protein At5g5685D 1,83 | 0,0090 expressed protein At5g5653D 1,65 | 0,0125
glycine-rich protein At2g05440 1,82 | 0,0340 expressed protein At2g1483p 1,65 | 0,0259
expressed protein At291485D 1,81 | 0,0075 hypothetical protein At3942784 1,65 | 0,0182
expressed protein At4g0360p 1,80 | 0,0246 expressed protein At1g0586p 1,64 | 0,0155
expressed protein At5g1322p 1,80 | 0,0310 hypothetical protein At3g3056Q0 1,64 |0,0121
protein binding At5¢g06130| 1,79 [0,0131 expressed protein Atlgl1117D 1,63 | 0,0071
hypothetical protein At2g10390 1,79 | 0,0177 hypothetical protein At5g50710 1,63 | 0,0143
ethylene-responsive protein At1g097401,78 | 0,0134 expressed protein At1g2351p 1,62 | 0,0401
paired amphipathic helix repeat- dentin sialophosphoprotein-

containing protein Atlg2727Q 1,78 | 0,0166 related At5g07980| 1,61 [ 0,0142
expressed protein Atlg1140p 1,76 | 0,0297 hypothetical protein At3g55670 1,60 | 0,0199
hypothetical protein At4905370 1,76 | 0,0321 expressed protein At492800p 1,60 | 0,0366
expressed protein At3g5015pD 1,76 | 0,0484 expressed protein At2g0110p 1,59 | 0,0325
leucine-rich repeat (LRR) .

domains At1g25570| 1,75 | 0,0300 expressed protein At590344p 1,59 | 0,0455
hypothetical protein At4g22510 1,74 | 0,0158 expressed protein At1g1901D 1,59 | 0,0174
expressed protein At3g4725D 1,74 | 0,0072 expressed protein At5g4350D 1,58 | 0,0111
integral membrane family At5g19980 1,74 | 0,0144 expressed protein At5g1841D 1,57 | 0,0103
zinc finger protein (protein hypothetical protein At5g61920 1,57 | 0,0214
binding) At3927710| 1,74 |0,0343 zinc finger (C3HC4-type RING

integral membrane family At5g06200 1,73 | 0,0207 finger) (protein binding) At3g14329 1,54 |0,0282
hypothetical protein At4g04730 1,73 | 0,0269 hypothetical protein At5¢32620 1,53 | 0,0287
expressed protein At1g1120p 1,72 | 0,0203 hypothetical protein At5g21130 1,52 | 0,0318
C2 domain-containing protein At5g06850 1,72 | 0,0066 auxin-responsive protein At5g6626D 1,52 | 0,0195
expressed protein At4g1936D 1,72 | 0,0084 guanylyl cyclase-related At5g0593p 1,52 | 0,0307
expressed protein At5g5779D 1,71 | 0,0163 hypothetical protein At392956Q 1,51 | 0,0211
expressed protein At5g6561D 1,71 | 0,0147 expressed protein At3g1232p 1,50 | 0,0144
expressed protein At5g5104D 1,69 | 0,0254 hypothetical protein At5g07380 1,50 | 0,0175
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Tableau 28. Génes sous-exprimés de maniére significative demsacines en réponse au cadmium. Des
plantules d’'une semaine ont été transférées pendantsemaine sur un milieu contentant O ou 100 €M d
cadmium. Le ratio d’induction (traité / témoin) cespond a la moyenne de 4 expériences. L'analgsistiiue

a été réalisée au moyen d’'un test t avec un sewbdfiance supérieur a 95 %<0,05).

Description Locus Facteur Test t
TRANSPORTEURS (8) d'induction
Transporteurs ioniques (3)
cation/hydrogen exchanger At39520€l30 -2,03 0,016
chloride channel protein At5g49890 -2,13 0,009
iron-responsive transporter At4g19690 -2,03 0,026
Pompes ATPases (1)

| AAA-type ATPase At3g29800|  -2,68 0,017
Autres transporteurs (4)
mannitol transporter At2g16120 -2,21 0,013
importin alpha-1 subunit At3g06720 -2,20 0,005
importin alpha-1 subunit At1g32880 -2,02 0,012
vacuolar protein sorting 55 family At3g11530 -2,08 0,037
DEFENSES (6)
Interaction plantes / pathogénes (1)
disease resistance protein (CC-NBS-LRR class) At186 | -2,70 0,040
Anti-oxydants (3)
peroxidase At2g18980 -3,83 0,010
glutaredoxin At4g33040 -3,56 0,039
thioredoxin At2g40790 -2,44 0,007
Autres protéines de stress (2)
dehydrin At3g50980 -2,94 0,025
cytochrome P450 family At3g2008p -2,29 0,003
proline-rich extensin At3g28550 -1,676 0,043
pectate lyase At5g09280 -2,20 0,019
glycosyl hydrolase family 9 (carbohydrate metabm)is At2g44540 -2,12 0,030
cellulose synthase-like At4g13410 -2,10 0,043
METABOLISME GLUCIDIQUE (0
short-chain dehydrogenase/reductase At2g37p40 -2,19 0,006
short-chain dehydrogenase/reductase At2g47120 -2,01 0,017
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Description Locus Facteur Testt
d'induction
F-box family (interaction with ubiquitin ligase) Ag00755 -2,39 0,050
F-box family (interaction with ubiquitin ligase) Bg46170 -2,27 0,009
F-box family (interaction with ubiquitin ligase) 210990 -2,21 0,016
F-box family (interaction with ubiquitin ligase) Ay67190 -2,09 0,006
F-box family (interaction with ubiquitin ligase) B63520 -2,02 0,009
ubiquitin-specific protease At4g39370 -2,57 0,009
ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase At1g52450 -2,48 0,005
protease-associated zinc finger (C3HC4-type RIN@€) At1g35630 -2,38 0,038
ubiquitin family At3g45180 -2,12 0,006
ubiquitin-specific protease At3g14400 -2,04 0,022
cysteine protease At5g67170 -2,34 0,007
prolyl oligopeptidase At5g66960 -2,16 0,007
SIGNALISATION (10)
Kinases (5)
protein kinase At4g00330 -2,57 0,024
protein kinase Atlg79640 -2,26 0,010
phytochrome kinase At5g04190 -2,17 0,039
phosphatidylinositol 3- and 4-kinase Atlg275y0 -2,15 0,009
protein kinase At2g28590 -2,10 0,007
Phosphatases (4)
acid phosphatase At1g25230 -2,70 0,015
phosphatidic acid phosphatase At2g01180 -2,16 0,011
acid phosphatase At3g52820 -2,07 0,005
phosphatase 2C At4931750 -1,69 0,023
Autres signaux (1)
signal recognition particle At191531b -2,34 0,011
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Description Locus Facteur Testt
AUTRES METABOLISMES (12) d'induction

Cycle cellulaire (3)

cylicin-related At5g10950 -2,57 0,037
cyclin At5g65420 -2,25 0,017
mitotic spindle checkpoint protein Atl1g16590 -2,23 0,016
Autres métabolismes (9)

plastocyanin-like domain-containing protein At3g8383 -3,33 0,010
aldo/keto reductase At5962420 -2,61 0,004
cytochrome b6f complex subunit At2g26500 -2,56 0,002
aconitate hydratase, cytoplasmic At4g35830 -2,42 0,044
pleckstrin homology Atlg77730 -2,33 0,008
isoflavone reductase At1g75280 -2,33 0,012
S-adenosyl-L-methionine:carboxyl methyltransferase At4g36470 -2,29 0,021
peptidyl-prolyl cis-trans isomerase cyclophilin-g/family At4g33060 -2,22 0,009
UDP-glucosyl transferase (unknown substrate) At3§83 -2,09 0,019
TRANSCRIPTION et TRADUCTION (21)

SNF2 domain-containing protein At5g22750 -3,06 0,049
ethylene-responsive DEAD box RNA helicase At5g63120 -2,70 0,005
endonuclease V At4g31150 -2,52 0,026
PHD finger family At3g20280 -2,36 0,022
telomere-binding protein Atlg0754p0 -2,33 0,024
pentatricopeptide repeat-containing protein At2 @b ( -2,32 0,008
DC1 domain-containing protein At3g46800 -2,31 0,009
nuclear transport factor 2 family protein At5g48650 -2,27 0,007
60S acidic ribosomal protein P2 (RPP2B) At2927710 -2,26 0,008
pentatricopeptide repeat-containing protein At1dgBDS -2,17 0,006
nucleosidase-related At4928940 -2,16 0,022
WRKY family transcription factor At493155( -2,16 0,007
DC1 domain-containing protein At4g13130 -2,13 0,027
basic helix-loop-helix (bHLH) family At392571( -2,13 0,011
eukaryotic translation initiation factor 3 sububit At2g39990 -2,12 0,040
DC1 domain-containing protein At1g55420 -2,12 0,043
wave-dampened? At5g28646 -2,09 0,017
zinc knuckle (CCHC-type) family At5g32482  -2,04 0,024
exonuclease family Atlg74390 -2,03 0,002
adenine phosphoribosyltransferase At5g11160 -2,03 0,012
zinc finger (DHHC type) family At5g2035( -1,72 0,007

150



FONCTION
INCONNUE (65)

meprin and TRAHR

hypothetical protein At5g40855| -2,12 | 0,011
expressed protein At3g50380 -2,11 0,010
expressed protein At5¢62900 -2,11 | 0,008
ripening-responsive

protein At5g10420 | -2,11 | 0,007
hypothetical protein At29g22320| -2,10 0,019
expressed protein At5¢g5561Q0 -2,09 | 0,006
hypothetical protein At4903690| -2,08 0,005
expressed protein At5¢g50150 -2,07 | 0,015
expressed protein Atlg15980 -2,06 0,027
expressed protein At2g44850 -2,06 0,020
expressed protein At2g20620 -2,05 | 0,026
expressed protein At5g1217Q -2,04 0,002
leucine-rich repeat family

protein At4g26050 | -2,03 | 0,008
expressed protein At4g38225 -2,02 | 0,030
expressed protein Atlg47820 -2,02 0,023
auxin-responsive protein| At5g65670 -2,02 | 0,021
immunophilin At3955520 | -2,01 0,010
expressed protein Atlg55679 -2,01 | 0,017
expressed protein At4g38320 -2,00 0,030
expressed protein At3g04630 -2,00 0,012
hypothetical protein At5g57730| -1,74 | 0,016
ankyrin repeat family At2924600| -1,73 0,002
expressed protein At5g05040 -1,72 | 0,044
expressed protein At5g1205Q0 -1,67 0,013
expressed protein At5g03900 -1,66 | 0,034
hypothetical protein Atlg14630| -1,66 | 0,012
expressed protein Atlg69360 -1,64 0,016

domain-containing protein At1g58270 -3,60 | 0,020
expressed protein At2g42310 -3,50 0,013
expressed protein At5g1820Q -3,45 | 0,017
expressed protein At29g42950 -3,23 0,045
expressed protein At4928290 -3,10 0,031
zinc finger (C3HCA4-type

RING finger) family

(protein binding) Atlg47570] -3,06 0,009
expressed protein At2g0479Q -3,02 | 0,025
expressed protein At5g1071Q0 -3,00 0,020
BRICK1 At29g22640 | -2,93 | 0,025
zinc finger (C3HCA4-type

RING finger) family

(protein binding) At2g02160, -2,92 0,014
expressed protein At5g4809Q -2,84 | 0,001
leucine-rich repeat family

protein At3926500 | -2,78 0,030
expressed protein At2g06845 -2,73 | 0,034
Mo25 family At5g47540 | -2,70 | 0,042
LOB domain  family

protein At3911090 | -2,64 0,020
expressed protein At3g2171Q -2,64 | 0,006
expressed protein At5946795 -2,60 0,018
hypothetical protein At3g29750| -2,60 | 0,007
expressed protein At29g4615Q -2,58 0,007
hypothetical protein At5934820| -2,56 0,031
zinc finger (C3HCA4-type

RING finger) family

(protein binding) At4933940| -2,50 0,010
UNC-50 family protein At2g15240| -2,43 | 0,002
hypothetical protein At1g33070| -2,42 0,011
60 kDa inner membrane

family protein At1g24490 | -2,42 0,005
membrane protein At2g19340| -2,41 | 0,008
expressed protein At3901810 -2,41 0,004
expressed protein At3g6081Q -2,39 | 0,012
expressed protein At3959490 -2,38 0,008
expressed protein At5g45690 -2,37 | 0,038
expressed protein At5g2577Q -2,35 | 0,007
hypothetical protein At4918680| -2,24 0,032
expressed protein At2g0603Q -2,22 | 0,019
hypothetical protein At4902465| -2,18 0,015
expressed protein At2g0148Q -2,17 | 0,041
expressed protein At5936710 -2,16 0,014
hypothetical protein At5925000| -2,16 0,016
hypothetical protein At5g33806| -2,13 | 0,002
expressed protein At5957340 -2,12 0,018
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DISCUSSION

Les objectifs de ce travail étaient :

1) d’établir si I'écotype Ws &. thaliana utilisé lors de ce travail présentait des diff@eside
sensibilité au cadmium par rapport a d’autres émsytels que Col ou Ler a croissance moins

rapide.

2) davoir une idée compléte de la régulation deviée de synthese des phytochélatines
(expression des génes, activités enzymatiquespuipsoslynthétisés). En effet, les données de la
littérature liées aux réponsesAdthaliana au cadmium, outre le fait qu’elles aient été s&sds
majoritairement avec I'écotype Col, sont partiekgssouvent focalisées sur une seule protéine
et/ou un seul géne (glutamylcystéine ou glutahiorthetase, phytochélatine synthases ou genes
spécifiques, la plupart du temp&£S). Les conditions de culture et d’exposition au ahétant
variables d’'une publication a l'autre, il est datifficile d’obtenir des informations claires sur la

régulation de cette voie de synthése ohethaliana

3) davoir une vue globale de la régulation du saiptome dA. thaliana en réponse au
cadmium. Les quelques études realisées jusqu’aermirése portaient que sur une partie du
génome. De plus, les rares expériences réaliséeslasuotalité ou la quasi-totalité du
transcriptome ont été effectuées dans des temppabiion au métal plus courts ou plus longs,
avec des concentrations en cadmium plus faiblesretles plantes plus agées (Kovalckulal,
2005; Herbettet al.,2006).

4) d'initier une étude des mécanismes de phytoaatatian du cadmium chez un méléze hybride
car les especes ligneuses présentent des avaptagasels pour la phytoremédiation par rapport
a des herbacées (systeme racinaire plus déveldpp®masse plus importante). De plus, la
littérature donne essentiellement des quantifioatibu métal dans les organes de quelques arbres
mais sans explication précise des réponses misptaee. L'étude sur le meleze apporte donc

des informations nouvelles dans le domaine de yéopbmédiation.
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I. Le cadmium inhibe le pouvoir germinatif des granes dArabidopsis thaliana

(écotype WSs)

Parmi les concentrations testées, seule la dosg0deM permet d’obtenir un taux de
germination proche de celui du témoin et des plastime montrant pas de signe visible
d’altération de croissance. A partir d’'une concatiin égale ou supérieure a 100 uM, le métal
limite le taux de germination ainsi que la tailesglantules. En effet, avec 100 uM de cadmium,
le taux de germination ne correspond plus qu'a 5d€¢elui du témoin. De plus, a partir de
500 uM, seules des radicules se forment alors egi@arties aériennes ne se développent pas,
méme en laissant les graines plus longtemps suamilleu de culture. Il existe assez peu de
références dans la littérature concernant I'effetcddmium sur la germination de l'arabette et
d’autres espéeces car la plupart des auteurs déHdatetraitements sur des plantules et non pas

directement sur des graines.

Sharma et Kumar (2002) ont tout de méme mis eneéeiEl une diminution de
germination a des concentrations en cadmium siredaaux noétres (tableau 29). Les taux de
germination sont cependant plus élevés : 85 et pagsapport au témoin pour 100 et 200 uM de
cadmium. De méme, Cho et Seo (2005) ont utilisé abegentrations en cadmium de 300 et
500 uM et ont mesuré le taux de survie des plamtale bout de 3 semaines. Leur résultats
indiquent qu’avec 500 pM, environ un tiers des f@arse maintient sur le milieu (alors que nous
n'avons obtenu que 20 % de germination par rappoertémoin et uniquement des radicules)
tandis qu’avec 300 M, il reste encore 55 % detpkariables (40 % de germination dans notre
cas). Ces différences de résultats peuvent égs #id'écotype car Sharma et Kumar ont travaillé
avec l'écotype Landsberg erecta (Ler) et Cho et &esc I'écotype Columbia (Col). Ceci
impliquerait donc une sensibilité accrue de Ws nagport & Ler et Col en ce qui concerne la

germination sur un milieu enrichi en cadmium.
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Tableau 29. Comparaison du taux de germination de différestgseces et différents écotypesd\.dthaliana en
présence de cadmium. n.s.: différence non sigtifie par rapport au témoin. Afin de pouvoir congpales
résultats, les pourcentages de germination ontétusapportés a une référence de 100 pour le tEmoi

Espéce [Cd]en UM | Germination (%) Auteurs

A. thaliana(Ws) 50-100a500| n.s.-57a20 Nos résultats

A. thaliana(Ler) 100 et 200 85et75 Sharma et Kumar (2002)
A. thaliana(Col) 300 et 500 55 et 33 Cho et Seo (2005)
Lupinus luteuglupin jaune) 50 n.s. Kopyra et Gwozdz (2003)
Oryza sativa(riz) 50 ou 200 90 é%s&”)ef;‘&'{s(;g‘t’g_;(;'Oeg;)a'-
Triticum aestivungblé) 89,2 80 Liu et al. (2007)

Avena sativdavoine) 7000 50

Lactuca sativdlaitue) 3500 33 da Rosa Correat al. (2006)
Brassica campestrigavette) | 28500 54

Pisum sativungpois) 5000 40 Mihoub et al. (2005)

Par ailleurs, des travaux réalisés chez le rizdilé montrent que la germination reste
assez forte en présence de doses modérées de padhaitaux est en effet aux alentours de 90
et 80 % en présence de 200 et 89,2 uM de cadmims ldamilieu (Ahsaret al., 2007 ; Liuet
al., 2007 ; Heet al., 2008 ; Rascicet al, 2008). Certaines graines montrent des capacées d
germination fortes méme en présence d’'importantseside cadmium allant jusqu’a plusieurs
mM. Cependant, la germination des graines de p@iseté suivie qu'en terme de sortie de
radicule et non poursuivie pour I'apparition deppareil aérien, ce qui ne permet pas de savoir si
les plantules peuvent poursuivre leur développerpéarg longtemps en présence de cadmium
(Mihoub et al, 2005). Les auteurs ont d’ailleurs montré quedescules font moins de 5 mm au
bout de 4 jours alors que chez les témoins, eliesgaent presque 4 cm. De méme, pour les
travaux réalisés sur I'avoine, la laitue et la riajdes biomasses des plantules germées n’ont pas
été reportées dans la publication (da Rosa Catred, 2006). Elles ont été calculées pour des
concentrations deux fois moins élevees et les taésuontrent déja des réductions de plus de
60 % par rapport aux témoins.
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D’apres les données de Gardea-Torrestegl (2005) reportées dans le tableau 1 (page
5), la concentration en cadmium dans les sols fifétak varie de 10 a 320 mg de cadmium par
kg. La concentration de 100 uM de cadmium (dosertirgle laquelle la germination est réduite
et les plantules sont moins développées que lesitéincorrespond a 11,2 mg de cadmium par
kg de milieu, ce qui signifie que la germinationgitaines dArabidopsis thalianalirectement sur
un sol métallifere ne pourrait pas permettre aanfgls de se développer correctement. Dans la
suite des expériences, les graines ont donc étésndisgermer sur un milieu sans cadmium
pendant une semaine avant d'étre exposées au Déwplantules ayant amorcé les premiéres

étapes de développement végétatif pourraient eh sffrévéler plus tolérantes au traitement.

II. Le cadmium modifie la croissance et le dévelogament de la plante
1. La tolérance de Ws est corrélée a une « répons®rphogénique induite par le stress »
(RMIS) plus prononcée par rapport a Col

1.1. Définition de la RMIS

La RMIS correspond a une inhibition de la divisicgllulaire au niveau du méristeme
apical de racine ainsi que de I'élongation celhaldfigure 44). Le phénotype observé présente
des racines plus courtes, de nombreux poils abstrtfarmés a proximité de I'apex et une

production stimulée de racines latérales (Potieed, 2007).

Control root Root showing SIMRs
under heavy metal stress or
phosphate deficiency

Redifferentiation of
pericycle and formation
of lateral roots

Inhibition of

elongation and
consequent formation of
root hairs near apex

Blocked cell division
in primary meristam

Figure 44.Caractéristiques générales de la réponse morplipgéimduite par le stress (RMIS) d’aprés Potédral
(2007). La photo de droite correspond a I'apex d'uacine dArabidopsis thalinana(écotype Col) exposée a
I'alloxane, un analogue toxique du glucose.
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La RMIS n’est pas spécifique du traitement au cadmcar elle a déja été mise en
évidence en réponse a différents stress abiotighez I'arabette et chez d’autres especes
(Pasternaket al, 2005a et b; Potterst al., 2007 et 2009). Elle est induite en réponse a
I'exposition a différents ETM (aluminium, cuivrea@mium, plomb, chrome), a une déficience en
source de phosphate ou de sulfure dans le milieangore a un stress oxydant (exposition au
paraquat, au peroxyde d’hydrogene). Le méme phpadcdyété observé en réponse a un stress
salin (Zollaet al, 2010). Cette réponse est considérée comme umenatadation des plantes
pour échapper a une contrainte d’'intensité modénée,trop forte toxicité n’'engendrant pas ce
phénotype (Potterst al, 2007). Dans le cas d’'une déficience en élémghissphate, sulfure), la
production des poils absorbants permet d’augmelaesurface d’absorption pour puiser
davantage de nutriments au niveau du sol. Danadelwin stress métallique, 'augmentation de
la surface d’absorption est interprétée comme uesetative d'« évasion» du milieu

potentiellement toxique.

Par ailleurs, la RMIS peut également s’observernagau des parties aériennes en
réponse a un stress mécanique ou une expositio)dtB (Potterset al.,2007). Le phénotype
observé est une inhibition de I'élongation de Igetiet une augmentation du nombre de
ramifications. Nos travaux ayant été réalisés g plantules au stade de jeunes feuilles en
rosette, nous n‘avons pas pu mettre en évidencetlamgation perturbée de la tige lors de la
transition florale. Avec une dose de 100 uM de dadmle nombre de feuilles n’est pas modifié,
ce qui laisse penser que, dans nos conditiondMliEsRe s’est produite gu’au niveau racinaire. Il
serait cependant intéressant de traiter les plalots longtemps et d’analyser les phénotypes

observés au niveau du développement de I'appaedra

1.2. Réduction de la longueur de la racine princiga

Nos résultats ont montré que la longueur de laneaprincipale de plantulesAl’thaliana
est réduite significativement d’un facteur 1,3 tegaitement avec 50 UM de cadmium et que ce
facteur de réduction est le méme en réponse a Mdqumétal. Gucet al. (2008) ont mis en
évidence une réduction d'un facteur 3,3 et 5 déohgueur de la racine principale chez des
plantules dA. thaliana(écotype Col) de 2 jours traitées pendant 14 javex 50 et 100 uM de

cadmium respectivement. |l est difficile de compares résultats avec les nétres dans la mesure
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ou les auteurs ont utilisé des plantules plus jeunedébut du traitement (donc potentiellement
plus sensibles) et les ont exposées au métal depliis longtemps. En revanche, les travaux de
Sharmaet al. (2002) ont montré une diminution d’'un facteur 86 la longueur de la racine
principale lorsque les plantules (écotype Ler) d'wsemaine étaient soumises a 25 uM de
cadmium pendant 7 jours, soit une concentratiomigtifférieure a celle que nous avons utilisée.
Les travaux de Wojcik et Tukiendorf (2004) sur geantes plus agées (7 semaines avant
exposition pendant une semaine sur 100 uM de cad)nfont état d’'une diminution de
I’élongation racinaire d’un facteur 3,5 par rappaux témoins. Ces deux expériences suggerent

donc que I'écotype Ws serait plus tolérant a I'estfjon au cadmium.

Cette réduction de la longueur de la racine pradeipa été observée chez d’autres
especes : des plants de pois de 7 jours soumisteitement de 60 ou 120 uM de cadmium
pendant 6 jours présentent une racine principalaited d’environ 10 et 30 % respectivement
(Lima et al, 2006). Des plantules d’orge ayant germé sur uliemicontenant 25 pM de
cadmium, présentent des racines réduites de 40 ¥amaort aux plantes témoins (Sharetal,
2004a). Zhou et Qiu (2005) ont également obsene diminution de la longueur des racines
chez la plante phytoaccumulatriS&edum alfrediiexposée a 800 uM de cadmium pendant 20
jours : les racines sont trois fois plus courtes gelles des témoins (I'age des plantes au moment
du traitement n’est pas précisé dans la publicatida plus, nos résultats obtenus chez le méleze
indiquent une réduction de 60 % de la racine ppalei pour des plantes de 4 semaines

maintenues une semaine sur 1 mM de cadmium.

1.3. Initiation amplifiée de racines latérales et € poils absorbants

Les figures 28 et 32 montrent que les racines skm@s peuvent étre également touchées
par une réduction de leur longueur lorsqu’ellest @xposées a 50 ou 100 uM. De plus, les
plantules initient davantage de racines secondairésrtiaires et davantage de poils absorbants
que les témoins. Les poils absorbants sont inbiEsucoup plus pres de I'apex que chez les
racines témoins, ce qui indique une disparitionadeone d’élongation observée normalement
chez les racines avant la zone de différenciati®atte observation suggere un arrét de
fonctionnement du méristéme apical de racine.
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Potterset al. (2007) ont montré que des plantules de 6 joufsatiidopsis thaliana
(écotype Col) traitées avec 50 uM de cadmium pendia présentaient déja des déformations
au niveau des cellules situées vers I'apex. Nownsawbservé ce méme phénoméne chez Ws
mais avec la dose de 100 puM, ce qui suggere ursbdéd plus forte de I'écotype Col face au
cadmium car nous avons fait nos observations at #euw jours d’exposition au métal. Les
auteurs n’ont pas mis en évidence une forte pramudie poils absorbants ou de racines latérales
aussi pres de I'apex que chez Ws. Ceci laisse pgnsd’écotype Ws pourrait réagir plus vite au
stress en produisant des racines latérales etallssgbsorbants pour tenter « d’échapper » a la
contrainte du milieu. Ce phénoméne marquerait dome plus grande tolérance de Ws au

cadmium ou du moins une capacité d’accommodatios falpidement mise en place.

La RMIS serait liée & une ou plusieurs modificaigrau niveau de I'auxine. Pottesal.
(2007) ont montré que des plantuledrmdibidopsis thaliangécotype Col) exposées au cadmium
présentaient des défauts de distribution de l'aaxikn effet, I'auxine, qui s'accumule
normalement au niveau de I'apex, se retrouve Iséalau niveau du cylindre central des racines
et davantage dans les parties éloignées de I'sg@naire en réponse au traitement métallique.
Ceci induit une activité de division cellulaire Xme-dépendante) délocalisée et donc la
formation de nombreux primordias racinaires latéraBotterset al. (2009) reportent aussi
gu’'une surproduction d’auxine peut causer les mégfets de délocalisation des zones de
divisions cellulaires au niveau des racines. Or remultats obtenus avec les microréseaux
mettent évidence la surexpression dans les paéigsnnes (lieu de synthése de l'auxine) de 8
genes codant des protéines interagissant avedri@aabont un transporteur d’auxine (auxin efflux
carrier, At5g01990). Parallelement, aucun genealié métabolisme de l'auxine n’est sous-
exprimé. Il est donc possible gu’'une surproductiauxine soit un élément clé dans I'apparition
de la RMIS. Un dosage d’auxine ainsi qu'une locdi de protéines liées a l'auxine
permettraient de confirmer I'hypothese selon lalguehe surproduction d’auxine causerait une

délocalisation de I'accumulation d’auxine et stieralit la formation de racines latérales.
Les espéces réactives de I'oxygene (ERO) pourragaliement contribuer directement ou

indirectement a la mise en place de la RMIS (Paskast al.,2005a et b ; Potteet al, 2007 et

2009). L'excés de cadmium (comme les autres ETM)eg® une oxydation des lipides
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membranaires et d’'un grand nombre de protéines €AppHirt, 2004 ; Maksymiec et Krupa,
2006). Cette oxydation entraine 'accumulation dERui agissent en cascade pour augmenter
lintensité du stress et les dommages cellulaife®r@ et al, 2002). En effet, le cadmium en
forte concentration entraine che&rabidopsis thalianaune accumulation de peroxyde
d’hydrogéne et une peroxydation des lipides (ChBest, 2005). Les ERO sont certes a l'origine
d’'un stress oxydant mais peuvent également, loetlgg’ ne sont pas en concentration trop forte
dans la plante, intervenir dans des voies de sgai@n liées a la division et a I'élongation
cellulaire ainsi qu’a la formation de racines latés (Liet al, 2007). L’analyse des microréseaux
a révélé la surexpression de quelgues genes cddar@nzymes anti-oxydantes (voir tableaux 25
et 27) mais assez peu par rapport a toutes lesraszgonnues de lutte contre I'oxydation. Ceci
pourrait impliquer que : 1) toutes les ERO prodiiite seraient pas éliminées et pourraient donc
jouer un role de signalisation dans la RMIS ; 23tless n’est pas suffisamment fort pour induire
la génération d’'une grande quantité d’'ERO (ce gggererait que les enzymes ont une activité
constitutive suffisante pour limiter leur teneuB);toutes les enzymes anti-oxydantes ne sont pas

régulées au niveau transcriptionnel.

1.4. La RMIS ne modifie pas la biomasse racinaire

Nos expériences montrent qu’en présence de 50 Oyl la biomasse racinaire totale
de l'arabette n'est pas affectée de maniére satifie. Ces résultats suggerent que l'initiation
d'un plus grand nombre de racines, voire de poibsoebants, pourrait compenser le
raccourcissement de la racine principale et desgacsecondaires les plus agées. La diminution
de biomasse a été observée seulement a partir@@M0de cadmium avec une réduction de

55 % par rapport aux témoins.

Wojcik et Tukiendorf (2004) ont testé pendant umenaine l'effet de 100 uM de
cadmium sur des plantes de I'écotype Col agéessamaines donc a priori plus résistantes que
les plantules Ws agées de seulement 7 jours au délitaitement. Leurs résultats indiquent une
diminution de la biomasse des racines par un factemviron 1,5 par rapport aux témoins alors
que dans nos conditions de culture, un traitemest plantules de I'écotype Ws pendant 1
semaine avec 100 uM n’entraine pas de diminutignifgtative de la biomasse. L'écotype Ws

semble donc se révéler plus tolérant a I'exposiiortadmium que I'écotype Col.
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La réduction de biomasse racinaire est eégalementiomaée dans la littérature chez
d’autres especes : des plantules de pois de 5 fj@itées pendant 6 jours avec 60 ou 120 uM de
cadmium, présentent une réduction d’environ 25 %adeasse fraiche des racines (Lietal,
2006). De méme, des plantules de mais de 10 japsées 4 jours a 50 ou 200 uM de cadmium
présentent une diminution de biomasse de 25 et $8s@ectivement (Ruegsegger et Brunold,
1992). ChezZlhlaspi arvenseun traitement de 7 jours avec 50 pM de cadmium dss plantes
agées au départ de 30 a 40 jours) provoque uneti@dwe la biomasse racinaire d’'un facteur
3,5 (Ebbset al, 2002). Certaines especes hyperaccumulatricegepelaussi présenter un
ralentissement de la production de biomasse. Alesi plants dirabidopsis hallerid’l mois
traités pendant 3 semaines avec 100 uM de cadmigsement une réduction de biomasse de
'ordre de 70 % (Zhacet al, 2006). Par contre d’autres especes hyperaccuncakatsont
beaucoup plus tolérantes comifielaspi caerulescendont la biomasse n’est pas modifiée en
présence de 50 uM de cadmium (Ebbal, 2002).

2. Une dose de cadmium de 100 uM n’affecte pas lmasse aérienne

Différentes concentrations ont été testées cheablé&ite et ont montré que le cadmium est
létal lorsque la concentration en métal atteint I.rA des concentrations modérées de 50 et
100 uM, nos résultats montrent que la biomasseera@&i n'est pas modifiée de maniere
significative. En revanche, a partir de 200 pMgdemium a un effet toxique mis en évidence par
une diminution de 40 % de la biomasse des paréigsrames. Cette diminution peut s’expliquer a
la fois par une diminution de la surface de chaguéle et également par le nombre de feuilles
formées. L'effet du cadmium est moins marqué quiaweau des racines car la réduction de
biomasse du systeme racinaire a 200 uM était dé.55e résultat semble logique dans la mesure

ou les racines sont les premiers organes a absetrbeaccumuler le cadmium.

Une étude a été réalisée avec I'écotype Ler eisanil des conditions de culture similaires
aux notres : des plantules d’'une semaine ont atsférées pendant une semaine sur un milieu
enrichi en cadmium mais avec une concentrationrsdeN (Sharmaet al, 2002). Les auteurs ont
mis en évidence une diminution de moitié de la l@isse des parties aériennes alors que nous

n'avons pas de diminution significative avec 100 pblr I'écotype Ws. Howdeat al (1995)
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ont travaillé sur I'écotype Col en exposant despiies agées de 8 jours pendant 8 jours sur
15 puM de cadmium. lls ont ainsi obtenu une dimoutile la masse fraiche des parties aériennes
de plus de 50 %. Ces expériences, comparées & gekkenous avons réalisées avec 'écotype
Ws, suggerent que ce dernier serait plus tolérdfgxposition au cadmium donc susceptible
d’accumuler de plus fortes quantités de cadmium.

Chez le méleze, la méme tendance a été observée 1anM de cadmium, la biomasse
aérienne n’'est pas affectée alors qu’elle dimineawdron un tiers pour la partie racinaire. La
littérature fait mention d’'une réduction moins imamte de la biomasse des parties aériennes par
rapport aux parties racinaires en réponse a uneséign au cadmium. Ainsi, différents cultivars
de blé (des espéc@asiticum aestivurret T. turgidun) de 5 jours exposés a 30 uM de cadmium
pendant 12 jours présentent une diminution de lasmaes parties aériennes d’environ 30 %
alors que la masse des parties racinaires estteedai45 % (Stolet al, 2003). Cependant,
I'altération plus forte du systéme racinaire n'gss toujours mise en évidence. Les travaux
précédemment cités de Ruegsegger et Brunold (1982 mais et de Zhagt al. (2006) sur
Arabidopsis hallerimettent en évidence que les biomasses des pagtiesines et racinaires sont
réduites d’'un méme facteur en présence de cadniiemlus surprenant chex halleri, est que
méme avec cette forte réduction de croissance'ddiré de 70 %), les plantes contiennent des
guantités tres importantes de cadmium, comme @ sgntionné ultérieurement dans la partie
consacrée a la phytoaccumulation. Dans les pulditatrelatives a 'effet du cadmium sur la
biomasse, les conditions expérimentales sont tregses, ce qui rend difficile la formulation
d’'une conclusion. En effet, la diminution de biosmapeut dépendre a la fois de I'espece étudiee,
de I'age des plantes au début du traitement, deiriée du traitement et / ou de la concentration
en cadmium. Ainsi Peralta-Videst al. (2004) ont clairement montré que I'dge des phkmte
moment du traitement peut influer sur la croissabams leurs expériences, des plants de luzerne
(Medicago sativpont été arrosés avec 500 mg. de cadmium (& raison de 100 mL pour 1 kg de
sol soit une concentration réelle de 50 mg paregtda croissance a été évaluée deux semaines
plus tard. Les auteurs ont mis en évidence un &fat sur des plantes agées de 4 jours au
moment du traitement alors que la moitié des ptadte 16 jours sont viables et que 90 % des
plantes de 20 jours peuvent se développer sartiétiectable.
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La réduction de biomasse peut s’expliquer par urigrasion de [lactivité
photosynthétique. En effet, plusieurs auteurs fétat d’'une diminution de la teneur en
chlorophylle et de l'activité du photosystéme Il ggponse au cadmium : Chugh et Sawhney
(1999) chez le pois, Pagliaetd al. (2006) chez le riz, Mobin et Kahn (2007) chemlautarde ou
encore Ekmekoet al (2008) chez le mais. D’aprés ces auteurs, le iadmerturbe le transfert
des électrons et induit la formation d’ERO, ce gyiour conséquence une altération de I'activité

photosynthétique et de I'intégrité membranaire.

3. Bilan de I'effet du cadmium sur la croissance de développement de I'écotype Ws

En comparant les résultats que nous avons obtemgedes données de la littérature liees
aux écotypes les plus fréquemment utilisés chemalette (Ler et Col), il semblerait que
I'écotype Ws soit plus tolérant a I'exposition admium, du moins lors du développement post-
germinatif (figure 45). En effet, les biomassesieagres et racinaires sont moins fortement
affectées. Pour la dose de 100 uM de cadmium smeée pour la suite des expériences, ces
biomasses ne varient d’ailleurs pas de manieréfisigtive par rapport aux témoins. De plus, la
longueur de la racine principale est moins rédpie rapport aux témoins chez Ws. Or la
diminution de longueur des racines est un des perasmobservés dans le cas d'une RMIS, ce
qui laisse penser que I'écotype Ws est moins skendita présence de cadmium dans le milieu.
En paralléle, I'initiation rapide de poils absortsmat de racines latérales témoigne d’une mise en

place d’'un mécanisme d’accommodation au stress.
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Figure 45. Effet du cadmium chez les écotypes Col et Warabidopsis thalianaRMIS : réponse morphogénique
induite par le stress, MF : masse fraiche, PAtigmaériennes, R : racines.

lll. Réponses spécifiques au traitement métallique le cadmium induit la

production de phytochélatines
1. Le cadmium augmente les teneurs en groupes trsol

Chez Arabidopsis thaliana les résultats ont montré que la teneur en glistatkest
similaire dans les parties aériennes et les radeesplantules témoins. De plus, cette teneur ne
varie pas de maniére significative dans les paa@gnnes en réponse au cadmium alors qu’elle
est multipliée par 5 dans les racines. Les phytatihés, quant a elles, n‘ont pas été détectées
dans les plantes témoins et sont produites engrlrsde quantité dans les racines exposées au
cadmium que dans les parties aériennes avec unpiaiche de 2. De plus, les PC synthétisées
dans les racines sont de type 2 et 3 alors quesselgls PC2 ont été détectées dans les parties
aériennes. Les racines étant les premiers organesrgact avec le cadmium, le stress est plus

important, ce qui semble favoriser la productiorP@a chaine plus longue.
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Des travaux réalisés sur des suspensiodgallidopsis thalianamontrent également
gu’'une plus forte concentration en cadmium entrd@neroduction de PC avec davantage de
motifs Glu-Cys (Ducruixet al, 2008). En effet, en présence de 5 pM de cadmilest surtout
la PC2 qui est détectée alors qu'avec 50 uM c&Hd3 qui devient majoritaire et avec 200 uM
de cadmium, la PC4 est la forme la plus fréquebéeprésence de concentrations fortes en
cadmium aurait donc pour effet d’'augmenter les B& seulement de maniére quantitative mais
aussi de maniére « qualitative » en favorisanotightion de ces oligopeptides. La PCS (ou les
PCS, car il existe 2 genes dont I'expression estutiée dans le paragraphe suivant) pourrait donc
avoir davantage d’affinité pour les PC que pougllgathion. La littérature ne donne cependant

pas d’information a ce sujet.

Les travaux réalisés sur la production de phytathds par I'écotype Col en réponse au
cadmium donnent des résultats variables selondeditions expérimentales appliquées et les
espéeces ou écotypes testés (tableau 30). Il esers@mrenant de voir qu'avec des conditions
similaires, la teneur en PC passe de 375 & 1 0@D. ithMF et celle en glutathion est également
différente (Leeet al, 2003a et b). La teneur en PC mesurée par &ual. (2008) est
probablement surestimée car les auteurs ont délest®C chez les témoins. Or, les PC ne sont
produites qu’en présence de métal d'apres la diiiée. Ce résultat peut s’expliquer par la
techniqgue de dosage utilisée car les auteurs @ s groupes thiols totaux auxquels ils ont
retranché la teneur en glutathion. Or, dans legposés riches en groupes thiols se trouvent de la
cystéine et de la glutamylcystéine, ce qui poucaitespondre aux 1 000 nmoles mesurées chez
le témoin. Par ailleurs, les travaux de Picatial. (2006) réalisés sur I'écotype Ws montrent que
de grandes quantités de PC peuvent étre synthgtisaéis ils ne sont comparables avec aucune
donnée de la littérature car il n’existe pas d’eipee réalisée avec I'écotype Col sur un temps
d’exposition au cadmium aussi long (21 jours). kesditions les plus proches par rapport a
celles que nous avons utilisées sont celles de Wiaiks et al. (2007) avec un traitement de 6
jours sur 100 uM de cadmium. La différence réside I$ige des plantes (écotype Col) au
moment du traitement car les auteurs ont travailédes plantes de 7 semaines. Leurs résultats
montrent cependant une accumulation 6 fois plusidaile phytochélatines par rapport a des
plantes de I'écotype Ws.
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Tableau 30.Comparaison de la teneur en glutathion (GSH) eitsmochélatines (PC) chez les écotypes Ws et Col
d’A. thaliana en réponse a une exposition au cadmium. PA iegaa€riennes, R : racines. Les résultats nong@gci
comme PA ou R correspondent a des dosages résiisgsante entiére. GSH : glutathion en nmdl.MF ; PC :
phytochélatines en nmol thiols* ¢1F.

Age avant | Traitement [Cd] GSH (témoin
i, . . PC Auteurs
exposition (jours) en uM = traité)
. 125= 173 (PA) | 636 (PA) )
Ws - 7 jours 7 100 127= 494 (R) | 996 (R) Nos résultats
Ws - 7 jours 21 75 | 500= 300 (PA)| 6 000 (PA) | Picaultet al.(2006)
- Howdenet al.
Col - 8 jours 8 30 | 250= 175 150 (1(;“;5)6”6 a
Col - 10 jours 3 85 | 500= 700 375 Leeet al (2003a)
Col - 10 jours 3 85 | 400= 460 1 000 Leeet al (2003b)
Y 150= 150 (PA)| 17 (PA) Peterson et Oliver
Col - 10 jours 4 5 100 100 (R) | 25 (R) (2006)
Col - 17 jours 5 500 | 300= 400 Non mesuré é%%%;”'ket al.
Col -anthesg 5 267 | 150= 500 ?tésr?ugin 4 | Guoetal(2008)
(6 semaines) 1 000)
Col -7 Maksymiecet al.
semaines 6 100 | 350= 550 250 (2007)

En conclusion, ces résultats suggerent que I'éeotys serait capable de produire
davantage de phytochélatines que Col en réponseadmium (figure 46). Cette production
permettrait de piéger davantage de cations méaialiigle maniére a limiter leur toxicité, ce qui

peut expliquer que la biomasse soit moins affectéz Ws en réponse a I'exposition au métal.
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Figure 46. Effet du cadmium chez les écotypes Col et WArabidopsis thalianasur la croissance et le
développement ainsi que sur la production de pindiatines. RMIS : réponse morphogénique induitelgatress,
MF : masse fraiche, PA : parties aériennes, RineacPC : phytochélatines.

2. Le cadmium stimule la voie de synthése des phgteélatines

L’évolution des activités enzymatiques et de I'eegzion des genes codant ces enzymes
en présence de cadmium est résumée pouhaliana (écotype Ws) dans le tableau 31. Ce
tableau comparatif permet de montrer que : 1) d&siges enzymatiques, plus particulierement la
glutamylcystéine synthétase et la phytochélatineth®se, sont davantage stimulées dans les
parties racinaires qu’aériennes, 2) seuls les géoéant les phytochélatine synthases semblent

régulés au niveau transcriptionnel.
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Tableau 31.Résumé des activités enzymatiques et expressogeadees codant les enzymes impliquées dans la voie
de synthése des phytochélatines chezhaliana (Ws) en réponse a l'exposition au cadmium. Legwal entre
parenthéses correspondent au facteur d’inductiongmgort aux témoins. Pour I'expression des géees? valeurs
indiquées correspondent respectivement aux résuleata RT-PCR quantitative en temps réel et desondiseaux a
oligonucléotides.

Parties aériennes Racines
Enzyme Activité Expression Activité Expression
enzymatique du gene enzymatique du gene

GCS +(1,7) Stable +++(3,5) Stable
GS Stable Stable +(1,8) Stable

++(2,4a43,7 +++(3,5a4,8
PCS +(1,7) ++(2,2)

pourPCS) pourPCS3

2.1. Glutamylcystéine et glutathion synthétases

Ces deux premiéres enzymes de la voie de syntless®@ catalysent la formation du
glutathion, lequel joue plusieurs roles dans ldutelet notamment dans la régulation de I'état
d’oxydo-réduction (Noctoet al, 2002). Il parait donc logique d’observer unevitét de base de
ces enzymes dans les plants témoins d’arabett@résence de cadmium, les activités de ces
deux enzymes augmentent dans les racines, ce gger que ces organes synthétisent
davantage de glutathion pour limiter I'oxydatiorsd@mmposés cellulaires et / ou pour produire
des phytochélatines afin de piéger le cadmium. graentation de la teneur en glutathion et en

PC2 et PC3 reportée dans le paragraphe précéddirhue cette hypothése.

Au niveau des parties aériennes, la présence drigadentraine une augmentation des
activités de ces deux enzymes mais de manierdghle que dans les racines. La quantité de PC
et de glutathion étant moins forte dans les paréiégennes, ce résultat semble cohérent.
Cependant, I'activité glutathion synthétase n’est jodifiee de maniére significative ce qui peut
paraitre surprenant. En effet, I'accumulation de&2R&isse penser que le glutathion est utilisé
pour la synthese de phytochélatines. Il sembletaitc logique que la synthese de glutathion
augmente grace a l'activation des deux enzymesa @eis de biosynthése. Les travaux de &hu

al. (1999) réalisés chez la moutarde chinoBegsica juncepvont dans le méme sens que les
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notres : le cadmium régule positivement I'actigtaétamylcystéine mais pas l'activité glutathion
synthétase. Il est donc possible que dans nos tcmmglide culture et de traitement, I'activité
glutathion synthétase soit suffisante dans lesgzagériennes pour permettre la formation de
glutathion. Celui-ci serait utilisé au fur et a mespour la synthése des PC, ce qui expliquerait
pourquoi la teneur en glutathion ne varie pas. buge hypothése est possible pour expliquer
'accumulation de PC2 malgré lI'absence de stimomatile I'activité glutathion synthétase et
'absence d’accumulation de glutathion dans letigsmaériennes : les racines pourraient exporter
des PC vers les parties aériennes. Ce transpdatllews déja eté démontré (Goegal.,2003).
Herbetteet al. (2006) ont mis en évidence qu’en réponse a utetn@nt au cadmium, la teneur
en glutathion foliaire restait stable alors quetdaeur en PC augmentait. Ces auteurs ont
également émis I'hypothese d’'un transport des Rgliiddes racines vers les parties aériennes

pour expliquer leurs résultats.

L’expression des genes codant la glutamylcystéméngtase et la glutathion synthétase a
été suivie par RT-PCR quantitative en temps réebagt les microréseaux. Les résultats ne
montrent pas de surexpression réelle des deux ggng&ponse au cadmium, ce qui suggere qu'il
n'y aurait pas de régulation de ces enzymes awuitr@nscriptionnel. Les travaux de Metyal.
(1998) sur des suspensions cellulairesrabidopsis thalianazont dans le méme sens. En effet,
les auteurs n'ont pas montré de surexpression dedeex genes en réponse a différents
traitements dont une exposition au cadmium. De, plsi®nt mis en évidence une stimulation de
l'activité glutamylcystéine synthétase mais paslalg@lutathion synthétase, résultats que nous
avons obtenus concernant les parties aérienness (pmir les racines, I'activité glutathion

synthétase était augmentée).

Une premiere étude de ces enzymes a été entrgmezele méléze apres exposition a
1,5 mM de cadmium. Les résultats préliminairesgndnt une stimulation de l'activité des deux
enzymes. Le facteur d’induction par rapport au t@nest plus élevé au niveau des racines que
dans les parties aériennes pour la glutamylcys®nghétase. Par contre, il est similaire pour la
glutathion synthétase dans les deux parties (a@rieh racinaire). Il semblerait donc ici que la
synthése de glutathion soit stimulée dans toufddate. Un dosage par HPLC du glutathion et
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des PC permettrait de savoir si les PC des paédennes sont essentiellement produites « sur

place » ou si elles proviennent des parties ra@saomme ce qui est suppose pour l'arabette.

2.2. Phytochélatine synthases

Il existe une activité PCS non négligeable dansplastes témoins ce qui peut paraitre
surprenant car la PCS est certes synthétisée emabsle métaux, mais elle est activée par la
présence de métal. En effet, la PCS posséde udesifiaison aux métaux qui induit I'activation
de cette enzyme (Het al, 1999 ; Maieret al, 2003). Cependant, les mesures réalisées sont des
mesures d’activitéin vitro, c'est-a-dire avec un ajout de substrats exogéglesathion et
cadmium). Il est donc logique que les PCS présatites les témoins soient activéessitro par
I'ajout d’une forte concentration de cadmium (1 m&)aprés les résultats obtenus, il semblerait
donc qu'il y ait davantage de PCS synthétiséegpanse au cadmium car les concentrations non
limitantes en cadmium et en glutathion utiliséesurptes tests d’activités permettent une
activation de toutes les PCS présentiesivo, le cadmium entrainerait donc non seulement une
activation de la PCS mais également une synthé®C&evia une augmentation de I'expression

des génes codant cette enzyme. La PCS pourraitédmnoégulée au niveau transcriptionnel.

Les résultats de RT-PCR quantitative en temps eteles microréseaux confirment la
surexpression de genes codant des PCS. En réponsadmium, les résultats indiquent une
surexpression significative d’un facteur 2,4RI@S1dans les parties aériennes et d’'un facteur 3,5
de PCS2 au niveau des racines. Tres peu de travaux ontrégtiésés sur la régulation de
'expression du gen®CS2 Cazalé et Clemens (2001) ont montré qu’en absdacstress, le
nombre de transcrits d@CS2chez I'écotype Col est plus important dans legescque dans les
autres parties de la plante. En réponse a une iéopode 3 ou 24 h au cadmium (10 uM) de
plantes agées de 6 semaines, les auteurs n‘onnhdapepas observé d’augmentation de
I'expression dePCS2(ni dans les racines, ni dans les parties aergniar ailleursl.ee et al
(2005) ont obtenu des résultats différents : leed@@S2s’exprime trés peu dans les racines et
dans les parties aériennes dans les arabettesgaramé et poussé pendant 7 jours sur 50 uM de
cadmium. Les auteurs expliquent leur différence ¢es techniqgues de RT-PCR et des choix
d’amorces différents. Ces deux publications fomadétat soit d’une faible expression FIES2

dans toute la plante, soit d'une expression catst# plus forte dans les racines mais non
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amplifiée en réponse au cadmium. Plusieurs hypethpsuvent expliquer ces différences par
rapport a nos résultats :

1) le genePCS2n’est pas surexprimé lorsque la durée d’exposigbrt ou lorsque la
concentration en cadmium dans le milieu est trdgdaEn effet, Cazalé et Clemens ont travaillé
sur 3 et 24 h avec 10 uM de cadmium et &kal. ont utilisé 50 uM de cadmium alors que nous
avons fait notre analyse aprés 7 jours sur 100 uM.

2) I'expression dé°CS2n’est plus régulée chez des plantes matures. laggeg étaient
en effet agées de 6 semaines au moment du traitggnan Cazalé et Clemens alors que nous
avons utilisé des plantes agées d’'une semaine mentalu transfert.

3) I'écotype Ws surexprime davanta@€S2que I'écotype Col.

Peterson et Oliver (2006) ont utilisé des plantsabidopsis thalianaurexprimanPCS1
et ont montré une surexpression plus forte dangelgiies que dans les racines, ce qui est en
accord avec les résultats que nous avons obterubetteet al. (2006) et Leeet al. (2002) ont
guant & eux montré une surexpressiofP@&1au niveau de racines exposées au cadmium dans
les phases précoces de réponse au métal (quelguess fi’exposition pour des plantes agées de
3-4 semaines d’apres Herbegtieal) ou dans les phases précoces de développemé&nptimte
(jusgu’a une dizaine de jours aprés germinationcadmium pour Leet al) mais pas ensuite,
méme lorsque le cadmium est maintenu dans le millesemblerait donc qu®CS1 puisse
s’exprimer potentiellement dans toute la plantesnopie les conditions expérimentales utilisées
par les différents auteurs et par nous soientragifee de variations des résultats. Il en ressrt t
de méme que le geneCS1serait surexprimé 1) dans les premieres heuregpasition au

cadmium et/ ou 2) dans des jeunes plantes (meirdss¢maines).

Par ailleurs, des travaux contradictoires ont étdblips concernant la régulation
transcriptionnelle des genes codant des PCS. pmsiPCS]1 plusieurs auteurs ont indiqué une
absence de surexpression du gene malgré la stionulde l'activité PCS en présence de
cadmium, ce qui suggererait dans ce cas une régulabst-transcriptionnelle (Het al, 1999 ;
Vatamaniuket al, 2000). De plus, les travaux de Waetgal (2009) ont mis en évidence que la
PCS est régulée au niveau post-traductionnel paphosphorylation sur un résidu tyrosine située

a proximité du site catalytique ; la phosphorylatmermettant d’achever la conformation du site
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catalytique. D’apres I'ensemble des publicatiogedi aux PCS, il apparait donc que les PCS
seraient réegulées a plusieurs niveaux en réponsadamium :

1) I'enzyme codée par le geR€Slest activée par phosphorylation (aucun travailét&aréaliseé
sur 'enzyme codée p&CS2a ce jour mais le domaine correspondant au sitdytigiue étant
trés similaire, la régulation est probablement &ma).

2) le genePCSlest surexprimé chez des plantes jeunes et / oépemse a une exposition courte
(réponse précoce).

3) le genePCS2est surexprimé chez des plantes jeunes et / omganse a une exposition
longue (réponse tardive).

Il n'est pas non plus exclu que I'expression daeegPCSlet PCS2de I'écotype Ws soit
régulée de maniére différente par rapport a I'goet@ol. Cependant, la diversité des conditions
de culture, de traitement et de concentration edmaam (ainsi que de techniques de
guantification d’expression des genes) rend difita formulation d’'une conclusion définitive. Il
serait donc intéressant de comparer les répons&¥sdet Col dans des conditions strictement

identiques.

3. Hypothese de régulation de la voie des phytochéhes

Les résultats obtenus avek thaliana (écotype WSs), permettent de formuler une
hypothése quant a la régulation de la syntheseplg®chélatines et a leur probable transport
dans la plante (figure 47). Au niveau racinairactivité des 3 enzymes et la teneur en glutathion
et en phytochélatines sont augmentées, ce qui ggge les racines constituent un premier lieu
de piégeage et de stockage du cadmium grace agopelptides riches en groupes thiols. Au
niveau des parties aériennes, la GS et la tenegtugathion restent stables alors que I'enzyme
précédente, la GCS, a une activité stimulée. Qdtadpourrait étre expliqué par une exportation
d’'une partie de la glytamylcystéine vers les ragigei sont les premiers organes en contact avec
le cadmium donc les premiers a devoir mettre ecepties réponses de défense. La littérature ne
fait cependant pas état d’'un transport ou d'unemd®s de transport de la glutamylcystéine entre
les parties aériennes et les racines. Une étudelast nécessaire pour confirmer ou non

'hypothese formulée. Cependant, une publicatiomtde aller dans ce sens: il a en effet été
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montré chez des peupliers surexprimant une gluysidine synthétase que cette surexpression
entraine une augmentation de la teneur en glutastgine et en glutathion dans le phloeme, ce

qui traduit un transport possible entre organesg¢hbacket al, 1998).

Glu
PARTIES =2 Glu-Cys —— Glu-Cys-Glye) — PC ()
AERIENNES Cys —7
aCs M . GS (stable) PCcsSM A
(stable) (stable) pCsi(M) =
: A :
: TRANSPORTS ; :
v H :
Glu ;
R . = over > cwemant —> re)
ys
ccs M Gs pCs ()
(stable) (stable) PCs2(M)

Figure 47. Régulation potentielle de la voie de syntheésepthgsochélatines chei. thaliana(écotype Ws) pour des
plantules d’'une semaine exposées a 100 uM pendargamaine. Les annotations en vert et en violeéspondent
respectivement aux activités enzymatiques et gpission des génes. GCS : glytamylcystéine syr#bét&s :
glutathion synthétase ; PCS : phytochélatine swetha

Par ailleurs, les résultats ont montré que malgrstabilité de la GS et de la teneur en
glutathion dans les parties aériennes, des phyfohes sont détectées dans ces organes.
L’explication la plus vraisemblable est qu'une partdes phytochélatines produites dans les
racines est transportée vers les parties aérigi@eset al, 2003). De plus, I'activité PCS est
également stimulée dans les parties aériennesuicéaigse penser que du glutathion serait
également transporté depuis les racines vers léggpaériennes, bien que la littérature ne donne

pas d’'information permettant de confirmer ou dlinfer cette supposition.
Les microréseaux ont mis en évidence la surexmnesi genes codant des transporteurs

d’oligopeptides proton-dépendants : 3 pour lesigmrdériennes et 2 pour les racines. Le type

d’oligopeptide transporté ainsi que le sens despart n’est pas précisé dans la base de données
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TAIR ; la seule indication concerne une localisatimembranaire de ces transporteurs (sans
indication plus détaillée sur le type de membrahe)rble possible de ces transporteurs proposé
dans la figure 48 n’est donc qu’une simple hypathtgts demande a étre confirmée. La littérature
ne reportant pas d’'information sur le transporgtigamylcystéine et de glutathion, il n’est pas

impossible que ces molécules puissent empruntettrdesporteurs membranaires pour passer
d’'une cellule a l'autre et pour transiter entrepasties aériennes et les racines. De méme, @ a ét

montré que les phytochélatines peuvent étre tratégso depuis les racines vers les parties

J TS AV

aériennes mais le mode de transport n'a pas é@&élul est donc également possible que ces

oligopeptides soient exportés et / ou importés e'wellule a l'autre via des transporteurs

membranaires.
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Figure 48. Régulation potentielle de la voie de synthesepthgsochélatines chei. thaliana(écotype Ws) pour des
plantules d’'une semaine exposées a 100 uM pendargamaine. Les annotations en vert et en violeéspondent
respectivement aux activités enzymatiques et gpiession des genes. GCS : glytamylcystéine syr#bét&sS :
glutathion synthétase ; PCS : phytochélatine sw®theSHMT : sérine hydroxyméthyl transférase ; ERfSpéces
réactives de lI'oxygéne ; TO : transporteurs d'qligptides dont le nom des locus, le facteur de puession et la

valeur de probabilité (entre parenthéses) sontjues en bleu.
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Par ailleurs, les microréseaux ont révélé au nivcesuparties aériennes la surexpression
d’'une sérine hydroxymeéthyltransféeraS8HMT2; facteur d’induction de 2,81), enzyme catalysant
la conversion de glycine en sérine dans les mitoghes. Cette surexpression pourrait entrainer
une diminution de glycine, qui est un des substdatda glutathion synthétase. La diminution
potentielle de glycine dans les parties aérienragrait a son tour expliquer I'absence de
stimulation de I'enzyme glutathion synthétase. Brajiéle, la sérine intervient dans le processus
de photorespiration, plus précisément au niveaupgesxysomes (Reuman et Webers, 2006).
Une étude réalisée sur un mutanAmdbidopsis thalianadéficient en un géne codant une sérine
hydroxyméthyl transféraseSMHT) a montré que cette enzyme joue un role clé daristie
contre différents stress comme un exces de lunugrane attaque par des agents pathogénes
(Morenoet al, 2005). Les auteurs indiquent que I'enzyme piggi@aux mécanismes de réduction
des ERO qui sont générées en réponse aux stress.aO#té mentionné dans l'introduction
bibliographique que le cadmium peut générer ursstoxydant. Les résultats des microréseaux
suggérent donc que I'écotype Ws, en surexprinfldtHT2 privilégierait la limitation de

production d’ERO au détriment de la synthése d&atlion dans les parties aériennes.

IV. Transport et phytoaccumulation du cadmium
1. Le cadmium s’accumule difféeremment dans les races et les organes aériens

1.1. Le ratio de répartition entre les organes momé un transport important vers les
parties aériennes

Faute de matériel biologique suffisant, la quardiion du cadmium n’a pu étre réalisée
chez le méléze. Par contre, chieabidospis thaliangécotype Ws), I'accumulation de cadmium
dans les racines est 1,46 fois plus importantedgunes les parties aériennes, ce qui indique une
absorption du cadmium et un transport vers lesgsaaeriennes. Ce transport permet en effet a la
plante de répartir le métal dans différents orgqumes limiter la concentration dans les racines et
donc la toxicité localisée du métal (Goeigal, 2003).

Plusieurs travaux ont été reportés concernantuiactation de cadmium chez I'écotype

Col (tableau 32). Dans la plupart des cas, le dpaaines / parties aériennes est supérieur a
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celui que nous avons obtenu avec I'écotype Ws.quetques exceptions concernent des travaux
réalisés avec des plantes agees de 4 ou 7 seraaimesment du traitement (Goegal, 2003 ;
Wojcik et Tukiendorf, 2004). Cependant, tous lesul@ats ne vont pas dans le méme sens car des
plantes agées de plusieurs semaines avant lenteitene présentent pas toutes un ratio du méme
ordre. La capacité de translocation du cadmium lesrparties aériennes semble dépendre aussi

du temps d’exposition et de la concentration emgach dans le milieu.

Si les jeunes plantes (moins de 3 semaines) s@&spen considération, il semblerait tout
de méme que l'écotype Ws soit plus efficace poandférer le cadmium vers les parties
aériennes. Cette stimulation du transport poueasisi expliquer la plus forte tolérance de Ws

mise en évidence dans la partie Il.

Tableau 32.Comparaison de I'accumulation de cadmium cheZtetypes Ws et Col 4. thaliana La teneur en
Cd entre parenthéses correspond aux quantités @éessdians les racines (R) et les parties aérieP#eddrsque les
auteurs ont séparé les organes pour les mesuresalers indiquées en rouge correspondent a uimeagisn car
elles étaient rapportées par g de matiere fraldiagres les données de la littérature concerAattaliang le calcul
a été réalisé en considérant que la masse seaespond a environ 10 % de la masse fraiche. I,: fousemaine.

Age avant| Traitement [Cd] en pg. g* MS | Ratio

exposition (@) [Cden UM Total (R + PA) R/PA Auteurs
Ws-7J 7 100 278 (165 + 113) 1,46 | Nos résultats

Ws-7J 21 75 1250 (PA) Picaultet al. (2006)
Col-7J 3 5 636 (503 + 133) 3,8 Peterson et Oliver (2006)
Col-10J 3 85 150 (PA) Leeet al (2003b)
Col-12J 4 200 3080 (2530 +550) 4.8 isaureet al. (2006)
Col-17J 5 500 66 (PA) Zawozniket al. (2008)
Col-3S 1 20 6 600 (5900 + 700) 8,4 Smeetetal (2008)
Col-3S 1 10 6 700 (6 000 + 700) 8,6 Smeetetal (2009)
Col-4S 3 20 1 350 (800 + 550) 1,45 | Gongetal (2003)
Col-4S 14 50 3 750 (3320 + 430) 7,7 Polec-Pawlalet al.(2005)
Col - anthese 7 267 11500 Guoet al. (2008)

(=6 S) (30 mg. L)

Col-7S 7etl4 100 i—tslsgo(g (%%% : ggg e%’é"g Wojcik et Tukiendorf (2004)
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Au niveau des feuilles, I'épiderme possede debdrtes qui peuvent stocker des métaux
au niveau de leur vacuole et notamment du cadm@att €t al, 1995 ; Dominguez-Solist al,
2004). ChezArabidopsis thaliana(écotype Col), il a été montré que la majorité cdlmium
présent dans les parties aériennes est localisézeau des trichomes (Aget al, 2002 ; Isaure
et al, 2006). Or, Passardit al. (2007) ont mis en évidence que les feuilles deot¥pe Ws
possédent davantage de trichomes que I'écotypav@a en moyenne 114 trichomes par feuille
mature contre 30 respectivement. La densité plysitante de trichomes chez I'écotype Ws
pourrait expliquer la capacité de cet écotype asparter davantage de métal vers les parties
aériennes par rapport a I'écotype Col.

La figure 49 reprend les différences observéesdatr écotypes Col et Ws. Le transport
d'une plus grande proportion de cadmium vers letigzaaériennes (peut-étre grace a la plus
forte densité de trichomes) va dans le sens dedtngse formulée auparavant d’'un transport
d’'une partie des phytochélatines depuis les raciaesles parties aériennes. Cette stimulation du
transport (méme si la teneur en cadmium resteipipsrtante dans les racines) permet donc a la
plante de mieux répartir les ions métalliques etiméer les risques de toxicité, d’autant plus
gu'un stockage potentiel de cadmium dans les tnwe est moins dangereux que dans des
cellules photosynthétiques. Cette répartition dessimétalliques pourrait donc expliquer
'absence de variation significative des biomass&sienne et racinaire chez Ws aprés
I'exposition a 100 uM de cadmium et donc la meiketolérance de cet écotype.
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-Cd

RMIS + ++
MFR - =

Z MF PA - =
PC + ++
CdR/PA

Figure 49. Effet du cadmium chez les écotypes Col et Waabidopsis thalianat répartition du cadmium absorbé.
RMIS : réponse morphogénique induite par le strigds; masse fraiche, PA : parties aériennes, Rinea, PC :
phytochélatines. Les symboles verts au niveauelahiefs correspondent a des trichomes.

Par ailleurs, la littérature indiqgue que méme dansas des espéces hyperaccumulatrices
de cadmium, ce métal s’accumule toujours en plasdg quantité dans les racines que dans les
parties aériennes. Par exemplenicera japonicaespéce hyperaccumulatrice, stocke environ 3
fois plus de cadmium dans les racines que danpddies aériennes (Liat al, 2009a). Dans
cette publication, les auteurs ont comparé les tijféande cadmium accumulées chez d’autres
especes hyperaccumulatrices et ont ainsi mis afegee un rapport d’accumulation racines /
parties aériennes compris entre 2 et 3 selon fEces comme par exemflblaspi caerulescens
ou Arabidopsis halleri. Dans d'autres cas, le ratio est encore plus élewhez
I’hyperaccumulatricéArabis paniculatale rapport d’accumulation de cadmium entre leses
et les parties aériennes est de 6 pour un traiteavet 178 uM de cadmium (pendant 21 jours
sur des plantes agées d'l mois au début de I'etposi(Qiu et al, 2008). A linverse, chez
guelques hyperaccumulatrices, on retrouve presgiaatade cadmium dans les parties aériennes

gue dans les racines, voire un peu plus comme $bkenum nigrungSunet al.,2007).
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1.2. La quantité de cadmium est plus importante dasles racines

Si I'on considére cette fois la quantité de cadmiacoumulé et non plus la répartition
entre les organes, les données de la littératuraedd des résultats variables pour I'écotype Col,
ce qui rend difficile la comparaison avec I'écotys (tableau 30). Il est assez surprenant de
constater par exemple que des plantes de I'éc@gbee 3 semaines, traitées avec 20 uM de Cd
pendant seulement 24 h (Smeettsl, 2008) accumulent 2 fois plus de métal que destgdade
4 semaines traitées avec 50 uM de Cd pendant 1¢l (Bolec-Pawlakt al, 2005) ou 4 fois plus
gue des plantes de 4 semaines traitées avec 2C (M gendant 3 jours (Goegal, 2003).

Les quantités de cadmium sont aussi difficilememhgarables entre les espéces (méme
entre phytoaccumulatrices) car les conditions exprtales sont trés variables. Par exemple, au
bout de 5 semaines d’exposition au cadmiGelanum nigrun{dont les graines ont été mises a
germer directement sur sol contaminé) accumulerem800 et 250 pg Cd.'gMS dans les
parties aériennes et racinaires respectivementdlore exposition a 100 mg. kgenviron 90
M) et seulement 100 et 60 pg en réponse a uertraiit & 10 mg. kg(Sunet al., 2007). Des
graines delLonicera japonicamises a germer et laissées 3 semaines sur urnunciietenant
100 mg Cd. kg, peuvent accumuler environ 475, 130 et 16 [TgM& dans les racines, tiges et
feuilles respectivement et jusqu’a 1 555, 470 epi§dorsque le milieu contient 50 mg Cd. kg
(Liu et al, 2009a). De méme, les racined\dibidopsis halleri(plantes d’1l mois exposées 3
semaines au cadmium) accumulent 4 000 pg CaM§ lorsque le traitement est de 50 uM et
12 800 pg Cd. §MS quand la dose de cadmium appliquée est de WD@haoet al.,2006).

2. Transporteurs potentiels de cadmium

Les résultats obtenus avec les microréseaux onémévidence la surexpression de genes
codant des transporteurs potentiels de cadmiumrébapa littérature (voir lintroduction,
troisieme partie, paragraphe 1ll) : 13 au niveas plarties aériennes et 8 au niveau racinaire. Les
genes NRAMP sont bien représentés au niveau desesgeriens (NRAMP1 a 4) et moins au
niveau racinaire (NRAMPS5). Les transporteurs dee tiqdRAMP sont connus pour transporter de
nombreux cations métalliques comme le manganésndele cuivre, le fer, le nickel, le cobalt

et également le cadmium (Nevo et Nelson, 2006).dezees NRAMP3 et 4 ont été localisés chez
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A. thaliana comme des transporteurs du tonoplaste (ColangeldGuerinot, 2006). La
surexpression des génes codant ces protéinesdaraitidonc la séquestration du cadmium dans
les vacuoles. D’autres transporteurs ont égalem@i@nimis en évidence : des transporteurs ABC,
des membres de la famille MATE (Multidrug And Tox@ompound Extrusion), un CDF et
divers transporteurs de métaux ou de cations. i@srt@ansporteurs de type ABC seraient
impliqués dans le transport, la séquestratioroetla redistribution du cadmium chAz thaliana
(Bovetet al, 2005).

Il a été montré que des ATPases de la famille HMAaly Metal ATPase), localisées au
niveau de la membrane plasmique et a proximit&vdisseaux conducteurs, sont impliquées dans
le transport de cadmium, notamment HMA3 et 4 (Grat@l, 2004 ; Verrieet al, 2004). Elles
pourraient jouer un réle dans le chargement eéthargement du cadmium au niveau du xyleme
(Colangelo et Guerinot, 2006). Les genes codanpu®gines ne ressortent pas de notre analyse
mais il est possible que les autres transporteissemévidence soient suffisants pour assurer le
transport des racines vers les parties supérieateke transport intracellulaire pour une
séquestration vacuolaire. Par ailleurs, d’autresegeauraient pu étre surexprimés comme des
genes MRP (multi-drug resistant) qui ont été migeidence au niveau racinaire en réponse au
cadmium (Herbetteet al, 2006). Cependant, dans cette publication, I'ekmn maximale au
métal était de 30 h donc il est possible que aestgenes codant des transporteurs potentiels de
cadmium soient surexprimés de maniere précoce attrds de maniere plus tardive, ce qui

correspondrait a nos résultats (analyse apresrg gitraitement au cadmium).

Comme le montrent les tableaux 23 et 24 de la@artRésultats », les transporteurs
potentiels de cadmium, pour lesquels les genessswexprimes, ne sont pas totalement identifiés
pour ce qui est de leur localisation cellulaire.effet, tous les transporteurs n’ont pas été ésudié
et les données fournies par la base TAIR, lorstaselne mentionnent que le terme
« membranaire » ou « endomembranaire » pour ldisatian, proviennent d’'une prédiction de
domaines d’'aprés la séquence protéique. Sansdatah précise, un schéma de synthese de
'accumulation du cadmium basé sur les transpastéaoris en évidence par les résultats de
microréseaux) reste trop hypothétique.

179



3. Accumulation potentielle du cadmium au niveau paétal

Les données de la littérature indiquent que le @aimpeut étre piégé au niveau
vacuolaire mais également au niveau pariétal. Cattimulation dans les parois peut étre
importante. Par exemple, la laitue, le riz et laieaBechmeria niveastockent dans les parois
environ 50 a 65 % du cadmium total, quel que sasitdrganes (racines, feuilles, tiges) (Raetos
al., 2002 ; Heet al, 2008 ; Wanget al, 2008). Cependant, Vasquetzal. (2007) ont obtenu une
distribution différente chez le lupin blanc : larpiaest bien le lieu de stockage majoritaire dans
les racines mais le compartiment vacuolaire deveiieu d’accumulation privilégié au niveau
des parties aériennes. A l'inverge,thalianaaccumule le cadmium majoritairement au niveau de
la paroi dans les parties aériennes (surtout delsomes) alors qu’au niveau des racines, le
cadmium est essentiellement lié a des composéssrieh groupes thiols localisés au niveau
intracellulaire (Isaureet al, 2006). La compartimentation du cadmium pourraibadépendre

non seulement de I'espéce considérée mais ausrgane.

Nos résultats obtenus avec les microréseaux ontemidvidence une surexpression de
plusieurs genes liés au métabolisme des polysdadeBapariétaux. Certains sont liés a la
synthése et / ou a la modification de moléculeallose synthase (ainsi qu'une glucose
transférase depuis le saccharose vers la callagdgsracines), xyloglucane fucosyl transférases
et pour les parties aériennes uniquement, unelesfitsynthase, une xyloglucane xyloglucosyl
transférase, une mannosyl transférase et une gadaosyl transférase. Ces résultats tendent en
faveur d’'un renforcement de la paroi cellulaire gaurrait constituer un frein a la pénétration
intracellulaire du cadmium. De plus, nous avons tméla surexpression de genes codant pour
des protéines de structure pariétale, ce qui veedget dans le sens d’'un épaississement de la

paroi.

En parallele, d’autres genes surexprimés traduiserd déstabilisation du réseau
pectique : polygalacturonases et pectine estérase lps racines et parties aériennes et de
maniere plus localisée une pectine acétyl estéehsee glycosyl hydrolase pour les parties
aériennes d’'une part et 2 galactosidases et umbiiebi de pectine estérase pour les racines
d’autre part. Ces résultats sembleraient indiqueuxdtypes d’action du cadmium sur les

polysaccharides pariétaux : 1) une hydrolyse phkrtidu réseau pectique, et 2) une dé-
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estérification d’'acides galacturoniques qui podrexitrainer une compétition entre les ions

calcium et les ions cadmium pour la fixation.

Les réponses générées au niveau pariétal traitégsaiment sous l'aspect de I'expression
des génes ne permettent pas de formuler une hygsothgre quant a I'impact du cadmium sur ce
compartiment. Une quantification des composés f@ane et du cadmium ainsi qu’'une
observation des parois en microscopie s’avérent dwtessaires pour pouvoir émettre une

conclusion.

V. Le cadmium induit également des réponses non spiiques du stress
métallique
Cette partie est liée essentiellement a I'analyserdicroréseaux a oligonucléotides. Des

expériences complémentaires (activités enzymatjomesntification des produits formés) sont
donc nécessaires pour demontrer les hypothésesuiormulées ici.

1. Métabolisme azoté

ChezA. thaliang nos résultats ont montré qu’une exposition av¥r|iM de cadmium ne
diminue pas la biomasse de la plante mais causerathetion de I'élongation de la racine
principale et un phénotype racinaire de type RMI&s observations laissent penser que la plante
subit un stress mais est tout de méme capable défeedre et de s’accommaoder en présence du
métal. La quantification de la proline cha&zthalianane révéle pas de différence significative
entre les plantules témoins et les plantules &aitél a cependant été montré que la teneur en
proline libre augmente en réponse a difféerentssstidont le cadmium (Cheet al, 2003 ;
Dinakaret al, 2008 ; Tamast al, 2008). Plusieurs réles sont attribués a ceteaaidiné comme
le piegeage d’ERO, la protection des protéines reofd dénaturation, la stabilisation des
membranes par interaction avec les phospholipidegrrore une fonction dans l'ajustement
osmotique chez certaines especes (Szabados etr8a2609 ; Verbruggen et Hermans, 2009).

Le fait que la teneur en proline ne varie pas,esat traitement des plantules avec 100 uM de
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cadmium, laisse penser les plantes ont mis en glasemécanismes de défenses suffisants qui

n’entrainent pas de surproduction de proline.

La quantification des protéines solubles totalegzchiarabette n’a pas montré de
différence significative entre les témoins et ldanges traitées, ce qui confirme que le stress
métalligue imposé n'a pas d’effet toxique trés midrgl en va de méme chez le méléze car les
expériences préliminaires ne font pas ressortididenution de la teneur en protéines solubles
totales dans les parties aériennes ou dans legesadcCependant une teneur en protéines solubles
totales qui varie peu ne signifie pas forcément alpeence totale de modification de la synthése
protéique. En effet, nos résultats obtenus avecm@&soréseaux montrent par exemple la
surexpression de nombreux genes liés au systenuiitihé / protéasome impliqué dans le
marquage et la dégradation de protéines (Metoal, 2004) ou des génes codant des protéases.
Au total, ce sont 41 génes qui sont surexprimés ¢ parties aériennes et 27 dans les racines
(tableaux 25 et 27). En paralléle, d’autres géigessd des synthéses, modifications et transports
d’acides aminés et / ou de protéines sont suredsridans les parties aériennes et dans les
racines. La protéolyse d’'une part, et la syntltisaovod’autre part, suggerent qu’en réponse au
cadmium, les plantes pourraient réorganiser lemtetu enzymatique afin de mieux tolérer le

stress, par exemple en produisant des isoformasxragaptées.

Par ailleurs, I'analyse des microréseaux montsitaxpression de genes codant pour des
protéines du cytosquelette : 21 genes pour lesepagitriennes et 9 pour les racines. Les genes
mis en évidence codent des protéines de type héyuinyosine, formine, harpine, kinésine,
actine... Schwarzerovet al. (2002) ont montré que des cellules de tabac ergosede
aluminium produisaient davantage de tubulines de protéines impliquées dans la
polymérisation des tubulines. Le cytosqueletteimgliiqué notamment dans les processus de
division, d’élongation et de différenciation celitk (Kost et Chua, 2002 ; Wasteneys et Yang,
2004). La biomasse des parties aériennes n’étamtaffactée avec 100 uM de cadmium,
laugmentation potentielle de protéines de structne semble pas générer de modifications
importantes. De plus, visuellement les partieseaées ne présentent pas d’altérations ou de
modification de surface (figure 28). En revanchenateau racinaire, nous avons observé un

ralentissement de I'élongation et une initiatiorusplforte de racines latérales (phénotype
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« RMIS »). Les résultats des microréseaux fournisdas informations au niveau du systeme
racinaire entier, nous ne savons pas si la surptmoiu potentielle de protéines liées au
cytosquelette est répartie de maniere homogene wamde systeme racinaire ou si elle est
localisée dans certaines zones (pres de l'apexivaau des racines latérales...). Il est donc
difficile de savoir si la surproduction de proté&ndu cytosquelette pourrait 1) générer une
structure cellulaire plus rigide et donc inhib&dngation cellulaire, ou 2) participer a linitia

des racines latérales et des poils absorbantsiplabreux en réponse au cadmium.

2. Lutte contre I'oxydation

En réponse a l'exposition des plantes au cadmiuaytrés biomarqueurs de stress
pourraient étre suivis, notamment ceux liés a fguladion de I'état d’oxydo-réduction des
cellules. En effet, il a été indiqué précédemmerd kg cadmium peut induire un stress oxydant.
Pour limiter la production d’ERO générée par lensaoh, plusieurs enzymes impliquées dans la
régulation de I'état d’oxydo-réduction cellulairens souvent synthétisées. Cho et Seo (2005) ont
par exemple montré que des mutanérabidospis thalianaésistants au cadmium (sélectionnés
aprés un traitement de graines avec du méthanenatdf d’éthyle) présentaient des activités
ascorbate peroxydase, glutathion peroxydase ettblah réductase stimulées par rapport aux
plantes témoins. L’activité superoxyde dismutas©Op peut étre également stimulée en
présence de cadmium (Drazkiewiez al, 2007). Les auteurs ont mis en évidence une
augmentation de la MNnSOD (mitochondriale) et dEd&0OD (chloroplastique) dans des feuilles
d’A. thalianasoumises a un traitement au métal. En revanchajvii@ Cu/ZnSOD (localisée
dans le cytoplasme, les chloroplastes, le noydiagbplaste) est diminuée par la présence du
métal et pourrait étre due d’'aprés les auteursearnodification au niveau transcriptionnel ou
traductionnel. Cette hypothése a été confirméeSpagetset al. (2008) qui ont montré par RT-
PCR quantitative une diminution de la transcriptidna géne codant pour la Cu/ZnSOD
chloroplastique en réponse au cadmium. Les autemnursgalement observé en paralléle une
augmentation de la transcription de génes codardu&ges SOD ainsi que d’'autres enzymes anti-

oxydantes : catalase, ascorbate peroxydase, ganattductase.
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L’analyse des microréseaux a mis en évidence kxpugssion de plusieurs genes codant
des enzymes anti-oxydantes ou d’autres enzymesquéas dans les défenses. Concernant les
enzymes anti-oxydantes, nos expériences n’ontgiasetsortir de surexpression de génes codant
les enzymes mises en évidence par Snegetk (2008). Cependant, les conditions de culture sont
assez différentes des nétres car les auteurs aw#ilté sur des plantes de 3 semaines soumises
pendant 24 h a des concentrations en cadmium aé&bta 20 uM. Les réponses anti-oxydantes
de type SOD pourraient étre des réponses précoeasi expliquerait pourquoi nous n’avons
pas pu les mettre en évidence. Les genes qui seetnb surexprimés de maniére significative
dans nos conditions expérimentales sont essentiefiedes thioredoxines et des glutaredoxines
ainsi qu'une monodéhydroascorbate réductase uniguienans les parties aériennes et deux
peroxyredoxines ainsi qu'une peroxydase uniqueraenhiveau racinaire. A l'inverse, peu de
genes liés a la lutte contre I'oxydation sont sexjisimés en réponse au traitement métallique :
une thioredoxine dans les parties aériennes eh@sg#ans les racines (peroxydase, glutaredoxine

et thioredoxine).

3. Autres défenses non spécifiques

L'analyse du transcriptome a montré la surexpressie génes codant des enzymes
impliquées dans des réponses a différents strasexXemple, les parties aériennes et racinaires
surexpriment des enzymes intervenant dans lesastiens plantes / pathogénes mais détectées
aussi en réponse a des stress abiotiques : thaematiléfensines, thionines, chitinases...
(Utriainenet al, 1998 ; Poragt al.,1999 ; Mackernesst al.,2001 ; Castret al, 2008).

Par ailleurs, il a été montré une surexpressiorgéles codant des enzymes de type
cytochrome P450, des protéines de choc thermiquengore des « protéines universelles de
stress ». Ces protéines sont également impliqueies ld réponse a différents stress biotiques et
abiotiques (Werck-Reichhaet al, 2000 ; Wang eal., 2004).

De nombreux génes liés au processus de signalisétamt surexprimés dans les parties

aériennes et racinaires, il apparait donc que dienazan pourrait stimuler différentes voies de

signalisation aboutissant a des réponses de défgéserales et non pas ciblées spécifiquement
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en réponse au cadmium. Ce type de réponse n'esuyppsenant car la littérature indique que

'exposition au cadmium peut engendrer un stresgdamt. Or, d’autres stress aboutissent
également a des réactions d’oxydation chez ledgdacsomme le stress salin, le stress hydrique,
les basses et hautes températures, les UV, divemséscules polluantes du sol ou encore

I'agression par des agents pathogénes ou des bebivDe plus, les ions cadmium peuvent se
substituer aux ions calcium au niveau des calmodsliet donc déclencher des voies de
signalisation dépendantes du calcium, lesquellesvgre étre activées en réponse a différents
stress (Ghelist al, 2000 ; Perfus-Barbeoeh al, 2002).

VI. La phytoaccumulation du cadmium chez le méleze
Nos travaux concernant le méléze sont une prenapproche et demandent a étre

confirmés et complétés. Cependant les premierdtaéswbtenus sont encourageants en ce qui
concerne la concentration sur laquelle les jeutastgs peuvent pousser sans effet |étal. En effet,
nous avons montré précédemment pour 'arabettengutoncentration en cadmium supérieure a
100 uM perturbait fortement la croissance des p&anOr, les plantules de méleze ayant été
exposées a 1 mM de cadmium ne sont pas affectéeseau de leur biomasse aérienne et les
plantules ayant poussé sur 1,5 mM ne semblent gaplous altérées au niveau de leurs parties
aériennes (méme si la quantification de biomasse pds encore été realisée pour cette
concentration). Ceci laisse présager une accuronlake métal plus importante chez le méleze
gue chez l'arabette. La quantification prochaineeddmium permettra de confirmer ou non cette

hypothese.

Dans la littérature, peu de recherche fondameetstieéalisée sur les réponses d’especes
ligneuses a un traitement au cadmium, et mémetaaitament métallique de maniere générale.
En se focalisant uniquement sur le cadmium, lesiées bibliographiques font état d’expériences
réalisées sur des arbres cultivés en serre (@sb, 2006 ; Dos Santos Utmaziahal., 2007)
ou situés sur de sites pollués (Sebastaai, 2004 ; Unterbrunnest al, 2007), des lots témoins
n'étant donc pas disponibles dans ce cas pourteffiecles tests de croissance. Les especes

ligneuses les plus fréquemment citées sont desespuke peupliers et de saules, lesquelles sont
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considérées comme ayant une croissance rapidecdrehitions expérimentales sont variables
d'une publication a l'autre : type de substrat, ags plantes au moment du traitement,
concentration en cadmium, durée d’exposition. Despselon les especes et les clones utilisés,
les teneurs en cadmium accumulé peuvent étre ifféeedtes : deux peupliers hybriddzopulus
deltoidesx P. yunnanensi®lZ 5006 etP. deltoidesx P. nigra NZ 5015) ainsi qu'un clone de
saule Galix matsudana S. albaNZ 1040) ont été cultivés en présence de 60 m@dmwm par

kg de sol, soit environ 530 uM (Robinsenal, 2000). Les boutures de 20 cm ont été exposees
pendant une vingtaine de semaines au métal etél@dltats ont montré une plus grande
accumulation de cadmium chez le saule : 167 mgétalmar kg de matiere séche contre 6 et 75
mg pour les peupliers. Cependant une autre expériegalisée dans les mémes conditions a
partir d'un autre clone de peuplier provenant d’'anae contaminée a montré une accumulation
de 209 mg par kg de matiéere séche. Une autre esjgesaule . viminaliy a été testée : des
boutures de 10 cm ont été exposées 15 semaines28@e@M de cadmium en conditions
hydroponiques (Cosiet al, 2006). Les résultats ont montré une accumulate®i81 mg par kg

de matiére séche dans les feuilles et plus de tiang les racines. A notre connaissance, il
n'existe pas d'étude réalisé@e vitro sur des jeunes arbres en réponse au cadmium,i cengu
difficile I'interprétation de nos premiers résutaibtenus avec le meéléze et la comparaison avec

d’'autres ligneux.

Par ailleurs, chez le méleze, les activités degreag impliquées dans la voie de synthése
des phytochélatines sont stimulées en réponsedmigan mais pas de maniere forte. Il en va de
méme pour la production de composeés riches en gsotljiols, ce qui suggére probablement une
seconde voie de piégeage du métal, peut-étre @aunide la paroi. La voie des phytochélatines
n'a jusqu’a présent pas été étudiée en détail deezespeces ligneuses. En effet, bien souvent,
les données principales des publications sontif#ss sur la teneur en cadmium sans chercher a
comprendre de quelle maniére ce métal transiteetiemule dans les organes. Quelques travaux
ont été réalisés chez des peupliers surexprimageoe codant une glutamylcystéine synthétase
ou une glutathion synthétase mais sans étudier classéquences sur la synthése de
phytochélatines. Ainsi une surexpression de laaghytcystéine synthétase chez un peuplier

hybride permet de doubler la synthese de glutarstéaye et de glutathion mais les auteurs ne se
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sont pas intéressés aux phytochélatines produitasdvaet al, 2009). Herschbacét al. (1998)

ont quant & eux montré qu’'une surexpression d’ure g@dant une glutamylcystéine synthétase
chez un peuplier entrainait une augmentation derlaur en glutamylcystéine et en glutathion
dans le phloéme mais ces expériences n’ont pasgiés en réponse a un traitement métallique.
D’autres travaux ont montré que la surexpressiam djene codant une glutamylcystéine
synthétase chez une espece de peuplier permettéiiteh d’augmenter la quantité de cadmium
fixé par la plante (Koprivovat al, 2002). Cependant, aucun dosage de phytoch&atiaeété
réalisé pour montrer une corrélation directe eoétte voie et I'accumulation de cadmium. Une
autre étude a été réalisée sur des peupliers suraxyg une glutamylcystéine synthétase mais les
résultats n'ont quant a eux pas montré d’amélionatéelle de la tolérance vis-a-vis du métal
(Arisi et al, 2000). A I'opposé, d’autres auteurs ont montré des peupliers surexprimant une
glutamylcystéine synthétase accumulent davantagende ce qui laisse penser que le glutathion
et / ou les phytochélatines pourraient faire padés processus de tolérance a certains ETM
comme chez les herbacées (Bittsanstigl, 2005).

La compréhension des mécanismes d’accumulatioradmicam par des Gymnospermes
constitue encore a I'heure actuelle un axe de rebkepeu développé qui pourrait a I'avenir
apporter des réponses nouvelles aussi bien sdatefgndamental qu’appliqgué. Notre premiere
approche de la phytoremédiation du cadmium par é@leze hybride offre donc des perspectives
novatrices et d’'intérét tant du point de vue deeleherche que du point de vue économique et

surtout environemental.
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CONCLUSIONS et PERSPECTIVES

Ce travail apporte de nouvelles informations s fdéponses de I'écotype WsAJ’
thaliana a I'exposition au cadmium, notamment une tolérgrias importante que les écotypes
Col et Ler plus fréequemment utilisés en recherthapproche transcriptomique met en évidence
induction de I'expression de nombreux génes, motent des géenes codant des transporteurs
potentiels de cadmium dont certains n'ont pas entait I'objet d’études a ce jour. Par ailleurs,
les travaux préliminaires sur le méleze hybriderenff des perspectives encouragentes

d’utilisation de cette espece pour la phytoreméahat

I. Les réponses au cadmium drrabidopsis thaliana, sont-elles « écotype-

dépendantes » ?

Apres avoir comparé nos résultats avec ceux obtessentiellement pour I'écotype Col,
il apparait que I'écotype Ws est plus toléraneaposition au cadmium :
1) les biomasses aériennes et racinaires sont rfwtesent affectées pour des concentrations en
cadmium similaires,
2) la longueur de la racine principale est moimkite,
3) la plante initie plus rapidement des racinegrédés et des poils absorbants pour tenter
« d’échapper » au stress (phénotype appelé RMIS),
4) la teneur en phytochélatines semble plus impteface qui favorise une accumulation non
toxique du cadmium,
5) le ratio de la quantité de cadmium entre legescet les parties aériennes, méme s'il reste en
faveur des racines, indique tout de méme une mitie tapacité de transport vers les parties

aériennes.

Les données de la littérature concernant I'écof@pkdonnent des résultats qui ne sont
pas toujours révélés faciles a exploiter dans laumeou de hombreux parametres varient d'une

publication a I'autre. Il serait donc intéressaatrdener une étude sur plusieurs écotypes (Col et
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Ler, voire d’autres écotypes) dans les mémes dondijue celles que nous avons utilisées afin
de pouvoir comparer les réponses des plantes ettappine indication claire quant au niveau de
sensibilité / tolérance des écotypes en présenceadmium. Cette étude permettrait de plus
d’apporter des informations supplémentaires suriveau d’expression du gemCS2afin de
savoir s'il existe chez les écotypes une corrétatmtre la surexpression d&CS2et une
tolérance accrue au cadmium. Par ailleurs, letrifits travaux concernant essentiellement
I'écotype Col ont été réalisés soit sur des jeylastes, soit sur des plantes agées de 3-4 ou 6-7
semaines avant traitement et ne donnent pas fortédes résultats similaires (par exemple le
ratio de cadmium entre racines et parties aérigntieggourrait donc étre intéressant d’étudier
I'effet du cadmium chez des plantes matures detige Ws pour savoir si la tolérance accrue
gue nous avons observée a travers certains pasmobigz les jeunes plantules (croissance moins

ralentie, cadmium davantage transporté vers ldgeparériennes) se vérifie encore a I'age adulte.

Sur un autre plan, I'analyse des microréseaux ééé&les modifications d’expression de
genes liés a la paroi mais qui sont difficiles dlexer seules. Une étude plus précise des
composés pariétaux (quantification, marquages strghtions microscopiques) parait nécessaire
pour appréhender les réponses de I'écotype Wsdmioen. En complément, il serait également
nécessaire de mieux localiser I'accumulation dungach. Une extraction séparée des
compartiments pariétaux et intracellulaires poutdeage de cadmium permettrait ainsi de savoir
ou est accumulé préférentiellement le métal eeedocalisation est identique entre les racines
et les parties aériennes. De plus, les trichomesag étre un lieu de stockage du cadmium, il
serait intéressant de procéder a une quantificaiométal au niveau de ces cellules, par exemple

par microscopie ionique.

Par ailleurs, les résultats obtenus avec les méiseaux ont mis en évidence la
surexpression de plusieurs génes impliqués datransport potentiel du cadmium. Cependant,
les bases de données ne permettent pas a I'heuadlad’identifier précisément la localisation
de tous ces transporteurs. Par exemple, nous awisnsn évidence des surexpressions de genes
notés « metal ion transporteur » dans les racindares les parties aériennes. Dans la mesure ou
ces genes ne sont pas connus davantage, il sgéagssant de les étudier (ainsi que les protéines

produites) pour savoir s'ils jouent un réle impattalans le transport ou la séquestration du
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cadmium. De méme, les génes notés « transporténligogeptides » pourraient faire I'objet
d'une étude plus précise pour savoir notammentesi dligopeptides transportés sont des
chélateurs de cadmium. Une approche envisageablkugiésation de mutants sur- ou sous-
exprimant 'un de ces genes, d'autant plus queRANde Versailles-Grignon propose une

banque de mutants d’insertion de I'écotype Ws.

Une autre approche peut également étre envisagéeépaluer le niveau de stress subi
par les plantules : comme il a été montré que dentam peut générer un stress oxydant, il serait
judicieux non seulement de mettre en évidencedagmrce des ERO formées(@4, O, ...), mais
également d’étudier l'activité d’enzymes impliquégans I'élimination des ERO comme la
catalase, des SOD ou encore des peroxydases (@scotbglutathion peroxydase) et de mesurer
I'intégrité membranaire (par un dosage de maloddigyde qui est souvent utilisé pour évaluer

I'état des structures membranaires).

Il. Le méléze hybride, une espece potentiellemenhgtoaccumulatrice ?

Les premiers résultats obtenus avec le meléze dg/baissent déja présager une plus
grande tolérance au cadmium que l'arabette cae ckdtniére peut se développer sans grands
dommages en présence de 100 uM de métal aloregurdlezes sont assez peu affectés par la

présence de 1 voire 1,5 mM de cadmium dans le urdléeculture.

Les travaux en cours sont orientés dans un pretei@ps sur la quantification du
cadmium entre racines et parties aériennes et’identification des différents oligopeptides
riches en thiols pour avoir une idée plus précesdéadeneur en phytochélatines et des différents
types de phytochélatines. Dans un second tempstrdeaux préciseront la localisation de
'accumulation du cadmium pour savoir notammené siompartiment pariétal stocke davantage
de métal que le compartiment intracellulaire. Despline étude est prévue sur la composition et
I'organisation de la paroi suite a I'exposition d#antes au cadmium afin de déterminer si le

traitement métallique induit des modifications argeeau. Une telle approche, développée a
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I'origine sur une suspension cellulaire de tomas#, actuellement mise en ceuvre sur une autre

espece ligneuse, le Douglas.

Par la suite, d’autres perspectives sont envisgg@@smieux comprendre les réponses du
méleze au traitement métallique. Une approche tggier la protéomique pourrait permettre de
cibler certaines voies de défenses a étudier plasdétail par la suite. L’approche
transcriptomique globale n’est pas possible danmdaure ou le génome du méleze n’'est pas
séquencé. Par comparaison des séquences d’'ayteeeesil sera possible de sélectionner des
amorces consensus a partir des domaines consefinésleatenter de quantifier le niveau
d’expression de ces genes par RT-PCR quantita®ee.travail est envisageable pour les
phytochélatine synthases dans la mesure ou le denpdiytochélatine synthase est assez bien
conservé entre les espéeces. En revanche pour leseaezymes précédentes dans la voie de
synthese, la variabilité est beaucoup plus fortme’espece a l'autre, ce qui rend cette approche

moins aisée.

Sur un autre plan, les études fondamentales dé&buside le méleze permettront de
déterminer si cette espece peut étre utiliséegpsuite en phytoremédiation (du cadmium dans un
premier temps). Si les résultats obtenus avec Eez®s cultivé$n vitro donnent des résultats
satisfaisants, un suivi de plantes en serre cekivgur des sols pollués sera nécessaire pour se
rapprocher davantage des conditions naturellesogioper cette espece comme une alternative

economique et écologique a I'extraction chimique hkétaux sur les sites contamineés.
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Résumé

Face a la toxicité provoquée par les éléments gravitalliques dans I'environnement, les végétauxdémeloppé
différentes stratégies de défense. Cependant ouwe @ucune étude exhaustive (moléculaire, bioahimiet
développementale) n'avait encore été menée Analzidopsis thalianan réponse au cadmium (Cd). Notre travail a
donc consisté a étudier les mécanismes mis emje¢pense au Cd chez I'écotype Wassilewskija (WA) thaliana
par des approches moléculaire, biochimique et d&phénotypique. Dés 50 uM de Cd, les plantuleesdé 14
jours développent une « réponse morphogéniquetegair le stress » (RMIS) au niveau des racineseguiaduit
par un raccourcissement de la racine principaldimtiation multiple de racines secondaires. Pkament,
l'activité des enzymes de la voie de synthése dgsophélatines ou PC (glutamylcystéine synthétghgathion
synthétase et phytochélatine synthase) est stinddés la plante entiére avec cependant une acctiomulgus
importante de PC et de Cd dans les racines. Awaniwanscriptionnel, seules les PC synthases patinlement
régulées en présence de 100 uM de Cd avec unegsession des gen®CSletPCS2dans les parties aériennes et
les racines respectivement. L'étude transcriptomicpur la totalité du génome A’ thaliana a montré la
surexpression de génes codant notamment des trasggopotentiels de Cd dans les racines et ldepaériennes,
ce qui est en accord avec la présence du métaldifiéents organes de la plante. Enfin, nous avoosatré que
I'écotype Ws est plus tolérant au Cd que les éastypolumbia et Landsberg erecta. Notre travait gessi focalisé
sur la réponse au Cd de jeunes plants de mélezalaybarix x eurolepig obtenus par embryogenése somatique.
Excepté un raccourcissement de la racine pringifaldéveloppement du méleze n’est pas altéré pam de Cd.
Bien que la voie de synthése des PC soit aussulgétimen réponse au Cd, il semblerait qu’'une aubie de
chélation du métal, probablement au niveau parigtirvienne dans la mise en place de la tolérahee le méleze.
Mots clés: Arabidopsis thaliana, Larixx eurolepis cadmium, phytochélatines, microréseau pangénamigu
oligonucléotides, réponse morphogénique induitdgoatress (RMIS).

Abstract

The presence of trace metal elements in the enwieoh led plants to develop diverse defense meamanis
However, no exhaustive study (molecular, biochemicad developmental) had been led to datéiabidopsis
thaliana in response to cadmium (Cd) stress. Our work ttwssisted in the study of defense mechanisms in
response to Cd in the ecotype Wassilewskija (WsA#bidopsis thalianausing molecular and biochemical
approaches and the study of phonotype. A “stredged morphogenic response” (SMIR) is observetiénrdoots of
14 day-old plants since 50 uM Cd. This SMIR is elstgrized by the shortening of the main root andtipie
initiations of secondary roots. At the same timiee tactivity of the enzymes involved in the synthesf
phytochelatins (PC) (glutamylcystein synthetasetaghione synthetase and phytochelatin synthass)nimilated in
the whole plant, PC and Cd however being more aatated in roots than in shoots. At the transcrimiolevel,
only PC synthase is spatially regulated in the gmee of 100 uM Cd with an up-regulation of the gdP€Sland
PCS2in the shoots and the roots respectively. Thestndptomic study on the whole genomefofthalianashowed
an up-regulation the of genes coding particuladieptial Cd transporters in roots and shoots, what agreement
with the presence of the metal in various organthefplant. Finally, we showed that the ecotypei¥\es better Cd
tolerant than ecotypes Columbia and Landsbergar€atr work also focused on the response to Cawoifig hybrid
larch plants I(arix x eurolepi} obtained by somatic embryogenesis. A part frogh@rtening of the main root, the
development of the larch is not altered with 1.5 r@ld. Although the PC synthesis pathway is alsodtited in
response to Cd, another way of metal chelationbaisty at the cell wall level, seems to be involwedolerance
mechanisms of the larch.

Key words: Arabidopsis thaliana, Larixx eurolepis cadmium, phytochelatins, genome-wide DNA micragsr
stress-induced morphogenic response (SIMR).
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