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ETUDE DE LA REMOBILISATION DES METAUX AU COURS DE L A SENESCENCE
FOLIAIRE DANS LE CADRE DE LA REHABILITATION DES SOL S POLLUES",

par MathieuPottier

En raison des intenses activités anthropiques eles siecles précédents, la composition élémentaire
de certains sols a été modifiée. Des éléments, dam@léments traces meétalliques (ETMs), constituant
normalement moins de 0,1% de I'ensemble des atodeeda couche terrestre, se sont retrouvés
surreprésentés. L’accumulation progressive des E&Msesponsable de pollutions rendant les pascelle
touchées inexploitables et provoquant la pollutitnnappes phréatiques et de cours d’eau enviranant
Depuis le début des années 1990, différentes gieatde phytoremédiation ont été proposées poungite
la réhabilitation de ces zones par I'utilisationpentes. Parmi ces stratégies, la phytoextraction qui ist@s
en l'absorption et I'accumulation des ETMs par pdantes a été trés largement préséntBarce que
I'efficacité de ce mode d’action est totalementaté&fante du choix de I'espéce végétale utiliséegtiedes
ont été menées sur différentes especes végétaltmsnment sur des plantes tolérantes aux ETMs qui on
développé des mécanismes permettant I'hyperacctionilde ces métaux dans leurs parties aériénnes
Cependant les plantes hyperaccumulatrices possegfardéralement de faibles biomasses, limitant le
processus d’extraction et ne satisfaisant pasitéséits des industriélsl est donc apparu essentiel de tester
le potentiel de phytoextraction d’especes végétdtesnatives.

Du fait de sa croissance rapide, de son importaicteasse et de ses débouchés dans le domaine de
I'énergie, le peuplier est vite apparu comme unixhodicieuxX’®”® Au cours de travaux précédents,
différents cultivars de peuplier ayant poussés des parcelles polluées ont été étudiés, aboutissant
l'identification de génotypes accumulant d'impot&s concentrations en ETMs. Cependant, une
phytoextraction efficace suppose une accumulatiéfépentielle des ETMs dans les parties récoltathles
peuplier, a savair, le tronc et les branches. ©diEnnées actuelles indiquent que le bois condtitnedes
tissus possédant les plus faibles concentratiorETéms”*°, alors qu’au contraire les feuilles en accumulent
d’'importantes concentratiolls Cette accumulation peut entrainer une limitatidn processus de
phytoextraction si aucun mécanisme de remobilisaties ETMs n’est mis en place au cours de la
sénescence foliaire.

L’amélioration de [l'efficacité de phytoextractionu dpeuplier nécessite donc d’augmenter les
concentrations d’ETMs dans les parties pérennate ediminuer leur accumulation dans les feuilleg tou
particulierement avant leur chute. Pour cela lesamémes moléculaires impliqués dans les trois
composantes « Absorption a partir du sol », «relisabion a partir des organes sénescents » et
« accumulation au niveau des tissus pérennes emtdizire I'objet d’études approfondies.

Dans ce contexte, un travail visant a étudier lmpmsante « remobilisation a partir des organes
sénescents » a été réalisé au sein de ISV du CHR®if-sur-Yvette avec l'aide financiére du DIM
ASTREA (ile de France). Cette these avait donc pmjectifs I'exploration de la variabilité génétau
naturelle dans I'accumulation et la remobilisatibes ETMs des feuilles chez le peuplier et I'analgee
meécanismes moléculaires potentiellement impliquésde contrdle et/ou la remobilisation des mées
feuilles. L'ensemble de ces travaux a été abordésaars de quatre chapitres résumeés ci-apres.

1. Identification de génotypes de peuplier efficacesqur la remobilisation des métaux au
cours de la sénescence foliaire et recherche desi@e associés

Une étuden situ, visant a identifier parmi 14 génotypes de peuplides cultivars possédant soit une
faible accumulation d’ETMs dans les feuilles saiewcapacité a remobiliser les ETMs des feuilles@aus

1 1Thése de doctorat de I'Université Paris-Sud (Digwép: Biologie) soutenue le 13/03/2014, 175p, iséa a I'Institut
des Sciences du Végétal, CNRS de Gif-sur-Yvette.
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de la sénescence automnale a été entr&pr®e travail a été réalisé sur une parcelle exmériale mise en
place en 2007 lors du projet ANR PHYTOPOP sur lammoine de Pierrelaye (lle de France).

Au cours de cette étude, nous avons pu observeclaite remobilisation automnale du magnésium
des feuilles chez I'ensemble des génotypes présenthamp. A I'exception du cuivre, les microéléteen
sont, en revanche, pas remobilisés. On observe ménrele zinc et le cadmium, qui représentent Esxd
principaux ETMs, une accumulation continuelle ddes feuilles jusqu’ a la fin de la sénescence et
I'abscission des feuilles. Ces données indiquent dpie I'accumulation des ETMs au niveau des fesiile
peuplier est un véritable frein a la phytoextrattjpuisque une partie conséquente des métaux extrait
retourne au sol lors de la chute des feuilles.aiflurs, les analyses de corrélations ont misuemidre une
potentielle gestion commune de certains métaux arancadmium, le zinc et le manganése suggérant
l'intervention de protéines de transport non sp&eé ou de dispositifs de gestion commune.

C’est donc dans le but d’'identifier ces mécanisgegestion commune que des genes putativement
impliqués dans I'homéostasie des métaux des feuilat été sélectionnéa partir de données
fonctionnelles et physiologiques déja existantez atiautres especes végétales ainsi que grace aux
données d’expression disponibles chez le pedpliainsi I'expression des génes codant pour des
transporteurs de meétaux issus des familles HMA YMddetal ATPase), ZIP (ZRT IRT like
Protein) et NRAMP (Natural Associated Macrophagetdtn) ont été mesurés. De plus, un géne
NAC, nommeéNAP, dont les homologues chez d’autres espéces s@higims dans la sénescence
foliaire et dans la remobilisation a égalementsédéctionn& *>1%1718 Enfin 'expression du géne
CP codant pour de la protéase a cystéine, marquellerdeée en sénescence, a été do<@e

Les études de corrélation entre les expressioggides et les analyses en composantes principales on
montré de fortes relations entre d'une fRINRAMP2 PtHMAL et PtNRAMP3.1et d’autre partPtNAP,
PtCP, PtHMA2et PtNRAMP3.2mettant en évidence l'existence de deux clustegsoupant chacun des
géenes qui pourraient participer a des processusncmist Par ailleurs, une forte corrélation positvété
observée entre I'expression BENRAMP let |le facteur de bioconcentration en zinc dedlésjisuggérant un
réle important d*tNRAMP1dans I'accumulation du zinc dans les feuilles eleptier.

2. Caractérisation de transporteurs putativement implgués dans la remobilisation des
métaux

Au cours de la seconde partie de cette thése,réectéaisation de protéines de transport supposées
jouer un role dans le contrdle et/ou la remobilisaties métaux des feuilles de peuplier a étésé&aliParce
que la vacuole est un lieu privilégié de stockags chétau¥, et quelle constitue un compartiment
important pour le recyclage des nutriments au cdarga sénescence, les genes codant pour desngsotéi
tonoplastiques impliquées dans le transport deunéters le cytosol ont été particulierement ciblgans ce
cadre, la famille de transportedlNRAMP (Natural ResistancédssociatedMacrophageProtein) a été
sélectionnée puisqu’elle comprend chgabidopsis thalianadeux membresAtNRAMP3et AINRAMP4
impliqués dans le déstockage vacuolaire de catidralents incluant le cadmium et le ARt **?*2° De
plus des données transcriptomiques indiquentAtiNRAMP4 pourrait étre induit au moment de la
sénescence, suggérant un réle de ce géne dansdailieation des métaux spécifiguement au cours de
sénescencé’®

ChezPopulus trichocarpanisqually, sixPtNRAMP,ont été identifiés. Parmi euPtNRAMP3.1et
PtNRAMP3.2ocalisés en tandem sur le chromosome 7 sontde®logues de séquenceAtNRAMP3et
d’AtNRAMP4 Pour cette raison, ils ont fait I'objet d’uneeaition particuliere, d’autant qUENRAMP3. let
PtINRAMP3.2sont principalement exprimés au niveau des feuille plus, des données transcriptomiques
indiquent quePtNRAMP3.2est particuliérement induit en condition de stresgmiuni’ et qu'il est, tout
comme AtNRAMP4, induit au moment de la sénescénte

Nous avons donc entrepris une caractérisation detremsporteurs afin de déterminer s'ils sont
également impliqués dans le déstockage vacuotaitecomme leurs homologues chezhaliana Au cours
de la caractérisation en systeme levure, il esarapgue PtINRAMP3.1 est capable de transporterr/defe
manganése et le zinc alors que PtNRAMP3.2 ne toatesmue le fer et le manganese. L'expression
transitoire de ces transporteurs fusionnés a la &@FPprotoplastes A. thalianaa permis de montrer que
PtINRAMP3.2 est localisé sur la membrane de la Vactomt comme ses orthologues ciiezhaliana En
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revanche, PtNRAMP3.1 est observé de facon surptersan niveau de veésicules intracellulaires qui co-
localisent avec des marqueurs de I'appareil deiGolg

L'expression stable chek. thalianade ces transporteurs fusionnés a la GFP, a canfien résultats.

De plus, la transformation du double mutaramp3nramp4d’A. thaliang a la fois sensible a la carence en
fer et a la présence de cadmium, a permis d’obtairantages d’informations concernant les fonation
physiologiques de PtNRAMP3.1 et de PINRAMP3.2. #it ainsi apparu que seul PtNRAMP3.2
complémente parfaitement les phénotypes de craiesdun double mutant en conditions de carence eet fer
de présence de cadmium. De méme, seul PtNRAMP3rthepede restaurer les concentrations
intracellulaires en métaux du double mutant. L'emsle de ces résultats permet d'affirmer que
contrairement & PtNRAMP3.1, PtNRAMP3.2 est bien hwmologue fonctionnel d’AtINRAMP3 et
d’AtNRAMPA4. Par allleurs, la faible complémentatida double mutamtramp3nramp4par PtNRAMP3.1
est cohérente avec sa différence de localisatiboedulaire.

Dans le but de déterminer plus clairement le rGecds transporteurs en systeme homologue,
notamment celui de PtNRAMP3.1 dont la fonction p&s été élucidée chégz thaliang PtINRAMP3.1et
PtNRAMP3.20nt été surexprimés chez le peuplier. Tout comnez &. thaliang PtNRAMP3.2 est observé
sur le tonoplaste alors que PtINRAMP3.1 est obsauvéiveau de I'appareil de Golgi. L'analyse du eownt
en métaux de feuilles de peuplier a révélé unentitiin spécifique du contenu en cadmium chez ¢ggebs
surexprimanPtNRAMP3.Zomparées aux lignées « sauvages ». Ces résdtdtsment donc I'implication
de PtNRAMP3.2 dans le déstockage vacuolaire deauxéDe facon intéressante, les feuilles des lignée
surexprimant PtNRAMP3.1 présentent également uméndiion du contenu en cadmium comparées aux
lignées « sauvages ». De plus, ces lignées quiremnune sérieuse chlorose interveinale présentent
également une diminution des concentrations en arasg et en zinc. Ces phénotypes importants olsservé
chez les peupliers surexprimattNRAMP3.1montrent que malgré sa localisation inattendudyacesporteur
joue également un roéle conséquent dans le déstwotagmétaux. Ces résultats semblent, au passage,
attribuer au Golgi une fonction non décrite jusqomiaintenant, dans la gestion des métaux de laleellu
Ainsi la surexpression detNRAMP3.1et dePtNRAMP3.2spécifiguement pendant la sénescence pourrait
étre une solution efficace pour limiter le retoursal des ETMs par chute des feuilles.

3. Etude de la relation entre la structure primaire etla sélectivité chez AINRAMP4,
homologue des PtINRAMP3s

Les métaux non essentiels empruntent, le plus sbuves systémes de transport des métaux
essentiels. L'amélioration de I'efficacité de plgatraction, nécessite d’optimiser les capacitégatlesport
d’ETMs de ces systemes. Pour cela, il apparaitsjetisable d’identifier, au niveau des protéines de
transport, les déterminants structuraux permettadtiscrimination des métaux essentiels des métaumx
essentiels.

Ainsi, une étude de la relation entre la structure primaite AIBAMPS et leur sélectivité a été réalisée
sur la protéine AtNRAMP4, homologue de séquencetdliRAMP3.1 et NRAMP3%.

Suite aune mutagenése aléatoire du CDS codant la protddMRAMP4, une sélection en levure a été
réalisée en présence de cadmium et en conditicardace en fer. Cette sélection a permis d'identdhez
AtNRAMPA4, trois résidus indispensables au transgertadmium. La sélectivité des différents AtNRAMP4
mutés a ensuite été testée par expression chelevdess déficientes pour différent systemes d’iftie
métaux. Parmi les mutations sélectionnés plusiaffiestent également le transport de zinc maiseseemt
une, E401K affecte aussi le transport de mangap@sA&tNRAMP4. Les conséquences physiologiques de
ces mutations ont ensuite été étudiées en plaete lehdouble mutamtramp3nramp4d’A. thaliana Il est
ainsi apparu que les mutations modifient de fagélective I'accumulation du cadmium et du zinc sans
affecter le transport du fer, indiquant qu'il esbspible de modifier la sélectivité des NRAMP afin
d’améliorer I'efficacité de phytoremédiation

4. Etude de l'implication de l'autophagie dans la rembilisation des métaux

La remobilisation des métaux des feuilles sénessenmpligue un grand nombre d'acteurs
moléculaires spécifiques comme les transporteursétaux, mais également non spécifiques, agissast s
discrimination sur I'ensemble des éléments. L'abtape est un mécanisme ubiquitaire de recyclage
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intracellulaire de molécules et d’organites pareagsimement puis dégradation de ces éléments dans la
vacuole chez les végétaux et les levures ou darlgdesomes chez les animaux. De récents travalizsés
chezA. thalianaont mis en évidence que la quantité d'azote tompusle des feuilles vers les graines se
trouve fortement diminuée chez le mutant d’autophadg5 par rapport au sauvageDe plus, il a été
montré que durant la sénescence, I'autophagie yaudle majeur dans la dégradation du chloroplgste
contient 80% de l'azote et du fer des cellules rghyllienne***3! L’'autophagie contrdle donc la
remobilisation de I'azote des feuilles vers lesrga au cours de la sénescence et pourrait repeégeas
généralement un processus clé d’accompagnemeatréenbbilisation de 'ensemble des éléments dant le
métaux’.

Ainsi, des travaux ont été menés afin d’étudienplication de I'autophagie dans la remobilisatias d
métaux chez la plante modéfe thalianapour laquelle de nombreux outils sont disponiliéds que des
mutants de l'autophagie. Le contenu en métaux cnas et des feuilles a été mesuré en fin de ©jee
plusieurs lignées &. thalianadéficientes pour différents acteurs du mécanisimatobhagie. Nos résultats
ont montrés que les concentrations en fer, mangaeeginc sont augmentées jusqu’'a 2,5 fois dans les
feuilles des mutants d’autophagie par rapport auklés de plantes sauvages, indiquant que I'aaigighest
importante pour la remobilisation des métaux. Saiteette premiére expérimentation, le mutgb a été
sélectionné afin d’analyser plus finement le r&el’dutophagie dans la remobilisation du fer. Endition
de carence en fer réalisée au cours du stade reghend, la concentration en fer des graines du mhatg5
est nettement plus faible que celle des grainepldetes sauvages, ce qui se traduit par une dilmmpar
cing de I'Index de Récolte du Fe (IRF) chez le mutdg5 par rapport au sauvage. L’ajout du fer dans le
milieu au cours du stade reproducteur permet d'amgen par 2 la concentration en fer des graines du
mutantatg5. Cependant, cela permet seulement d’'atteindre @d%ontenu en fer des graines des plantes
sauvages soumises aux mémes conditions. C’est doruggerent donc que l'autophagie est un processus
essentiel a la remobilisation des métaux des &muiters les graines et que I'absorption racinaré-e ne
peut pas compenser I'absence de remobilisation.

Bien que I'implication de I'autophagie dans la rdgitisation n’ait été démontré que pour des plantes
annuelles lors de la sénescence monocarpique, jdas de raison de penser que ce mécanisme ne paiss
également intervenir lors de la sénescence autenuha@z les arbres a feuilles caduques. Ainsi l'esgion
de PtATG5 homologue dAtATGS5, a été suivie au niveau de feuilles matures et séness chez sept
génotypes de peuplierBien gu'’il existe d'importantes variations d’egpsion dePtATG5entre les
génotypes, aucune augmentation n’est observéelergtade mature et le stade sénescence chez les
sept génotypes étudiés. Ainsi, contrairement aélaescence monocarpiquiA. thaliana la
sénescence automnale des feuilles du peuplier mblsedonc pas s’accompagner de l'induction
des genedTG. De futurs travaux devront étre réalisés afinatger si I'induction du mécanisme
d’autophagie au niveau des feuilles sénescentgzedplier permet d’améliorer la remobilisation
des métaux et ainsi de limiter le retour au solEENIS.

5. Conclusion

A cours de ce travail de thése, I'étude de 'évolutdes contenus en métaux des feuilles réalisée su
différents génotypes de peuplier a permis de mettrévidence une absence systématique de rembbilisa
des ETMs au cours de la sénescence foliaire, limita processus de phytoextraction. Dans le but de
remédier a cette limitation, un travail ayant pdout d’identifier des mécanismes permettant la
remobilisation des ETMs des feuilles a été entsefres résultats obtenus indiquent que I'efficacié
phytoextraction du peuplier pourrait étre améliopag I'augmentation, spécifiguement au niveau des
feuilles, de I'expression des génes codant pourrdesporteurs PINRAMP3.1 et PtNRAMP3.2 ainsi gee d
génes codant pour les différents acteurs du méuoariéautophagie. De plus, I'identification au nivede la
famille NRAMP, de résidus discriminant les métagsantiels des métaux dits toxiques, donne la pbtEsib
d’améliorer les capacités de transport ’'ETMs dembres de cette famille.
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6. Perspectives

Bien que les résultats obtenus au cours de ceétse tient montré que l'autophagie est essentiddle a
remobilisation des métaux chez la plante annuelidaliang rien n’'indique pour le moment qu'il en soit de
méme chez le peuplier. Il apparait donc importamttester I'effet de I'induction, au niveau des fesi
sénescentes, du mécanisme d’autophagie sur la ilesatbn des métaux. De plus, cette thése a mis en
évidence que la surexpressionRI&IRAMP3.1et PtNRAMP3.2permet de limiter le contenu en ETMs des
feuilles de peuplier. Cependant, des analyses d&emas en métaux au niveau du tronc et des branches
devront également étre réalisées afin de s’assquer la remobilisation des métaux des feuilles
s'accompagne bien d’'une accumulation supplémenttéE€Ms au niveau du bois. Dans le cas inverse, il
peut étre envisagé d’exprimBtNRAMP3.1et PtINRAMP3.2s0us le contrble d’'un promoteur spécifique des
feuilles sénescentes. Enfin, parce que la « reisabdn des métaux a partir des organes sénescemds
représente qu'une des trois composantes permétamgtlioration de la phytoextraction, il est égatam
envisagé d’améliorer I'absorption des ETMs a pattis racines et I'accumulation des métaux dans les
parties pérennes en identifiant des promoteurs &rspécifiques de ces organes ainsi que des gédast
pour des transporteurs permettant I'entrée de métans la cellule et dans la vacuole. D’apres dssiltats
obtenus dans la premiere partie de cette thésappidirait que PtNRAMPL1 pourrait représenter un bon
candidat pour I'amélioration de I'absorption radgieales ETMs.
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