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ÉTUDE DE LA REMOBILISATION DES MÉTAUX AU COURS DE L A SÉNESCENCE 
FOLIAIRE DANS LE CADRE DE LA REHABILITATION DES SOL S POLLUÉS1. 

 
par Mathieu Pottier 

 
 

En raison des intenses activités anthropiques des deux siècles précédents, la composition élémentaire 
de certains sols a été modifiée. Des éléments, nommés éléments traces métalliques (ETMs), constituant 
normalement moins de 0,1% de l’ensemble des atomes de la couche terrestre, se sont retrouvés 
surreprésentés. L’accumulation progressive des ETMs est responsable de pollutions rendant les parcelles 
touchées inexploitables et provoquant la pollution de nappes phréatiques et de cours d’eau environnants. 
Depuis le début des années 1990, différentes stratégies de phytoremédiation ont été proposées pour permettre 
la réhabilitation de ces zones par l’utilisation de plantes1. Parmi ces stratégies, la phytoextraction qui consiste 
en l’absorption et l’accumulation des ETMs par les plantes a été très largement présentée2. Parce que 
l’efficacité de ce mode d’action est totalement dépendante du choix de l’espèce végétale utilisée, des études 
ont été menées sur différentes espèces végétales, notamment sur des plantes tolérantes aux ETMs qui ont 
développé des mécanismes permettant l’hyperaccumulation de ces métaux dans leurs parties aériennes3. 
Cependant les plantes hyperaccumulatrices possèdent généralement de faibles biomasses, limitant le 
processus d’extraction et ne satisfaisant pas les intérêts des industriels4. Il est donc apparu essentiel de tester 
le potentiel de phytoextraction d’espèces végétales alternatives.  

Du fait de sa croissance rapide, de son importante biomasse et de ses débouchés dans le domaine de 
l’énergie, le peuplier est vite apparu comme un choix judicieux5,6,7,8. Au cours de travaux précédents, 
différents cultivars de peuplier ayant poussés sur des parcelles polluées ont été étudiés, aboutissant à 
l’identification de génotypes accumulant d’importantes concentrations en ETMs. Cependant, une 
phytoextraction efficace suppose une accumulation préférentielle des ETMs dans les parties récoltables du 
peuplier, à savoir, le tronc et les branches. Or les données actuelles indiquent que le bois constitue l’un des 
tissus possédant les plus faibles concentrations en ETMs9,10, alors qu’au contraire les feuilles en accumulent 
d’importantes concentrations11. Cette accumulation peut entrainer une limitation du processus de 
phytoextraction si aucun mécanisme de remobilisation des ETMs n’est mis en place au cours de la 
sénescence foliaire.  

L’amélioration de l’efficacité de phytoextraction du peuplier nécessite donc d’augmenter les 
concentrations d’ETMs dans les parties pérennes et de diminuer leur accumulation dans les feuilles tout 
particulièrement avant leur chute. Pour cela les mécanismes moléculaires impliqués dans les trois 
composantes « Absorption à partir du sol », « remobilisation à partir des organes sénescents » et 
« accumulation au niveau des tissus pérennes » doivent faire l’objet d’études approfondies.  

Dans ce contexte, un travail visant à étudier la composante « remobilisation à partir des organes 
sénescents » a été réalisé au sein de l’ISV du CNRS de Gif-sur-Yvette avec l’aide financière du DIM 
ASTREA (île de France). Cette thèse avait donc pour objectifs l’exploration de la variabilité génétique 
naturelle dans l’accumulation et la remobilisation des ETMs des feuilles chez le peuplier et l’analyse de 
mécanismes moléculaires potentiellement impliqués dans le contrôle et/ou la remobilisation des métaux des 
feuilles. L’ensemble de ces travaux a été abordé au travers de quatre chapitres résumés ci-après.  
 
1. Identification de génotypes de peuplier efficaces pour la remobilisation des métaux au 

cours de la sénescence foliaire et recherche des gènes associés 
 

Une étude in situ, visant à identifier parmi 14 génotypes de peupliers, des cultivars possédant soit une 
faible accumulation d’ETMs dans les feuilles soit une capacité à remobiliser les ETMs des feuilles au cours 

                                                 
1 1Thèse de doctorat de l’Université Paris-Sud (Discipline : Biologie) soutenue le 13/03/2014, 175p, réalisée à l’Institut 
des Sciences du Végétal, CNRS de Gif-sur-Yvette.  
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de la sénescence automnale a été entreprise12. Ce travail a été réalisé sur une parcelle expérimentale mise en 
place en 2007 lors du projet ANR PHYTOPOP sur la commune de Pierrelaye (Ile de France). 

Au cours de cette étude, nous avons pu observer une claire remobilisation automnale du magnésium 
des feuilles chez l’ensemble des génotypes présents au champ. A l’exception du cuivre, les microéléments 
sont, en revanche, pas remobilisés. On observe même pour le zinc et le cadmium, qui représentent les deux 
principaux ETMs, une accumulation continuelle dans les feuilles jusqu’ à la fin de la sénescence et 
l’abscission des feuilles. Ces données indiquent donc que l’accumulation des ETMs au niveau des feuilles de 
peuplier est un véritable frein à la phytoextraction puisque une partie conséquente des métaux extraits 
retourne au sol lors de la chute des feuilles. Par ailleurs, les analyses de corrélations ont mis en lumière une 
potentielle gestion commune de certains métaux comme le cadmium, le zinc et le manganèse suggérant 
l’intervention de protéines de transport non spécifique ou de dispositifs de gestion commune.  

C’est donc dans le but d’identifier ces mécanismes de gestion commune que des gènes putativement 
impliqués dans l’homéostasie des métaux des feuilles ont été sélectionnés à partir de données 
fonctionnelles et physiologiques déjà existantes chez d’autres espèces végétales ainsi que grâce aux 
données d’expression disponibles chez le peuplier13. Ainsi l’expression des gènes codant pour des 
transporteurs de métaux issus des familles HMA (Heavy Metal ATPase), ZIP (ZRT IRT like 
Protein) et NRAMP (Natural Associated Macrophage Protein) ont été mesurés. De plus, un gène 
NAC, nommé NAP, dont les homologues chez d’autres espèces sont impliqués dans la sénescence 
foliaire et dans la remobilisation a également été sélectionné14,15,16,17,18. Enfin l’expression du gène 
CP codant pour de la protéase à cystéine, marqueur de l’entrée en sénescence, a été dosée19,20.  

Les études de corrélation entre les expressions de gènes et les analyses en composantes principales ont 
montré de fortes relations entre d’une part PtNRAMP2, PtHMA1 et PtNRAMP3.1 et d’autre part PtNAP, 
PtCP, PtHMA2 et PtNRAMP3.2 mettant en évidence l’existence de deux clusters regroupant chacun des 
gènes qui pourraient participer à des processus communs. Par ailleurs, une forte corrélation positive a été 
observée entre l’expression de PtNRAMP1 et le facteur de bioconcentration en zinc des feuilles, suggérant un 
rôle important de PtNRAMP1 dans l’accumulation du zinc dans les feuilles de peuplier.  
 
2. Caractérisation de transporteurs putativement impliqués dans la remobilisation des 

métaux 
 

Au cours de la seconde partie de cette thèse, la caractérisation de protéines de transport supposées 
jouer un rôle dans le contrôle et/ou la remobilisation des métaux des feuilles de peuplier a été réalisée. Parce 
que la vacuole est un lieu privilégié de stockage des métaux21, et qu’elle constitue un compartiment 
important pour le recyclage des nutriments au cours de la sénescence, les gènes codant pour des protéines 
tonoplastiques impliquées dans le transport de métaux vers le cytosol ont été particulièrement ciblés. Dans ce 
cadre, la famille de transporteur NRAMP (Natural Resistance-Associated Macrophage Protein) a été 
sélectionnée puisqu’elle comprend chez Arabidopsis thaliana, deux membres, AtNRAMP3 et AtNRAMP4, 
impliqués dans le déstockage vacuolaire de cations divalents incluant le cadmium et le zinc22,23,24,25,26. De 
plus des données transcriptomiques indiquent qu’AtNRAMP4 pourrait être induit au moment de la 
sénescence, suggérant un rôle de ce gène dans la remobilisation des métaux spécifiquement au cours de 
sénescence13,16. 

Chez Populus trichocarpa nisqually, six PtNRAMP, ont été identifiés. Parmi eux  PtNRAMP3.1 et 
PtNRAMP3.2 localisés en tandem sur le chromosome 7 sont les homologues de séquence d’AtNRAMP3 et 
d’AtNRAMP4. Pour cette raison, ils ont fait l’objet d’une attention particulière, d’autant que PtNRAMP3.1 et 
PtNRAMP3.2 sont principalement exprimés au niveau des feuilles. De plus, des données transcriptomiques 
indiquent que PtNRAMP3.2 est particulièrement induit en condition de stress cadmium27 et qu’il est, tout 
comme AtNRAMP4, induit au moment de la sénescence13,16.  

Nous avons donc entrepris une caractérisation de ces transporteurs afin de déterminer s’ils sont 
également impliqués dans le déstockage vacuolaire tout comme leurs homologues chez A. thaliana. Au cours 
de la caractérisation en système levure, il est apparu que PtNRAMP3.1 est capable de transporter le fer, le 
manganèse et le zinc alors que PtNRAMP3.2 ne transporte que le fer et le manganèse. L’expression 
transitoire de ces transporteurs fusionnés à la GFP en protoplastes d’A. thaliana a permis de montrer que 
PtNRAMP3.2 est localisé sur la membrane de la vacuole tout comme ses orthologues chez A. thaliana. En 
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revanche, PtNRAMP3.1 est observé de façon surprenante au niveau de vésicules intracellulaires qui co-
localisent avec des marqueurs de l’appareil de Golgi.  

L’expression stable chez A. thaliana de ces transporteurs fusionnés à la GFP, a confirmé ces résultats. 
De plus, la transformation du double mutant nramp3nramp4 d’A. thaliana, à la fois sensible à la carence en 
fer et à la présence de cadmium, a permis d’obtenir d’avantages d’informations concernant les fonctions 
physiologiques de PtNRAMP3.1 et de PtNRAMP3.2. Il est ainsi apparu que seul PtNRAMP3.2 
complémente parfaitement les phénotypes de croissance du double mutant en conditions de carence en fer et 
de présence de cadmium. De même, seul PtNRAMP3.2 permet de restaurer les concentrations 
intracellulaires en métaux du double mutant. L’ensemble de ces résultats permet d’affirmer que 
contrairement à PtNRAMP3.1, PtNRAMP3.2 est bien un homologue fonctionnel d’AtNRAMP3 et 
d’AtNRAMP4. Par ailleurs, la faible complémentation du double mutant nramp3nramp4 par PtNRAMP3.1 
est cohérente avec sa différence de localisation subcellulaire. 

Dans le but de déterminer plus clairement le rôle de ces transporteurs en système homologue, 
notamment celui de PtNRAMP3.1 dont la fonction n’a pas été élucidée chez A. thaliana, PtNRAMP3.1 et 
PtNRAMP3.2 ont été surexprimés chez le peuplier. Tout comme chez A. thaliana, PtNRAMP3.2 est observé 
sur le tonoplaste alors que PtNRAMP3.1 est observé au niveau de l’appareil de Golgi. L’analyse du contenu 
en métaux de feuilles de peuplier a révélé une diminution spécifique du contenu en cadmium chez les lignées 
surexprimant PtNRAMP3.2 comparées aux lignées « sauvages ». Ces résultats confirment donc l’implication 
de PtNRAMP3.2 dans le déstockage vacuolaire des métaux. De façon intéressante, les feuilles des lignées 
surexprimant PtNRAMP3.1 présentent également une diminution du contenu en cadmium comparées aux 
lignées « sauvages ». De plus, ces lignées qui montrent une sérieuse chlorose interveinale présentent 
également une diminution des concentrations en manganèse et en zinc. Ces phénotypes importants observés 
chez les peupliers surexprimant PtNRAMP3.1 montrent que malgré sa localisation inattendue, ce transporteur 
joue également un rôle conséquent dans le déstockage de métaux. Ces résultats semblent, au passage, 
attribuer au Golgi une fonction non décrite jusqu’à maintenant, dans la gestion des métaux de la cellule. 
Ainsi la surexpression de PtNRAMP3.1 et de PtNRAMP3.2 spécifiquement pendant la sénescence pourrait 
être une solution efficace pour limiter le retour au sol des ETMs par chute des feuilles.  
 
3. Étude de la relation entre la structure primaire et la sélectivité chez AtNRAMP4, 

homologue des PtNRAMP3s 
 

Les métaux non essentiels empruntent, le plus souvent, les systèmes de transport des métaux 
essentiels. L’amélioration de l’efficacité de phytoextraction, nécessite d’optimiser les capacités de transport 
d’ETMs de ces systèmes. Pour cela, il apparaît indispensable d’identifier, au niveau des protéines de 
transport, les déterminants structuraux permettant la discrimination des métaux essentiels des métaux non 
essentiels.  

Ainsi, une  étude de la relation entre la structure primaire des NRAMPs et leur sélectivité a été réalisée 
sur la protéine AtNRAMP4, homologue de séquence de PtNRAMP3.1 et NRAMP3.228. 

Suite à une mutagenèse aléatoire du CDS codant la protéine AtNRAMP4, une sélection en levure a été 
réalisée en présence de cadmium et en condition de carence en fer. Cette sélection a permis d’identifier chez 
AtNRAMP4, trois résidus indispensables au transport de cadmium. La sélectivité des différents AtNRAMP4 
mutés a ensuite été testée par expression chez des levures déficientes pour différent systèmes d’influx de 
métaux. Parmi les mutations sélectionnés plusieurs affectent  également le transport de zinc mais seulement 
une, E401K affecte aussi le transport de manganèse par AtNRAMP4. Les conséquences physiologiques de 
ces mutations ont ensuite été étudiées en plante chez le double mutant nramp3nramp4 d’A. thaliana. Il est 
ainsi apparu que les mutations modifient de façon sélective l’accumulation du cadmium et du zinc sans 
affecter le transport du fer, indiquant qu’il est possible de modifier la sélectivité des NRAMP afin 
d’améliorer l’efficacité de phytoremédiation 
 
4. Étude de l’implication de l’autophagie dans la remobilisation des métaux 
 

La remobilisation des métaux des feuilles sénescentes implique un grand nombre d’acteurs 
moléculaires spécifiques comme les transporteurs de métaux, mais également non spécifiques, agissant sans 
discrimination sur l’ensemble des éléments. L’autophagie est un mécanisme ubiquitaire de recyclage 
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intracellulaire de molécules et d’organites par acheminement puis dégradation de ces éléments dans la 
vacuole chez les végétaux et les levures ou dans les lysosomes chez les animaux. De récents travaux réalisés 
chez A. thaliana ont mis en évidence que la quantité d’azote transloquée des feuilles vers les graines se 
trouve fortement diminuée chez le mutant d’autophagie atg5 par rapport au sauvage29. De plus, il a été 
montré que durant la sénescence, l’autophagie joue un rôle majeur dans la dégradation du chloroplaste qui 
contient 80% de l’azote et du fer des cellules chlorophylliennes24,30,31. L’autophagie contrôle donc la 
remobilisation de l’azote des feuilles vers les graines au cours de la sénescence et pourrait représenter plus 
généralement un processus clé d’accompagnement de la remobilisation de l’ensemble des éléments dont les 
métaux32.  

Ainsi, des travaux ont été menés afin d’étudier l’implication de l’autophagie dans la remobilisation des 
métaux chez la plante modèle A. thaliana pour laquelle de nombreux outils sont disponibles tels que des 
mutants de l’autophagie. Le contenu en métaux des graines et des feuilles a été mesuré en fin de cycle chez 
plusieurs lignées d’A. thaliana déficientes pour différents acteurs du mécanisme d’autophagie. Nos résultats 
ont montrés que les concentrations en fer, manganèse et zinc sont augmentées jusqu’à 2,5 fois dans les 
feuilles des mutants d’autophagie par rapport aux feuilles de plantes sauvages, indiquant que l’autophagie est 
importante pour la remobilisation des métaux. Suite à cette première expérimentation, le mutant atg5 a été 
sélectionné afin d’analyser plus finement le rôle de l’autophagie dans la remobilisation du fer. En condition 
de carence en fer réalisée au cours du stade reproducteur, la concentration en fer des graines du mutant atg5 
est nettement plus faible que celle des graines des plantes sauvages, ce qui se traduit par une diminution par 
cinq de l’Index de Récolte du Fe (IRF) chez le mutant atg5 par rapport au sauvage. L’ajout du fer dans le 
milieu au cours du stade reproducteur permet d’augmenter par 2 la concentration en fer des graines du 
mutant atg5. Cependant, cela permet seulement d’atteindre 20% du contenu en fer des graines des plantes 
sauvages soumises aux mêmes conditions. C’est données suggèrent donc que l’autophagie est un processus 
essentiel à la remobilisation des métaux des feuilles vers les graines et que l’absorption racinaire de Fe ne 
peut pas compenser l’absence de remobilisation. 

Bien que l’implication de l’autophagie dans la remobilisation n’ait été démontré que pour des plantes 
annuelles lors de la sénescence monocarpique, il n’y pas de raison de penser que ce mécanisme ne puisse pas 
également intervenir lors de la sénescence automnale chez les arbres à feuilles caduques. Ainsi l’expression 
de PtATG5 homologue d’AtATG5, a été suivie au niveau de feuilles matures et sénescences chez sept 
génotypes de peupliers. Bien qu’il existe d’importantes variations d’expression de PtATG5 entre les 
génotypes, aucune augmentation n’est observée entre le stade mature et le stade sénescence chez les 
sept génotypes étudiés. Ainsi, contrairement à la sénescence monocarpique d’A. thaliana, la 
sénescence automnale des feuilles du peuplier ne semble donc pas s’accompagner de l’induction 
des gènes ATG. De futurs travaux devront être réalisés afin de tester si l’induction du mécanisme 
d’autophagie au niveau des feuilles sénescentes du peuplier permet d’améliorer la remobilisation 
des métaux et ainsi de limiter le retour au sol des ETMs. 
 
5. Conclusion 
 

A cours de ce travail de thèse, l’étude de l’évolution des contenus en métaux des feuilles réalisée sur 
différents génotypes de peuplier a permis de mettre en évidence une absence systématique de remobilisation 
des ETMs au cours de la sénescence foliaire, limitant le processus de phytoextraction. Dans le but de 
remédier à cette limitation, un travail ayant pour but d’identifier des mécanismes permettant la 
remobilisation des ETMs des feuilles a été entrepris. Les résultats obtenus indiquent que l’efficacité de 
phytoextraction du peuplier pourrait être améliorée par l’augmentation, spécifiquement au niveau des 
feuilles, de l’expression des gènes codant pour les transporteurs PtNRAMP3.1 et PtNRAMP3.2 ainsi que des 
gènes codant pour les différents acteurs du mécanisme d’autophagie. De plus, l’identification au niveau de la 
famille NRAMP, de résidus discriminant les métaux essentiels des métaux dits toxiques, donne la possibilité 
d’améliorer les capacités de transport d’ETMs des membres de cette famille. 
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6. Perspectives 
 

Bien que les résultats obtenus au cours de cette thèse aient montré que l’autophagie est essentielle à la 
remobilisation des métaux chez la plante annuelle A. thaliana, rien n’indique pour le moment qu’il en soit de 
même chez le peuplier. Il apparait donc important de tester l’effet de l’induction, au niveau des feuilles 
sénescentes, du mécanisme d’autophagie sur la remobilisation des métaux. De plus, cette thèse a mis en 
évidence que la surexpression de PtNRAMP3.1 et PtNRAMP3.2 permet de limiter le contenu en ETMs des 
feuilles de peuplier. Cependant, des analyses de contenus en métaux au niveau du tronc et des branches 
devront également être réalisées afin de s’assurer que la remobilisation des métaux des feuilles 
s’accompagne bien d’une accumulation supplémentaire d’ETMs au niveau du bois. Dans le cas inverse, il 
peut être envisagé d’exprimer PtNRAMP3.1 et PtNRAMP3.2 sous le contrôle d’un promoteur spécifique des 
feuilles sénescentes. Enfin, parce que la « remobilisation des métaux à partir des organes sénescents » ne 
représente qu’une des trois composantes permettant l’amélioration de la phytoextraction, il est également 
envisagé d’améliorer l’absorption des ETMs à partir des racines et l’accumulation des métaux dans les 
parties pérennes en identifiant des promoteurs forts et spécifiques de ces organes ainsi que des gènes codant 
pour des transporteurs permettant l’entrée de métaux dans la cellule et dans la vacuole. D’après les résultats 
obtenus dans la première partie de cette thèse, il apparait que PtNRAMP1 pourrait représenter un bon 
candidat pour l’amélioration de l’absorption racinaire des ETMs. 
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