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PREAMBULE

En raison des intenses activités anthropiques dmsx csiecles précédents, la
composition élémentaire de certains sols a été fidediDes éléments, nommés éléments
traces métalliques (ETM), constituant normalemeoinside 0,1% de 'ensemble des atomes
de la couche terrestre, se sont retrouves suresgéss L’'accumulation progressive des ETM
est responsable de pollutions rendant les parctllgshées inexploitables et provoquant la
pollution de nappes phréatiques et de cours d’eairamnants. Depuis le début des années
1990, difféerentes stratégies de phytoremédiation &éié proposées pour permettre la
réhabilitation de ces zones par l'utilisation danpés. Parmi ces stratégies, la phytoextraction
qui consiste en I'absorption et 'accumulation deitaux non-essentiels par les plantes a été
tres largement présentée. Parce que I'efficacitéedmode d’action est totalement dépendante
du choix de lI'espéce végétale utilisée, des étumdsété menées sur différentes espéces
végeétales, notamment sur des plantes tolérantegaMkqui ont développé des mécanismes
permettant I'hnyperaccumulation de ces métaux dauosslparties aériennes. Cependant les
plantes hyperaccumulatrices possédent généralemenfaibles biomasses, limitant le
processus d’extraction et ne satisfaisant pasnigséits des industriels. Il est donc apparu

essentiel de tester le potentiel de phytoextraatiespéces végétales alternatives.

Du fait de sa croissance rapide, de son imporfaisi®asse et de ses débouchés dans
le domaine de I'énergie, le peuplier a été testér @ phytoextraction. Au cours d’études
précédentes, le potentiel de phytoextraction dérgifits cultivars de peuplier ayant poussés
sur des parcelles polluées a été étudié. Ces trawat permis d’identifier des cultivars
efficaces pour la phytoextraction. Il est égalenaggaru que, chez le peuplier, une quantité
considérable de métaux se trouve accumulée darfeddes alors que celles-ci chutent a
'automne. L’accumulation de métaux dans cet orgaeng étre a I'origine d’un retour au sol
d’ETM limitant le processus de phytoextraction. €agant, certaines especes sont capables
de mettre en place des mécanismes de remobilisdBéments au cours de la sénescence
foliaire. C’'est donc dans le but de déterminer esitels mécanismes sont présents chez le
peuplier mais également dans le but d’identifisrdeteurs moléculaires de la remobilisation

des métaux foliaires lors de la sénescence que tbétse a été conduite.






Préambule

Ce projet de recherche a donc pour but didentifies génotypes de peuplier
possédant une forte capacité a remobiliser les EESI feuilles vers les parties pérennes
pendant la sénescence foliaire d’automne. |l vig@etnent a identifier et a caractériser les
protéines de transports impliquées dans ce progeste laboratoire étant tout
particulierement spécialisé dans I'étude des pogs NRAMP (Natural Resistance-
Associated Macrophage Protein) essentiellementigugés dans le transport de manganése,
fer, zinc et cadmium, une approche « géne candidapliquant les membres de cette famille
a eté realisée en paralléle de I'examen physiolegide plus, cette these a eu pour but
d’identifier des mécanismes géenéraux indispensathldson déroulement de la remobilisation
des métaux au cours de la sénescence foliaire.ravilt réalisé sur la plante modéle
Arabidopsis thaliana principalement porté sur le mécanisme d’autoigh&nfin, une étude
visant a identifier, chez les NRAMP, des détermisastructuraux permettant de discriminer

les métaux essentiels des métaux non-essentitdsaetée.
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PARTIE | : HOMEOSTASIE DES METAUX CHEZ LES VEGETAUX

|. Le paradoxe des métaux

Du fait de leur autotrophie, les végétaux chlordidrys représentent le socle des
réseaux trophiques conditionnant les écosystemeguals ils appartiennent. Les végétaux
sont totalement tributaires de leur environnemeéntes ressources minérales du sol en raison
de leur incapacité a se mouvoir. Certains minérsant indispensables, en plus ou moins
grande quantité, au développement des végétauxlistngue ainsi les macroéléments (azote
(N), potassium (K), calcium (Ca), phosphate (P)gnésium (Mg)...), des microéléments (fer
(Fe), zinc (Zn), chlore (Cl), bore (Bo), cuivre (Cunolybdene (Mo), cobalt, (Co), nickel
(Ni)...) qui regroupent essentiellement des métauttatesition. Malgreé le fait que les métaux
de transition possédent des fonctions biologiqessrielles, ils peuvent également s’avérer
étre néfastes pour les plantes lorsqu’ils sontgmtdsen trop fortes concentrations. D’autre
meétaux n’assurant, en revanche, aucune fonctiatevatux végétaux, peuvent méme s’avérer
étre toxiques a faibles concentrations. C’est Ie da I'arsenic (As), du plomb (Pb), du

mercure (Hg) et du cadmium (Cd).

A) Les rbles des métaux de transition chez les plantes

Ces éléments situés dans le bloc d du tableaudigu® possedent des propriétés
physico-chimiques nécessaires a la réalisatiorodgreux processus biochimiques. En effet,
du fait de leur sous-couche d incompléte, le Favite le Cu, le Ni et le Co possedent des
électrons non appariés qui favorisent leurs impbos dans des réactions d’oxydoréduction
nécessaires a la réalisation de processus biokegig8ouvent associé aux métaux de
transition, le Zn ne présente pourtant pas d'é@eactmon apparié, mais ses deux charges
positives et son petit rayon ionique font de cétlede Lewis un ion métallique réactif. Le
fait qu’un tiers des protéines caractérisées stratement sont des métalloprotéines souligne
'importance des métaux dans les processus bialegiqFinney et O'Halloran, 2003). Le
nombre de familles de protéines utilisant des méteutransition varient entre 300 pour le Zn
a moins de dix pour le Ni (Zhang et Gladyshev, 20Q®s protéines sont bien souvent des

enzymes chez lesquelles la fixation d’'ions métaéig est essentielle pour leurs activités. Les
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Figure 1 : Schéma de I'homéostasie des métaux dans le chloroplaste présentant les principales
metalloprotéines impliquées dans la photosynthése.

Les protéines associées au Cu (bleu), au Fe (rose foncé), au Mn (violet) et Zn (gris clair) sont
différenciées par des couleurs. Les fléeches indiquent les directions proposées des transports de
métaux. Les structures 3D des complexes Fd-FNR (pdb 1FNB), Pc (pdb 1AG6), Mn4CaO5 (pdb 41L6)
et CNFU (pdb 2751) sont affichées. Les atomes de Fe utilisés en tant que cofacteurs dans les
complexes PSII, PSI et cyt b6f sont marqués en rose. Les protéines nécessitant des clusters Fe/S sont
représentées par des rectangles. Les protéines d’assemblages sont représentées par des cercles. Les
enzymes sont représentées par des boites tronquées. CA: l'anhydrase carbonique, CCB: protéine
d'assemblage du cofacteur de la sous-unité B du complexe C, CCS: protéine chaperon du cuivre pour
la Cu/Zn superoxyde dismutase, CNFU: NIFU-like protéine, Cyt: cytochrome, Fd: ferrédoxine, FNR:
ferrédoxine  NADP (H) réductase, FRO: oxydase réductase ferrique, HCF: High chlorophyll
fluorescence, HMA: heavy metal P-type ATPase, MAR1/IREG3: multiple antibiotic resistancel/iron-
regulated protein 3, NAP: non-intrinsic ABC protein, NFS: Nifs-like cysteine desulfurase, PAA: P-type
ATPase of Arabidopsis, Pc: plastocyanin, PIC: permease in chloroplasts, PPD: PsbP-domain protein,
SOD: superoxide dismutase, Ycf: Hypothetical Chloroplast Reading Frame, Y3IP: Ycf3-Interacting
Protein (Yruela, 2013).
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métaux sont également des composants de groupemeshétiques et de protéines de
transfert d’électrons. Chez les plantes, leurs tions sont généralement associées aux
chloroplastes, aux mitochondries et a I'appareilgd&i. Ainsi, le Fe qui est le métal de
transition le plus utilisé dans les réactions liajaes (Pierre et Fontecave, 1999) est retrouvé
a 90% dans les chloroplastes (Terry et Abadia, 198@ Mn, quant-a lui, serait
principalement localisé dans le RE et I'appareil@@gi ou il est nécessaire a I'action de
nombreuses enzymes (W al, 2002 ; Pittman, 2005 ; Marschner and Marschn@t,1p
Enfin le Zn est utile dans tout les compartimentdlutaires bien qu’il apparaisse
principalement stocké dans la vacuole (Lanata, 2010).

1. Les métaux dans le chloroplaste

Dans cet organite, les métaux remplissent de nambsefonctions principalement au
niveau des photosystemes et de la chaine de tmandjgtectrons (Carrellet al, 1997).
L’implication des métaux dans cet organite et leandporteurs nécessaires a leur
acheminement sont présentés darisdare 1.

Le Fe est indispensable a la biosynthese des gighies. Il est essentiellement inséré
dans les protéines du photosystéme | sous fornwudters 4Fe-4S (Hagt al, 1987). Il est
eégalement présent au sein de cluster 2Fe-2S danprdiines de type Rieske et dans des
ferrédoxines impliquées dans le transfert d’éledr@gBalk et Lobreaux, 2005 ; Lill et
Muhlenhoff, 2006). Le Fe peut aussi former un noysme qui sera intégré a des
cytochromes (Ponka, 1999). Certaines structureRigres contiennent différentes formes de
Fe ; le cytochrome b6fc par exemple integre un rabse d’éléments faisant intervenir a la
fois des clusters 2Fe-2S et des noyaux hemes @;r2el3). Enfin, le Fe est aussi un élément
tres important pour la détoxification des especmctives de I'oxygene (ROS) étant un
cofacteur de la Fe-SuperOxyde Dismutase (SOD) @#sd®99). Cependant, il existe
également une seconde SOD chloroplastique, la CB@D (Palmeet al, 1986 ; Kurepaet
al., 1997).

Le Cu est donc un métal de transition importantrpewchloroplaste. En plus de son
rble de cofacteur de la Cu/ZnSOD, il remplit unenchion essentielle au niveau des
plastocyanines (représentant 50% du Cu cellulaiéxessaire au transfert d’électron du

complexe b6f au photosystéme | (Yruela, 2013).
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En plus de jouer un role dans le fonctionnemenadgOD, le Zn est impliqué dans le
fonctionnement de I'anhydrase carbonique située tastroma des chloroplastes qui permet
I'inter-conversion du C@et de 'HO en HCQ' favorisant ainsi I'accés du G@ la RuBisCO
(Badger et Price, 1994). Il est également le cefactles protéines a doigts de zinc, telle que
la disulfite isomérase nommée « Low Quantum Yiefd Rlotosystem 1I_1 (LQY1) »
localisée sur la membrane thylakoidienne. Cettanieler est impliquée dans le cycle de
réparation et de remplacement du PSli-light-hamvgstomplex 1l (LHCII) soumis a
d'importantes intensités lumineuses (lat al, 2011). D’autre part, il participe au
fonctionnement de métalloprotéases impliquées déms dégradation de protéines
photosynthétiques. La protéase a Zn AtFtsH6, pamgike, permet la dégradation de
I'apoprotéine Lhcb3 présente au niveau de LHC dotgdystéme Il au moment de la
sénescence des feuilles (Zeliskal, 2005).

Enfin, le Mn occupe une place toute particulierenasg@au des chloroplastes. Organisé
en cluster de 4 atomes de Mmneliés & un atome de €ail est indispensable & I'oxydation de
'eau et a la production d’Opar le photosystéeme Il (Tommeas al, 1998 ; Marschner et
Marschner, 2011). Il est aussi essentiel au fonnogment de nombreuses enzymes
chloroplastiques telles que la PEP carboxykind8&N polymérase, des décarboxylases et
des déshydrogénases (Ness et Woolhouse, 1980elB0i986 ; Aggarwaekt al, 2010).

2. Les métaux dans les mitochondries

Comme les chloroplastes, les mitochondries néesdgiu Fe hémique (cytochromes)
et des clusters Fe-S (sous unités des complexdls €t 1ll) pour assurer le transfert
d’électrons. L’'aconitase, par exemple, est une meziynpliquée dans le cycle de Krebs qui
contient un centre 4Fe-4S lui permettant de cataligsréaction d’isomérisation du citrate en
isocitrate (Lill et Kispal, 2000).

Les mitochondries nécessitent aussi du cuivrespatisable aux multicuivre-oxydases
comme le cytochrome C oxydase (Bleackley et Mao@ly, 2011).

Le Mn est également essentiel pour des enzymesmoitalriales notamment celles
impliquées dans des réactions de décarboxylatiamvaaau du cycle de Krebs (Marschner et
Marschner, 2011). De plus, bien qu’également ptésan niveau des peroxysomes, la Mn-
SOD impliquée dans la dégradation des moléculedaikyes est majoritairement retrouvée

dans les mitochondries (Horsburghal, 2002 ; Marschner et Marschner, 2011).
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3. Les métaux dans le reste de la cellule

Les métaux remplissent aussi des fonctions dareste de la cellule. Dans le cytosol
et les peroxysomes, le Fe hémique est utilisé ggmacatalases afin de réaliser la dismutation
du peroxyde d’hydrogene généralement produit agésxification de I'anion superoxyde
par la SOD (Mhamdet al, 2010). De la méme facon, les peroxydases, l@edisur la
membrane plasmique, le tonoplaste, la membrane ndéschondries et la paroi sont
également dépendantes d’'un noyau héme pour catdeysgécomposition des composes
peroxydes toxiques. Enfin, les ribonucléotides @asés (Eklunct al, 2001) et la SOD
dépendante du Fe également retrouvée dans le agtop| nécessitent la fixation d'un atome
de Fe pour leurs fonctions (Sairam et Srivasta@@2p

D’aprés les données obtenues chez la levure, lapparait également important dans
le Golgi ou il est impliqué dans le fonctionnemetd glycosyltransférases telle que la
Mannosyltransférase qui catalyse la réaction deludegylation des invertases (Luk et
Culotta, 2001).

Dans le cytosol, le Cu est aussi requis pour Iagation de l'azotevia la nitrate
réductase qui nécessite un centre cuivre en plusedet du Mo (MacPherson et Murphy,
2007).

Enfin, au niveau du noyau, le Zn joue un rble int@olr au travers les protéines a
doigts de zinc impliqguées dans la régulation trapgonnelle par liaison a I’ADN (Bleackley
et MacGillivray, 2011).

B) La toxicité des métaux

Les études de toxicité des métaux chez les plamteprincipalement été menées sur
le Cd en raison de son importante absorption phoriimevia le tabagisme et I'alimentation
(Thévenod, 2009) et du fait de ses nombreux effedégudiciables pour la santé humaine
(Nordberg, 2009 ; Clemeret al, 2012). Ces études ont mis évidence une multitieléets
néfastes pour le développement des végétaux, sanliga complexité du mode d’action des

éléments non essentiels.



Figure 2 : La toxicité des ETM chez les végétaux.

a: Développement d'Arabidopsis thaliana en conditions de carence en cuivre (gauche,
pas de cuivre ajouté), en excés de cuivre (milieu, 1,5uM de Cuivre) et en conditions
contr6le (droite, 0,5 UM Cu). Image obtenue a partir du site web du laboratoire de Ute
Kramer (http://www.ruhr-uni-bochum.de/pflaphy/Seiten_en/PG_Kraemer_e.html#MHN).

b: Nécroses observées au niveau de feuilles de moutarde poussant sur un sol enrichi
avec 100 mg Cd/kg (Umar et al., 2008).
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Néanmoins, l'altération de la croissance et de itanbasse des plantes au niveau
racinaire et foliaire a été démontrée pour diffé&semétaux (Cd, Pb, Zn, Cr) et différentes
especes vegetales (Silverberg, 1976 ; Punz et &yl 993 ; Gussarssenal, 1996 ; Larbi
et al, 2002 ; Rout et Das, 2003 ; Ghnagtaal, 2005 ; Vernaet al, 2007 ; Zorriget al, 2010
; Figure 2). Ces diminutions de croissance des plantes esepcé de métaux non essentiels
(Cd) ou d'excés de métaux essentiels (Zn) sonsli@une part a l'altération du statut
hydrique (Kastoret al, 1992 ; Sandaliet al, 2001 ; Vernat al, 2007) et d’autre part a la
perturbation de I'alimentation minérale (Detsal, 1997 ; Vernayet al, 2007 ; Sagardogt
al., 2009). Bien souvent, ces désorganisations s'agagment de l'induction d'un stress
oxydatif (Clemens, 2006).

1. Toxicité des métaux sur le statut hydrique

En concentrations toxiques, les métaux modifiesbdbrption et le transport de I'eau
ainsi que la transpiration (Barced al, 1986 ; Schlegeét al, 1987 ; Costat al, 1994 ;
Vassilev et Yordanov, 1997 ; Benavidetsal, 2005). Ces diminutions peuvent étre en partie
attribuées a la diminution du nombre et du diamég®vaisseaux du xyleme observée chez le
haricot exposé au Cd (Barcedbal, 1988). Elles peuvent également étre liées artadwire
des stomates qui a été observée chez le ray-grgssasoumis au Cd, chez le haricot soumis
a un exces de Zn et chez le tournesol soumis aalNCd et au Pb (Bazzat al, 1974 ;
Rauser et Dumbroff, 1981 ; Vernayal, 2007). Cette fermeture des stomates est respensab
d'une diminution des échanges gazeux réduisant ixatidn de carbone (Polle et
Schutzendubel, 2004 ; Vernay al, 2007). En se basant sur le fait que la premiér&éme
de transport de Cd identifiee était un canal caki¢Clemenst al, 1998), il a été suggéré
que la fermeture des stomates, essentiellemene nggi des flux calciques dans des
conditions normales, pourrait étre due a un infliexCd dans les cellules de garde (Perfus-
Barbeochet al, 2002). Cependant 'augmentation des concentratem acide abscissique
(ABA), observée en présence de Cd ou d’'un excegnd®auser et Dumbroff, 1981 ; Atiet
al., 2005), suggeéere que les métaux pourraient égateagande facon indirecte en produisant
un stress hydrique aboutissant a la fermeture diquevia la voie ABA dépendante (Polle et
Schutzendubel, 2004).
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2. Toxicité des métaux sur la nutrition minérale

En concentration toxique, les métaux alterent abisi I'absorption, le transport et
I'assimilation du K, du C&", du NO3 et des microéléments ainsi que I'ensemble des
métabolismes azoté et carboné (Gussarstoal, 1996 ; Polle et Schutzendubel, 2004 ;
Clemens, 2006 ; Guet al, 2007 ; Vernaet al, 2007 ; DalCorset al, 2008 ; Zorriget al,
2010).

Les troubles de ’homéostasie des microélémentsreés chez les plantes soumises
aux stress métalliques, ont pour principales cadesphénoménes de compétitions. En effet,
les plantes sont adaptées a un environnement doeltes ont développé des systémes
d’acquisition des métaux, des transporteurs etedegmes fonctionnant suivant des gammes
de concentrations déterminées. Les transportears grement spécifiques d’'un seul métal,
la modification de concentration d’'un ou plusie@lments peut ainsi inhiber I'absorption et
le transport d’'un métal au profit d’'un autre méttlicturellement proche (Da&$ al, 1997).
Les cas extrémes proviennent des métaux non esiseqtii ne possedent généralement pas
de systéme de transport spécifique. Leur déplaceseffectue donc au travers des protéines
impliquées normalement dans le transport de cagesentiels comme les canaux calciques et
les transporteurs de Zn, de Fe en ce qui concerr@d| (Perfus-Barbeocht al, 2002 ;
Clemens, 2006 ; Thomine et Vert, 2013). Depuisdieodverte chez le blé de LCT1, premiére
protéine identifiée comme impliquée dans le transpe Cd (Clemenst al, 1998), beaucoup
d’autres transporteurs se sont vu également assaaidransport de métaux non-essentiels
comme AtIRT1 pour le Ni et le Cd (Veet al, 2002 ; Nishidat al, 2011), AtHMAS3 pour le
Pb et le Cd (Gravoet al, 2004), OsHMA3 pour le Cd (Miyadatet al, 2011), les
AtNRAMP1/3/4/6 pour le Cd (Thominet al, 2000 ; Cailliattest al, 2009 ; Cailliatteet al,
2010), OsNRAMPS5 (Sasakit al, 2012) pour le Cd et OsLCT1 pour le Cd (Uragusthal,
2011).

Ces phénoménes de compétition peuvent égalemerit dga au niveau de
métalloprotéines ou de groupements prosthétiqueamoent en présence de groupements
sulfhydriles qui possédent de fortes affinités plesrmétaux (Nieboer et Richardson, 1980 ;
De Filippis et Pallaghy, 1994). Ainsi, il a été ebg& que l'activit¢ des facteurs de
transcription & doigts de zinc est altérée parulasstution de Iion ZA" par l'ion Cd”,
interférant avec le mécanisme de transcription i(&ai Toppi et Gabbrielli, 1999). Ces

effets de compétition jouent également un réle damggnotoxicité engendrée par les métaux.
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En effet, il a été montré que la condensation dehl@matine observée chez des cellules
traitées au Ni était liee a une compétition avedde(Leeet al, 1995).

Les perturbations de la nutrition minérale liéda toxicité des métaux alterent également
la photosynthése. Du fait des compétitions évoquéedessus, le Cd bouleverse les
métabolismes associés au Fe, au Zn et au Ca indeples au bon déroulement de la
photosynthese (Clemens, 2006). Ainsi le double mutaamp3nramp4d’Arabidopsis
thaliana, incapable de fournir correctement le chloroplastanétaux essentiels a partir de la
vacuole, apparait hypersensible au Cd et présemte altération de l'efficacité de ses
photosystémes en présence de Cd (Maire, 2013). Des études ont montré que le Cu et le
Ni bloquent le transfert de Fe des racines verpdgses aériennes provoquant une déficience
au niveau des parties aériennes de cet élémespamBable a la synthése des chlorophylles
(Foyet al, 1978).

3. Toxicité des métaux via le stress oxydatif

Paradoxalement, les particularités physico-chinggqué font des métaux de transition
des éléments essentiels pour la cellule, font éuade d’eux des éléments nuisibles
responsables de dommages cellulavis la production de ROS (Galleget al, 1996 ;
Mazhoudiet al, 1997 ; Yamamotet al, 1997).

Au niveau cellulaire, de nombreuses enzymes sopaldas de réduire I'©en anion
superoxyde (@) et en peroxyde d’hydrogene 4Bb) (Hell et Stephan, 2003). De plus, la
dismutation spontanée ou catalysée de’li@ovoque également la production g®4. Ces
deux molécules contribuent a la formation du rddiid® extrémement réactivja la réaction
de Haber-Weiss (Leeuwenburgh et Heinecke, 2001),equ catalysée par les métaux de
transition redox-actifs dans les conditions celtel (couples F&/Fe* ou Cd*/Cu’)
(Schutzendubel et Polle, 2002). L'exces de Fe elu@rovoque donc une augmentation des
ROS associés a une diminution des enzymes antiatixed (Schutzendubel et Polle, 2002).
Cette observation est également valable pour lel@&lZn et de Cd qui ne participent pourtant
pas a la production de radical OH° par la réactienHaber-Weiss mais qui pourraient
provoguer une augmentation générale de ROS pandiion de I'efficacité des mécanismes
de défenses (Prasad al, 1999 ; Madhava Rao et Sresty, 2000). En effexplosition a des
concentrations toxiques de meétaux provoque unendimoin de la quantité de glutathion

réduit. Celle-ci pourrait étre due a la liaison dastaux au groupement sulfhydrile du
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Figure 3 : tolérance et toxicité aux ETM chez Gomphrena.

Gomphrena claussenii hyperaccumulateur de métaux (a) et Gomphrena elegans non
hyperaccumulatreur (b) poussant en solution hydroponique contrdle et polluée aux ETM (Carvalho et
al., 2013).
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Figure 4 : Psychotria gabriellae et Psychotria semperflorens.

L’hyperaccumulateur de Ni P. gabriellae (marqué en rouge) et le
non-accumulateur P. semperflorens (marqué en jaune) vivent en
sympatrie sur un sol ultramafique dans une forét de Nouvelle
Calédonie (a). En condition naturelle, P. gabriellae accumule
jusqua 4% de Ni dans ses feuilles alors que P.
semperflorens accumule environ 100 fois moins de Ni. Ces
différences peuvent étre visualisées par leur spectre XRF (b)
(Jaffré et al., 2013).
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glutathion ou au fait que le glutathion est esgéndi la synthése de phytochélatines
impliqguées dans la complexation et la compartimenta vacuolaire des métaux
(Schutzendubel et Polle, 2002).

L’augmentation générale des concentrations en R®®Butih fatalement a
'augmentation des quantités du radical OH®, respble de la dénaturation de protéines et de
I’ADN ainsi que la peroxydation en chaine des lgsdLe stress oxydatif associé au métaux
est donc un élément majeur de la génotoxicité gtattérations des membranes nucléaires et
chloroplastiques (Rout et Das, 2003 ; Baszyeshkil, 1988).

C) Les plantes tolérantes aux fortes concentrationsétaux

Les plantes tolerent les concentrations toxiquesE&@M suivant deux stratégies
différentes. Pour survivre sur ces sols hostiles, glantes dites excluantes possedent des
mécanismes permettant de limiter I'absorption désamx, de les séquestrer au niveau du
systeme racinaire et de les extruder dans le nabeérieur (Baker, 1981).

Adoptant une stratégie opposée, les plantes hyparadatrices accumulent au
contraire les métaux dans leurs tissus aérienstpaulation de leur absorption et de leur
translocation. Ces plantes ont également dévelajg® mécanismes de détoxication des
métaux par complexation et compartimentation (Bak€¥87). De ce fait, ces espéces
hyperaccumulatrices sont capables de concentrérfaisrplus les ETM que les especes non
accumulatrices. Au total, environ 500 espéces dmt@s hyperaccumulatrices ont été
recensées a ce jour, principalement au sein dessiBegées (Baker, 1981 ; Reeves et Baker,
2000). Cependant, une grande majorité accumuleifgpéxnent le Ni (Kramer, 2010), a
'image de la premiére espece hypernickelophoreowérte, nommédlyssum bertolonii
(Minguzzi et Vergnano, 1948). Néanmoins d’autregeess sont capables d’accumuler un
spectre plus large de métaux comme c’est le cas dégesx plantes « modeles » de
I'hyperaccumulationArabidopsishalleri ou Noccaea caerulescen®ar exempleNoccaea
caerulescengpeut accumuler plus de 3% de Zn, 0.5% de Pb &b @4 Cd dans ses parties
aériennes (Bakest al, 1991 ; Brownet al, 1994). Dans le sud de la France, il a méme été
observé que I'accumulation de Cd dans les feulleesette espéce peut dépasser les 0,3% de
matiere séche (Robinsoet al, 1998 ; Roosenset al, 2003). D’'autres especes
hyperaccumulatrices, comnisychotria gabriellag(Ni) ou Gomphrena claussen{Zn/Cd)
encore peu étudiées pourraient posséder des azpddityperaccumulation égales ou méme
supérieures (Jaffrét al, 2013 ; T. Villafort Carvalhet al, 2013 ;Figures 3 et 4.
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II. Des protéines de transport nécessaires a I’lhoméosia des métaux

Chez les végétaux, la disponibilité des métaux asitrolée par deux types de
protéines ; les chélateurs et les protéines degahmembranaire.

Les métaux peuvent étre chélatés par des petitgimes (métallothionéines), des
peptides (glutathion, phytochélatines), des acidesnés (histidine, proline), des dérivés
d’acides aminés (nicotianamine, phytosidérophavasjes acides organiques (citrate, malate,
oxalate) (Foyet al, 1978 ; Takaget al, 1984 ; Grillet al, 1985 ; Grillet al, 1989 ; Von
Wirén et al, 1999 ; Cobbett et Goldsbrough, 2002). lls sopabées de se complexer aux
ions métalliques permettant ainsi de les mobilisier,contréler leur compartimentation et
d’empécher leur interaction avec les constituariques. Contrairement aux protéines de
transport membranaire, ces chélateurs ne seronétpdges au cours de cette these. lls ne

feront donc pas I'objet d’'une analyse bibliograpteigiétaillée.

A) Généralité sur le transport membranaire

Les membranes biologiques représentent des barrgectives bloquant les flux
aqueux. Bien que des « diffusions simples » putssenir lieu par mouvements de molécules
au travers la bicouche lipidique et qu’il existeakegnent des transports médiés par des
vésicules membranaires (endocytose, exocytose, ophge), le transfert sélectif des
molécules au travers de ces membranes est priapigal assuré par des protéines. Certaines
comme les canaux et les perméases peuvent asstir@ngport de facon passive. D’autres au
contraire, nécessitent un apport d’énergie ; cd Emntransporteurs actifs. Cet apport peut
s’effectuer de deux fagons. Il peut étre réalisdagen directe par hydrolyse de nucléosides
triphosphates au niveau du transporteur ; on @dols de transporteurs actifs primaires ou de
pompes. Il peut également étre réalisé de facoimertd par utilisation de I'énergie issue
d’une différence de potentiel électrochimique @@ exemple a un gradient de concentration
de sodium ou de proton ; on parle dans ce casadsgorteurs actifs secondaires. De ce fait,
le transporteur est en réalité un co-transporteanmé symporteur si les deux substrats sont
transportés dans le méme sens et antiporteur sifg transportés dans des directions
opposées. Chez les végétaux, le principal gradmmrmettant le fonctionnement des
transporteurs actifs secondaires correspond a iffiéeetice de concentration de protons. Des

pompes a protons de types-ATPase et F-PPase permettent ainsi d’énergiser les

11






Chapitre | : Introduction bibliographique

membranes des cellules (Palmgren, 2001 ; Gaebl., 2007). Par ailleurs, il est a noter

gu’'en raison de leur forte réactivité, les métawxtsle plus souvent complexés a des
chélateurs et des protéines chaperonnes. La faibf@rtion de métaux présents a I'état libre
de part et d'autre d'une membrane biologique nenpempas, contrairement aux protons, la
création de gradients susceptibles de jouer undéiess le fonctionnement des systéemes de

transport.

B) Les principales familles de transporteurs de métaux

Le transport de métaux a travers les membranesmjgass est assuré par un grand
nombre de protéines dont les principales familtes &s suivantes :

* Les ATP-Binding Cassette (ABC)*
» Multidrug Resistance-associated Proteins (MRP)
» ABC Transporters of the Mitochondria (ATM)
» Pleiotropic Drug Resistance (PDR)

* Les Heavy Metal P-type ATPase (HMA)

» Les Cation Diffusion Facilitators (CDF)

* Les ZRT IRT-like Proteins (ZIP)

» Les Natural Resistant Associated Macrophage P{@IRAMP)
* Les Iron-Regulated Proteins ou Ferroportins (IREG)

» Les Vacuolar Iron Transporters (VIT)

* Les COPper Transporters (COPT)

« Les C&"sensitive Cross Complementer 1 (CCC1)

» Les CAtion eXchangers (CAX)

* Les OligoPeptide Transporters (OPT)

Parmi ces familles, la famille des OligoPeptidenBgorters (OPT) n’est retrouvée que
chez les champignons, les bactéries, les archaelemcet les plantes. Elle contient une sous-
famille de protéines impliquées dans le transpoidrgy distance des métaux chélatés aux
nicotianamines : les Yellow-Stripe 1-Like (YSL) (Yeet al, 2001 ; Curieet al, 2009).
Cependant, au cours de cette thése, seuls les HMAIP et les NRAMP sont abordés. De

ce fait seules ces deux familles feront I'objetr@udescription détaillée ci-apres.
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Figure 5 : Schéma illustrant la topologie et les principaux domaines présents chez les pompes P1B-
ATPases.

Les segments transmembranaires H1 a H8 sont présentés sur la figure. Les localisations
approximatives des domaines cytosoliqgues du A-domaine impliqué dans la transduction de I'énergie
(A), du domaine de phosphorylation (P) et du domaine de fixation aux nucléotides (N) sont
représentés sur la figure. Les acides aminés conservés au niveau des segments H6, H7 et H8
formant les sites transmembranaires de fixations aux (TM-MBS) sont symbolisés par des points
bleus. Les extrémités N-term et C-term impliquées dans la fixation aux métaux (MBDs) sont
représentés en jaunes et en rouge (Arguello, et al., 2007).
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1. Les Heavy Metal P-type ATPase (HMA)

Les HMA correspondent aux P1B-types P-type ATPasee des cing familles
appartenant a la superfamille des P-Type ATPaseel¢dr et Palmgren, 2001). Ces
transporteurs possedent 6 a 8 domaines transmeanmasmet présentent des extrémités N-
term et C-term cytosoliques ou sont localisés deraines putatifs de liaisons aux métaux
ainsi gu’une large boucle cytoplasmique ou se sttiess domaines de liaison a 'ATP (N) et
de phosphorylation (P) (Williams et Mills, 2005 rghiello et al, 2007 ;Figure 5). Ces
pompes utilisent I'énergie issue de I'hydrolysel'dd P pour transporter les métaux hors du
cytoplasme. Elles possédent également un domaide #ansduction de I'énergie ainsi que
des domaines de liaisons aux métaux (MBD) (Argietlal, 2007).

Au nombre de huit che&rabidopsis thalianales HMA sont divisés en deux groupes
aux substrats différents ; les HMA 1 a 4 sont iopdis dans le transport des cations bivalents
(Cd*, zr?*, P, CE) et les HMA 5 & 8 sont impliqués dans le transpt cations
monovalents (Cy Ag") (Williams et Mills, 2005).

HMAL1 et HMA6 (PAA1) sont tout les deux localisés aiweau de I'enveloppe des
chloroplastes et permettent le transport de Cu da&tsorganite (Shikanaet al, 2003 ;
Seigneurin-Bernyet al, 2006). Cependant, HMAL apparait également capibleansporter
le Ca, le Cd, le Zn et le Co en levure et contriaida tolérance au Zn (Moremo al, 2008 ;
Kim et al, 2009). HMA8 (PAA2) est localisé sur la membraes thylakoides (Abdel-Ghany
et al, 2005 ; Bernakt al., 2007 ). Alors que I'acheminement du Cu a la SOfivadans le
stroma des chloroplastes, apparait dépendantaislalé HMA1 et HMAG6 (Abdel-Ghangt
al., 2005 ; Seigneurin-Berngt al, 2006), la fourniture du Cu aux plastocyanineslisées
dans les thylakoides ne dépend pas de HMA1 maiseregHMAG et HMAS8 (Abdel-Ghany
et al, 2005). HMAS5, quant-a lui, est un transporteurGieprincipalement exprimé au niveau
des racines. Il est impliqué dans la tolérance aweCpermettrait le chargement du xyleme
(Andrés-Colaset al, 2006). Enfin, HMA7 est nécessaire a l'apport de & récepteur
d’éthylene ETR1 (Hirayamat al, 1999) ainsi qu’a d’autres enzymes dépendante€uwu
(Woeste et Kieber, 2000).
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Les HMA impliqués dans le transport de cations lgives ont également fait I'objet de
nombreuses études ces dernieres années. La ciaedaiéren levures et en plantes dHMA3 a
mis en évidence l'implication de ce transporteunsdia séquestration vacuolaire du Cd, du
Pb, du Co et potentiellement du Zn clieabidopsis thaliangdGravotet al, 2004 ; Morelet
al., 2009). Des analyses de séquences du IbB®&0A83 ont montré un polymorphisme entre
des accessions Alfabidopsis thalianase traduisant par la non fonctionnalisation dédle
chez l'accession Colombia 0 (Hussainal, 2004). Récemment, une approche de génétique
classique a révélé gu'HMA3, essentiellement expraméniveau des racines est un acteur
essentiel de 'accumulation du Cd chembidopsis thaliangChaoet al, 2012). De fagon
similaire, son orthologue chez le riz, a d’ailleetg identifié comme le QTL d’accumulation
du Cd dans les parties aériennes (Miyaéatd, 2011). L’ensemble de ces données obtenues
chezArabidopsis thalianeaet le riz montrent quUHMA3 empéche la translocatdu Cd vers
les parties aériennes par séguestration vacu@airdveau des racines (Miyadateal, 2011
; Chaoet al, 2012).

Une étude comparative d’expression de genes a éaqnie chezArabidopsis haller
HMAS est cent fois plus exprimé que chemabidopsis thalianalui suggérant également un
réle dans la séquestration et la détoxification desaux chez les hyperaccumulateurs.
Néanmoins, cheA. halleri, HMA3 semble impliqué dans la détoxification du @nnon pas
du Cd (Becheet al, 2004).

Enfin, les études physiologiques des mutamtsa2 hma4 et hma2hma4,et du sur-
expresseur ¢HMA4, ont mis en évidence l'implication des protéinesgrespondantes dans la
tolérance au Zn, Cd et Co (Hussainal, 2004 ; Verreet al, 2004). Ces deux transporteurs
exprimés au niveau des tissus conducteurs du xyeim#u phloéme et localisés sur la
membrane plasmique, se sont avérés étre les aatetnils majeurs de la translocation du Zn
et du Cd des racines vers les parties aériennessétiiet al, 2004 ; Verretet al, 2004 ;
Wong et Cobbett, 2009). Chez la plante hyperaccatmcé A. halleri, il a été montré
gu’AhHMAA4 joue un rble essentiel dans I'hyperaccletion du Zn ainsi que dans la
tolérance au Zn et au Cd (Hanikereteal, 2008). En effet, le chargement du xyleme en Zn
au niveau des racinesAd’ halleri se trouve stimulé par la forte expression trapsiorinelle
d’HMAA4 liee aux élémentsis spécifiques de son promoteur et a 'augmentationambre de
copie de sa séquence génomique (trois dkehalleri contre un seul cheA. thaliang

(Hanikenneet al, 2008). Une étude de polymorphisme de séquenéabsée au niveau du
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Figure 6 : Schéma illustrant la topologie des transporteurs ZIP.

Les ZIP comptent six a huit segments transmembranaires suivant les prédictions. Les deux
segments transmembranaires indiqués en rouge pourraient n'étre présents que dans la sous
famille ZIPl/Il. Les ZIP possedent également une région cytoplasmique variable, riche en
histidine, entre le segment 3 et le segment 4 (Guerinot et al., 2000; Mathews et al., 2005).
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tandem dHMA4 d’A. halleri, a récemment mis en évidence I'importante presseosélection
positive exercée sur ce locus gouvernant 'adaptate cette espece (Hanikeretaal, 2013).
Noccaea caerulescensin autre hyperaccumulateur de Zn et de Cd, présene forte
expression IMA4 associée a une augmentation du nombre de copies gene, indiquant
que la multiplication des séquencebiblA4 est apparue indépendamment chez deux especes
de Brassicaceées (Lochlaimt al, 2011). Enfin, la variabilité de tolérance et daulation

du Cd a recemment été étudiée au sein de différ@ajeulations ddloccea caerulescensu
cours de cette étude, il est apparu que le nombrgededHMA4 n’est, en fait, pas fixé au
sein de l'espéce et que les populations qui présenes plus importantes capacités
d’absorption, de translocation, d’accumulation@talérance du Cd sont celles qui possedent
les quatre copies de ce géne (Cracatiral, 2012). L’ensemble de ces travaux montrent

I'importance d’HMA4 dans le mécanisme d’hyperacciatian du Zn et du Cd.

2. Les ZRT-IRT-like Proteins (ZIP)

Les ZIP constituent une large famille de transpogale cations comprenant entre 16
et 20 membres chez les angiospermes (Migebral, 2010 ; Figure 6). Cette famille
comprend I'ensemble des homologues de séquencedRIegZinc-Regulated Transporter)
de levure et des IRT (Iron-Regulated Transportéfrabidopsis thalianaGuerinot, 2000)
répartis en deux sous familles ; la LIV-1 et la AIRMathewset al, 2005).

Ces transporteurs conservés chez les bactériss)elaires, les plantes et les
mammiféres, sont impliqgués dans l'influx de métaars le cytoplasme et se caractérisent par
des extrémités N-term et C-term extracytoplasmicaiesi que par six ou huit domaines
transmembranaires suivant les prédictions (Guerig@00; Mathewset al, 2005). lIs
contiennent une boucle cytoplasmique variable, géadent riche en résidus histidines entre
les domaines transmembranaires Il et IV, probablnimpliguée dans la fixation des
métaux. (Colangelo et Guerinot, 2006). A coté d#eckoucle se situe une séquence
consensus essentiellement conservée dans la suillefalV-1 et qui pourrait comporter
deux domaines transmembranaires notamment damsusafamille ZIPI/Il (Mathewset al,
2005). La taille de ces protéines varie de 309@atides aminés en fonction de la longueur
de la région variable (Migeaeat al, 2010).
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Chez la levure, cette famille est constituée dis treembres. ZRT1 et ZRT2 sont deux
transporteurs de Zn respectivement a forte et dadffinités, localisés sur la membrane
plasmique et permettant ainsi I'entrée de Zn dansytoplasme (Zhao et Eide, 1996b ;
MacDiarmid et al, 2002). Le troisieme membre ZRT3 est localisé laumembrane de la
vacuole ou il est impliqué dans le déstockage d@\ZacDiarmidet al, 2002).

Chez Arabidopsis thaliang IRT1 a été le premier ZIP a avoir été identifieé e
caractérisé par expression en levure déficiente lgomansport de Fe. Ce transporteur régulé
transcriptionnellement par le Fe, le Zn et le Cdi¢ket al, 1996 ; Connollyet al, 2002)
possede un large spectre de substrats incluad, lie Mn, le Zn, le Cd et le Ni (Korshunova
et al, 1999 ; Rogeret al, 2000 ; Nishidaet al, 2011). Il a cependant été démontré que la
fonction principale de ce transporteur est I'ab8orpracinaire du Fe dont il est l'acteur
central chez les non-graminées (Ve al, 2002). Des études pharmacologiques ont
récemment montré I'existance d’un mécanisme delaign complexe de la localisation
d’AtIRT1 dépendant de monoubiquitinations, pernrétide contrdler finement 'acquisition
du Fe a partir de la rhizosphére (Barbeetral, 2011). Chez le riz, OsIRT1 joue également
un rble dans I'absorption racinaire du Fe et du @tamment en condition réductrice bien
gu’il ne constitue pas I'acteur principal chez eqitante (Bughi@t al, 2002 ; Ishimarwet al,
2006 ; Lee et An, 2009). Contrairement a AtIRT1JRJ4 n’est pas restreint aux seules
racines mais apparait également exprimé au niveageallules compagnes du phloeéme jouant
trés certainement un réle dans la translocatiomu&aux (Ishimaret al, 2006).

Alors qu’IRT1 présente une large gamme de substi@atsaractérisation en systeme
levure d’'IRT2 dA. thalianaet d'IRT3 d’A. thalianaet d’A. halleria montré que ces protéines
transportent le Fe et le Zn mais sont incapabldsatsporter le Mn et le Cd (Vest al, 2001
; Lin et al, 2009).

A I'neure actuelle, peu d’informations fonctionreslsont disponibles concernant la
sélectivité des autres ZIPAtabidopsis Néanmoins, la caractérisation de leurs ortholegue
apporté des éléments de compréhension de leursdiosicAinsi, les données acquissent lors
de la caractérisation en levure et/ou en planteSashsporteurs ZIP chez le riz (Ishimagt
al., 2005 ; Ishimareet al, 2007 ; Leeet al, 2010),Medicago truncatulgLopez-Millanet al,
2004), le mais (Xwet al, 2010 ; Liet al, 2013), le soja (Moreaat al, 2002) et chez les
especes hyperaccumulatridésccaea caerulesceriBenceet al, 2000) etThlaspi japonicum

(Mizuno et al, 2005) suggerent un réle important de ces ZIP dbnstransport
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plasmalemmique de Zn, bien que certains soientobapae transporter le Fe, le Mn, le Cd ou
le Ni.

Les données de régulation de I'expression deztesndiquent aussi leur implication
dans l'acquisition et la discrimination du Zn (Krémet al, 2007). Par exempl€)sZIP],
OsZIP3et OsZIP4de riz etMtZIP1, MtZIP4 et MtZIP5 de Medicago truncatulasont induits
en condition de carence en Zn, alors §i€IP3 est réprimé par ce métal (Lopez-Millah
al., 2004) (Bughioet al, 2002). Par ailleurs, les orthologuesAtZIP4 chez I'espéce
hyperaccumulatriceNoccaea caerulescen@NT1 et ZNT2 sont induits en condition de
carence en Zn tout comme¢ZIP4 (Grotzet al, 1998 ; Pencet al, 2000 ; Assuncéet al,
2001), mais maintiennent un niveau dexpressionina®@ élevé méme pour des
concentrations importantes en Zn. En accord avecplécédents résultats, une analyse
transcriptomique comparative a mis en évidenceltpyyperaccumulateur de ZA. halleri,
exprime plus de 20 fois pludP6 qu’A. thaliana L'ensemble de ces données suggere donc
I'implication des ZIP dans I'accumulation de Zn zHes hyperaccumulateurs (Beclegral,
2004).

Ainsi, les données fonctionnelles acquises poumesbres de cette famille montrent
gu’ils sont majoritairement impliqués dans I'abg@m, la discrimination et 'accumulation
du Zn chez les plantes bien que certains d’entxet@ugue IRT1 remplissent un rdle central
dans le transport de Fe.

Chez le peuplier, l'identification des principawarnsporteurs de métaux incluant les
ZIP a récemment été publié (Migeenal, 2010). Au cours de cette étude, vingt transposteu
de la famille des ZIP ont été identifiés. Pour liles peu d’informations sont disponibles
concernant leur fonction. Néanmoins, des donnéés & Sranscriptomiques indiquent que
PtZIP4 serait exprimé tout particulierement au niveaufdegles agées suggérant un réle au
cours de la sénescence automnale (Sjodiet al, 2009 ; NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/index.html).
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Figure 7 : Schéma illustrant la topologie des transporteurs NRAMP.

Schéma basé sur l'analyse bioinformatique des transporteurs NRAMP2 de souris et MntH
d’Escherichia coli. Le coeur conservé est composé de 10 segments transmembranaires et
éventuellement de un (E. coli, MntH) ou de deux segments supplémentaires du c6té C-terminal
(Slc11a2). Le cceur conservé est subdivisé en deux parties répétées suivant une conformation
entrelacée similaire a celle des LeuT. Cette conformation pseudo-symétrique des 5 segments
répétés subit une inversion pendant le transport (Cellier, 2012).
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3. Les Natural Resistance Associated Macrophage Prmo{&RAMP)

a) Structure/fonction des NRAMP

Les NRAMP constituent une famille de protéines ulta@res généralement
impliquées dans le transport de métaux cationiglixdents (Fleminget al, 1997 ; Gunshin
et al, 1997 ; Cellier, 2012 Figure 7). Ces protéines possedent une extrémité N-term
cytoplasmique et seraient composées de 10 a l1l2ekétransmembranaires (TM). Ces
transporteurs sont caractérisés par un motif DP@BI donservé situé au niveau de I'hélice
TML1 ainsi qu'un motif MPHN moins conservé au nivedw TM6. Plusieurs informations
tentent & montrer que les NRAMP appartiendraietd auperfamille des transporteurs de
cation LeuT, un homologue procaryotique d'un syrgar de sodium mammifere. Les
analyses de similarités de structures secondairestremt en effet des conservations
significatives entre les NRAMP et les membres cetijgerfamille (Cellier, 2012). De ce fait,
la conformation des NRAMP correspondrait donc glefent a celle des autres membres de
cette superfamille. Les LeuT partagent une strect@mprenant dix hélices TM conservées.
Un premier ensemble de cing hélices TM est lié alemxieme ensemble similaire, suivant
une rotation a 180° (Forrest al, 2010). Ce cceur structural en tandem symétriquemen
inversé est parfois supplémenté par des élémemisnoos a une famille de transporteur
spécifique, correspondant chez les NRAMP, aux deilices TM 11 et 12. La modélisation
des NRAMP suivant la conformation des LeuT, plaes tEsidus polaires spécifiques des
NRAMP dans les TM 1 et 6 de facon symétriquememospe formant le putatif port du
transporteur (Courvillet al, 2008 ; Cellier, 2012). Suivant le concept médaque de base
admis depuis plus de 40 ans pour les transporgaiifs secondaires, le transporteur expose
son site de fixation au substrat d’'un c6té de lanbrane. Aprés liaison du substrat, une
modification de conformation de la protéine s’efte; ce qui permet d’exposer le site de
fixation au substrat de l'autre coté de la membnamoquant ainsi le passage a travers la
membrane de I'élément d’intérét (Forrestal, 2010). Il est également admis, par analogie
avec les canaux, qu'un domaine de la protéine pituréguler I'accessibilité du site de
fixation au substrat de fagon indépendante dedastocation du substrat (Forrest al,
2010).
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Figure 8 : Conservation des NRAMP a travers les régnes.

Arbre phylogénétique non enraciné de séquences de transporteurs NRAMP publiées et accessibles dans les bases
de données, réalisé par la méthode "neighbor-joining” (Saitou et Nai, 1987). Cet arbre a été généré grace a MEGA
version 4.0 (Tamura et al., 2007) aprés alignement des séquences. Les valeurs de bootstrap des branches
principales indiquées correspondent a 1000 réplicas. La taille des branches est proportionnelle & la distance
phylogénétique (échelle=0.1 mutation par résidu). Cet arbre laisse apparaitre quatre principaux groupes. Les
NRAMP de plantes sont séparés en deux groupes | et Il ainsi qu'un groupe annexe comprenant les EIN2. Le
groupe | comprend les transporteurs AtNRAMP1et AINRAMP6 d’Arabidopsis thaliana et leurs homologues chez
les monocotylédones et les dicotylédones. Le groupe |l contient les quatre autres NRAMP (2 a 5) d’Arabidopsis
thaliana et leurs homologues. Enfin le troisieme groupe est défini par les séquences homologues a AtEIN2
(Ethylene Insensitive 2). Les NRAMP d'animaux constituent un groupe indépendant proche du groupe Il des
plantes. Les NRAMP des organismes unicellulaires C. reinhardtii and S. cerevisiae forment deux groupes distincts
indiguant une diversification des transporteurs NRAMP apreés la séparation entre les embryophytes.
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b) La découverte des NRAMP

C’est en 1993 que Vidat al. découvrent le premier NRAMP (NRAMP1) chez la
souris suite au clonage positionnel des géenes datsdau locu8cg controlant la résistance
ou la sensibilité aux pathogénes intracellulainggigl et al, 1993). Les études de transcrits
puis des western blots ont montré dNiRAMP1code une protéine membranaire située dans
les macrophages (Vidat al, 1993 ; Vidalet al, 1996). Par immunofluorescence, il a ensuite
été montré gqu'au sein de macrophages au repos, NRABE trouve localisé au niveau
d’endosomes tardifs alors qu’au cours de la phagsey cette protéine se trouve recrutée a la
membrane phagosomale (Gruenheticl, 1997). Bien que I'étude de la structure secoedair
du NRAMP1 de souris et des ses homologues chensmghile, le riz et la levure ait permis
I'identification de déterminants structuraux caésistiques de canaux et de transporteurs, la
fonction de ces protéines restait inconnue (Cetlierd, 1995).

Cependant en 1996, la caractérisation d’'un mutaamp (smf) de la levure
saccharomyces cerevisiae mis en évidence l'implication de SMF1p dansrégport du
Mn®* (Supeket al, 1996). Suite au clonage positionnel du géne resgide de I'anémie
microcytaire chez la souris, un second NRAMP mararaif(NRAMP2/DCT1/DMT1),
partageant 78% d’identité protéique avec le prenaiguu étre identifieé (Flemingt al.,1997).

En parallele, 'homologue de NRAMP2 a été identif@nmme transporteur de Fe au cours
d’un crible fonctionnel réalisé en oocyte de xén@enshinet al, 1997). L’ensemble de ces

données a démontré que NRAMP2/DCT1/DMT1 est ursfrarteur jouant un role essentiel
dans I'absorption intestinale de Fe. Par la silite,également été montré que NRAMP1 de
souris est un transporteur de Mt d’autres métaux divalents. (Jabadal, 2000). A ce

jour, des homologues NRAMP ont été identifiés adratous les regneBigure 8).

c) Les NRAMP deSaccharomyces cerevisiae

Les premiers NRAMP de levure ont été identifiésun crible suppresseur réalisé sur
le mutantmifl affecté dans le fonctionnement d’'une métallopsaaaecessaire au clivage du
peptide signal d’adressage aux mitochondries. Awrscale ce crible, la sur-expression de
deux genes partageant 49% d’homologie, nomB®iEs-1 et SMF2 pour « Suppressor of
Mif », a permis de restaurer la croissance desésv(\WVeskt al, 1992). Cependant, le mode
d’action de ces protéines est resté inconnu jusiqufaublication des travaux de Supstkal,

(1996) qui montra que Smflp est un transporteuord dffinité du Mi* localisé sur la
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Figure 9 : Modele du transport de manganese chez le levure.

Smflp est localisé sur la membrane plasmique et permet I'entrée de Mn dans le cytosol de la levure.
Smf2p est situé sur des compartiments intracellulaires et serait impliqué dans le transport de Mn vers le
cytosol. L'apport de Mn au compartiment contenant Smf2p n’est pour le moment pas connu mais devrait
impliquer des transporteurs localisés sur la membrane plasmique (indiqués par les fleches rouges en
pointillé). Les vésicules contenant Smf2p se situent en amont de I'acheminement de Mn a la SOD2 des
mitochondries (Mito) et aux mannosyltransférases (MNNs) du Golgi. Le transporteur P-type ATPase
Pmrlp se situe en aval de Smf2p et permet 'acheminement de Mn directement dans lumen du Golgi.
Un transporteur putatif de Mn localisé sur la membrane mitochondriale est également représenté (cercle
bleu dans Mito) (Luk and Culotta, 2001).
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membrane plasmique des levures. Cependant, Smé&kp pas spécifigue du Mn. D’autres
études ont prouvé que Smflp est en fait aussi apaktransporter le G4 le CF* et le CG*
(Liu et al, 1997 ; Liu et Culotta, 1999). Des études d’exgims en systeme ovocyte de
xénope ont montré que cette protéine permet égalelmdransport de Eé couplé aux H
(Chenet al, 1999 ; Sacheet al, 2001). En plus de transporter ces métaux divaléna été
montré que Smflp est aussi impliqué dans le trahgj@cations monovalents (Nai*, le
Rb', le K" et le C&") de facon non couplé (Chest al, 1999 ; Sacheet al, 2001). La
protéine Smflp n'est pas régulée par le?fMau niveau transcriptionnel mais est fortement
régulée post-transcriptionnellement suivant deweanix d’action. Premierement, la présence
de métaux, comme le Edou le Mrf* provoque I'endocytose de Smftja son ubiquitination
par l'ubiquitine ligase Rsp5 et lintervention deofgines arrestines qui jouent le réle
d’adaptateurs entre Rsp5p et Smflp lorsque Smfiphessphorylé (Nikkoet al, 2008).
Deuxiemement, Smflp peut aussi étre ubiquitinégldils est localisé au niveau des
endosomes, provoguant sa migration vers la vaeiagda dégradation (Liu et Culotta, 1999).
Ce mécanisme implique la formation d’'un complexduant Smflp, des protéines TRF-like
(Trelp et Tre2p), Bsd2p ainsi que l'ubiquitine 8gaRsp5p permettant ainsi leur transfert
vers le Multi-vesicular body (MVB) puis vers la weade (Stimpsoret al, 2006 ; Sullivaret

al., 2007).

Comme pour la souche mutasmfl la croissance de la souche mutasrmef2 est
inhibée en présence d’EGTA mais peut étre restapaééajout de Mn (Cohent al, 2000).
Les levures mutantesmf2 et plus spécifiguement les mitochondries desrks/umutantes
smf2 accumulent moins de Mn que les sauvages (Luku&iti@, 2001). A linverse, la sur-
expression d&SMF2 en levure conduit a une augmentation du contenilienconfirmant
I'implication de Smf2p dans le transport de cetr@ét (Coheret al, 2000). En revanche
Smf2p n’apparait pas impligué dans le transporfFdedans les conditions physiologiques
chez la levure (Cheat al, 1999 ; Coheret al, 2000). Luk et Culotta (2001) ont également
montré que Smf2p est localisé au niveau d’'un cotimpant intracellulaire et que I'activité de
la SOD Mn-dépendante localisée dans les mitochesdst affectée chesmf2tout comme
I'activité de N-glycosyltation de l'invertase godgine également dépendante du Mn. Ces
résultats montrent donc que Smf2p est impliqué démsnéostasie intracellulaire du Mn

(Luk et Culotta, 2001 ;Figure 9). Par ailleurs, SMF2 apparait régulé au niveau
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Tableau | : Caractérisation de transporteurs NRAMP par expression en systéme levure.
+ complémentation; - pas de complémentation; n.d. non déterminé

Tests de complementation et de sensibilité

i en levure i
: A pres R e R : Tests :
Plantes 1 génes  ismfl: smf2 :fet3fet4 :zrtlzrt2 : WT/ycfl :d'accumulation de :Références
! [ [ (I b e 'métaux en levures !
| 'Mn i Mn | Fe | zn (Métauxnon |
: : : : : | essentiels | '
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ \Curie et al.,, 2000
ANRAMPL Tt oSS Thomineetal, 2000
PAINRAMP2 1 - b+ 0 -1 -1 ond. n.d. ICailliatte, 2008
Arabidopsis | .. Co po T o T T poT CoTTTT
; » AINRAMP3 |} + | nd. | + | - i Cd i Fe/Cd i .
thaliana ~; ~TAMES . e A [ . e ‘Thomine et al., 2000 ;
: : : ' ' ' ' ‘Lanquar et al., 2004
¢t AINRAMP4 © + & nd. + ; + ; Cd : Cd !
PAtNRAMP6 ¢ -+ ond. ¢ - ¢ - &+ cd n.d. ‘Cailliatte et al., 2009
i o+ ond o+ 0 - i i
Noccaea i NSl T T L b oomen et al, 2009
caerulescens ! ! ! ! ! ! ! 'Wei et al., 2009
t NcNRAMP4 .+ + .+ nd. + : + ! Cd ! n.d. !
Noccaea | pnpampa i nd. | nd. | nd. | nd | Ni i Ni ‘Mizuno et al., 2005
cochleariforme | : : : : : , ,
Glycine max GmDMT1 n.d. n.d. + n.d. n.d. Fe EKaiser et al., 2003
Lycopersicon LeNRAMP1
ycop I ettt L+ n.d. Bereczky et al., 2003
esculentum i i i :
, LeNRAMP3 | : :
: : : : : : : \Curie et al.,, 2000 ;
OSNRAWPL ndj nd @ o r oot b G 0 % Takahashietal, 20110’
"OsNRAMP3: nd. ' nd. ! nd. ! nd : nd Mn 'Yamaji et al., 2013
Orysasativa i 7] T T T T N o 'Sasaki et al, 2012 ;
i OSNRAMP5 | + | nd. | + »ond. Cd ‘ n.d lIshimaru et al., 2012
e . ol el bl I e Ishikawa et al., 2012 ___
P OsNRATL ¢ - : nd. @ -  nd Al ; Al Xia et al., 2010 ; 2011
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postranscriptionnel par le Zn, le Cu et le Mn aigse par I'action de Bsd2p lors que les

conditions en Mn sont suffisantes (Portradyal, 2000).

Par la suite, un troisieme NRAMP de levure nomméf3pma été identifié par
homologie de séquences avec les deux premiers (CGahad, 2000 ; Portnoyet al, 2000).
SMF3p est localisé sur la membrane de la vacugbarafit impliqué dans le déstockage du Fe
vacuolaire (Portnot al, 2000).SMF3est induit par la carence en ¥a I'intermédiaire du
facteur de transcription Aft2p (Couret al, 2005). En condition normale, le mutasihf3
exprime les réponses correspondant a une carerfee, @mdiquant la nécessité de stimuler les
mécanismes impliqgués dans l'absorption de Fe aircampenser I'absence de déstockage

vacuolaire.

d) Les NRAMP de Végétaux

Depuis l'identification et la caractérisation desmpiers NRAMP de mammiferes et de
levures, de nombreux homologues ont été identdlész les plantes, notamment chez les
especes sequenceées. Des études fonctionnelles RIBSIN de plantes ont également été
entreprises chez des especes séquencées et nancEEp) par expression hétérologue
(Tableau 1) ou par expression homologueapleau I1).

Chez la plante modelarabidopsis thalianala famille NRAMP est constituée de 6
membres impliqués dans le transport de Mn, de EBeZrd et de Cd (Curiet al, 2000 ;
Thomineet al, 2000 ; Thomineet al, 2003 ; Lanquaet al, 2004 ; Calilliatteet al, 2009 ;
Cailliatte et al, 2010). Elle comporte également un septieme merphrgculier, nommé
EIN2 (Ethylene INsensitive 2), impliqué dans lansitisation de I'éthylene (Alonset al,
1999). Chez le riz, la famille NRAMP comporte sepmbres ainsi que deux EIN2 (Grats
al., 2003 ; Sasaket al, 2012). Chez le peupli€topulus trichocarpanisqually, six NRAMP
et deux EIN2 ont récemment été identifiés (Migedral, 2010). Alors que les NRAMP
d’animaux sont regroupés au sein d’'un unique alute NRAMP de plantes identifiés sont
distribués dans trois groupes phylogénétiques réifits, illustrant une diversification des

NRAMP spécifiques aux planteBigure 8).
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Tableau Il : Caractérisation de transporteurs NRAMP en plantes. n.d. non déterminé.

! Phénotype ! Localisation
Plantes 1 Genes i desplantes r-----------ss e S EREEEEEEEEEE 1 Régulation 1 Références
! rassociésau ' Organes !  tissus 'Membranes ! '
E E E Racines>> E Tissus E E . E .
! AINRAMP1 | Mn ' P ' conducteurs, ' Membrane ! Induit par les carences ' Curie et al., 2000 ;
: : : aerieﬁnes : poils . plasmique | en Fe et Mn , Cailliate et al., 2010
I S LI | _absorbant . | .
: : : : Tissus : : :
+ conducteurs,
| AINRAMP2 ©  nd. : Racines>P.: trichromes de ; Compartiment ; n.d. ! Cailliatte, 2008
: : . aeriennes fleurs, . intracellulaire | :
© funicules des
. . ' ! ! ' siliques : : :
Arabidopsis = i------------- e Ehhb S bt im--mso oo bbb fomssosmosmoooooooooooo- Sl R R R R
thaliana | AtNRAMP3 : Mn/Fe/Cd/Zn : R:é:rliréisnzs ' Induit par la carence en E;’ggg?lggoe;al.,
R bbb fommmmomono- e : Tissus | Tonoplaste . Fe & augmentation de | Lanqhar ot al
! AtNRAMP4 | Mn/Fe/Cd/zn | RaC|_nes< P. ' conducteurs ©leur quaptlte de protéine . 2004: 2010 : Molins
i : . aeriennes | ! ' enprésencedeCd |
[ [ [ o [ L petal, 2013
i i i i Cellue | i i Becker et al., 2004 ;
ANRAMPS ©nd g Pollent b vegétatve (o M o4 | Borges et al., 2008 __
| Racines<< | corElsJiltJ:urs Com artimentE | Caillatte et al.
. AtINRAMP6 | Cd ' P. ' et cellules de ' intragellulaire ' n.d. 1 2009 ; Obulareddy
i i i aeriennes 1 i i retal., 2013
: : : , gardes : :
+ Induit par la carence en
Noccaea ! NcNRAMP3 Cd/Zn Racine n.d. Tonoplaste Fe et paéléa\ ;)treNgence en | Oomen et al., 2009 ;
caerulescens |------------- fommm e fommmm e R EGEEEE TR o Lo JLdeth i Wei et al., 2009
' NcNRAMP4 ©  Cd/izn n.d. n.d. i Tonoplaste : n.d.
Glycine max GmDMT1 n.d. Racines Nodules Péribactéroide ARN contient des IRE Kaiser et al., 2003
. ' Parenchyme ' Compartiment ' Induit par la carence en |
Lycopersicon | LENRAMPL 1 nd. . Racines . vasculare | intracellulaire | Fe | Bereczky et al.,
esculentum i LeNRAMP3 i nd. i Rac|_ne3> P. i nd. i Tonoplaste i Induit par la carence en i 2003
| \ | aeriennes | 1 1 Fe 1
: I | ) | | | . ' Curie et al., 2000 ;
! OSNRAMP1 | cd : RaC|_nes> P. : nd. : Membrane : Induit par la carence en | Takahashi et al.,
: : \ aeriennes | . plasmique | Fe '
e S b e RS L 120030 .
JOSNRAMP2 | nd. | FAOMESS< g 0 g n.d. ' Belouchi et al., 1997
L NDAMD T "Racines= "1 T ' ‘Membrane | Protéines dégradéesen !, e
Oysasativa { ONFAMPS: M0 4 Ceeiitles i ™% | plasmique | présencedemn i YoMt etal 2013
; ; ' Face distale : ;
: OSNRAMPS : Mn/Cd : Racine  Endoderme et | dela : non régulé par les : Sasaki et al., 2012 ;
. exoderme : membrane : carencesenFeetMn :lIshimaru etal., 2012
[ b . . L__plasmique . ____________ .
i OsNRAT1 Al ; Racine i P.Olr,]te. i Memb'rane ' Induit en présence dAl Xia et al., 2010;
' ' ' ' racinéaire ' plasmique 1 2011

IRE

: Iron response elements
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NRAMP végétaux du groupe |

Ce cluster comprend I'ensemble des orthologues NRRMP1 et d’AtNRAMPG,
deux NRAMP dArabidopsis thalianajui partagent prés de 86% d’identité protéidtigyre
8). Les premieres caractérisations d’AtNRAMP1 erutey ont montré qu'’il est capable de
transporter le Fe, le Mn et le Cd (Cuee al, 2000 ; Thomineet al, 2000). De récentes
études ont mis en évidence que le transporteur AMIRL, localisé en plante sur la
membrane plasmique, est principalement exprimé igean de la racine notamment en
condition de carence en Mn et de carence en Fae(€ual, 2000 ; Cailliatteet al, 2010).
L’'analyse d'un mutant d’insertion a montré qu’AtNRIR1 est I'acteur principal de
I'absorption racinaire a haute affinité du Mn (Gatte et al, 2010).

Quant au transporteur AtNRAMPG6, il est localisé mweau de compartiments
intracellulaires. AINRAMPG6 est exprimé au niveau des tissus conducteurs dalalate.
Cependant, de récentes données transcriptomigdegié@mt qu’il serait fortement exprimé
chez les cellules de gardes (Obularedtyl, 2013). Bien que sa fonction en plante ne soit
pas élucidée pour I'heure, il est apparu capablératesporter le Cd et de contribuer a sa
toxicité en plantes (Cailliattet al, 2009).

L’ensemble des NRAMP de riz caractérisés a ce foat également partie de ce
groupe |. En levure, OsNRAMP1 est capable de tramsple Fe et le Cd (Curet al, 2000).
En plante OsNRAMPL1 est localisé sur la membransenuigue (Takahashet al, 2011b).
Chez le riz, son expression, essentiellement le@alau niveau des racines (Belousthal,
1995), est induite lors de carences en Fe (Takakash, 2011a) mais aussi lors d’exposition
au Cd (Zhanget al, 2011). Il a également été observe @gNRAMP1lest plus fortement
exprimé dans le cultivar de riz qui accumule plogement le Cd. Enfin la sur-expression
d’OsNRAMP1provoque une augmentation de la concentrationcedadds les feuilles de riz,
confirmant I'implication en plante d’OsNRAMP1 dafeccumulation de ce métal (Takahashi
et al, 2011Db).

La récente caractérisation en levure d'OsNRAMP5is en évidence sa capacité a
transporter le Fe, le Mn, et le Cd (Ishimatual, 2012 ; Sasaket al, 2012). Chez le riz,
OsNRAMPEest exprimé de fagon constitutive dans les radjilsésmaruet al, 2012 ; Sasaki
et al, 2012). OsNRAMPS est localisé de fagcon polaire lauface distale de la membrane
plasmique des cellules de I'endoderme et de I'esudeainsi qu'au niveau de la couche
cellulaire extérieure du cortex et des cellulesoerant le xyleme (Ishimaret al, 2012 ;
Sasakiet al, 2012). La caractérisation de mutants « perteatetion » d’'OsNRAMPS a
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Figure 10 : Répartition des génes PtINRAMP sur les chromosomes du peuplier.

PtINRAMP3.1 et PtNRAMP3.2 qui partagent 88,2% d'identité protéique sont
situés sur le chromosome 7 au niveau d'une région de moins de 32kb.
PtINRAMP7.1 et PtNRAMP7.2 qui partagent 86,7% d’'identité protéique sont
situés sur le chromosome 5 au niveau d’une région de moins de 30kb.
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montré que ce transporteur est impliqué dans ladgan du Mn et représente aussi la
principale voie d’absorption du Cd chez le riz {tslwaet al, 2012 ; Sasalet al, 2012).

L’étude d’OsNRAMP3 a également mis en évidencerétadans le transport du Mn
(Yamaji et al, 2013 ; Yanget al, 2013). OsNRAMP3 est fortement exprimé dans légeen
nceuds. Cette protéine est localisée sur la membhukasmique des cellules proches du
phloeme, des cellules des feuilles et des racimss gue des cellules de transfert du xyleme
qui entourent le faisceau vasculaire des noeuds présence de Mn la protéine OsNRAMP3
est internalisée a partir de la membrane plasnpgisedégradée. La caractérisation du mutant
Osnramp3par marquage atfMn a montré I'implication ’OsNRAMP3 dans la diswiion
du Mn dans les organes en développement (Yahaji, 2013 ; Yanget al, 2013).

OsNRAT1 ou OsNRAMP4 est un autre membre de la falNiIRAMP de riz identifié
comme cible du facteur de transcription OsATR1 iqu# dans la réponse a I'Al (Yamaii
al., 2009). OsNRAT1 partage seulement 36 a 59% ditemqtrotéique avec les autres
membre de sa famille (Xiet al, 2010). Son expression en levure a montré que pedtéine
induit par I'Al transporte 'Al trivalent (Xiaet al, 2010 ; Xiaet al, 2011). Chez le riz, le
mutant nratl présente une diminution de I'accumulation d’Al @opagnée d'une
augmentation de la sensibilité a ce métal. OsNRAJtllocalisé sur la membrane plasmique
des cellules de la pointe racinaire. Les autewspgsent que ce transporteur intervient dans la
tolérance a I'Al en le retirant de la paroi ouxkece sa toxicité (Xiat al, 2010).

Il existe pour I'heure peu d’information concernéed quatre autres membres de cette
famille chez le riz. Une récente étude a cependanitré que la forme la plus courte des
différentes formes d’épissage alternatdNRAMPGest la cible d’'un micro ARN spécifique
du riz. Parce que ce micro ARN est induit lors tdqie pathogene et est impliqué dans la
tolérance au champigndvl. oryzae il a été proposé qu'OsNRAMP6 puisse jouer un gile
réponse aux stress biotiques (Carmepal, 2013).

Chez le peuplier, trois NRAMP ont été identifiesnslace groupePtNRAMP1est
localisé sur le chromosome 1, tandis que les g&MBRAMP7.1et PtINRAMP7.2sont
localisés sur le chromosome 5. Ces deux dernietagent 86,7% d’identité protéique et sont
situés dans une zone de moins de 30kb suggérarduptieation liée a un phénomene local
(Figure 10).
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NRAMP végétaux de groupe 2

Ce cluster regroupe les orthologues d’AtNRAMP2 &tMRAMPS5 qui partagent
67,7% d’identité protéique entre euxdure 8). Jusqu’a présent, peu d’études ont été menées
sur AtNRAMP5. Des données transcriptomiques sugge’il serait fortement et
spécifiguement exprimé au niveau du pollen matiecker et al, 2003). Son absence
d’expression dans les cellules reproductrices segge’il serait exprimé au niveau de la
cellule végétative du pollen (Borgest al, 2008). En accord avec les données
transcriptomiques, des travaux auxquels j'ai pgéicau sein du laboratoire (travaux non
présentés dans le mémoire, résumésarnexe ) ont récemment permis de montrer
gu’AtNRAMP5 est localisé au niveau de vésiculesacellulaires présentes dans la cellule
végetative du tube pollinique. En levure, AINRAME% capable de transporter le Mn, le Fe
et le Ca. Bien que pour I'heure aucune donnée maimis de déterminer la fonction
physiologique de ce transporteur, la caractérisadian mutant d’insertion a montré un role
important d’AtINRAMP5 dans la fitness du pollen, gagant une fonction dans la maturation
ou la germination du tube pollinique ou encore darommunication avec I'organe femelle.
La caractérisation d’AtINRAMP2 a été entreprise aurs de la thése de R. Calilliatte. Ce
travail a montré quUAtINRAMP2 permet de complémerésr phénotypes du mutasinf2de
Saccharomyces cerevisié€ailliatte, 2008). Ces réesultats suggerent quREWP2 pourrait
étre impliqué, tout comm8mf2p dans le transport de Mn vers la mitochondrieeoGolgi.
De plus, le mutanbiramp2contient plus de Mn et moins de Fe que les plasaeivages, il
présente également une taille réduite ainsi quhénptype chlorotique méme en condition de
nutrition optimale. Enfin, ce mutant présente uimeinution de l'activité des photosystemes,
suggérant une implication d’AtINRAMP2 dans le trasrsle métaux vers les chloroplastes
(Calilliatte, 2008).

Le second groupe comprend aussi AtNRAMP3 et AtNRAMfI partagent prés de
75% d’identité protéique. Ces deux protéines srgptimées au niveau des tissus conducteurs
des parties aériennes et des racines et sontdéealsur le tonoplaste (Thomigteal, 2003 ;
Lanquaret al, 2004). Exprimé en levure, AINRAMP3 est capabld@rdasporter le Fe, le Mn
et le Cd alors qu’AtNRAMP4 transporte le Fe, le N\nCd mais également le Zn (Thomine
et al, 2000 ; Lanquaet al, 2004). ChezArabidopsis thalianala carence en Fe induit
I'expression transcriptionnelle et protéique d’AINKRP3 et d’AINRAMP4 (Thomineet al,
2000 ; Thomineet al, 2003 ; Lanquaet al, 2005 ; Lanquaet al, 2010). L'analyse des

mutants d’insertionsramp3 et nramp4a montré que ces deux protéines agissent de fagon
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Figure 11 : Phénotypes du double mutant nramp3nramp4 d’Arabidopsis thaliana .

Le double mutant nramp3nramp4 d'Arabidopsis thaliana est sensible a la carence

en Fe (droite) et a la présence de 30 UM de Cd. Photos prises apres 11 jours de
culture in vitro sur milieu ABIS.
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redondante dans la remobilisation du Fe vacuotisecotylédons &rabidopss en condition

de carence en Fe au cours de la germination (Larejual, 2005 ;Figure 11). Chez les
plantules adultes, AtNRAMP3 et AINRAMP4 jouent uiterimportant dans la fourniture de
Mn aux photosystemes Il a partir de la vacuole ¢Leanet al, 2010). De plus, les travaux de
I'équipe ont montré que ces transporteurs intengeh paradoxalement dans la tolérance au
Zn et au Cd (Oomeet al, 2009 ; Molinset al, 2013 ;Figure 11). Un modele impliquant une
action indirecte a été proposeé: en approvisiontenthloroplastes en métaux essentiels a leur
fonctionnement, AINRAMP3 et AtNRAMP4 permettent denaintenir ['activité
photosynthétique méme en présence de Cd (Metias, 2013). AINRAMP3 et AtNRAMP4
jouent également un role lors de stress biotigkeseffet, il a été montré que I'expression
d’AtNRAMP3 est induite par les bactéries pathogéeRssudomonas syringatErwinia
chrysanthemiDe plus, le double mutamramp3nramp4présente une sensibilité accrue au
parasiteErwinia chrysanthem{Segondet al, 2009). Enfin, des données transcriptomiques
indiquent qUAtNRAMP3est induit au moment de la sénescence (Breeak 2011).

Chez I'espéece hyperaccumulatrice de métidoxcaea caerulescenscNRAMP 3est
principalement exprimé au niveau des racines no&mran conditions de carence en Fe,
ainsi gu’en présence de Cd et de Ni dans les mdWeiet al, 2009). Les NRAMP3 et
NRAMP4 deNoccaea caerulesces®nt capables de transporter les mémes métaubegpse
homologues cheZA. thaliana (Oomenet al, 2009). De plus, il a été découvert que
I'expression de NcCNRAMP3 en levures augmente leur résistance au Ni et dinin
I'accumulation de cet élément (Wei al, 2009), a I'inverse de ce qui a été précédemment
observé pour TINRAMP4 de I'hyperaccumulateur deNMiccaea cochleariform@izuno et
al., 2005). La sur-expression ddeENRAMP3en tabac augmente la sensibilité au Cd (@ei
al., 2009). En revanche, I'expression deNRAMP3ou deNcNRAMP4restaure la croissance
du double mutanhramp3nramp4d’Arabidopsis thalianasur milieu Cd et milieu Zn. Chez
Noccaea caerulescendRAMP3 et NRAMP4 sont exprimés plus fortement que chez
Arabidopsis thalianaCes résultats indiquent donc que les différemcese les NRAMP3 et
NRAMP4 d’Arabidopsis thalianaet ceux déNoccaea caerulescenssident dans leur niveau
d’expression plutdt que dans leur capacité de pamgOomeret al, 2009).

Chez le peuplier, le groupe Il comprend trliIRAMP. NRAMP2est localisé sur le
chromosome 2 alors que les gehd8AMP3.1et NRAMP3.2sont localisés en tandem sur le
chromosome 7 dans une zone de 32 kigure 10). Ces homologues de séquences
d’AtNRAMP3 et d’AtNRAMP4 partagent 88,2% d’identi#otéique entre eux. Des données
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transcriptomiques suggerent que le géne codantRINRAMP3.2 serait induit au cours de la
sénescence (Sjodet al, 2009) ainsi qu’en condition de stress Cd (Ineétial, 2012).

NRAMP végétaux de groupe 3

Ce dernier groupe comprend l'ensemble des orthelgadAtEIN2 (Ethyléne
INsensitive 2) (Alonscet al, 1999 ;Figure 8). Ce gene impliqué dans la signalisation de
I'éthyleéne, présente une forte homologie avec ldgea genes de la familMRAMPau niveau
de sa partie 5’. Sa partie 3’ code un domaine délmiabsent chez les autres membres de la
famille NRAMP (Alonsoet al, 1999). AtEIN2 code une protéine localisée sumimbrane
du RE. Cependant, aucune donnée fonctionnelle tdapébliée concernant sa possible
activité de transport. En revanche, il a recemn&étdémontré que son domaine C-term
cytosolique et globulaire est clivé en réponseééhylene (Qiacet al, 2012 ; Wenet al,
2012). Cette hydrolyse permet la migration de ldi@&L-term d’EIN2 vers le noyau, afin de
meédier la réponse transcriptomique a I'éthylene [atermédiaire d’EIN3/EIL1 (EIL1,
ETHYLENE INSENSITIVE LIKE1) (Qiacet al, 2012 ; Weret al, 2012).
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Figure 12: Représentation du parcours réalisé par les microéléments de I'absorption a partir du sol jusqu'au
stockage dans les graines chez les plantes dicotylédones annuelles.

lllustration de 'implication des principaux acteurs moléculaires jouant directement et spécifiquement un réle dans la
gestion des métaux au sein des plantes. Le trajet des différents métaux est retracé, de I'absorption a partir de la
rhizosphére jusqu'au remplissage des tissus puits, en prenant soin de replacer les différents transporteurs
transmembranaires identifiés chez la plante modele Arabidopsis thaliana comme impliqués dans cette migration.
IRT: iron-regulated transporter, COPT: Copper transporter, NRAMP: Natural Resistance Associated Macrophage
Protein, ZIP: ZRT—-IRT-like protein, FRD3: Ferric Reductase Defective 3 (citrate transporter), IREG: Ferroportine
(FPN), HMA: heavy-metal ATPases, AHA: Arabidopsis plasma membrane H*-pumping ATPase, FRO2: Ferric
Chelate Reductase, YSL: Yellow Strip Like, NA:Nicotianamine. D'apres Palmer et al., 2009; Molins, 2010.
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lll. Gestion des métaux au cours du développement desuples

La gestion des métaux essentiels ou non au seipldetes est un vaste sujet faisant
intervenir différentes étapes telles que l'absomptila translocation, la séquestration et la
remobilisation. Peu d’'informations sont disponibtesicernant cette gestion des métaux chez
les especes pérennes telles que les arbres. Efaaffi@jorité des études ont été réalisées chez
les especes monocotylédones d’intérét agronomigjles tque le riz ou le blé ainsi que chez
'espece modéléArabidopsis thaliana De ce fait, le travail bibliographique présenié c

dessous regroupe principalement les données olstehee ces plantes annuelles.

A) Apercu des principales voies de transport des mutitoments chez
les plantes annuelles

La Figure 12, présente le trajet des microéléments de I'absorpd partir de la
rhizosphere jusqu’au remplissage des tissus phég tes plantes annuelles, en se focalisant
particulierement sur la plante mod@&eabidopsis thaliana

L'absorption a partir de rhizosphere est bien t¢arseée concernant le F&igure
12A). Chez les non-graminées, la carence en fer agtiare composantes agissant en étroite
relation. Les pompes a protons telles qu’AHA2, s@ortent les protons dans la rhizosphere
de facon a solubiliser le Fe et a augmenter sadgodibilité (Santi et Schmidt, 2009). FRO2
réduit le F&" en F&" qui sera ainsi transporté par IRT1 dans I'épidedméa racine (Walker
et Connolly, 2008). Récemment, il a été montré uearence en fer induisait aussi la
sécrétion de composés phénoliques par le transpoBC PDR9 ou ABCG37 dans la
rhizosphere jouant un réle important dans la mediion de ce métal (Fourcrey al., 2014).
Bien que I'absorption des autres métaux soit mbies décrite, certaines études ont montré
gue la large gamme de substrats d'IRT1 pourraippkrimettre de prendre aussi en charge
I'absorption racinaire du Mn, du Zn, du Co, du Nidu Cd, en plus de celle du Fe
(Korshunovaet al., 1999 ; Kobayashi et Nishizawa, 2012). De plusytdss transporteurs
plus spécifiques jouent également un réle dansdigion des autres métaux. Par exemple,
COPT1 est impliqué dans 'absorption du Cu et dg I(Sancenon edl., 2003; Sancenon et
al., 2004). AtNRAMP1 tout comme son homologue OsNRAMRBZ le riz, représente I'une
des principales voies d'entrée du Mn chez ces gdaf@ailliatte etl., 2010 ; Sasaki «l.,
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2012). OsNRAMPS est par ailleurs responsable diséigption du Cd chez le riz (Ishikawa
al., 2012 ; Ishimaru edl., 2012 ; Sasaki etl., 2012).

Une fois dans la racine, les oligo-éléments peuserdéplacer a travers |'épiderme et
le parenchyme du cortex jusqu’a I'endoderme pax deies : I'apoplaste et le symplaste
(Figure 12B). En raison de la bande de Caspary qui bloqueimapoplastique au niveau de
'endoderme, les microéléments ne peuvent atteitedrevaisseaux du xyleme que par voie
symplastique. Par conséquent, des protéines tranragaires, principalement localisées au
niveau des cellules du péricycle et du parenchymié&mien, prennent en charge le
chargement sélectif du xyleme en vue du transplomigue distance vers les parties aériennes
(Clarkson, 1993 Figure 12C). Parmi ces protéines, des transporteurs d'efélsxque FPN1
et FRD3 assurent respectivement le transport detFde citrate (Durretet al., 2007 ;
Morrisseyet al., 2009), HMA2 et HMA4 transportent le Zn et le Cdu@dainet al., 2004 ;
Verretet al., 2004 ; Hanikennet al., 2008 ; Wong et Cobbett, 2009 ; Grispstnal., 2011 ;
Siemianowsket al.,2011) et HMAS transporte sélectivement le Cu fiBaumet al., 2003 ;

. Andrés-Colast al., 2006). Dans le xyleme, les microéléments sonnésavers les parties
aériennes par le flux de transpiratidiigure 12D). Les métaux peuvent se déplacer librement
au sein du xyleme ou bien étre chélatés par déepetolécules de faible poids moléculaire
comme le citrate, I'histidine, I'asparagine, lesygathélatines, la nicotianamine ou les
phytosidérophores (Kramer ei., 2007 ; Palmgren eal., 2008). Dans les feuilles, les
microéléments peuvent étre déchargés dans le sgtagldravers le parenchyme du xyléme et
les cellules du mésophylle ou ils sont utilisés rptms processus cellulaires tels que la
photosynthese, la production d'énergie et la déatixin des ROS (Edward at., 2001 ;
Bleackley et MacGillivray, 2011 ; Yruela, 201Figure 12E). Bien que les mécanismes de
déchargement des microéléments du xyléme soieahsléement inconnus, il est suggéré
gue ce processus puisse étre effectué par depaoréesrs d'influx tels que les ZIPs et les
COPTs (Waters et Sankaran, 2011). Les transporisicspourraient étre également de bons
candidats, si I'on considere que certains métawagent dans le xyleme complexés aux
nicotianamines (Von Wirén al., 1999 ; Palmer et Guerinot, 2009).

Comme les feuilles, les siliques sont des orgaregopynthétiques et transpirent.
Ainsi le xyleme joue certainement un réle dansréngport des microéléments jusqu’aux
fruits (Waters et Sankaran, 2011). Cependant, desldissus du phloéme atteignent les
graines (Patrick et Offler, 2001). Par conséqulkas,microéléments situés dans le xyleme

doivent étre déchargés dans les cellules du payarelpar des protéines transmembranaires
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au niveau des noceuds, ou ils suivent essentiellementransport radial symplastique
jusqu’aux vaisseaux du phloeme (Van Bel, 1990)p@a de microéléments localisé dans le
parenchyme des nceuds est chargé dans le phloéieemindra les microéléments issus de
la remobilisation des organes source sénescents.

Les microéléments peuvent étre directement chadgs le complexe cellules
compagnes/tubes criblées a travers les plasmodd&paska et Turgeon, 1999). Cependant,
dans la plupart des cas, le chargement du phloéhassuré par des transporteurs spécifiques
(Sondergaard etl., 2004 ;Figure 12F). Les échanges xyleme-phloéme au niveau des nceuds
nécessitent des protéines transmembranaires poulédbargement du xyleme et/ou le
chargement de phloéme tel que NIP6 identifiee comme&anal a acide borique, exprimé
dans le xyléme des nceuds cAeabidopsisou encore Lsi6 qui est un transporteur de silicium
exprimé au niveau du phloéme des nceuds chez (@aizaka etal., 2008 ; Yamaji et Ma,
2009). Bien que cela ne soit pas encore bien coham les dicotylédones, il a été récemment
décrit chez le riz, le méme type d’échanges paumétaux. Le noeud de tige du riz présente
une surface d'échange directe entre le xyleme gihleeme permettant de diriger les
nutriments alternativement vers les feuilles phgtdsétiquement actives ou les organes puits
tels que les graines et les jeunes feuilles. Laasporteurs OsNRAMP3, OsYSL16 et
OsLCT1 jouent des roles dans ce processus pourndeMCu et le Cd, respectivement
(Uraguchiet al., 2011 ; Zhenget al., 2012 ; Yamajiet al., 2013). Une fois dans le phloéme,
les microéléments suivent le flux de la seve qtipesicipalement dirigé par le gradient de
pression hydrostatique conséquent au gradient migeatration en saccharose (Munch, 1930 ;
Figure 12G). En raison du pH alcalin de la seve phloémielm€&g, le Zn, le Ni, le Mn et le
Cu devraient étre principalement transportés coxd@slé des chélateurs. Il a été suggéré que
la nicotianamine pourrait étre un bon candidat peurces métaux en raison de ses propriétés
de chélation a pH basique (Stephaalet1996 ; Curie eal., 2009). Cette hypothese apparait
de plus en plus probable d’autant qu’il existe diespen plus de preuves en faveur de
I'intervention des YSL (OsYSL2 chez le riz, AtYSEL AtYSL3 chezArabidopsi3 dans le
chargement et le déchargement des métaux au nikephloeme (Koike atl., 2004 ; Waters
et Grusak, 2008 ; Curet al.,2009).
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B) Autophagy as a possible mechanism for micronutrient
remobilization from leaves to seeds.

Ce manuscrit aborde la remobilisation des microélés a partir des organes
sénescents, et sa contribution au remplissagerdaseg chez les plantes annuelles. Ce travalil
restitue les connaissances, acquises chez dif&respéces, sur les mécanismes généraux et
spécifiqgues impliqués dans la remobilisation desamé en mettant tout particulierement
I'accent sur le mécanisme d’autophagie. Ce martudétaille également les méthodologies

nécessaires a I'étude des flux de métaux au ceuls fdrmation des graines.

Cette revue a été acceptée dans Frontiers in PNutrition en Janvier 2014. Sa
rédaction a été réalisée par Mathieu Pottier, pipadement avec l'aide et les corrections de
Sébastien Thomine mais également avec les int@mende Céline Masclaux-Daubresse et
de Kokhi Yoshimoto.
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Seed formation is an important step of plant development which depends on nutrient
allocation. Uptake from soil is an obvious source of nutrients which mainly occurs during
vegetative stage. Because seed filling and leaf senescence are synchronized, subsequent
mobilization of nutrients from vegetative organs also play an essential role in nutrient use
efficiency, providing source-sink relationships. However, nutrient accumulation during the
formation of seeds may be limited by their availability in source tissues. While several
mechanisms contributing to make leaf macronutrients available were already described,
little is known regarding micronutrients such as metals. Autophagy, which is involved
in nutrient recycling, was already shown to play a critical role in nitrogen remobilization
to seeds during leaf senescence. Because it is a non-specific mechanism, it could also
control remobilization of metals. This article reviews actors and processes involved in metal
remobilization with emphasis on autophagy and methodology to study metal fluxes inside
the plant. A better understanding of metal remobilization is needed to improve metal use
efficiency in the context of biofortification.

Keywords: transition metal, isotopic labeling, nutrient use efficiency, leaf senescence, nutrient fluxes, atg, Fe, Zn

INTRODUCTION

Micronutrients, such as metals, are essentials for cell functions.
Zinc (Zn), which exists only as divalent cation, plays an impor-
tant role in protein structure and function thank to its Lewis acids
properties. Transition metals such as iron (Fe), copper (Cu), or
manganese (Mn), which have unpaired electrons that promote
their involvement in oxido-reduction reactions, are used in a
wealth of biological processes (Pierre and Fontecave, 1999). A
third of the proteins characterized at the structural level are met-
alloproteins, highlighting the need of metals for cell functions
(Finney and O’Halloran, 2003).

In plants, transition metal functions are mainly associated to
energy production mechanisms, thereby about 80% of Fe in mes-
ophyll cell is localized in chloroplasts (Nouet etal., 2011). Fe is
essential for chlorophyll synthesis, nitrogen fixation, DNA repli-
cation, reactive oxygen species (ROS) detoxification, and electron
transport chain in both mitochondria and chloroplasts (Nouet
etal., 2011; Yruela, 2013). Mn plays a central role in the pho-
tosystem II (PS II) where it catalyzes water oxidation (Tommos
etal., 1998). This element is also involved in sugar metabolism,
Mn-superoxide dismutase (SOD), and chloroplastic enzymes such
as decarboxylases and dehydrogenases (Luk and Culotta, 2001;
Horsburgh etal., 2002; Aggarwal etal., 2012). Cu is integrated
into plastocyanines involved in electron transfer of chloroplasts
(Yruela, 2013). It plays also an essential role in the cytochrome
oxidase of mitochondria (Bleackley and Macgillivray, 2011). Zn
is required for carbon fixation through the carbonic anhydrase
(Badger and Price, 1994). It is also needed for the Cu/Zn-SOD,
transcriptional regulation by zinc-finger DNA binding proteins

and for the turnover of PSII in chloroplasts (Kurepa etal., 1997;
Bleackley and Macgillivray, 2011; Lu et al., 2011). Therefore, plants
need metals to achieve vital functions in all their organs.

Among all plant organs, seed is a special one because it has to
store metals required for germination and during the first days of
seedling development. Hence in annual plants, seed formation
is a crucial step in which plant sacrifices itself to store nutri-
ents for its offspring. Seed filling depends on nutrient originating
from de novo uptake by roots or remobilization from senescent
organs.

Here, we review genes and processes involved in metal remo-
bilization during seed filling. We will discuss methodologies that
can be used to study metal fluxes in plants and thereby determine
the relative contribution of uptake and remobilization pathways.
Autophagy is a ubiquitous process involved in cellular nutrient
recycling. Because it was recently shown to play a critical role
in nitrogen remobilization (Htwe etal., 2011; Guiboileau etal.,
2012), this review focuses on autophagy as a potential mecha-
nism to make metal available for subsequent remobilization during
senescence.

ORIGIN OF SEED METALS: UPTAKE FROM SOIL VS
REMOBILIZATION FROM SENESCENT TISSUES

CIRCULATION OF METALS INTO THE PLANT AND MICRONUTRIENT USE
EFFICIENCY

Understanding metal seed filling requires knowledge on the gen-
eral micronutrient pathways which was already summarized in
several recent reviews (Pittman, 2005; Palmgren etal., 2008; Mor-
rissey and Guerinot, 2009; Puig and Pefarrubia, 2009; Yruela,
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2009; Pilon, 2011; Waters and Sankaran, 2011; Thomine and Vert,
2013).

On the whole, both uptake from soil and remobilization
from senescent organs may participate in metal loading in seeds
(Figure 1). To date, little is known about the contribution of metal
remobilization from senescent organs to seed filling. In contrast,
this topic is well documented regarding nitrogen. It was shown
that uptake and fixation of nitrogen dramatically decrease at the
onset of reproductive stage in cereals, oilseed rape and legumes
(Salon etal., 2011). Accordingly, 50 to 90% of nitrogen grain of
rice, wheat, or maize originate from leaf remobilization (Masclaux
etal.,,2001). This highlights that the importance of nitrogen remo-
bilization for seed filling is conserved in most plants. However,
some species, such as oilseed rape, have a low nitrogen remobiliza-
tion capacity resulting in low nitrogen use efficiency (Schjoerring
etal., 1995; Etienne et al., 2007).

As for nitrogen, it is necessary to better understand metal remo-
bilization from senescent organs during seed filling with the aim
to increase micronutrient use efficiency in the context of inten-
sive agriculture, fertilization limitations, and biofortification. This
is especially important as metal availability may become limiting

Stresses

Micronutrient limitation |

/ Photoperiod \

organs
L} Sink formation

FIGURE 1 | Uptake and remobilization pathways involved in seed
filling with emphasis on source-sink relationships. Micronutrients from
the rhizosphere (brown arrow) are taken up into roots and transported to
the xylem vessels (shown in blue). After xylem loading, micronutrients are
translocated into shoots for subsequent unloading. Micronutrients located
in the xylem can also be unloaded into the xylem parenchyma of nodes to
be transferred to phloem vessels (shown in red) by specific transporters
(Sondergaard etal., 2004; Tanaka etal., 2008; Yamaji and Ma, 2009). This is
essential for seed filling which is only achieved by the phloem sap (Patrick
and Offler, 2001). Phloem micronutrients are unloaded to fill seeds.
Because seed filling is also achieved by nutrient remobilized from
senescent tissues (green arrow), seed formation requires close
synchronization between sink formation and source organ senescence.
Age, biotic and abiotic stresses contribute to orchestrate nutrient
mobilization during leaf senescence with the formation of reproductive
organs and seed filling (black arrows). Light and photoperiod act indirectly
on leaf senescence by stimulating the development of the reproductive
organs.

under certain environmental conditions (drought, low tempera-
ture) and soil characteristics (low metal content, high salt content,
ionic unbalance, low pH, high bicarbonate concentration; Chen
and Barak, 1982; Karamanos et al., 1986; Graham, 1988; Alloway,
2009).

METHODOLOGIES TO DETERMINE NUTRIENT FLUX

The most common way to study nutrient fluxes within the
plant is to determine the “apparent remobilization” which con-
sists in the measurement of the total amount of element of
interest present in different plant organs at different times
(Masclaux-Daubresse etal., 2010). However, this approach does
not provide sufficient resolution and does not allow distinguish-
ing nutrients coming from different pathways, such as nutrient
uptake from soil and nutrient remobilization from senescent
leaves.

The most appropriate approach to study short-term accumu-
lation, uptake from soil and fluxes between tissues is the use of
isotopes as tracers. Isotopic labeling can be implemented with dif-
ferent protocols (Grusak, 1994; Wu etal., 2010; Erenoglu etal.,
2011; Hegelund et al., 2012).

Metal fluxes may be monitored by pulse-chase labeling using
radioactive or stable isotopes. The *’Fe, %Zn, and 8Zn radioiso-
topes have been used for pulse labeling on specific organs followed
by a chase period to facilitate the identification of source organs
contributing to seed filling in peas, wheat and rice (Grusak, 1994;
Wueetal.,2010; Erenoglu et al., 2011; Zheng et al., 2012). Following
this approach, it was demonstrated that nutrient supply can affect
Zn remobilization in wheat (Erenoglu etal., 2011). In rice, dif-
ferences in Zn remobilization efficiency between genotypes were
observed using isotopic pulse-chase on specific organs (Wu et al.,
2010).

Recently, pulse labeling using very short life 8% radioiso-
tope like >2Fe, 2Mn, and ®?Zn has been used to image metal
fluxes within a plant via a real-time and non-destructive tech-
nique called Positron-Emitting Tracer Imaging System (Kume
etal., 1997; Tsukamoto et al., 2006; Tsukamoto et al., 2009).

Non-radioactive isotope is also used for pulse labeling on spe-
cific organs. Application of %*Cu to one individual leaf of rice
allowed to study Cu redistribution between the different leaves
during vegetative stage (Zheng etal., 2012). Non-radioactive iso-
topes can be also added in the nutrient solution for labeling plants
early during development in order to monitor nutrient movement
during vegetative stages or later at reproductive stage to study
remobilization and seed filling. Using Zn isotopes, this pulse-chase
approach has been used to quantify the effect of nutrient limita-
tion on Zn fluxes between organs in rice and wheat (Wu etal.,
2010; Erenoglu etal., 2011). Moreover, O7n pulse-chase labeling
combined with laser ablation-inductively coupled plasma-mass
spectrometry has provided a spatial distribution of Zn within
wheat seeds revealing zinc transport barriers during grain filling
in wheat (Wang et al., 2010).

Long term labeling in nutrient solution may be performed to
address the contribution of uptake from soil to organs during
a specific developmental stage, with respect to the contribution
of endogenous remobilization. Continuous application of *Zn
provided evidence that Zn uptake before anthesis contributes to
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more than 50% to the total Zn grain content in rice (Wu etal,,
2010). Shorter continuous labeling can also be used to deter-
mine the uptake capacity by measuring isotope accumulation in
roots (Hegelund etal., 2012) or isotope depletion in the nutritive
solution (Erenoglu etal., 2011).

Isotopic labeling is an essential tool to study metal fluxes within
the plant but require the availability of enriched isotopes and
adequate analytical tools. Initially, isotopic labeling was mainly
performed using radioactive isotope despite the risk for humans.
Nowadays, enriched stable isotopes are more and more accessible
at least for Fe, Ni, Cu, Zn, and Mo. They represent a healthier
and less restrictive alternative but their analysis requires the use
of mass spectrometry, such as inductively coupled plasma-mass
spectrometry.

THE COUPLING BETWEEN SENESCENCE AND
MICRONUTRIENT REMOBILIZATION

CONTROL OF SENESCENCE AND REMOBILIZATION AT THE WHOLE
PLANT LEVEL

Senescence is an active process controlled by age whereby sink
tissues performing photosynthesis and anabolism become source
tissues undergoing catabolism (Figure 2). Senescence makes nutri-
ents available for further plant organs (Hortensteiner and Feller,
2002), contributing to nutrient use efficiency. Optimal remobi-
lization requires close synchronization between sink formation
and source organ senescence (Figure 1). It was observed that
the removal of sink tissues delays senescence in oilseed rape, soy-
bean and wheat and decrease nitrogen remobilization in oilseed
rape and soybean (Patterson and Brun, 1980; Crafts-Brandner
and Egli, 1987; Noquet etal., 2004; Htwe etal., 2011). How-
ever, senescence and remobilization are also controlled by other

parameters such as nutrient availability (Figure 1). In Arabidopsis,
nitrogen limitation triggers leaf senescence (Lemaitre et al., 2008).
In wheat, remobilization of Fe and Zn from flag leaves to seeds
is increased under nutrient-limiting conditions (Waters etal.,
2009; Wu etal., 2010; Sperotto etal., 2012b). Conversely con-
tinuous nutrient uptake during seed formation may account for
low nutrient remobilization in some species (Masclaux-Daubresse
and Chardon, 2011; Waters and Sankaran, 2011). However, an
opposite behavior was observed in barley plants for which remo-
bilization increased upon high Zn supply. This illustrates the
diversity of Zn management at the whole plant level (Hegelund
etal., 2012). Moreover, other abiotic and biotic stresses such as
pathogen attack, high salinity, drought, low temperature, modi-
fications of light intensity, and quality can also cause premature
senescence and remobilization (Nooden etal., 1996; Buchanan-
Wollaston, 1997; Gan and Amasino, 1997). Because they are
sessile, plants developed high plasticity to respond to environ-
ment conditions, triggering cell death and remobilization in
order to save nutrients and produce more adapted organs and
tissues.

CONTROL OF SENESCENCE AND REMOBILIZATION AT THE MOLECULAR
LEVEL

Transcript analysis, comparing green and senescing leaves, led to
the identification of senescence-associated genes (SAG) in dif-
ferent species (Hensel etal., 1993; Buchanan-Wollaston, 1994;
Smart etal., 1995; Guo etal., 2004; Buchanan-Wollaston etal.,
2005; van der Graaff etal., 2006; Breeze etal., 2011). Irrevo-
cably, the expression of genes encoding cysteine proteases is
strongly induced in senescent leaves (Hensel etal., 1993; Smart
etal., 1995; Bhalerao etal., 2003; Andersson etal., 2004; Guo
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FIGURE 2 | Sink/source transition at the cellular level. Active
photosynthetic cells perform carbon fixation, energy production and
anabolism and require micronutrients for these functions. Senescence
modifies these sink cells into a source cells undergoing catabolism. Intense
catabolism activities and nutrient recycling occurs in chloroplasts, cytosol,
and vacuole allowing nutrient remobilization. Chloroplasts, which
concentrate a large part of metals, are first affected (Zavaleta-Mancera
etal.,, 1999). Pigment degradation directly takes place in chloroplasts
(Hortensteiner etal., 1995; Park etal., 2007). However, stromal proteins are
degradated into the central vacuole through rubisco containing body (RCB:
autophagosome) or into senescence associated vacuoles (SAV) through an

ATG-independent route which is not well understand yet (Hortensteiner and
Feller, 2002; Ishida etal., 2008; Ishida etal., 2013). These dismantling
mechanisms decrease chloroplast seize enabling whole chloroplast
degradation via chlorophagy (Ishida etal., 2013). Peroxisomes are modified
to glyoxysomes, which produce energy and soluble sugars from lipid
catabolism (Buchanan-Wollaston, 1997; del Rio etal., 1998). Mitochondria
that remain intact until late after senescence onset, are in turn degraded
when the energy demand decreases (Yoshida, 2003). Finally, membrane
permeabilization causes loss of cytoplasm that finally leads to death. ROS,
reactive oxygen species; SAV, senescence-associated vacuoles; RCB,
rubisco containing body; N, nucleus.
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etal,, 2004; Breeze etal, 2011). As expected, these analyses
confirmed induction of genes involved in hormonal pathways
(Andersson etal., 2004; van der Graaff etal., 2006; Breeze etal.,
2011). Indeed, senescence is regulated by the balance between
senescence promoting hormones, namely jasmonic acid, abscisic
acid, salicylic acid, and ethylene, and senescence repressing hor-
mones such as cytokinins, auxins, and gibberellins (van der
Graaff etal., 2006). As hormones, sugars are known to act as
signaling molecules and several lines of evidence indicate that
they also contribute to senescence regulation. Sugar concen-
trations rise in senescent leaves. Moreover, overexpression of
hexokinase, a sugar sensor, accelerates senescence whereas anti-
sense expression delays senescence in Arabidopsis (Nooden etal.,
1997; Masclaux etal., 2000; Xiao etal., 2000; Watanabe etal.,
2013).

Genes coding metal ion binding proteins such as metalloth-
ioneins, ferritins, zinc-finger proteins, metalloproteases (Ftsh)
and metal transporters were also frequently found to be upreg-
ulated in senescent leaves (Buchanan-Wollaston, 1994; Bhalerao
etal., 2003; Andersson etal., 2004; Guo etal., 2004; Zelisko etal.,
2005). This may illustrate the involvement of metals in degrada-
tion mechanisms and/or the importance of their remobilization
(Breeze etal., 2011). Furthermore, these transcriptomic analy-
ses highlighted the significant induction of autophagy related
genes (ATG genes) and genes encoding NAC and WRKY tran-
scription factors (Andersson et al., 2004; Guo etal., 2004; van der
Graaff etal., 2006; Breeze etal., 2011). Whereas NAC have already
been demonstrated to be involved in micronutrient remobiliza-
tion during senescence (Olmos etal., 2003; Guo and Gan, 20065
Uauy etal., 2006; Sperotto etal., 2009, 2010; Waters etal., 2009),
nothing is known about the implication of ATG genes in this
process.

ROLE OF AUTOPHAGY IN NUTRIENT RECYCLING AND
REMOBILIZATION

INVOLVEMENT OF AUTOPHAGY IN NUTRIENT RECYCLING

Autophagy catabolizes cytoplasmic components that are no longer
useful. It eliminates aberrant proteins and damaged organelles
for the maintenance of essential cellular function by vacuole
internalization mediated by double membrane vesicles called
autophagosomes (Yoshimoto, 2012). Genes involved in autophagy
(ATG) were first defined by a genetic screen in yeast (Mat-
suura etal., 1997), thereby molecular mechanisms have been well
described on this organism (for reviews see Thompson and Vier-
stra, 2005; Bassham, 2007; Li and Vierstra, 2012; Yoshimoto, 2012).
Most of these genes turned out to have conserved functions in all
eukaryotic cells. They encode proteins involved in the induction
of autophagy, membrane delivery for autophagosome forma-
tion, nucleation, expansion, and enclosure of autophagosomes
(Thompson and Vierstra, 2005).

Autophagy can be triggered upon nutrient starvation and stress
leading to intracellular remodeling, which allows plants to respond
to environmental constraints (Yoshimoto, 2012). Accordingly,
mutants impaired in ATG genes exhibit decreased growth associ-
ated with premature senescence when they develop under carbon
or nitrogen starvation (Doelling et al., 2002; Hanaoka etal., 2002;
Yoshimoto etal., 2004; Phillips etal., 2008; Chung etal., 2010;

Suttangkakul etal., 2011). Plants defective in autophagy are thus
unable to cope with nutrient starvation suggesting that autophagy
is an important mechanism for nutrient use efficiency and cellular
homeostasis.

AUTOPHAGY CONTROLS NUTRIENT REMOBILIZATION DURING
SENESCENCE

During senescence, cytoplasmic components such as organelles
are gradually dismantled and degraded. Autophagy is an essen-
tial degradation process for nutrient recycling and remobilization.
Accordingly, up-regulation of ATG genes is observed during
leaf senescence in Arabidopsis (Doelling etal., 2002; van der
Graaff etal., 2006; Chung etal., 2010; Breeze etal., 2011) and
the decrease of chloroplast number and chloroplast size during
senescence is affected in Arabidopsis atg4a4b-1 mutant (Wada et al.,
2009).

Because of its key role in the degradation of cellular compo-
nents during nutrient recycling and its up-regulation and involve-
ment during senescence, it was hypothesized that autophagy
could play a role in nutrient remobilization. During senescence,
autophagy was shown to be involved in the degradation of chloro-
plasts and specifically of RuBisCO which is the most abundant leaf
protein containing about 80% of the cellular nitrogen (Figure 2;
Chiba etal., 2003; Ishida etal., 2008; Wada etal., 2009; Gui-
boileau etal., 2012; Ishida etal., 2013). In addition, pulse-chase
experiments in which >N labeling was applied in nutrient solu-
tion during vegetative stage revealed a significant decrease of
nitrogen remobilization from vegetative tissues to seeds in atg
mutants. These results demonstrated that autophagy is required
for nitrogen remobilization and seed filling (Guiboileau etal.,
2012).

Chloroplast is the organelle where metals are most intensively
used. Thereby about 80% of the cellular Fe is localized in chloro-
plasts (Nouet etal.,, 2011). Because autophagy is involved in the
degradation of organelles, including chloroplasts, the role of
autophagy in metal recycling in source tissues for remobilization
to the seeds has to be considered. In plants, autophagy leads to the
degradation of autophagosome cargo within the vacuole. Hence,
tonoplastic metal efflux transporters are needed to retrieve met-
als from the vacuole. Interestingly, transcriptomic analyses that
highlight autophagy induction during senescence in Arabidopsis
leaf also show specific up-regulation of NRAMP3, a gene encod-
ing a transporter involved in metal mobilization from vacuoles
(Thomine etal., 2003; Lanquar etal., 2005, 2010; Breeze etal.,
2011). Availability of metals in source tissues may therefore also
be dependent on autophagy and subsequent mobilization from
vacuole during senescence.

REMOBILIZATION AND AUTOPHAGY IN THE CONTEXT OF
BIOFORTIFICATION

BIOFORTIFICATION TO IMPROVE HUMAN DIET

Key micronutrients are often not sufficiently available in human
diet (Kennedy etal.,, 2003). Over 60% of the world popula-
tion are Fe deficient and over 30% are Zn deficient (White
and Broadley, 2009). Staple food crops such as cereal grains
are poor sources of some mineral nutrients, including Fe and
Zn. Thus, the importance of cereals in human diet accounts

Frontiers in Plant Science | Plant Nutrition

January 2014 | Volume 5 | Article 11 | 4


http://www.frontiersin.org/Plant_Nutrition/
http://www.frontiersin.org/Plant_Nutrition/archive

Pottier etal.

Autophagy and metal remobilization in leaves

in large part for micronutrients deficiencies (Gomez-Galera etal.,
2010).

Biofortification aims at increasing the availability of key
micronutrients such as Fe and Zn in crops (White and Broadley,
2009). For this purpose, conventional breeding and genetic engi-
neering are performed in rice, which is the major staple crop in
most countries affected by Fe-deficiency (Juliano, 1993; WHO,
2002; Sperotto etal., 2012a). Single or multiple metal homeostasis
genes were already introduced in rice through genetic engineering
to improve grain Fe content (Sperotto etal., 2012a). By pyramid-
ing transgenes conferring strong sink strength in seeds, high metal
translocation and enhancing phloem unloading during seed mat-
uration, it was possible to increase Fe concentration by 4.4 in rice
seeds (Masuda etal., 2012).

ENGINEERING AUTOPHAGY AS A NEW WAY FOR BIOFORTIFICATION
Another option to increase seed micronutrient content could be to
improve their availability in source tissues for remobilization dur-
ing seed formation. Himelblau and Amasino (2001) showed that
senescence of Arabidopsis leaves only leads to a decrease by 40%
of leaf concentrations of metals such as Mo, Fe, Cu, and Zn. Thus,
about 60% of these micronutrients are not remobilized and can
therefore not participate to seed filling. Up-regulating autophagy
in source tissues specifically during seed formation could improve
intracellular nutrient recycling and thereby increase the nutrient
pool available for reallocation. However, because autophagy is not
specific, this approach may increase seed yield without increasing
Zn or Fe concentrations. To improve seed quality, up-regulation
of autophagy should be combined with a strategy that specifically
targets a metal, such as the expression of ferritin under the control
of a seed endosperm promoter in the case of Fe (Sperotto etal.,
2012a).

More than thirty genes are involved in autophagy (Yoshi-
moto, 2012). It might therefore not be straightforward to increase
autophagy by overexpressing autophagy related genes during
seed formation. However, autophagy is regulated at the post-
transcriptional level by the target of rapamycin (TOR) kinase
complex (Noda and Ohsumi, 1998; Kamada et al., 2000). Because
TOR is a negative regulator of autophagy, its specific inhibi-
tion in vegetative tissues during seed formation may be the best
approach to stimulate autophagy and nutrient recycling. On
the other hand, TOR kinase complex is not a specific regula-
tor of autophagy. It controls many others aspect of metabolism
(Diaz-Troya etal., 2008). Besides, autophagy itself is not only
involved in nutrient recycling. It also controls the hypersensitive
response (Yoshimoto et al.,2009). Therefore, further investigations
are necessary to determine if TOR inactivation during senes-
cence is efficient for biofortification and to identify more specific
regulators.
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Chapitre | : Introduction bibliographique

PARTIE Il :DES VEGETAUX AU SERVICE DE L'ENVIRONNEMENT

|. Des environnements pollués

Certains éléments indispensables ou non a la felaeflore, faiblement représentés dans
le sol, sont nommeés éléments traces (ET) ou él@rteates métalliques lorsqu’il s’agit de
métaux (ETM). Ces derniers sont définis comme dé&mnénts représentant moins de 0,1%
des atomes présents dans la croute terrestre.riVle gparfois que ces éléments soient
ponctuellement surreprésentés provoquant des poltutres persistantes. La surabondance
des ETM peut étre néfaste pour les végeétaux pramques chloroses, altérant leur
croissance et méme leur viabilité. En quelques esinées polluants peuvent engendrer une
véritable modification de la pression de sélectifavorisant le développement d’'espéces
tolérantes par stratégie d’exclusion ou d'espegpetaccumulatrices (Macnair, 1987). Ces
ETM en exces sont également toxiques pour les anima Cd par exemple, peut provoquer
des disfonctionnements des reins, des maladiesdésyndrome Itai-Itai au Japon) ainsi que
des cancers (Nordberg, 2009 ; Clemensl, 2012). Ces pollutions affectent donc la faune
soit directement soit indirectemeriti la disparition de certaines espéces végétalese ©as
bouleversements écologiques, les pollutions aux E&Nent inexploitables certains sols
agricoles, ou en plus faible mesure, modifient pestiques agricoles afin de satisfaire les
exigences en terme de santé publique. Ces modbfisatprofondes mais locales de
I'écosystéme et des pratiques agricoles ne sontegaseules conséquences d’'une pollution
aux ETM. En effet, ces zones contaminées ne camegmt pas a des systemes isolés. |l
existe des échanges avec le reste de I'environrtepa@nle biais de lair, de I'eau, des
animaux et des hommes provoquant le transfert déd #ers des sols cultivés, des cours
d’eau, ou des nappes phréatiques. Ainsi, malgréirdeslictions ou des modifications des
pratiques agricoles locales, ces pollutions s’avepeu contrdlables et peuvent s’étendre,
mettant en danger d’'autres écosystemes ainsi gq@ean&® humaine. Les origines de ces
pollutions sont multiples. Elles peuvent étre issde phénomeénes naturels ou/et étre liées
aux activités anthropiques bien que ces deux @ggsoient difficilement dissociables.
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A) Origines naturelles des pollutions aux ETM

La composante naturelle de ces pollutions estieEond Pédo-Géochimique Naturel
(FPGN) c’est a dire « a la concentration naturdilene substance dans un horizon de sol,
résultant uniqguement de I'évolution géologique étglogique, a I'exclusion de tout apport
d’origine anthropique » (Baize et Terce, 2002). Cmscentrations varient d’un point a l'autre
d’un territoire pouvant aller jusqu’a des seuilsigoies en fonction de différents phénomenes
précisés ci-dessous (Baize, 2000).

Le FPGN dépend principalement de la nature de ¢heranere ainsi que de son
altération et de son érosion au cours du tempsestl également lié aux cycles
biogéochimiques au cours desquels des élémentsadeatbés par les racines dans tous les
horizons avant d’étre acheminés dans les plantés Ifpérés plus tard soit dans le sol
(décomposition des racines) soit a la surface {glél@s parties aériennes, litieres forestieres).
Des phénomenes de transferts pédologiques vertd&™V, vers les horizons profonds ou
vers les nappes phréatiques peuvent également iaroldi§ concentrations en éléments. Il
existe aussi des transferts pédologiques latéraomopués par le lessivage des formations
superficielles ou par le ruissellement de surfédes modifications chimiques des éléments
du sol liées par exemple aux cycles de réductigmiation peuvent également modifier leur
rétention et provoquer des redistributions et dezumulations. Enfin, certaines pollutions
aux ETM peuvent provenir de poussieres et aérabotgines lointaines liées aux volcans,

aux embruns et aux vents (Baize, 2000).

B) Origines anthropiques des pollutions aux ETM

Les pollutions aux ETM peuvent également étre diog anthropique (Nriagu et
Pacyna, 1988). La forte activité industrielle etiéareloppement urbain des siécles précédents
ont concentré et redistribué les ETM. Les activitésieres ou métallurgiques ont provoqueé
des apports massifs et localisés d'origine proCles apports diffus aériens tels que des
poussieres et des aérosols provenant des chauffagds moteurs d'automobiles peuvent
également contribuer a certaines pollutions. De,dlintensification et la modernisation de
I'agriculture se sont accompagnées d’'une augmentates apports d’engrais (notamment
phosphatés), d’amendements calcaires, de fumierisidrs, d’épandages divers (boues de

stations d'épuration ou composts urbains) ainsidgueroduits de traitements phytosanitaires.
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Or, en raison de leur nature, de leur processusdrd@ion, de leur production ou de leur
provenance, ces substances sont bien souvent iesrem ETM et participent de ce fait aux
pollutions (Baize, 2000).

Les apports anthropiques de Cd et de Zn proviendent essentiellement des
activités industrielles, de l'agriculture et desivatés urbaines (Baize, 1997). Par exemple, il
a été estimé que les émissions anthropiques mesddd Cd étaient de I'ordre de 30000
tonnes/an a la fin du XXeme siecle (Sanita di Tagbabbrielli, 1999).

1. L'industrie

Le Zn a été et est encore un élément tres prisgsaaite a la production de nombreux
matériaux notamment sous forme de sulfure de zppelé blende ou sphalérite (ZnS).
Autrefois, de nombreuses mines d’extraction dencala étaient exploitées au sud-est de la
France sur les sites de St Salvy de la Balme (&9 Malines (30), de I'Argentiere (07) et de
la Londe Les Maures (83) alors que le raffinagecéaminerai était principalement réalisé
dans le nord-est de la France. De nos jours, feipal site industriel traitant le Zn est l'usine
métallurgiqgue Nyrstar d’Auby (59). En 2012, ellespédait une capacité de production de
160000 tonnes de Zn/année (Société_Chimique_decd;ra@12).

Tous ces lieux d’extraction et de production duafm subi d'importantes pollutions
au Zn avant leur fermeture d’'ou la mise en placelégdgslation limitant les rejets dans
I'environnement. De plus, parce que la présenc€alest souvent associée a la celle du Zn,
toute la filiere liée a cet élément peut étre seute pollution au Cd notamment au moment
du raffinage. Le Cd peut également étre relargtede la métallurgie du Fe et de 'acier ou

lors du raffinage du Pb.
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2. Les activités urbaines

L'utilisation importante du Zn est principalemeigtd a sa forme oxydée, imperméable
permettant la production de matériaux résistaiitsaai. De ce fait, son usage s’est généralisé
en France pour la production de gouttieres, de lrobiurbains et de toitures. Le Zn est
également utilisé afin de réaliser des traitemantgorrosifs par galvanisation (techniques-
ingénieur, 2013). Il présente aussi un intérét pauproduction de piles électriques, de
pigments, de matieres plastiques, de caoutchode pheus (Migeon, 2009). Le Cd possédant
des propriétés similaires au Zn est utilisé posrajgplications semblables.

Ainsi, du fait de 'omniprésence de ces métaux, ééfuents urbains se trouvent
frequemment enrichis en Zn et en Cd, qu’il s’agidss eaux de villes, de boues de stations
d’épuration ou des fumées issues de lincinératiendéchets ménagers. Le trafic routier
libere également du Zn et du Cd dans l'environnégmérensemble des retombées
atmosphériques provenant de I'activité industrigitedu trafic urbain représente la source

principale de contamination par le Cd dans les gameaines (Het al, 2005).

3. L'agriculture

Des apports aux champs de Cd ont lieu lors du ajautt de I'application d’engrais
phosphatés parfois fortement contaminés en ETMaerd’entre eux peuvent contenir plus
de 50 mg de Cd/kg (Mortvedt et Beaton, 1995). Hete€ertains ETM initialement présents
dans les gisements de phosphate ne sont pas ditoirsédes traitements de concentration
permettant de produire des engrais phosphatési, Xiof# a 100% du Cd initialement extrait
comme impureté est retrouvé dans les engrais (Rebéduste, 1997). Par ailleurs, dans le but
d’enrichir en N, P et K les sols cultivés, des sod&puration et des composts de déchets
urbains et industriels sont parfois épandus surstés Le Zn et le Cd se trouvent aussi
acheminés et concentrés dans les sols culined’épandage régulier de lisiers de porc
principalement utilisés comme amendement azotéexers, ces épandages sont la cause de
pollutions aux ETM de nombreux sols agricoles naotemt en région parisienne ou des eaux
usées provenant de la ville de Paris ont été déesrgendant un siecle sur certains sols, les
rendant inexploitables pour la culture maraich®eBRride et Cherney, 2004 ; Tessier, 2009).
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Figure 13 : Systéme de transport et d'épandages d'eaux usées en région parisienne a la fin du XIXéme
siecle (Arambourou et al., 2008).

Afin de recycler les eaux usées de la ville de Paris, un émissaire général alimenté depuis Clichy ainsi
que deux usines de relevage a Colombes et a Pierrelaye, permettent 'acheminement par gravité des
eaux usées au niveau des régions de Gennevilliers, d’Achéres, de Mery-Pierrelaye et de Carriéres-Triel.

Tableau Il : Valeurs minimales-maximales des Teneurs Agricoles
Habituelles Locales hors périmétre d'irrigation (TAHL) comparées aux
valeurs minimales et maximales des teneurs observées dans la plaine de
Pierrelaye-Bessancourt (Lamy et al., 2004).

Concentration en mg/km au
niveau de I'horizon noir pollué
Nombre Pierrelaye-

Elément d’échantillons Bessancourt HLTA
Cd 346 0,60-50 0,19-0,42
Cr 270 37-126 15-29
Cu 283 50-800 8-15
Hg 270 0,30-9,4 0,08-0,15
Ni 270 30-51 6-20
Pb 346 80-1500 18-43
Zn 442 150-3600 34-63
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C) Le cas de la plaine de Pierrelaye-Bessancourt (95)

La plaine de Pierrelaye-Bessancourt est un teitsitué a I'ouest du département du
Val d’Oise. Il est constitué de 2150 hectares desbls sableux et a été principalement dédie
a la culture maraichere jusqu’a la fin du XXemern@et al, 2006).

Au cours du XIXéme siecle, la multiplication paratpe de la population parisienne,
I'importante pollution de la Seine par les eauxessée Paris et I'épidémie de fievre typhoide
de 1899, amena a envisager une meilleure gest®déthets urbains. Il fut alors proposé de
recycler ces eaux usées pour fertiliser les soldadeggion parisienne et augmenter les
rendements agricoles (Tessier, 2009). C'est ainseng 1899, une déclaration d'utilité
publigue donna l'autorisation a la ville de Parés mettre en place I'épandage de ses eaux
usées brutes, c’est a dire sans traitement préalabl les sols agricoles de la plaine de
Pierrelaye-Bessancourt (Migeon, 2009 ; Tessier9200

Suite a cette autorisation, I'épandage des boudéZads vers les zones irriguées de la
plaine de Pierrelaye-Bessancourt a été réales@n émissaire général alimenté depuis Clichy
(Figure 13). L’épandage continu, pendant un siecle, d’eagesisnéme faiblement polluées a
progressivement modifié la composition des solgu@s. Mais c’est seulement en 1997 que
des pollutions ETM ont été constatées dans lessslsrficiels de la plaine. En 1999 et 2000,
les préfets des Yvelines et du Val d’Oise prirentdécision d’interdire la mise sur le marché
de cultures maraichéres produites sur ce territeuant l'avis du conseil supérieur
d’hygiene publique (Arambourcet al, 2008).

De récentes études ont mis en évidence que lesapates d'irrigation de la plaine de
Pierrelaye-Bessancourt ont profondément changéaeramorphologie du sol et engendré
une contamination importante de I'horizon de swfan Zn, Pb, Cu, Cd, Cr et Ni (Destal,
2006 ; Lamyet al, 2006 ;Tableau IIl). Bien que beaucoup d’ETM restent dans la couche
supérieure de sol, il est apparu qu'il existe damgntes migrations de métaux (Ni, Zn, Cu, et
Cd) vers les couches inférieures. Il semble égal¢iapge des quantités importantes de Ni, Cd
et Cu ayant quitté I'horizon de surface ne soieagt petrouvées dans les horizons inférieurs,
mettant en évidence une importante mobilité deétéments et leur possible fuite vers les

eaux souterraines (Dee¢ al, 2006).
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II. Des stratégies de réhabilitation des sols pollués

De nos jours, différentes stratégies sont misesoaivre pour appréhender la
contamination du site de Pierrelaye-Bessancouteatombreux sites pollués dans le monde.
Comme dans le cas présenté ci-dessus, les polusont bien souvent trés complexes
impliquant différents ETM mais également des cordpdgaces organiques et des organismes
pathogenes (Arambourcet al, 2008). Les activités industrielles métallurgiquks métaux
non-ferreux sont généralement a l'origine de pahg polymétalliques impliquant le Zn, le
Cd, le Pb, le Cu, le Ca et I'As, ce qui rend difda décontamination de ces sites (Baize,
1997). Pour toutes ces raisons, il apparait esdetditudier ces sites contaminés ainsi que les
différentes stratégies permettant de dépollueisobssou au moins de limiter les flux d’'ETM

vers le reste de I'environnement.

Le nombre de sites pollués par les activités imghilgts, agricoles et urbaines est
estimé a plus de 4000 en France et a plus de 400que dans le département du Nord
(ministere de I'écologie, 2013). Certains de cetessiont dores-et-déja fait I'objet
d’interventions de réhabilitation par I'Etat. Cgseoations sont généralement chapeautées par
I’Agence de I'Environnement et de la Maitrise denéergie (ADEME) en collaboration avec
des acteurs privés et publics. Ainsi, depuis 20 BABDEME est intervenue sur plus de 230
sites pollués en France pour des opérations de mmsesécurité, de surveillance, de
maintenance, et de dépollution.

Différentes stratégies de décontamination despmmlgésin situou par excavation ont
déja été employées. Ces dernieres sont généralemgnmbupées en trois types: les
traitements physico-chimiques, les traitementsntiigues et les traitements biologiques. Les
deux premiers types mettent en jeux des méthodgsicquies lourdes, onéreuses et trés peu
écologiques aboutissant a la production d’'un sétilet non exploitable. C’est pourquoi
désormais les études portent principalement surdéements biologiques.

Ainsi, depuis la fin des années 1980, des procassaigcontamination beaucoup plus
écologiques et économiques (10 a 100 fois moinssthant vu le jour. Des auteurs ont
suggéré de développer la phytoremédiation pour @itrenla réhabilitation des zones polluées
par l'utilisation de plantes (Cunningham et Bet893). Partant de cette idée, un éventail de
stratégies permettant la dépollution des coursugd’das nappes phréatiques et des sols a été
propose (Salket al, 1998) :

- La phytofiltration utilise les plantes pour assades eaux polluées (Dushenkatal, 1995)
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- La phytovolatilisation utilise les plantes potlnsarber des polluants au niveau des racines et
les diluer dans l'air au niveau des feuilles notantrpour le Hg et le Se (Banuelesal,
1997 ; Burken et Schnoor, 1999)

- La phytodégradation utilise les plantes pour dfammer des polluants du sol en produits
moins nocifsvia des réactions biologiques (Burken et Schnoor, 1%rghet al, 1998)

- La phytostabilisation utilise les plantes poummobiliser les métaux au niveau de leurs
systemes racinaires (Smith et Bradshaw, 1972 ; Masgeldet al, 1996). Cette stratégie n’'a
donc pas pour mission de véritablement dépollugestds mais de permettre le contrble d’'une
pollution et d’'empécher sa dispersion par lessividayes les nappes phréatiques ou les cours
d’eau.

- La phytoextraction : utilise les plantes afinpiélever et d’accumuler les polluants dans ses
parties aériennes (Chaney, 1983 ; Kuetaal, 1995).

Cette derniere stratégie suppose l'utilisation dentes possédant des systémes
d’absorption, de translocation et de séquestrades polluants efficaces (Sat al, 1998).
L’acidification (par apports d’engrais azotés paeraple) et I'ajout d’agent de chélation
peuvent permettre d’améliorer l'efficacité d’absavp des polluants en augmentant leur
disponibilité pour la plante (McGrath et Zhao, 2p08éanmoins, en plus de représenter un
colt supplémentaire, 'augmentation de leur mabiians le sol peut avoir des conséquences
négatives sur I'environnement en provoquant leuites vers les couches profondes ainsi que
vers les cours d’eau et les nappes phréatiques@lauet al, 2007). Le choix de I'espece
végétal n'est pas le seul élément a prendre eridgrasion pour réaliser une phytoextraction
efficace. La nature du sol et le choix de [l'itinésecultural incluant la densité de semis et la
fréequence de récolte sont également des composantaales de la phytoextraction.

La principale interrogation suscitée par cettetégi@ concerne le devenir de la
biomasse contaminée. L’incinération apparait l®uecle plus évident puisqu’il permet de
concentrer par un facteur 100 la pollution faailitainsi la gestion de ces déchets (Kuear
al., 1995). En fonction de la nature de la pollutioas cendres enrichies en contaminants
n'ont pas la méme destinée. Une valorisation asbiggpossible pour des cendres contenants
des éléments précieux comme le Ni. En effet, au dae conséquences néfastes sur
I'environnement et du prix de I'extraction du miaede Ni, ce mode de valorisation nommeé
phytomining représente une alternative rentabérelogique pouvant étre appliquée pour des
pollutions simples monométalliques comme cellesaatrées en Nouvelle Calédonie ou en
Indonésie (Jaffrét al, 2013).
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Figure 14 : Voies de transfert d'ETM dans un sol agricole ayant recu des apports de surface
(d’aprés Dere et al., 2006).
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lll. Les facteurs influengant la biodisponibilité des EM

L'efficacité de ces stratégies de phytoremédiatiépend de la biodisponibilité des
ETM qui est régie a la fois par des paramétresiémitant la mobilité des ETM dans le sol et

par des mécanismes mis en place par la plantefaaliter leur absorption.

A) Mobilité dans le sol

Les flux d'ETM au niveau d'un sol impliguant le ssellement, I'érosion, la
percolation, l'infiltration, le drainage ainsi qliabsorption par les végétaux sont dépendants
de la mobilit¢ des ETMHKigure 14). La mobilit¢ d'un ETM dans le sol, dépend de sa
spéciation qui est liée en grande partie a la ratursol et a sa composition chimique.

Un sol est constitué d'un ensemble de compartimeintshorizons dans lesquels les
ETM ne sont pas retenus de la méme facon (Jus®®).1Ba solution du sol correspond au
compartiment de plus faible rétention. En revanalree fraction importante des ETM se
trouve piégée dans les argiles sous une formegéeglisponible, inclue dans des réseaux de
silicates ou adsorbée a la périphérie des arddass les sols calcaires, les ETM peuvent
eégalement étre retenus par inclusion ou simplerptisa sur les particules de carbonates de
calcium (Daviset al, 1987). Suivant les conditions environnementales,ETM peuvent
aussi précipiter dans le sol pour former des cogpahimiques peu solubles tels que des
sulfures, des phosphates, des hydroxydes, des xoudeles sels organiques (McGowetn
al., 2001). La matiere organique limite aussi la mtibidles ETM, en formant des complexes
(Sauve et al, 2000). Cependant, certains acides organiquesle@ccitrique, oxalique,
malique) permettent au contraire d’augmenter lailiv@lles ETM et de faciliter leur passage

en solution.

Les conditions physicochimiques influencent fortatra spéciation des ETM et ainsi
leur mobilité dans le sol. Le pH est le principatteur modifiant la mobilité des ETM du sol
(Ernst, 1996 ; Alloway, 2005). Son abaissement pétenmise en solution des sels minéraux
en empéchant leur précipitation. L'augmentation ©lombre de protons renforce la
compétition pour la fixation aux colloides. De eé,fla concentration en ions métalliques en
solution dans le sol augmente. Le potentiel d’oxgdaction du sol est également trés

important pour la mobilité, bien que tous les metaa réagissent pas de la méme maniéere.
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phénoliques. (Dakora et Phillips, 2012).
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Par exemple, le Zn et le Cd apparaissent plus e®Aill’'état oxydé alors que le Mn et le Fe
le sont moins. De plus, les constituants méme fumspliqués dans la fixation des métaux se
trouvent aussi affectés par le statut redox (Férstri985). Le potentiel redox étant
directement lié a la présence d’oxygene, I'ensendbke phénomenes (pratiques culturales et
évenements climatiques) affectant I'aération dymsaldifie la mobilité des éléments.

La température agit aussi sur la solubilisation €M de facon directe, en déplacant
les équilibres de dissolution-précipitation des posants du sol mais aussi de fagon indirecte
en modifiant son pH et sa teneur en eau. La terhpérat 'humidité agissent sur I'activité
biologique du sol, stimulant la production d’acidegganiques (Deneux-Mustin, 2003).
Cependant, un excés hydrique peut limiter lI'aématidu sol et donc diminuer la

biodisponibilité des éléments mobiles a I'état axkyd

B) Les mécanismes mis en place par la plante pouriareéla
biodisponibilité des ETM

Les plantes ont développé différentes stratégiemgttant d’augmenter localement la
mobilité des métaux du sol, et donc de faciliter labsorption. Les espéces non graminées
répondent a la carence en Fe par l'acidificationadehizosphérevia des pompes a protons
situées sur les membranes plasmiques des racihesn{iie et Vert, 2013). Cette stratégie
permet d’augmenter la mobilité du Fe ainsi que tl&suéléments. Les espéces graminées
répondent & la carence en Fe par lI'excrétion ddaihgs de la famille des acides
muginéiques (MA) qui permettent la solubilisatianfee, du Zn et potentiellement d’'un grand
nombre de métaux (Suzudd al, 2006 ; Curieet al, 2009).

Plus généralement les plantes excrétent des esswatataires permettant de modifier
I'environnement de la rhizosphére pour faciliter feobilité et I'absorption des métaux
(Mench et Martin, 1991 Figure 15). L’excrétion de certaines molécules telles qeealeides
organiques provoque une diminution du pH, augmientempétition pour les composants du
sol et chélate les métaux pour les rendre plussaides (Dakora et Phillips, 2002). D’autres
molécules, comme les composés phénoliques, pemhelte modifier le statut redox de la
rhizosphere (D'Arcy, 1982 ; d'Arcy-Lameta, 1986)ing\, chez la luzerne, I'excrétion
d’isoflavonoides permet de dissoudre le phosplateytie rendant le Fe plus accessible pour
les plantes (Masaolat al, 1993). Plus récemment, de nouveaux dérivés diméla jouant un
réle dans l'acquisition du Fe en conditions limtes) ont été identifiés chedledicago
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truncatula (Rodriguez-Celmat al, 2011 ; Rodriguez-Celmet al, 2013). CheZ. thaliang

il a été demontré que I'excrétion racinaire de \yide coumarines (polyphénalia le
transporteur ABCG37 induit par la carence en Fempe d’améliorer I'absorption du Fe
(Rodriguez-Celmaet al, 2013 ; Fourcroyet al, 2014). Par ailleurs, certains exsudats
racinaires provoquent une stimulation du développentde microorganismes modifiant la

disponibilité des métaux.

Enfin, il a souvent été observé que I'exces de dr® Ca permet de limiter I'entrée
de Cd dans la plante (Antonovies al, 1971 ; Assuncéaet al, 2008 ; Kupper et Kochian,
2010). De méme, I'excés de Cu, Ni et Zn peut limisccumulation de Fe (Fost al, 1978).
Des études de compétitions ont montré que le Cielele Zn et le Mn sont capables de
limiter I'absorption de Cd chez le soja. Ce résuttaggére I'implication de mécanisme de
transport commun pour tout ces éléments (Catatdal, 1983), bien que le phénomeéne de

compétition peut aussi avoir lieu a d’autre niveatemment lors de la fixation a la paroi.
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IV. Les plantes utilisées pour la phytoextraction des étaux

A) L'utilisation des plantes hyperaccumulatrices

Dans le but de réaliser la phytoextraction d’ETM,était initialement proposé
d’utiliser des plantes hyperaccumulatrices, cagateconcentrer 100 fois plus les ETM que
les plantes ordinaires (S&it al, 1998). Cependant, leur utilisation en champdimsiee par
leur faible rendement en biomasse (Ebbs et Kochl&97), bien que leur potentiel de
croissance et d'accumulation peut étre augmentél'application d’engrais (Pulford et
Watson, 2003).

Ces contraintes font que les plantes hyperaccunugatne sont pas toujours les
especes les plus adaptées au processus de phyttiextr Il est donc apparu essentiel de
tester le potentiel de phytoextraction d’espécegétades alternatives. En revanche, les
hyperaccumulateurs constituent de véritables medaltispensables pour la compréhension
des mécanismes impliqués dans I'accumulation &lé&ance aux métaux (Kramer, 2010).
Les connaissances acquises par I'étude de cesessp&rmettront peut-étre, a terme,
I'incorporation des mécanismes d’hyperaccumulatiansein d’'une plante a forte biomasse
(Saltet al, 1998).

B) L'utilisation des espéeces a forte biomasse

En 1996, Punshon décrit pour la premiere fois gta idéal pour la phytoextraction
des ETM. Il propose donc d'utiliser une espéceramite aux meétaux capable de pousser
rapidement, sur un sol pauvre en nutriments etqoasg un systéme racinaire profond
(Punshoret al, 1996). La possibilité de valoriser la biomassetaminée produite dans un
guelconque processus économique représente égalamenitére d'importance (Pulford et
Watson, 2003). Au vue de ces recommandationsligation d’arbres pour la phytoextraction
est apparue évident. Des études de phytoextraictisitu ont déja été réalisées en utilisant
des arbres appartenant a la classe des Magnokofsaique le bouleau (Rosselial, 2003
; Unterbrunneret al, 2007), le saule (Landberg and Greger, 1994 ; moimiet al, 2000 ;
Vyslouzilovaet al, 2003 ; Meer®t al, 2007) ou le peuplier (Robinsan al, 2000 ; Pulford
et al, 2001 ; Di Baccicet al, 2003 ; Sebastiamt al, 2004 ; Laureysenst al, 2005). C’est le
peuplier qui a été sélectionné pour notre étudaison des nombreux avantages qu'il offre et
qui seront détaillés ci-dessous.
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Figure 16 : La classification des peupliers.

Les peupliers (genre Populus) appartiennent avec le saule (genre Salix) a la famille des Salicacées. Les différentes
espéces de peuplier se répartissent en 6 sections en fonction de leurs caractéristiques morphologiques et
écologiques. Les 4 especes de peuplier les plus populaires sont représentées sur la figure (D’aprés Migeon, 2009).
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C) Gros plan sur le peuplier

L’aire de répartition naturelle du peuplier s’étatahs toutes les régions tempérées et
froides de I'hémisphere nord, ou il s’est implaateniveau de zones humides, de vallées, de
plaines alluviales temporairement inondées ou imité de cours d’eau. Bien qu’il ne
pousse pas spontanément dans I'hémisphére suétélimplanté par ’'Homme dans certaines
régions de I'’Argentine, du Chili et de I'Austral{fickmann et Kuzovkina, 2008). Cet arbre
de pleine lumiére, a tronc unique et a feuillesucpes fait partie des arbres de régions
tempérées possédant la croissance la plus rapaderfivalder, 1996). Cette caractéristique
fait du peuplier une plante pionniére jouant ure rélé dans la reconstitution des écosystemes
perturbés (Pregitzer et Friend, 199Bhpulus trichocarpanisqually qui fut le premier arbre
séquence, possede un génome diploide de 485 miltlenpaires de bases réparties sur 19
chromosomes (Tuskaet al, 2006). Son génome a ainsi une taille semblabteli@ du
génome du riz, mais 4 fois plus importante queaaibetdu génome drabidopsis thaliana
Ce ligneux généralement dioigue peut se multiglieprintemps par reproduction sexuée dés
'age de 5-6 ans. Le peuplier est également corowr ga capacité a se multiplier par
régénération végétativda la production de rejets de souches. Ce phénomamguit a la
production de colonies clonales dont la plus coresidPando, une colonie de peupliers faux-
trembles s’étendant sur 43 hectares dans I'étatald;Ua l'ouest des Etats-Unis (Tropico,
2013).

Le genrePopulusregroupe une trentaine d'espéces appartenant famdle des
Salicacées. Les différentes especes de peupliedmstribuées en six sections biologiques en
fonction de leurs caractéristiques morphologiquesé@logiques (Eckenwalder, 1996 ;
Figure 16). Les sections Aigeros, Tacahamac®&epulussont celles qui contiennent le plus
d’espéeces. La section Aigeros comprend notamrRepulusdeltoides(Peuplier deltoide) et
Populus nigra(peuplier noir), la section Tacahamaca contilopulus trichocarpgpeuplier
baumier) et la sectioRopulusintégrePopulus alba(peuplier blanc) ePopulus tremulgle
tremble). Les phénomenes d’hybridation interspgadi sont communs entre espéces d’une
méme section botanique, mais aussi possibles estr@nes especes de sections différentes ;
notamment celles des sections Aigeiros, Tacamadtadocaucoides (Cagelli et Lefévre, 1995).
Certains croisements sont toutefois impossiblesnceopulus albalL. x Populus nigralL.,

d’autres sont unidirectionnels comniopulus deltoides (?) x P. nigra (&) dont le
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croisement a généré des hybrides figscanadensiganciennement P. euramericana)
comme ‘Serotina’, ‘Robusta’ ou encore ‘I-214’(Mige@®009).

Les différentes espéces de peupliers et leurs dgbrassociés possedent des aires de
répartition spécifiquesP. deltoideset P. trichocarpa sont, par exemple, essentiellement
retrouvés en Amérique du nord alors dRienigra et P. tremulasont principalement situés
autour de la Méditerranée.

En France, le peuplier fait partie intégrante dyspge. A I'état naturel, on retrouve
principalement le peuplier blan®.( albg, le peuplier trembleRopulus tremulal.) et le
peuplier noir P. nigra). Le peuplier noir est parmi les trois espéceqlles représentée en
France notamment au niveau des cours d’eau. Ldipebpanc est retrouvé principalement
dans les vallées méditerranéennes mais égalemtrigedu Rhone et du Rhin. Le peuplier
tremble est un peuplier de type forestier présansda majorité des massifs francais.

Cependant, le peuplier est également cultivé dasspeupleraies qui rassemblent,
dans la majorité des cas, des especes dediéespidaction de bois. Du fait de son
importante biomasse et de la nature méme de sa&n leopeuplier est en effet une espéce
d’intérét industriel tres répandue. Son bois eglisét dans l'industrie du sciage et du
déroulage (emballages légers, contre-plaqués)| gires dans l'industrie des panneaux de
process (fibres et agglomeérés) et de la pate @&pdm France est un acteur mondial majeur
de la production de bois de peuplier avec 22 miflide m de bois sur pied et 1,5 millions de
m® de bois récolté par an (Dickmann & Kuzovkina 2008)mportance industrielle et
économique du peuplier suscite d’intenses recherabhadémiques et privées dans le monde
entier. De nombreuses études sont menées surnation et la qualité du bois, sur les
mécanismes d’adaptation a I'environnement et sunmlécanismes de résistance mis en place
par le peuplier face aux stress biotiques et apies. Ainsi, le peuplier est devenu la
référence des especes ligneuses et le modéle d'daidombreux laboratoires (Bradsheiw
al., 2000 ; Taylor, 2002). Des croisements génétiqueségalement été réalisés afin de
produire des cultivars hybrides satisfaisant lesolves des sylviculteurs (vigueur, résistance
aux maladies) et des industriels (qualité du boisLa)plupart de ces hybrides sont issus des
croisements entre deux espéeces nord-américametelfoides< Populus trichocarpdorr. &
Gray ; peupliers interaméricains) ou entre une @spéord-américaine et une espéce

eurasiatiqueR. deltoideg?) x P. nigra (&) ; peupliers euraméricains).
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1. Les atouts du peuplier pour la phytoextraction

Les avantages du peuplier pour le processus deg@ttyaction se situent a différents
niveaux. Ses caractéristiques physio-morphologiquesstituent des avantages indéniables.
En effet, son systéme racinaire développé permebdadler I'expansion de la pollution en
limitant le phénomene de lixiviation des ETM etrietransferts vers des cours d’eau et des
nappes phréatiques environnants. Il permet ausssdrption efficace des ETM pouvant se
situer a une profondeur de plus de deux metrez€Bzti Tercé, 2002). Bien que ne possédant
pas les capacités d'absorption des especes hyperalatrices, il fait partie des ligneux
possédant les plus fortes concentrations en méfslireon et al, 2009). De plus, son
importante biomasse et sa croissance rapide lmgteent une accumulation brute d’ETM
d’autant plus conséquente. Des études ont égalemienén évidence qu’'une augmentation
par 10 de la concentration en ETM dans le sol e&# généralement pas sa croissance
(Projet PHYTOPOP ; Laureysems al, 2004). De plus, sa capacité a produire des r@jets
partir de souches permet son exploitation intendiaes des taillis a courte ou trés courte
rotation qui constitue une pratique culturale déjae en place pour augmenter la production
de biomasse a valorisation bioénergétique (Macpherk995). Enfin, son aire de répartition
naturelle importante a travers tout I'hémispherednet sa capacité d’acclimatation sont
€galement des atouts non négligeables permettantesploitation dans de nombreuses

régions du monde.

Un autre atout du peuplier réside dans ses implitaitéconomiques et notamment
I'existence d’'une filiere bioénergique. Dans le teote actuel de soutien au développement
des bioénergies et a la lutte contre l'effet deesdia production d’énergie thermique par
incinération constitue un débouché pour la biomé&see des cultures de peupliers utilisées
pour la phytoremédiation. En effet, des expérintéria menées avec de la biomasse chargée
en polluants métalliques démontrent que son uiiisadans des chaudieres industrielles
classiques est techniquement possible a condittomeltre en place une filtration efficace
garantissant des émissions inférieures a 20-30 angsperes/Nrh(Chalotet al, 2013). Les
cultures a vocation bioénergétigues sont souveitiquées du fait qu’elles rentrent
directement en compétition pour les sols agricalesc les cultures d’'intérét agroalimentaire.
Cultivés sur des sites pollués, ces peupliers ptéset 'avantage de tirer des profits de

surfaces non utilisables pour I'agriculture.
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Enfin, un autre avantage de l'utilisation du peempfpour la phytoextraction est qu'il
est utilisé comme modele de ligneux dans de nomdedoratoires de recherche a travers le
monde. Ainsi, on dispose pour cet arbre de conmaies et de nombreux outils non
disponibles chez les autres espéces susceptibéte ditilisées pour la phytoextraction.
L’importante diversité génétique rencontrée au seigenrePopulusest accompagnée d’'une
variabilité¢ dans l'accumulation et la tolérance amétaux rendant possible des études
génétiques basées sur les capacités de phytoextralets ETM (Laureysenst al, 2004 ;
Zacchiniet al, 2009 ; Migeoret al, 2012). Des cartes génétiques ont ainsi été éabarthez
difféerentes espeéces de peuplier permettant la itat@n de loci dintérét pour la
phytoextraction (Taylor, 2002). Ainsi, Indudt al, (2012) ont récemment identifié des
Quantitative Trait Loci (QTL) liés a la tolérance €d chez le peuplier. L’identification de
telles zones chromosomiques pourrait ainsi permétibtention de peupliers efficaces pour
la phytoextractionvia une sélection assistée par marqueurs. De plusstilenvisageable
d’améliorer les capacités de phytoextraction duppeu par génie géneétique. En effet, la
transformation paAgrobacteriuma été mise au point chez le peuplier et permejuethques
mois la production par micro-propagation de nombreansformants stables (Fillatt al,
1987 ; Hawkinset al, 2003). De plus, d’abondantes données génomicquasdssponibles
chez le peuplier qui fut le premier arbre intégredat séquencé. Outre sa séquence
génomique complete et annotée (http://genome.jopq@gPoptrl/Poptrl.home.html ;Tuskan
et al, 2006), une carte physique associée a une coltecte BAC (Bacterial Articifial
Chromosome) a été réalisée (Kelletatr al, 2007). De nombreuses ESTs (Expressed
Sequence Tag) accessibles a partir du Nationale€Cémt Biotechnology Information (NCBI,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/index.htjréont disponibles pour différentes espéces de

peupliers. Enfin, des mesures d’expression paraaicay en fonction de I'age des feuilles
(Anderssoret al, 2004), en fonction des tissus, des organes gadements (Wilkinst al,

2009), notamment par le Cd (Induet al, 2012), ont été réalisées chez le peuplier.
L’ensemble de ces informations représente un amuosidérable pour I'étude de la diversité

génétique du peuplier et 'amélioration de ses ciéd@gmde phytoextraction.
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2. Les faiblesses du peuplier pour la phytoextraction

Bien que les quelques études réalisées jusqu’atemaint aient révélé un potentiel
d’accumulation de Cd et de Zn semblable a celuisdule chez le peuplier, elles ont
également mis en évidence d’importantes variatenmtse cultivars en terme de tolérance et
d’accumulation de métaux (Robinsenal, 2000 ; Laureysenst al, 2004 ; Mertenst al,
2004 ; Sebastiarat al, 2004 ; Changt al, 2005 ; Unterbrunnest al, 2007 ; Domingueet
al., 2008 ; Vandecasteett al, 2008 ; Castiglionet al, 2009). Cette observation rend donc
nécessaire une étude approfondie visant a déterrténgénotype le plus adapté pour la
dépollution d’'un sol donné. Par ailleurs, plusieétsdes indépendantes ont montré que les
ETM sont préférentiellement accumulés au niveaufeig@iies du peuplier (Drewt al, 1987
; Mertens et al., 2004 ; Projet PHYTOPOP ; Domirmeeal, 2008). Le peuplier étant un
arbre a feuille caduque, I'accumulation d’'ETM da®s$ organe provoque un retour au sol,
limitant le processus de phytoextraction. Cecidéstitant plus vrai que les concentrations en
ETM les plus importantes sont observées au nivessl fduilles sénescentes (Dinelli et
Lombini, 1996 ; Laureysenst al, 2004). De plus, malgré des variations entre s, il a
été rapporté que le bois constitue I'un des tigmssédant les plus faibles concentrations en
ETM (Laureysenset al, 2004 ; Unterbrunneet al, 2007). Il est vraisemblable que le
drainage des métaux vers les feuilleéa le flux de transpiration limite I'accumulation de
métaux dans la biomasse pérenne récoltée. Danbjectibde phytoremediation, il apparait
donc nécessaire d'identifier, de sélectionner oucdeer des peupliers accumulant un
maximum de métaux dans les tissus pérennes, acaoimud minimum de métaux dans les
feuilles ou remobilisant efficacement les métausg tdriilles vers le bois avant leur chute en

automne.
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Cette thése a pour but d'apporter des connaissaraassaires a I'amélioration de
I'efficacité de phytoextraction des métaux par &uplier. Ce processus est principalement
régi par trois composantes que sont I'absorptiannaare, la remobilisation a partir des
feuilles sénescentes et 'accumulation dans leseggoérennes. Au vue des résultats obtenus
lors de précédents travaux, il est apparu essatiéildier le devenir des métaux présent dans
les feuilles de peuplier au cours de la sénescauntmmnale pour limiter le retour au sol des
métaux lors de la chute des feuilles. Cette thées®rae pour objectif I'exploration de la
variabilité génétique naturelle dans I'accumulatatria remobilisation des ETM des feuilles
chez le peuplier et I'analyse de mécanismes maéesl| potentiellement impliqués dans le

contrble et/ou la remobilisation des métaux deslésu

La premiére partie de cette these présente unee @talisée au champ, visant a
identifier des génotypes de peuplier chez lesdeaistour au sol des métaux lors de la chute
des feuilles est limité soit par la remobilisat@mtomnale soit par une accumulation foliaire
plus faible. Cette étude tire avantage de la perexipérimentale mise en place a Pierrelaye
en 2007 lors du projet ANR PHYTOPOP. Outre les eotrations en métaux des feuilles,
I'expression de génes potentiellement impliquéssdin remobilisation des métaux des
feuilles a été mesurée chez 14 cultivars de pauple travers d’analyses biostatistiques,
cette étude apporte de nouvelles informations coace la gestion des métaux des feuilles de

peupliers notamment pendant de la sénescence.

Au cours de la seconde partie de cette these, ractéaisation de protéines de
transport supposées jouer un role dans le congtdtel la remobilisation des métaux des
feuilles de peuplier a été réalisée. Au vue defilprdexpression obtenus au cours de I'étude
réalisé au champs, quatre des six membres de ldlefaRRAMP de peuplier dont les
homologues cheA. thalianasont impliqués dans le transport de Mn, Fe, ZBa&({Thomine
et al, 2000 ; Thominest al, 2003 ; Lanquaet al, 2004 ; Cailliatteet al, 2009 ; Cailliattest
al., 2010) ont été étudiés par expression en levemeprotoplastes et cheXrabidopsis
thaliana Cette étude a principalement porté sur le coltRAMP3.1 et PINRAMP3.2,
homologues d’AtNRAMP3 et d’AtNRAMP4 qui représerttede bons candidats a la
remobilisation des métaux au cours de la séneseranecarpique chez cetfe thaliana En

effet des études précédentes ont mise en évidésomsroles dans le déstockage du Fe, du
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Mn, du Zn et du Cd a partir de la vacuole. Cesawavont ainsi permis de déterminer, les
capacités de transport, la localisation subcelielat les roles joués par ces protéines dans

'homéostasie des métaux.

Dans une troisieme partie, une étude visant a ifdentchez les NRAMP, des
déterminants structuraux permettant de discrimiasrmétaux essentiels des métaux non-
essentiels a été entreprise. Cette étude, inidé®pnald Oomen, a été réalisée sur la protéine
tonoplastique NRAMP4 ®&rabidopsis thaliana Un crible génétique de mutants
d’AtNRAMP4 exprimés chez la levure a permis d’idéet des déterminants structuraux
indispensables au transport du Cd et du Zn chde gebtéine. Mon travail a permis de
montrer que le role d’'un de ces déterminants essarwé chez les NRAMP de différents

regnes et d’étudier 'impact de ces mutations aeau de la plante.

Enfin, cette theése a exploré le role de l'autopbagin mécanisme cellulaire de
recyclage des nutriments, dans la remobilisatio rdétaux foliaires lors de la sénescence
chezA. thaliana Un travail récent a montré que ce mécanisme @lenta remobilisation de
I'azote des feuilles vers les graines au couradehescence ch@zabidopsis(Guiboileauet
al., 2012). Nous avons testé I'hypothese que l'autgighaourrait étre impliquée plus
généralement dans la remobilisation de I'ensemétediéments et notemment des métaux. A
travers des études de contenus en métaux et depiagas isotopiques réalisés sur des
mutants dArabidopsisdéficients pour le mécanisme d’autophagie, ceatta permis de
mettre en évidence un réle clef de I'autophagiesdanmemobilisation des métaux a partir des

feuilles sénescentes.
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Figure 17 : Parcelle expérimentale de Pierrelaye.

(a) Carte localisant la parcelle expérimentale de Pierrelaye au niveau de la zone
ayant été soumise a un siécle d'irrigation par les eaux usées de la ville de Paris
(source SIAAP). (b) Photo aérienne de la parcelle de Pierrelaye avant la mise en
place du dispositif expérimental.

Tableau IV : Génotypes de peuplier implantés sur la parcelle expérimentale
de Pierrelaye. D : P. deltoides ; DN : P.deltoides x P. nigra ; T : P. trichocarpa ;
TM : P. trichocarpa x P. maximowiczii.

Nom du clone Espéce Section Sexe Pays
Bakan ™ Tacahamaca | Male Belgique
Fritzi Pauley T Tacahamaca | Femelle | Belgique
Muur DN Aigeiros Méle Belgique
Skado ™ Tacahamaca | Femelle | Belgique
Trichobel T Tacahamaca | Male Belgique
Vesten DN Aigeiros Femelle | Belgique
Dvina D Aigeiros Male Italie
-214 DN Aigeiros Femelle | Italie
Lena D Aigeiros Male Italie
Soligo DN Aigeiros Méle Italie
Triplo DN Aigeiros Male Italie
Dorskamp DN Aigeiros Méle Pays-Bas
Flevo DN Aigeiros Male Pays-Bas
Koster DN Aigeiros Méle Pays-Bas
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Dans cette partie ne seront détaillés que les ral@t méthodes non décrits dans les

guatre manuscrits présentes ci-apres.

|. Matériels biologiques

A) Dispositif expérimental de Pierrelaye

Dans le but détudier I'évolution du contenu en awgt folaires et I'expression de
géenes chez différents génotypes de peupliers,apuositif expérimental implanté au cours du
projet ANR PHYTOPOP au niveau de la plaine de PBiaye-Bessancourt a été utilisé
(Figure 17 et Tableau IV). Les plancons de peupliers ont été plantés eih 2007 suivant
une densité de 1000 tigehaorrespondant & un taillis & courte rotation. latip du
dispositif experimental que nous avons utilisée m@nd 14 génotypes de peupliers différents
répartis en 14 blocs contenant chacun 49 arliigmie 18 et Tableau V). Les feuilles de
chaque génotype ont été récoltées régulieremedéldourrement jusqu’a la chute des feuilles
en 2011 et en 2012. L’échantillonage et les méthatke suivi d’expression de gene, de
dosage de métaux et de détermination du SPAD isdex présentés dans le « material et
methods » du manuscrit « Control of poplar leaf ahetontent with a perspective on

phytoremediation : natural variations and mechasismrésenté dans le chapitre 1l1.

B) Souches de levure

Dans le but de procéder a la caractérisation fonoglle des NRAMP, différentes
souches mutantes de levure ont été utilisées éfpsésentées dans Tableau V. La souche
INVScl (rp-, leu-, his) commercialisée par Invitrogen a également été sagli afin

d’effectuer des tests de sensibilité au cadmium.
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Figure 18 : Parcelle expérimentale de Pierrelaye et ses 14 génotypes de peuplier.

(a) Photo du site expérimental de Pierrelaye présentant les génotypes Lena, Bakan
et Vesten. (b) Schéma illustrant le I'organisation de la parcelle qui est constituée de
14 placettes contenant chacune 49 arbres d’'un méme génotype.

Tableau V : Souches de levure (Saccharomyces cerevisiae) mutantes utilisées pour des tests de
complémentation.

Souche Génotype Localisation Métal Référence
transporté

W303-Ib MATa his3 ade2 leu2 trpl ura3 Membrane Mn Supeket al., 1996

smfl smfl::URA3 ura3:: TRP1 plasmique Cohenet al., 2000

smf2 MATa his3 ade2 leu2 trpl ura3 Compartiment Mn Cohenet al., 2000
smf2::URA3 ura3::TRP1 intracellulaire

DEY1453 | MATa ade2 canl his3 leu2 trpl ura3 Membrane Fe Eideet al.,1996a;b

fet3fet4 fet3-2::HIS3 fetd-1:: LEU2 plasmique

ZHY3 MATa ade6 canl his3 leu2 trpl ura3 Membrane Zn Zhao et Eide, 1996

ztlzt2 Ztl:LEU2 Zrt2:: HIS3 plasmique
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C) Mutants nramp d’Arabidopsis thaliana

Afin de tester si certain NRAMP de peuplier peuves# substituer a ceux
d’Arabidopsis thaliangChapitre V), les mutantsrampl-1 nramp2-1et le double mutant
nramp3nramp4d’Arabidopsis thalianaColombia 0 ont été transformés avec les NRAMP de
peuplier suivant le protocole modifié de CloughQ2p

Les mutants homozygotes d’insertion d’ADN-firampl-1 (SALK 053236) et
nramp2-1 (lignée SALK, non répertoriee)nramp3-2 (SALK 023049) et nramp4-2
(SALK_085986) dArabidopsis thalianaColombia 0 ont précédemment été isolés de la
collection d’ADN-T SALK (ttp://signal.salk.edyifAlonsoet al, 1999 ; Alonscet al, 2003).

Les mutantsirampl.letnramp2.1 préecédemment caractérisés (Cailliatte, 2008 lji&te et

al., 2010), ont été fournis par Catherine Curie (BPN¥Rntpellier). Le double mutant
nramp3nramp4 d’Arabidopsis thaliana Colombia 0 a précédemment été réalisé par
croisement des simples mutants d’insertion (Moéihal, 2013)

Dans le but de tester les effets de la modificatiensélectivite d’AINRAMP4 en
plantes (Chapitre V), le double mutamamp3nramp4d’Arabidopsis thalianaWassilewskija
a été transformé par les différentes versions rsuti@ece transporteur suivant le protocole
modifié de Clough (2005). Ce double mutant a préoédent été réalisé par croisement des
simples mutants d’insertion d’ADN-firamp3-1(Thomineet al, 2000 ; Thomineet al,
2003) etnramp4-1(Lanquaret al, 2005).

Le génotypage de ces mutants a été réalisé a lt@deamorces présentées dans le
Tableau VI.

D) Mutants et lignées ARNi d’autophagies

Ces lignées gentiment fournies par Céline Mascaubresse sont présentées dans le
« Material et methods » du manuscrit « Autophagytrods Iron Use Efficiency » (Chapitre
V).
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Tableau VI : Amorces utilisées pour le génotypage des mutants nramp d’Arabidopsis thaliana

mutant concerné

Nom de I'amorce

Séquence

nrampl.1 (Col)

NR1RP

5-CCCATGATTAAACCACCAATG-3

NR1LP 5-TCTCGCACTTCAAAAATACGG -3’

AINR2RP 5'-CATACCTAGCCCAAGTAGGATACTC-3'
nramp2.1 (Col)

AINR2LP 5'-CACTAAATATTCACTTAACTAAAAATCCTC-3’

nramp3-2 (Col)

At29g23150_fwl

5-TGTCCCAGAAAAACAAACAAAAC-3’

At2g23150_revl

5-TCCTGATTCCAACAAAAAGACC-3’

nramp4-2 (Col)

At5g67330_fwl

5-AGTCGTCACTTTAGTCGCAGC-3’

At5g67330_revl

5-TAAAACGACTTGGCAAACACC-3’

nramp3-1 (WS)

N3 Exon3 Fwd

5-GAAATACCGAGTCCAAGAAGC-3’

N3 3'UTR Rev 5-TCTCGTCTCTGGGACCTAACT-3’
NR4I2F 5-TTTGGTCAGACGAAACCCAGT-3’

nramp4-1 (WS) -
JL202 5-CATTTTATAATAACGCTGCGGACATCTAC-3

Stade végétatif

Stade reproductif

A A
Plantes poussant sur sable/perlite arrosées avec une {7
solution de Hoagland modifié 24
I Jours courts o \ )/
Jours longs Remobilisation du Fe i
. ~ Des feuilles vers les graines 4
4 57 "7 ) Voo
%%, 4 marquage au >'Fe § Alimentation en Fe Ml
| mimentiondnre  § Recoltes
0 JAS 52-54 JAS 68 JAS Deficience en Fe
78 JAS 140 JAS
Figure 19 : Schéma illustrant I'expérience mise en place pour déterminer

I'efficacité de remobilisation du Fe en utilisant le 57Fe.

Les graines ont été semées directement en pots de sable/perlite (1/1). Les plantes
se sont développées en jours courts pendant 68 jours aprés semi (JAS) avant
d'étre transférées en jours longs. Les plantes ont été arrosées trois fois par
semaines pendant deux heures avec une solution de Hoagland modifiée contenant
10 uM de FeHBED. Aprés 4 jours sans arrosage les plantes ont été arrosées
pendant 24h avec une solution marquée de Hoagland modifié contenant 10 uM de
5TFeHBED (enrichi a 96,28%) a 52 et 54 JAS. Suite a ces deux marquages les
plantes et le substrat ont été soigneusement lavés quatre fois avec de I'eau MilliQ
and une fois a l'aide d'une solution de Hoagland modifié contenant 10uM de
FeHBED non marqué afin de retirer le >’FeHBED non absorbé par les plantes. Les
plantes ont ensuite été a nouveau arrosées régulierement avec la solution de
Hoagland modifié contenant 10UM de FeHBED non marqué. Aprés l'apparition
des premiéres fleurs (78JAS) la moitié des plantes ont été placées en condition de
limitation en fer (absence de FeHBED+ 20 uM of ferrozine ) alors que I'autre moitié
a été maintenue en condition contréle jusqu'a la fin de leur cycle de
développement. Une fois les plantes séches, leurs feuilles, leurs hampes florales,
leur siliques vides et leurs graines ont été récoltées séparément afin de déterminer
leur masse et leur concentration en 57Fe.
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[I. Méthodes

A) Conditions de culture

1. Culturein vitro

Les graines sont stérilisées a I'éthanol 75% came®,5% de SDS et stratifiées
pendant 3 jours (4°C, obscurité) avant d’étre mésgermer sur des boites de Pétri contenant
du milieu ABIS (voir la composition ednnexe Il), supplémenté en E#IBED ou en
MnSQy, ainsi que 0,5% de phytagel (-Fe/+Cd) ou 0,5% dg lavé (-Mn). Ces boites sont
placées verticalement en enceinte de culture (péoitmde 16h de lumiere, 8h d’obscurité,
21°C, 120uE.m%sY). La solution mére de F&HBED (10mM) est préparée en mélangeant du
FeCk et du HBED mole a mole mais avec un exces en HB&BY, de telle sorte que tous
les ions F& soient chélatés par le HBED.

Pour étudier I'effet de la carence en manganésdesuplantules (Chapitre 1V), les
graines sont semées sur un milieu ABIS contenaritadar M lavé (lavage de I'agar M en
Annexe 1), 20 uM Fe**HBED supplémenté avec 28V de MnSQ (+Mn) ou non (-Mn).
L’élongation des racines a été mesurée a 16 jqanssaemis. Les protocoles concernant les
études de carence en fer et d’ajout de cadmiumdsamits dans les « Material and methods »

des chapitres IV et V.

2. Culture pour marqguage isotopique

Pour étudier I'implication de I'autophagie danséanobilisation du Fe, un marquage
isotopique a été réalisé (Chaptitre VII). Les geairont été stérilisees a I'éthanol 75%
contenant 0,5% de SDS et stratifiées pendant 3 jRC, obscurité) avant d'étre semées
directement en pots de sable/perlite (1/1). Lestpkase sont développées en jours courts
pendant 68 jours aprés semi (JAS) avant d'étresfitades en jours long&igure 19). Les
plantes ont été arrosées trois fois par semainedapé deux heures avec une solution de
Hoagland modifiée contenant 10 uM de FeHBEDr{exe Il). Aprés 4 jours sans arrosage
les plantes ont été arrosées pendant 24h avecalm#os marquée de Haogland modifié
contenant 10 pM dé’FeHBED (enrichi & 96,28%) & 52 et 54 JAS. Suiteea deux

marquages les plantes et le substrat ont été s@gneent lavés quatre fois avec de 'eau
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MilliQ et une fois a 'aide d’'une solution de Hoagh modifié contenant 10 uM de Fe-HBED
non marqué afin de retirer {éFeHBED non absorbé par les plantes. Les plantesrmtite

été a nouveau arrosées régulierement avec la@oldé Hoagland modifiée contenant 10 uM
de FeHBED non marqué. Apres l'apparition des pressidleurs (78 JAS) la moitié des
plantes ont été placées en conditions de limitatiorfer (absence de FeHBED + 20 uM of
ferrozine) alors que l'autre moitié a été mainteeueconditions contréles jusqu’a la fin de
leur cycle de développement. Une fois les plantebes, leurs feuilles, leurs hampes florales,
leur siliques vides et leurs graines ont été réesltseéparément afin de déterminer leur masse

et leur concentration e¥Fe.

B) Techniques de biochimie

1. Extraction de protéines de feuilles et de racines

100 a 200 mg de matériel végétal sont broyés dd’de billes d’acier inoxydable (1
de diamétre 3 mm et 1 de diametre 5 mm) dans uolwibyeur (Retsch MM301) pendant 2
fois une minute a 25 Hz dans l'azote liquide. Gayht est repris dans 200 a 400 ul de tampon
d’extraction de protéineAQnexe Il). Le tout est bien homogénéiseé et placé sur une &
4°C pendant une trentaine de minutes. Aprés cagaifon a 10.000g, 5min, 4°C, le
surnagant est repris et sa concentration en pestéast déterminée par la méthode de
Bradford (1976).

2. Extraction des protéines de levures

Les levures ont été mises en culture pendant uitear80°C dans 10 ml de milieu
minimum sélectif SD Annexe Il). Aprés centrifugation (1800g, 2 min, 4°C), le atuést
placé dans I'azote liquide puis repris danuBale tampon d’extraction (Urée 8 M, EDTA 1
mM, Tris-HCI 50 mM, pH6.8p-mercaptoéthanol 5% [v/v]) et incubé pendant 5 ensb°C.

Un volume égal de billes de verre de diamétre 42Bu® (Glass beads, acid-washed,
SIGMA) est ajouté, et le tout est alternativemestangé au vortex pendant 30 s et chauffé a
65°C pendant 5min, deux fois de suite. Apres ceg@ition (5 min a 100009) les protéines du
surnageant sont dosées par méthode de Bradford di@re reprises dans le tampon de

Laemmli Annexe I1).
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3. Séparation des protéines par électrophoréese et erashlot

Les protéines reprises dans le tampon Leam@rinéxe Il) sont dénaturées a 95°C
pendant 5 min puis séparées sur gel d'acrylamit@a (Mini-PROTEAN TGX Precast Gels,
BIORAD). Pour chaque extrait, la méme quantité detgines est déposée sur le gel. La
migration est effectuée a 30mA/gel dans une cuvdecant du tampon d'électrophorése
(Annexe Il). Les protéines sont ensuite transférées sur wmhmane de nitrocellulose du kit
Trans-Blot Turbo Transfer Packs (BIORAD). Le tramsfest fait dans une cassette (Trans-
Blot turbo-transfer System, BIORAD), 3 min programiarbo. La membrane est saturée par
incubation pendant 1 heure a 37°C dans du tampd@TBAnnexe 1l) en présence de lait
écrémé 5% (w/v). La membrane est ensuite incubée nuit a 4°C sous agitation avec
I'anticorps anti-NRAMP4 (1/1000) dilué dans du TB3ait 1%. Apres 3 lavages de 5 min
dans du TBS-T, la membrane est incubée pendantufe e température ambiante avec
I'anticorps secondaire couplé a la péroxydase QDA Pour finir, 3 lavages sont effectués
dans du TBS-T. L'activité peroxydase est révélé@elgpdechnique de chimioluminescence
(ECL) suivant le protocole fourni par ECL Prime W&a Blotting Detection Reagent (GE
Healthcare) Le marqueur de taille moléculaire sgilest le Precision Plus Protein Standards,
All Blue (BIORAD).
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Chapitre 1l : Identification de génotypes de peuplers efficaces
pour la remobilisation des métaux au cours de la séscence
foliaire et recherche des genes associés

Bien que les précédentes études aient mis en @éddda nombreux avantages a
I'utilisation du peuplier pour la phytoextractioplusieurs caractéristiques meéritent encore
d’étre améliorées chez cet arbre. Une phytoextmacefficace suppose en effet, une
accumulation préférentielle des ETM dans les paréeoltables du peuplier, & savoir, le tronc
et les branches. Cependant les données actualiga@mt que le bois constitue I'un des tissus
possédant les plus faibles concentrations en ETAlitysen®t al, 2004 ; Unterbrunneet
al., 2007), alors qu'au contraire les feuilles en awgkent d'importantes concentrations
notamment au cours de la sénescence (Dinelli etbiriml996 ; Laureysenst al, 2004).
L’amélioration de I'efficacité de phytoextractiom gheuplier nécessite donc d’augmenter les
concentrations d’ETM dans les parties pérennesdliohinuer leur accumulation dans les
feuilles tout particulierement avant leur chute.uPaela les mécanismes moléculaires
impliqués dans les trois composantes « Absorptipartir du sol », « remobilisation a partir
des organes sénescents » et « accumulation auundesatissus pérennes » devront faire
I'objet d’études approfondies. En effet, I'obtemtidu peuplier idéal que ce soit par sélection
assistée par marqueurs ou par modification géretrgguiert I'identification des genes
responsables du phénotype désire.

Dans ce contexte, nous avons entrepris une étuditu visant a identifier parmi 14
génotypes de peupliers, des cultivars possédantiseifaible accumulation d’ETM dans les
feuilles soit une capacité a remobiliser les ETM deuilles au cours de la sénescence
automnale. Outre les concentrations en meétaux,piéssion de genes potentiellement
impliqués dans le contréle ou la remobilisation destaux des feuilles a également été
mesurée. A travers des études de corrélations tadalyses en composantes principales,

nous avons tenté de mieux comprendre la gestiomédesux des feuilles de peupliers.
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ABSTRACT

The possibility to use poplar to rehabilitate traeement polluted soils by
phytoextraction has been investigated for over @ade. Previous studies have shown that
poplar accumulates a significant amount of metals its leaves, which can limit
phytoextraction because of autumnal leaf abscisdiothis context, experiments have been
conducted in a metal contaminated field during jxears. We observed large differences in
senescent leaf metal concentrations among the ddtymes analyzed. During senescence,
significant apparent remobilization of leaf Mg wabserved, but no genotype robustly
remobilized trace elements, except for Cu. Corielatinalysis highlighted common leaf
metal management between Mg and Cu, between Clarms well as between Cd, Zn and
Mn suggesting the involvement of broad specifiditgnsporters or general non-specific
mechanisms. To investigate the molecular mechanisutdved in leaf metal management,
the expression of genes putatively involved in leaétal homeostasis and nutrient
remobilization was monitored. Gene expression etation and principal component
analyses (PCA) highlighted strong relationshipsween PtNRAMP2 PtHMAl and
PINRAMP3.1genes on one hand and betwddhAP, PtCP, PtHMA2and PtNRAMP3.2
genes, on the other hand. Genes in the same clastgmparticipate in common processes.
Interestingly, strong positive correlation spedflg betweenPtNRAMP lexpression and Zn
bio-concentration factor in leaves was observedeasiing an involvement of this transporter
in Zn accumulation in poplar leaves. Using metalaamtration and gene expression levels as
parameters, PCA allowed distinguishing poplar ggped showing distinct metal
management that could account for the well docuetkdiversity of metal concentration and

tolerance in the poplar genus.

Keywords: remobilization, zinc, cadmium, copper, manganese, NRAMP, HMA, NAP
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INTRODUCTION

During the last century, anthropic activities thghupower stations, heating systems,
metal-working industries, waste incinerators, urlaffic, cement factories and the use of
phosphate fertilizers have released trace metatstire environment leading to persistent
pollutions (Sanita di Toppi and Gabbrielli, 199R)has been proposed to use plants to extract
metals and clean up contaminated soils (Chaneyd 18&imaret al, 1995). The ideal plant
for this strategy called phytoextraction was fatsscribed by Punshon (1996), who suggested
to use fast growing plants with deep roots, ablgrtovn on nutrient poor soils and having
metal tolerance traits. Obviously, ideal plantsudticalso have high biomass production and
be able to accumulate significant metal concemingtin their harvestable parts ; moreover it
should be possible to valorize contaminated bionf{&smenset al, 2002 ; Pulford and
Watson, 2003). Although no plant that combinegshadke criteria has been described, the use
of trees, such as poplars, appeared to be an shitegestarting point, which could be
improved by selection and by genetic engineeringwéler, the improvement of poplar
phytoextraction efficiency requires extensive knedge of metal homeostasis in this tree.
What are the mechanisms for metal uptake in ragigribution and storage in the trunk,
branches and leaves? To date, little is known abwaitmolecular mechanisms controlling
metal homeostasis in poplar, while studies focusiypan hyperaccumulators species for
phytoextraction or on crop plants for biofortifiat.

Because poplar harvestable parts correspond tavtloel which can be safely and
profitably used for energy production (Chakidtal, 2012), optimal poplar phytoextraction
requires metal accumulation in the trunk and braacllthough, poplar displays relatively
high metal bio-concentration factors and translocaéfficiencies (Laureysenst al, 2004 ;
Dominguezet al, 2008), the lowest metal concentrations are faanntie wood (Laureysens
et al, 2004 ; Unterbrunneet al, 2007). In contrast, the highest metal concemnatiare
usually observed in senescing leaves (Detwl, 1987 ; Merten®t al, 2004 ; Domingueet
al., 2008), with significant differences between ggpes (Dinelli and Lombini, 1996 ;
Laureysenset al, 2004 ; Zacchiniet al, 2009). Thus, increasing poplar phytoextraction
efficiency requires not only to improve metal umakom soil but also to limit metal
accumulation in leaves and/or to enhance remohiizaf metals during leaf senescence.

This study aims to better understand leaf metaldastasis in deciduous trees and its
variation across the natural diversity, with emphas metal fate during the autumnal leaf
senescence. For this purpose metal concentratioleaves of 14 poplar genotypes growing

on a metal contaminated field were monitored duléaj development from emergence until
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abscission. The involvement of candidate genefiéencbntrol of leaf metal concentrations
was also investigated by monitoring their expressiand correlating it to metal
concentrations. Several putative metal transpogemes were selected based on poplar
transcriptomic data and functional knowledge aaglim others species. In addition, we
analyzed the expression of a NAC transcriptiondigavhose homologues in other species are
involved in leaf senescence and nutrient remoliibra Knowledge of metal fate during leaf
senescence should allow a better estimation oflithgation of poplar phytoextraction
efficiency related to leaf abscission. The undewditag of the molecular mechanisms in metal
homeostasis network will allow improvement of popfehytoextraction efficiency using

natural variation or/and genetic engineering.

MATERIAL AND METHODS

Experimental field and poplar genotypes

Poplars grew on an experimental field located erielaye, in the northwest suburban
area of Paris (France) where raw wastewaters econgaiminerals and organic matter have
been spread from 1899 to 2002. This irrigated sasally which was used for vegetable
production until 1970, accumulated significant amisuof noxious elements: its analysis
reveal a strong enrichment in organic matter, sgagncarbonates and trace elements in the
surface horizons (Deret al, 2006 ; Lamyet al, 2006). Poplars were planted in April 2007 at
a density of 1000 stems:haypical for a short rotation coppice. Poplar ggpes were
chosen for the PHYTOPOP project according to tharconcentration factors and to cover
poplar genetic diversity within the limits imposeg French regulation for poplar culture.
Each of the 14 genotypes is growing on an indep@nglet, containing 49 trees. Details on
genotypes are given ofsl Table |. Radiation, temperature, precipitation and evapo-
transpiration data were provided by Météo-Franca abint located at Acheres, which is

situated 10km south-west of the experimental fafl@ierrelaye Fig. 1).

Sampling

Leaf blades of 14 different genotypes were hardestegularly during leaf
development from April to October (2011) or Novem{®#012), i.e. until leaf abscission. For
each genotype, four trees were randomly selectede&ch of these clones, 8 leaves located
between 1.5 to 2.5 meters from the ground wereectt. A portion of each of these 8 leaf
blades was directly frozen together for subseq&N extractions. The rest of leaves were

washed in milliQ water, wiped and dried at 60°C3atays. Before metal measurement, equal
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leaf blade area was collected for each leaf usimpmrch. As for gene expression, metal
concentration measurements were performed on pddie eight samples coming from the

same tree.

Chlorophyll content/SPAD Index

Leaf chlorophyll content was monitored using a SP&ibrophyll meter (SPAD-502
Plus model, Konica Minolta, Japan), which measulea$ transmittance in two wavelength
regions (650 and 940 nm) of maximum light absorbabg chlorophyll a and b (Konica
Minolta Sensing Inc. 2003).

Metal concentration analysis

After weight measurement, dried samples were dégeist 2 ml of 70 % nitric acid in
a DigiBlock ED36 (LabTech, Italy) at 100°C for 1, 120°C for 6 hr and 80°C for 1 hr. After
dilution in trace metal-free water, the metal contef the samples was determined by atomic

absorption spectrometry using an AA240FS flame tspexeter (Agilent, USA).

Gene expression

Total RNA was extracted using RNeasy Plant Mini KQiagen) following the
manufacturer’s instructions. Buffer RLC was suppated with 10 mg/mL of PEG 6000 to
scavenge secondary compounds. Genomic DNA contéionisawere eliminated directly on
spin column using the RNase-Free DNase Set (QiageNA quality and quantity was
checked using nanodrop and agarose gel separatiowihg denaturation during 10min at
80°C. 5ug DNA-free RNA was used for reverse trapson by the SuperScript 1l First-
Strand synthesis kit (Invitrogen). Because spegfimers were designed on non conserved
areas including 5’UTR and 3'UTR, reverse transaipg were performed using random
hexamers, allowing comparison of expression betwedierent genes despite different
amplicon localizations on cDNAs. Gene-specific P@Rners were designed according to the
transcript sequences (size, about 200 bp ; meténgperature, 60°C) using OligoPerfect™

Designer littp://tools.lifetechnologies.comAll g-RT-PCR primers are listed fal Table II.

One-sixth of the cDNAs was used as template p §ePCR reactions performed on a Roche
LightCycler480 using Roche reagents, according e tmanufacturer's instructions
(http://'www.roche.com). For each poplar cultivarjmer specificity was confirmed by
analysis of the melting curves and sequencing @8R products. Relative transcript levels

were calculated relative t6F-1A, PP2AandUBC10 previously selected for poplar growing
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under Cd-stress (Basa al, 2009). For each poplar cultivar, primer amplifioa efficiencies
were determined using five standards from seriatidns of a pool including the 4 biological
repetitions used for gene expression (x2 techmigaétitions). Primer combinations had at
least 85% efficiency. Genes encoding NRAMP and HMansporters and PtCP were
previously identified (Couturiest al, 2010 ; Migeoret al, 2010). PtINAP (XP_0023150) was
identified based on protein sequence homology WitKAP/ANAC092 (CAA10955) from

Arabidopsis thaliana.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed using IBMSS Statistics 20 software (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA). Metal evolution (ME) dugnsenescence in poplar leaves was
calculated for each metal using the following etumat ME =[(metal concentrations
harvesimetal concentratioRarvest with max spap indeyX100] - 100. Pearson correlation analyses
were performed, considering significant correlatadr0.01 for metal correlation analysis and
both 0.01 and 0.05 for gene expression correlagioalysis. A factorial analysis using the
principal component analysis method (PCA) was edriout for each season in order to
classify the different genotypes according to th@&amcomponents of variability and the
different parameters. The components identifiedewepresented in a 3D-scatter plot to

visualize associations.

RESULTS

Poplar field experimentation yields reproduciblesués

The study was conducted on 14 poplar genotypesiggoan the metal contaminated
field of Pierrelaye located in the north-west ofiBauring two consecutive years (2011 and
2012). In a first step, data from the different gigpes was averaged in order to focus on
general patterns for each parameter. To monitdrdegelopment, the SPAD index, which
correlates with chlorophyll concentration, was nuead monthly Fig. 2). SPAD index
values followed a bell-shaped curve during bothrged&he rising phase (April-June)
corresponds to the first step of leaf developmemind which small pale green leaves grow
and become dark green. After reaching a plateaBPDSRdex decrease as a consequence of
chlorophyll degradation (August-November). Becaakmrophyll degradation is combined
with anthocyanin accumulation, the leaf color clesdrom dark green to yellow, red, or
orange (Hoch et al., 2001). Bell-shaped curves vodrgerved for both years with some

difference at the beginning of leaf development atdthe end of summer. The lower
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chlorophyll concentration observed during the fat&p of leaf development in 2012 could be
due to the lower precipitations and temperaturasnduvinter and the beginning of spring
(Fig. 1). In addition, compared to values obtained in 2ERAD index also decreased earlier
in 2012, indicating an earlier entry into seneseemtiich is difficult to explain based on
available environmental data.

The variation of dry weigh per unit area was alsmitored during leaf development
(Fig. 3). For both years, the dry weight per unit areatioowusly increases with leaf
development and a small decrease is observedgimtebleaf abscission. This decrease likely
reflects macro-nutrient remobilization during serexe (Pregitzeet al, 1990 ; Scherzest
al., 1998 ; Couturieet al, 2010). Although both years exhibit the same prpf surprising
difference of almost 1.5mg/cmz in dry weigh pertarea is observed between the two years.
This indicates that, leaf weight by area may chadgeending on the year and the
environmental conditions. To allow comparison betwéwo years, it is therefore preferable
to calculate metal concentrations relative to aa¢iaer than to weight. This way of expressing
metal concentrations also corrects for the genecatase and decrease of dry weight per unit
area during leaf growth and senescence, respectivel

Despite the differences in leaf development, altl&td metals exhibit similar pattern
between the two years of the study. This indic#tes the results obtained are reproducible
and of general relevanc€&ig. 4). Mean metal concentrations in leaves ranked ensime
order Mg>Zn>Mn=Fe>Cu>Cd as previously describedufegsenst al, 2004 ; Dominguez
et al, 2008 ; Lettenset al, 2011). Interestingly, similar patterns are obedryor several
metals. For instance, iron (Fe) and copper (Cu)meeacentrations decrease at the beginning
of leaf development and then, remain constant uhélleaf abscissionF({g. 4A and 4B).
Previous studies already report that the highestc@centrations are observed in young
leaves of poplar (Laureysers$ al, 2004 ; Lettenst al, 2011) and willow (Mertenst al,
2006). The decrease in Fe and Cu concentratiogscoreespond to the dilution of an initial
pool of metal during leaf expansion (Dinelli andnhloini, 1996). This could indicate that
most of Fe and Cu required for leaf throughoutrtdevelopment cycle is initially present at
the onset of leaf emergence. In contrast, mangafdag cadmium (Cd) and zinc (Zn)
concentrations regularly increase from leaf emeargeunntil the end of the summer. This
increase damps just before leaf abscissiog. 4C 4D and4E). These patterns were already
observed in previous work on poplar and willow kesyLaureysenst al, 2004 ; Mertengt
al., 2006 ; Lettenst al, 2011). Finally, magnesium (Mg) concentrationsikitha unique

profile, characterized by a significant decreast pefore leaf abscission after the beginning
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of the decline in the SPAD indekig. 4F and4Y). Taken together, these results suggest Mg
remobilization during leaf senescence but do nowstemobilization of ETM.

Poplar genotypes exhibit different metal concembreg in senescing leaves

To investigate natural variation of metal concetidres in senescing leaves, Cd and Zn
concentrations in the last leaf harvest before iabien were compared among poplar
genotypesKig. 5). Large variations in both Cd and Zn concentraiare observed between
genotypes. For example, taking into account the years, Cd and Zn concentrations are
about two times higher in Dorskamp compared to IZIHus, compared to Dorskamp,
accumulation of ETM in senescing leaves is limited214. This may be due to reduced
metal import in leaf during leaf development orBE&M remobilization during autumnal
senescence. Interestingly, the rankings of genstgpeording to their Cd concentrations or to
their Zn concentrations are very similar. Moreogures4D and4E show that Cd and Zn
concentration in poplar leaves exhibit the samé&patTogether, these data are in agreement
with previous studies showing positive correlatitlesween Cd and Zn foliar concentrations,
suggesting common mechanisms of uptake and storagdants (Migeonet al, 2009 ;
Lettenset al, 2011).

Leaf metals have different fates after autumnaéseence

The variability in metal concentration in senesdiegves between genotypésd. 5),
could be a consequence of variability in metal audation during leaf development or a
consequence of variability in metal remobilizatidaring autumnal leaf senescence among
genotypes. To discriminate between these two pdifisty we determined the relative
variation in leaf metal concentration during leanescence, or metal evolution (ME),
according to the following equation ME =[(metal centrationis; harvedimetal concentration
harvest with max sPAD indexX100] - 100. ME was calculated for all metals atidyenotypesKig. 6
and Supplemental Figure ). Despite considerable variations between yeadshaplogical
repetitions, three different patterns are clearigtinguishable. Mg consistently displays
negative ME values in all genotypes, meaning teat Mg concentration decreases during
senescence in all studied genotypes. This is ieesgent with the results shownfigure 4F
indicating Mg remobilization before leaf abscissign similar pattern is observed for Cu
concentrations Kig. 6, Supplemental figure 1. However, Cu remobilization is not
consistently observed in all genotypes. In contvath Mg, ME values for Mn and Fe are

highly variable depending of the year and the ggmat Finally, Cd and Zn consistently
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Fig. 6. Metal Evolution (ME) during senescence in poplar leaves.
Average of two independent repeats containing at least 4
biological repetitions performed on 2011 and 2012 on 9 poplar
genotypes growing on the Pierrelaye experimental field. ME was
determined according the following equation ME =[(metal
concentration jast harvest / metal concentration harvest with max SPAD index)
x 100 ] — 100. Error bars represent the SD (n=4).
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display positive ME values, meaning that their @nmiations continue to increase until leaf
abscission in almost all genotypes. Thus, whereak Mg is robustly remobilized during
autumnal senescence, ETM accumulation in leavesinc@s until abscission (Ernst and
W.H.O., 1993). In addition to Mg, previous studstmwed that poplar also remobilizes about
80% of leaf nitrogen (Scherzet al, 1998 ; Couturieet al, 2010). Besides, previous work
performed inArabidopsis thalianashowed that about 50 % of Zn is remobilized fleaves
during the monocarpic senescence (Himelblau andsikroa2001). Thus, depending on the
nutrient and the species considered and therefi@ednescence type, different mechanisms

may be involved which would account for the diffezes in nutrient management.

Pearson’s correlation highlights relationships beem metals and specificities among
genotypes

To further explore the relationships between metaisrelations between leaf metal
concentrations measured during all leaf developraerit4 poplar genotypes in 2011 and in 9
poplar genotypes in 2012 were determined by cdiogl@earson’s correlation factorsidg.
7). Pooling all genotypes together, the same cdroelaliiagrams were obtained from samples
harvested in 2011 and in 2012 supporting the rolasst of the resultsig. 7A). Significant
(p<0.01) correlations were found between Zn andRe¢2011= 0,679, R2p2012=0,731), Cd
and Mn (R%p2011= 0,457, R?p2012= 0,591), Mn and&p2011= 0,486, R2p2012= 0,425),
Mg and Cu (R?p2011= 0,453, R?p2012= 0,467) and i@uFe (R?p2011= 0,606, R2p2012=
0,517) Fig 7A). Pooling together all metal concentrations oladim 2011 and 2012 from 9
poplar genotypes previously selected, some diffegem correlations were observed between
seasons: whereas Mn is not correlated to any otle¢al in the spring, it becomes connected
to Zn and Cd in autumn. These results indicate giéann metal management during leaf
developmentKig 7B). Metal correlations were then investigated sepéydor each genotype
(Fig 7C). Specific correlation diagrams where obtaineddach genotypes. The correlation
between Cd and Zn was consistent across genotwteseas the correlations between Mn
and other elements exhibit high variability. Thassults suggest specificities in metal

management between different genotypes.
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Fig. 7. Metal correlation analyses. Pearson’s correlation analyses performed
from metal concentrations measured throughout leaf development on 14 poplar
genotypes in 2011 (A). Similar correlation diagrams were obtained using the 9
poplar genotypes studied in 2012. Analyses were then performed pooling data
from 2011 and 2012 on the 9 poplar genotypes studied on both years, splitting
spring (B) and autumn (C). Similarly, metal correlations were investigated for
each of the 9 genotypes, pooling data from 2011 and 2012 (d). Metal
concentrations (mg/cm?) were collected from leaves of poplar genotypes
growing on the experimental field of Pierrelaye. Only Pearson’s correlation
coefficient greater than 0.4 are represented. Full and dashed lines represent
positive and negative correlations significant at the 0.01 level, respectively.

. (ptnrAmP
3.2
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2

Fig. 8. Gene expression correlation analyses. Pearson’s correlation analysis of
gene expression measured in spring and autumn on 7 poplar genotypes (except
PtCP which was performed on 5 poplar genotypes). Solid lines represent significant
positive correlations and dashed lines represent significant negative correlations.
Thinner lines indicate significance at the 0.05 level and thicker lines indicate
significance at the 0.01 level.
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Pearson’s correlation between genes highlights ¢lugters with correlated expression levels

To investigate the involvement of molecular playerdeaf metal homeostasis, we
measured the expression levels of selected gengspiar leavesSupplemental figure 2.
The genes used for this analysis were selectedlmaséunctional knowledge acquired from
others species and on poplar transcriptomic dag.intluded genes encoding putativeZn
and Cd" transporters highly expressed or up-regulate@mescing leaves. Among the Heavy
Metal P-type ATPase (HMA) family, we focused BtHMA1 and PtHMAZ2, the only poplar
members in HMA family clusters | and II, which agenerally involved in Zfi/Cd*'/PK*
extrusion from the cytosol (Migeoet al, 2010).PtZIP4, one member of the ZRT-IRT-like
Protein (ZIP) family involved in influx to the cysol of a broad range of divalent metal
cations (including Zfi and Cd") was selected based on its strong up-regulatiomglleaf
senescence, according to microarray data (Gue2000 ; Migeoret al, 2010).PtNRAMP1
PINRAMP2 PtNRAMP3.1and PtNRAMP3.2genes from the Natural Resistance Associated
Macrophage Protein (NRAMP) family, which also traods a broad range of divalent metal
cations (including zfi and Cd"), were included in the analysis. More specifically
PINRAMP3.1 and PtNRAMP3.2 were selected as theestogpoplar homologues of
Arabidopsis thaliandAtNRAMP3 and AtNRAMP4 that mediate metal efflworfn vacuoles
the major site for metal storage and sequestratioplant cells (Lanquaet al, 2005 ;
Lanquaret al, 2010 ; Migeoret al, 2010 ; Molinset al, 2013). In addition, we monitored the
expression oPtNAP, the closest homologue of NAC genes that wereipusly described to
play an essential role in monocarpic senescendeots (Guo and Gan, 2006 ; Balaza@th
al., 2010 ; Breezeet al, 2011 ; Kouet al, 2012 ; Zhang and Gan, 2012) and in nutrient
remobilization during senescence in monocots (Uaiugl, 2006 ; Distelfeldet al, 2007 ;
Sperottoet al, 2009 ; Water®t al, 2009 ; Sperotte@t al, 2010).PtCP was included in the
analysis as a marker of leaf senescence. BeBitf& poplar transcriptomic analysis showed
up regulation oPtNRAMP3, PtHMARandPtZIP4in senescing leaves (Sjod#hal, 2009).

In order to highlight possible relationships betwéleese genes, Pearson correlations
were performed KHig. 8). Two correlated gene clusters are observed. VWigarson’s
correlation factors (R?p) of 0.915 (p<0.01) betwddhiMA1l and PtNRAMP2and 0.743
(p<0.01) betweerPtHMA1 and PtINRAMP3.1 PtHMA1, Pt PtNRAMP2and PtNRAMP3.1
constitute a highly correlated gene clustag(8). Moreover, the analysis of correlations also
underscores a possible link betweBINRAMP1 and PtINRAMP2 (R2p=0.507, p<0.01).
Finally a second correlated gene cluster contaiRit@P, PtNAP PtHMA2 and PtNRAMP3.2
was identified (R2p 0.350, p<0,01).
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Fig. 9. Expression of cysteine protease gene, a marker of the
senescent state (Bhalerao et al., 2003) in poplar leaves
before and during senescence. Analyses were performed by
g-RT-PCR on four biological replicates. Signal intensities
were normalized to the constitutively expressed poplar EF-1A,
PP2A and UBC10 genes previously selected for poplar
growing under Cd-stress (Basa et al., 2009). Error bars
represent the SD (n=4).

Table | : Rotated component matrix extracted by principal component analysis (PCA
method) showing the different eigenvalues for each component.

Components SPRING Components AUTUMN
1 2 3 4 1 2 3 4
PtNRAMP1 -0,198 | 0,399 | 0,82 | -0,006 | 0,782 | 0,372 | -0,074 | 0,023
PtNRAMP2 0,175 | 0,866 | 0,392 | 0,139 | 0,079 | 0,975 | 0,029 | -0,030

PtINRAMP3.1 -0,085 | 0,869 | -0,032 | -0,011 | -0,176 | 0,909 | 0,106 | -0,025
PtINRAMP3.2 0,329 | -0,333 | 0,642 | 0,304 | 0,340 | -,206 | 0,840 | 0,072

PtHMA1 0,055 | 0,911 | 0,311 | -0,002 | 0,255 | 0,934 | -0,051 | -0,037
PtHMA2 -0,028 | 0,019 | 0,281 | 0,848 | -0,204 | 0,007 | 0,771 | -0,139
PtCP 0,116 | -0,242 | 0,083 | 0,877 | -0,270 | 0,249 | 0,654 | 0,282
PtZIP4 -0,489 | -0,27 | 0,265 | -0,503 | -0,417 | -,326 | -0,290 | 0,656
Cu 0,885 | 0,072 | 0,216 0,1 0,551 | 0,035 | 0,228 | 0,711
Mn 0,432 | -0,341 | 0,066 | -0,666 | 0,828 | -,101 | -0,271 | 0,101
Fe 0,345 | 0,187 | 0,734 | 0,035 | 0,445 | 0,025 | 0,097 | 0,815
Cd 0,838 | 0,063 | 0,167 | 0,062 | 0,914 | 0,095 | 0,014 | 0,135
Zn 0,133 | 0,201 | 0,816 0,1 0,896 | -0,044 | 0,045 | -0,012

Mg 0,895 | -0,129 | 0,045 -0,2 0,884 | 0,007 | 0,009 | 0,383
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Principal Component Analysis highlights distincttaienanagement strategies among poplar
genotypes

A factorial analysis using the principal componemalysis method (PCA) was
performed combining metal concentrations and espraslevels of genes selected for their
putative involvement in leaf metal homeostasis. I¢sia was performed on two different
harvests ; the first one on “mature leaves” stageirfg) and the second one on “senescing
leaves” stage (autumnirigure 9 shows that the expression ©fsteine ProteasétCP), a
marker of leaf senescence (Bhalertoal, 2003 ; Couturieret al, 2010), was increased
between the two harvests in all genotypes. Thislrenfirms that, in all 7 genotypes
analyzed, leaves harvested in autumn had entenedcEnce.

Factorial analyses (PCA method) were applied todifierent relative parameters
(metal concentrations and gene expression) to ifgetose that accounted for the major
components of variability in mature (spring) andescing leaves (autumnjdble I, Fig.
10). PCA revealed 4 components that accounted f@%@nd 82.6% of the total variance in
spring and autumn, respectively. For each componleatcoefficients of each parameter on
the variance explanation are listedTiable I. During spring, PC1, which accounts for 21.8%
of the total explained variance, is mainly desdalibby Cu, Cd and Mg concentrations. PC2,
which accounts for 22.8% of the total explainediarace, is mainly led byPtNRAMP2
PINRAMP3.1and PtHMAL In PC3, which accounts for 19.8 % of the totaplained
variance,PtNRAMP1and Zn are the most important parameters. PC4chwhccounts for
16.9% of the total explained variance, is mainlgated byPtHMA2 and PtCP. During
autumn, PC1 records 33.7% of the total explainedamee and Mn, Cd, Zn and Mg
concentrations appear director parameters in tmsponent. PC2, which accounts for 21.3%
of the total explained variance, is mainly led PPNRAMP2 PINRAMP3.1and PtHMAL In
PC3 which accounts for 14.1 % of the total expldinariance PtINRAMP3.1land PtHMA2
are the main responsible of the explained variaB€sl which accounts for 13.4% of the total
explained variance is mainly led byZf®4 andFe. Hence, PC1 and PC2 are described by
similar parameters in spring and autumn consistétht Pearson’s correlation analyses, while
in contrast, PC3 and PC4 combine distinct paramétethe two harvests.

From the data obtained during spring, three grooipselative parameters can be
identified according to the eigenvalues by plottalgcomponents togetheFi¢. 10A). The
first cluster includes Mn, Cd, Cu and Mg conceitrad which correspond to the main
parameters of PC1. The second cluster incliRIBBRAMP3.1 PtHMAL1 andPtNRAMP2,i.e.
the mains parameters of PC2. Finally, the thirdstelu includesPtNRAMP1 PtZIP4,
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Fig. 10. Scatter plot of the three principal components obtained from PCA for each season.

Leaf metal concentrations and gene expression levels from 7 poplar genotypes in spring and autumn
harvests were used for PCA. Spring parameters according to the eigenvalues and classification of the
different genotypes with the explained variance percent for each component : 21.8% for PC1, 20.8 %
for PC2 and 19.8% for PC3 (A and B) . Autumn parameters according to the eigenvalues obtained and
classification for the different genotypes with the corresponding explained variance percent : 33.7% for
PC1, 21.35 % for PC2 and 14.06% for PC3 (C and D). The parameter coefficients of components
involved in variance explanation are listed inTable I.



Chapitre 11l : Identificatiomle peupliers efficaces pour la remobilisation etherche de génes associés

PtHMA2 PtNRAMP3.2PtCP, Zn and Fe, corresponding to the main paramefed?8 and
PC4 Fig. 10A). Although it appears difficult to associate gemets to each cluster of relative
parameters, the spring scatter plot reveals twteréiit groups Kig. 10B). The first one
contains all genotypes belonging to frecahamacaection (Bakan ; Skado ; Trichobel), the
second one contains all genotypes belonging toAllgeiros section (Lena ; Dorskamp ;
Vesten ; Soligo). This suggests that poplar gerextyfjpom distinct sections use distinct metal
management strategies during leaf developmentrestiagly, this organization is lost with
data obtained during autumrrig. 10C and 10D. While Bakan is still associated to
PINRAMP2 PINRAMP3.1 PtHMA1, Vesten is now associated @tCP and PtHMAZ2
DORSKAMP to PtNRAMP1.1and metals. However, the other genotypes includiega,
Soligo, Trichobel and Skado agglomerate at theecearitthe diagram, meaning that studied

parameters can not distinguish them in autumn.

DISCUSSION

Efficient phytoextraction by woody species requizesand Cd accumulation in trunk
and branches. However, in the case of poplar, pusvstudies have shown that metals,
instead, are mainly accumulated in senescing le@ves though significant differences were
observed between genotypes (Dinelli and LombinB61l9 Laureysen®t al, 2004). Metal
accumulation in leaves could lead to limitationpoiplar phytoextraction due to metal return
to soil following autumnal leaf abscission. In ti®rk we investigated the fate of some
elements in leaves across several poplar genofgpasing mainly on Zn and Cd. Through
gene expression analysis, we also tried to gain insights into leaf metal homeostasis in
order to explain the observed variability in metalnagement.

Metal accumulation and remobilization in poplar \es

Similar leaf metal profiles were observed during tiwo years of the study. This
indicates that, even though experiments were pagdrunder poorly controlled conditions in
the field, the results obtained were robust androeywible Fig. 4). Average metal
concentrations in all genotypes show highest Mnadd Cd concentrations at the end of leaf
development. This results is in agreement with ipres/reports showing that senescing leaves
accumulate more metals than mature and young leé@ewlli and Lombini, 1996 ;
Laureysenset al, 2004). However, large variations in leaf metahaantrations were
observed between genotypes just before leaf abmti§sg. 5). Such variability was already

uncovered for Cd translocation, Cd tolerance ancc@ttentrations in roots and leaves in a
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Sl Table | : Poplar genotypes growing on the experimental field of Pierrelaye

Name Species | Section Gender | Country
Bakan ™ Tacahamaca | Male Belgium
Fritzi Pauley | T Tacahamaca | Female | Belgium
Muur DN Aigeiros Male Belgium
Skado ™ Tacahamaca | Female | Belgium
Trichobel T Tacahamaca | Male Belgium
Vesten DN Aigeiros Female | Belgium
Dvina D Aigeiros Male Italy

1-214 DN Aigeiros Female | Italy

Lena D Aigeiros Male Italy

Soligo DN Aigeiros Male Italy

Triplo DN Aigeiros Male Italy
Dorskamp DN Aigeiros Male Netherlands
Flevo DN Aigeiros Male Netherlands
Koster DN Aigeiros Male Netherlands

D : P. deltoides; DN : P.deltoides x P. nigra; T :
P. trichocarpa ; TM : P. trichocarpa x P. maximowiczi.

Sl Table Il : Primers used for g-RT-PCR

Forward primers

Reverse primers

qUBC10 CCATATCCAAGGTATTGCTCTCC | CGTCTCATACTTGTTCCTGTGG
qPP2A TTCCTGATGTGCGACTGAAC CTCCAATGCCTATCCTCTGC
gEF1-a CACACCTGTCACATTGCTG ACCAGCATCACCGTTCTTCAG
gqPtNRAMP1 GCCAGCACTGGAAATAGGAG TTGTATTGCGCTCCTGACTG
gPtINRAMP2 ATGCAGATTCCTTTCGCACT CCGATCAGAAAGCCAAAGAG
gPtNRAMP3.1 TTGTAGCTGCCTTGGTGATG GATCGCTGGCAACAGAAACT
gPtNRAMP3.2 CAGACACCAGCCATCTTGAA CCCAGGACCAGTAAACAACC
qPtHMA1 AAACCACCACTCTCCGTCAC GTGGATCTGGGAGGATGAGA
qPtHMA2 ATCCTGTCTACACCGGTTGC CCGCCATAGGATGACTTGAT
qPtZIP4 GGTGAAATGATAACGCAGCA GGTGAAATGATAACGCAGCA
qPINAP TTCGTAACCAAGCCACATCC GCCTTCCAGTACCCTGACAC

gPtCP

AGTCACTGAGAAAGGCTGTGG

CCAAATGGATTGTTCTTGCTC
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previous report (Zacchiret al, 2009). In our study, Dvina and 1214 genotypepldis the
lowest metal concentrations in senescing leavesveder, from these results, it was not
possible to know if these lower concentrations lteétom a limitation in leaf metal
concentrations throughout leaf development or dytlare due metal remobilization during
autumnal senescence. Thus, metal remobilization twais, monitored for each genotype
using SPAD index as an indicator of leaf developialestage. While Mg and to a lesser
extend Cu were robustly remobilized in almost alhgtypes, concentrations of other metals
did not decrease significantly during leaf seneseeActually, for Cd and Zn which would
need to be remobilized in the context of phytoetiom, further accumulation was most
frequently observed during leaf senescence. Incdme of poplar growing on a metal
contaminated soil, the continuous accumulatiomaufed elements in senescing leaves could be
a strategy to exclude toxic metals from the treeubh leaf abscission. Thus, despite
variability among poplar genotypes, we found thet Mn, Zn and Cd are not remobilized
during the autumnal leaf senescence in agreemehtbhaureysen®t al. (2004). Similarly,
recent works performed on Prunus, Vitis and Capshowed that there is no remobilization
of micronutrients before leaf abscission in anyhase species (Skt al, 2011). In contrast,
poplar remobilizes nitrogen extremely efficientlsince 80% of the whole tree nitrogen
content is conserved during dormancy (Pregitzed.et1990). In aspen, Keskita&t al. also
report that 80% of total leaf nitrogen was remaedl during autumnal senescence (2005).
Indeed, during autumnal leaf senescence, therduaaional shift in leaf metabolism from
resource assimilation to resource remobilizatiod arport. Nitrogen-rich amino acids and
other mobile nutrients are transporteid the phloem from senescing leaves to perennial
tissues where they are used to synthesize prafdiintensteiner and Feller, 2002 ; Couturier
et al, 2010). Mg is mainly localized in chloroplasts rgeipart of chlorophylls. During
senescence, chlorophylls degradation release Mghwbould be remobilized before leaf
abscission (Zavaleta-mancexial, 1999). Thus, leaf macronutrients such as nitragehMg
could have a different fate compared to micronatsebecause of the establishment of
specific remobilization process in senescent leaesdinated with the formation of sink
strength in perennial tissues. It is likely thas thck of metal remobilization is in part due to

low metal sink strength in perennial tissues.
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Supplemental Figure 1.

Metal Evolution (ME) during senescence in poplar leaves. Average of at least 4 biological

repetitions performed on 2011 (left) and 2012 (right) on poplars growing in the Pierrelaye experimental field. ME was
determined according the following equation ME =[(metal concentration last harvest / metal concentration harvest with max

SPAD index ) x 100 ] — 100. Error bars represent the SD (n=4).
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Correlations between metal concentrations

Interestingly, similar patterns of leaf metal comications were observed between Zn,
Mn and Cd concentrations and also between Cu ancbReentrations. These observations
were then confirmed by Pearson correlation analySigs 7). Positive correlations between
Cd and Zn foliar concentrations in poplar were pesly reported (Migeoret al, 2009 ;
Lettenset al, 2011), indicating similar mechanisms of uptake/an storage in plants for
these two metals. As Cd and Zn share similar chanpioperties, the non essential element
Cd may use Zn uptake and distribution pathwayscitumulate inside the plant. Several
reports already showed that some Zn transportersable to transport Cd. For instance,
AtHMA2 and AtHMA4 areexpressed in vascular tissues where they load Zalba Cd into
the xylem (Hussairet al, 2004 ; Verretet al, 2004 ; Wong and Cobbett, 2009). These two
metal pumping ATPases, which are necessary for yfiplg to shoots, provide a major
contribution to Cd translocation iArabidopsis thalianaMoreover, it was shown that the
capacity of Cd and Zn accumulation of the hyperaudator Noccea caerulescenss
strongly associated tbiIMA4 expression (Lochlainret al, 2011 ; Craciunet al, 2012).
Besides, OsNRAMPS5 is essential for Mn uptake frahia rice, but also provides the major
pathway for Cd accumulation in this crop (Cailkaét al, 2010 ; Ishikaweet al, 2012 ;
Sasakiet al, 2012). In the same line, some transporters irabhin Fe uptake and
homeostasis allow Zn and Cd transport. This isctse forArabidopsis thalianatIRT1 and
AtNRAMP4, which mediate Fe uptake from soil and rRebilization from the vacuole
respectively (Vertet al, 2002 ; Lanquaet al, 2004). The broad substrate range of some
transporters may thus account for correlations mesebetween Cd and Mn, Zn and Mn and
Cd and Zn. Other correlations may be explained ibdibg of different metals to the same
chelator molecules, such as citrate or nicotiananiNvA) (Krameret al, 2007). For instance,
according to log stability constants and mutantymes NA should be mainly associated to Fe
and Cu (Von Wirénet al, 1999 ; Takahashét al, 2003), which can contribute to the
correlation observed between Fe and Cu. Finally,adid Cu display low chemical similarity
and no protein were reported to be able transpattt blements, yet their concentrations are
strongly correlated. In this case, the criticalesobf Cu and Mg in chloroplasts, Cu being
essential for plastocyanin activity and Mg for ablehyll function (Yruela, 2013), may
account for their correlated behaviors.
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Correlations between gene expression levels

Both PCA and gene correlations revealed strongtioalships betweerPtHMAL
PtPtNRAMP2and PtNRAMP3.1genes. Although, nothing is know ab@®tHMAL in poplar,
previous studies performed @mabidopsis thalianahowed that its homologue is localized in
the chloroplast envelope and plays a major roleCm transport into this organelle
(Seigneurin-Bernyet al, 2006). It was reported th&tHMAL could also participate in Zn
tolerance (Kimet al, 2009) and yeast expression showed it is in fale # transport a wide
range of metals including Ca, Cd, Zn and Cu (Morenal, 2008). AsHMA1, NRAMP2is
conserved between species (Migetral, 2010). BothAtNRAMP2asPtNRAMP2are able to
complement the yeasimf2 mutant which is impaired in Mn transport to mitoodria and
Golgi apparatus (Luk and Culotta, 2001 ; Cather@w&ie, com. pers This suggests a
function in metal distribution to intracellular @ugelles for PtNRAMP2. Similarly,
Arabidopsis thalianahomologues of PINRAMP3.1, AtNRAMP3 and AtNRAMP4 ree
shown to play a role in the transfer of essentiatats from the vacuole to the chloroplasts
(Lanquaret al, 2010 ; Molinset al, 2013). ThusPtHMA1, PtNRAMP2and PtINRAMP3.1
functions revolve around essential metal transfdn,(Cu) to intracellular organelles,
including chloroplasts, which could account for itheorrelated expression levels.
Accordingly, these genes are mainly expressed itumadeaves where photosynthesis takes
place and are not induced during poplar autummasseence (Sjodiat al, 2009).

Gene correlations also highlighted relationshipswben PtHMA2, PtNRAMP3.2
PtINAP and PtCP. PCA further supported relationships betw&HMA2 PtNRAMP3.2and
PtCP. PtINAP was not included in the PCA analysis because xfgession level was not
determined in Soligo and Lena genotypes. This skabuster, therefore includes both the
senescence markBPtCP in poplar (Bhalera@t al, 2003 ; Couturieet al, 2010) andPtNAP
the closest poplar homologue AINAP (ANAC092, which encodes a key regulator of leaf
senescence iArabidopsis thaliangGuo and Gan, 2006 ; Balazadehal, 2010 ; Breezet
al., 2011 ; Kouet al, 2012 ; Zhang and Gan, 2012). Thus, the two ajeeesPtHMAZ2 and
PINRAMP3.2 present in this cluster may also be associatedh Waf senescence. In
agreement, microarray analysis showed inductiothe$e genes, especiaPfHMA?2 during
senescence (Sjodat al, 2009).PtNRAMP3.2s homologous t&tNRAMP3andAtNRAMP4
which were shown to mediate metal release from alasuin Arabidopsis thaliangLanquar
et al, 2005 ; Oomert al, 2009 ; Lanquaet al, 2010). Interestingly, previous transcriptomic
analyses also showed induction AINRAMP3in leaves during monocarpic senescence
(Breezeet al, 2011).PtHMAZ2 is homologous t&AtHMA2 and AtHMA4, which are involved
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in Cd and Zn extrusion from the cytosol to the dasipin Arabidopsis thaliangHussainet
al., 2004 ; Verretet al, 2004 ; Migeonet al, 2010). Based on the functions of their
homologues, it is tempting to speculate that PINFIS\M2 and PtHMAZ2 act in concert to
release Zn and Cd from leaf cells during senescédticeever, Zn and Cd accumulation in
leaves continues until leaf abscission. Alterndgiv®tHMAZ2, which clusters witlPtCP in
autumn Fig 10), could favor continuous translocation of Zn and @Quring senescence
(Hussainet al, 2004 ; Wong and Cobbett, 2009). AccordindMAZ2 is highly expressed
in root and trunk tissues (data not shown).

Although transcriptomic data showed strong up-ragom of PtZIP4 expression
during leaf senescence (Sj6din et al, 2009 ; NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/index.html), owork does not show any correlation
with PtCP or with other genes of the same cluster. ThisrdEncy could be a consequence
of differences in experimental conditions. Our waras performed on a metal contaminated
field with high Zn concentration. Howeve?tZIP4 homologues irArabidopsis thalianand
the metal accumulator speci@é$éoccaea caerulescenare mainly expressed during Zn
limitation (Grotzet al, 1998 ; Pencet al, 2000 ; Assuncaet al, 2001). It is possible that
PtZIP4 could play a role in Zn transport during esrence under Zn deficient conditions,

whereas it would be repressed under our contantiriegiel conditions.

PCA discriminates poplar genotypes and associamtiith specific gene clusters

The PCA of spring harvest data discriminated popgkmotypes according to poplar
sections. This suggests that in the course of @wolupoplar have adopted distinct modes of
metal management in leaves. Depending on the seaswidered, it was also possible to
associate some poplar genotypes with specific aisistf genes: Bakan was associated to
PINRAMP2 PtHMA1 and PtNRAMP3.1and Vesten td*tCP and PtHMAZ2 in both autumn
and spring and Dorskamp was associatedPtdRAMPLin autumn. These associations
highlight differences in metal management, whichldaaccount for the variability in metal
tolerance and accumulation previously reportedhea poplar genus. Comparison of the
parameters associated to principal components batwseasons also highlighted
modifications of the general metal management piggdeaves during senescence. However,
these modifications do not appear to favor metalofglization during autumn senescence.

Interestingly, in the PCA of autumn harvest d&@RAMP1clusters with all metals
and with Dorskamp, the genotype which accumuldteshighest metal concentratiosg. 5

and Fig. 10. Moreover, a significant correlation was observeetween PINRAMP1
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expression levels and Zn bio-concentration fact@fp=0,728 ; P<0.01), which correspond to
Zn concentration in leaves reported to Zn concéotraon soil. These correlations suggest
that PtINRAMP1 could be a major pathway for the dyeaetal accumulation in leaves during
senescencd2tNRAMP1may therefore represent an interesting targegémretic engineering

of poplar leaf trace metal content.
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Chapitre IV : Caractérisation de transporteurs putativement
impliqués dans la remobilisation des metaux

Les résultats du chapitre précédent ont montré chez le peuplier une faible
proportion des métaux des feuilles est remobiliaéecours de la sénescence d’automne.
Parallelement, I'expression des genes candidate @racessus diminue au cours de la
sénescence foliaire. L'absence de remobilisatianmad donc étre directement liée a la faible
expression de ces genes. De ce fait, I'obtentiontqaasformation de peupliers exprimant
fortement ces génes spécifiguement au niveau deBefe sénescentes pourrait peut-étre
permettre d’augmenter la proportion de métaux reliséb. Pour cela, il apparait essentiel
d’identifier, parmi le pool de génes candidatspleles genes clé(s) permettant de « vider »
les métaux des feuilles.

Parce que la vacuole est un lieu privilégié dekstge des métaux, et qu’elle constitue
un compartiment important dans le recyclage desmeits au cours de la sénescence, les
genes codant pour des protéines tonoplastiquesqudgls dans le transport de métaux vers le
cytosol représentent des cibles intéressantes qeiter approche. Dans ce cadre, la famille
NRAMP (Natural ResistanceAssociated Macrophage Protein) dont certains membres
(AtINRAMP3 & AtNRAMP4 ; voir introduction) codent qur des protéines permettant
I'export des métaux vacuolaires pourrait conteris denes d’intérét. Récemment, une étude
phylogénétique a permis d’identifier six NRAMP ddesgénome dé”opulus trichocarpa
nisqually (Migeoret al, 2010).

Parmi ces sixXxPtNRAMR PtINRAMP1localisé sur le chromosome 1 RINRAMP2
localisé sur le chromosome 2, sont les homologuestNiRAMPL et AtNRAMP2
d’Arabidopsis thalianalLes quatre autres membres de cette famille s@ansés en deux
paires de geéenes fortement homologues et localisés tandem sur le
génome PtNRAMP3.13.2 et PINRAMP7.1/7.2suggérant une duplication récente (Migebn
al., 2010). Les geneBINRAMP3.1et PtNRAMP3.2localisés sur le chromosome 7 sont les
homologues AAtNRAMP3 et d’AtNRAMP4 En revanche, les geneBtNRAMP7.1 et
PtINRAMP7.2localisés sur le chromosome 5 ne présentent ahommlogue évident chez
d’autres especes. Les tentatives de mesure d’'eipnest de clonage detNRAMP7.let
PINRAMP7.2n’ont pas abouti, suggérant un niveau d’expressixinémement faible dans
nos conditions. En accord avec cette hypothésée sme EST ddPtNRAMP7s(accession:
AJ644943) est disponible dans les bases de donDéese fait ces deux génes n'ont pas été
étudiés.
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Chapitre 1V : Caractérisation de transporteurs ptikement impliqués dans la remobilisation des métau

Dans le cadre de ma thése, les CDS codant pour ANWR, PtNRAMP2,
PtINRAMP3.1 et PtINRAMP3.2 ont été clonés et uneatarsation en systemes hétérologues
(levure, ovocyte de xénope) ainsi que cAeabidopsisa été entreprise.

Du fait de leur homologie de séquence avec AINRAMPAtNRAMP4, les protéines
PINRAMP3.1 et PtINRAMP3.2 ont fait I'objet d'une ettion particuliere. En effet, chez
Arabidopsis thaliana AtNRAMP3 et d’AtINRAMP4 sont impligués dans le déstockage
vacuolaire de cations divalents incluant le Cceefh (Thomineet al, 2000 ; Thominest al,
2003 ; Lanquaret al, 2004 ; Lanquaret al, 2005 ; Lanquaet al, 2010). Des données
transcriptomiques indiqguent AMNRAMP4 et PtINRAMP3.2 pourraient étre induits au
moment de la sénescence, suggérant un réle decnes dans la remobilisation des métaux
(Sjodin et al, 2009 ; Breezeet al, 2011). Enfin, de récents travaux indiquent que
PINRAMP3.2st particulierement induit en condition de sti@dgInduriet al, 2012).
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Le travail concernant PtINRAMP3.1 et PINRAMP3.2 m#isenté sous forme d’un
manuscrit qui sera soumis, apres intégration desultéats obtenus par Van Anh Le Thi. Le
clonage de PtINRAMP3.1 a été effectué par SandriaecBet et Mathieu Pottier. Le clonage
de PtNRAMP3.2, les constructions moléculaires, dgpérimentations en levure et chez
Arabidopsis, les analyses de résultats ont étéigéas par Mathieu Pottier et sa stagiaire
Cindy Victor. Les analyses in silico ont été efiées par Mathieu Pottier. La rédaction de ce
manuscrit a été réalisée par Mathieu Pottier aviedde et les corrections de Sébastien
Thomine.
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ABSTRACT

Efficient phytoextraction by poplar requires metadlcumulation in wood tissues.
However, previous studies have shown that popleuraalates a significant amount of metals
in senescent leaves, causing metal return to gamihdeaf abscission. As the vacuole is a
major metal storage site in plant cells, we ingggtd the role of poplar NRAMMatural
ResistanceAssociatedM acrophageProtein) transporter PINRAMP3.1 and PtNRAMP3.2
homologous to the vacuolar NRAMP3 and NRAMP4Aep&bidopsis thalianan leaf metal
homeostasisPtNRAMP3.1and PtNRAMP3.2genes are located in a 32kb area of the
chromosome 7 and share 88,2% protein identity.oAdtin they are most highly expressed in
leaves, they display dramatic variations of expogsdevels among the poplar cultivars.
Expression in yeast showed that both PtINRAMP3.1 RiNRAMP3.2 transport iron and
manganese while only PtNRAMP3.1 transports zincrikisgly, PtNRAMP3.1 and
PINRAMP3.2 exhibit different subcellular localizats: PtINRAMP3.1 is localized in
intracellular compartments and PtINRAMP3.2 is tagdeb the tonoplast as its homologues
AINRAMP3 and AtINRAMP4. AccordinglyPtNRAMP3.2expression rescues the phenotypes
of nramp3nramp4double mutant on both iron starvation and cadméxmosure and restores
metal contents to wild-type level whereB$NRAMP3.1expression has no effect in the
nramp3nramp4double mutant ofA. thaliana Metal concentration analyses in transgenic
poplar suggest that the cellular compartment labddy PtINRAMP3.1 could play an
important role in manganese and zinc homeostasigoplar leaves. A duplication of an
ancestralPtNRAMP3generated two paralogues with distinct localizatjoregulations and

functions through neofunctionalization.

Keywords: phytoextraction, metal, zinc, manganese, remohitinarecombination
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INTRODUCTION

Most metals are essential for protein structpretein function and energy production
in living cells (Kurepeet al, 1997 ; Tommogt al, 1998 ; Ponka, 1999 ; Balk and Lobreaux,
2005 ; Bleackley and MacGillivray, 2011 ; Yrueld13). For instance, over 3200 putative
zinc-binding proteins distributed in 300 proteimilies need Zn for their functions (Andreini
et al, 2006 ; Zhang and Gladyshev, 2009). However, mg#al concentrations in soils
caused by natural phenomena and human activitieslsa be noxious for plants, animals,
Humans and the environment (Alloway, 2013). Platsving in metal contaminated areas
generally display a decreased biomass, alterafianetabolic functions and modification of
the Fe and Mn homeostasis (Nagajyital, 2010). Moreover, some metals such as Cd have
no biological function and are harmless even at mwcentrations. For instance, plants
exposed to Cd exhibit altered mineral uptake, paason, and photosynthesis (Benavidds
al., 2005). In Human, Cd exposure through food andreige leads to kidney dysfunction and
bone diseases, as in the so called ltai-Itai syndrin Japan (Nordberg, 2009 ; Thévenod,
2009 ; Clemenet al, 2012). For these reasons, metal polluted enviesrtsncannot be used
for agriculture and need to be rehabilitated. Iswyweoposed to grow non-crop metal tolerant
plants on these contaminated fields in the wayxipaet metal from soil according to a
process called “Phytoextraction”. For this purpade use of woody species belonging to
Populus genus has been investigated for over aldetadeed these trees have a developed
root system and a fast growth rate that shouldvatltem to efficiently extract metals from
soil. Moreover, Populus trees produce a high biem@gen under metal contamination
conditions (Laureysenst al, 2004). Besides, contaminated wood can safelypaoittably be
used for energy production (Chalet al, 2012). Although poplars show high metal
bioconcentration factors with significant clonalfeiences, highest metal concentrations were
mostly observed in senescing leaves (Laureyssnal, 2004 ; Zacchiniet al, 2009).
Autumnal leaf abscission leads to significant metturn to the soil thereby limiting
phytoextraction efficiency.

In this context, we investigated the role of tram$proteins from the ubiquitous
NRAMP family (Natural ResistanceAssociatedV acrophageProtein) in metal accumulation
in senescing leaves (Nevo and Nelson, 2006NRAMP3and AtINRAMP4 were already
shown to be expressed in leaves and to play amtess®le in metal homeostasis controlling
Fe, Mn, Zn and Cd mobilization from the vacuole dfriine et al, 2000 ; Thomineet al,
2003 ; Lanquaet al, 2005 ; Lanquaet al, 2010 ; Molinset al, 2013). These proteins are

involved in metal supply for seed germination arfbtpsynthesis (Lanquaet al, 2005 ;
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Lanquaret al, 2010 ; Molinset al, 2013). In addition, they limit metal accumulatiand Cd
toxicity symptoms (Oomeet al, 2009 ; Molinset al, 2013). The vacuole is a major site for
metal storage and sequestration ; transporterdviedon metal release from this organelle are
therefore good candidates to limit metal accumaitain leaves. Interestingly, transcriptomic
analyses highlighted induction &tNRAMP3during leaf senescence, indicating that this
transporter could play a role in metal remobiliaatiduring leaf senescence (Breexeal,
2011). PtNRAMP3.1and PtINRAMP3.2 their putative homologous iRopulus trichocarpa,
share 75% and 78% of protein identitgth AINRAMP3(Migeon et al, 2010). They are
localized in tandem on chromosome 7 and share high protein identity together.
Microarray data performed on Populus indicated PiRAMP3.2is induced during leaf
senescence &&NRAMP3 andappears to be also induced during Cd exposure i(Sgidal,
2009 ; Induriet al, 2012). In this work, characterization at both @aic and functional
levels of PtNRAMP3paralogues suggests their emergenagene duplication and highlights
the subsequent divergence of their functions. Téerehse of selective pressure caused by

gene duplication allowed neo-functionalizatiorPdNRAMP3.1

MATERIAL AND METHODS

Phylogenetic tree construction

Full-length amino acid sequences were aligned bYETALW and imported into the
Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) gage version 4 (Tamuret al, 2007).
Phylogenetic analyses were conducted using théhbeigoining (NJ) method implemented
in MEGA, (Saitou and Nei, 1987) with the pairwiseletion option for handling alignment
gaps, and with the equal input correction modehwhigterogeneous pattern among lineages
for distance computation. The evolutionary distgneeere computed using the Poisson
correction method (Zuckerkandl and Pauling, 196%) are in the units of the number of
amino acid substitutions per site. The phylogengtes were drawn to scale, with branch
lengths in the same units as those of the evolatiodistances. The bootstrap consensus tree
inferred from 1,000 replicates is taken to reprédbe evolutionary history of the taxa
analyzed (Felsenstein, 1985). Accession numberegahisms corresponding to sequences

used for this tree are listed 81 Table I.
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Genomic sequence analysis
Poplar genome sequences (Tuskaial, 2006), were obtained from Phytozome V9.1
(Goodsteinet al, 2012). Poplar genomic DNA homologies were ingzggd by Dot-plot

analyses performed on Gepard software (Krumsielt, 2007).

Gene expression

Total RNA was extracted using RNeasy Plant Mini KQiagen) following the
manufacturer’s instructions. Buffer RLC was suppebted with 10mg/mL of PEG 6000 to
scavenge secondary compounds. Genomic DNA contéomnsavere eliminated by applying
the RNase-Free DNase Set (Qiagen) on spin colufRhsA quality and quantity was
evaluated on nanodrop and agarose gel followingtdeation (10 min, 80°C).

5ug DNA-free RNA was used for reverse transcriptiy the SuperScript Il First-
Strand kit (Invitrogen). Because specific primersrev designed on non conserved areas
including 5’UTR and 3'UTR, reverse transcriptionsre& performed using random hexamers,
allowing comparison of gene expression levels degpe different position of the amplicons
on the cDNA. Gene-specific PCR primers were desigrased on transcript sequences (size,
about 200 bp ; melting temperature, 60°C) using g@®erfect™ Designer
(http://tools.lifetechnologies.comAll primers used for g-RT-PCR are listed$h Table II.

One-sixth of the cDNAs was used as a template wpl1§PCR reactions performed on a
Roche LightCycler480 using Roche reagents, accgrttinthe manufacturer’s instructions
(http://'www.roche.com). For each poplar cultivarjmer specificity was confirmed by
analysis of the melting curves and sequencing @8R products. Relative transcript levels
were calculated by normalization to the transcaptount to three constitutively expressed
genes ACTIN, UBQ, andTUB were used for the analysis BRAMP expression in poplar
organs. EF-1A, PP2A and UBC10 were used for the analysis ¢#tNRAMP3.1 and
PINRAMP3.2xpression in leaves of different poplar genotyigzsaet al, 2009). For each
poplar cultivar, primer amplification efficienciegere determined using five standards from
serial dilutions of a pool including the 4 biologicrepetitions used for gene expression.

Primer combinations had at least 85% efficiency.

Construction of expression vectors

PtINRAMP3.1 and PtNRAMP3.2 CDSs were amplified by PCR from cDNA
synthesized from leaf RNA dPopulus trichocarpacv nisqually. Primer PtNramp3alLgtw
encompassing the ATG initiation codon was used Ritiramp3aRgtwstp encompassing the
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TAA stop codon or with PtNramp3aRgtwnostp desighedore the TAA stop codon to
amplify PtNRAMP3.1 with and without TAA stop codon, respectively. rRer
PtNramp3bLlonggtw encompassing the ATG initiationodaen was used with
PtNramp3bRlonggtwstp ~ encompassing the  TAA  stop  w©odoor  with
PtNramp3bRlonggtwnostp designed before the TAA stodon in the aim to amplified
PtINRAMP3.2with and without TAA stop codon, respectively. Ward and reverse primers
used forNRAMPcloning are shown il Table 1l . PCRs were performed with the Phusion
high-fidelity DNA polymerase (Thermo-Scientific)oFPtNRAMP3.1 after denaturation at
98°C for 1 min, 10 cycles were performed at 98°€C30 sec, 52°C for 30 sec and 72°C for 1
min and 30 sec, using specific primers describesl ifable 11l . The resulting products were
directly used as a templates for a second ampgiificaof 25 cycles at 98°C for 1 min,
followed 98°C for 30 sec, 55°C for 30 sec and 78C1 min and 30 sec, and completed by
an extension at 72°C for 5 min using the genericad® U3 primers. FOPtNRAMP3.2 after
denaturation at 98°C for 1 min, 35 cycles were grened 98°C for 30sec, 62°C for 30 sec,
72°C for 1 min and 30 sec, and completed by anneite at 72°C for 5 min using the
specific primers described 81 Table III .

The gel-purified PCR products were recombined pB®ONOR207 (Invitrogen) for
PINRAMP3.1and into pDONOR201 (Invitrogen) fa?tNRAMP3.2in a 10ul BP Clonase
(Invitrogen) reaction following the manufactureinstruction.

For the generation of yeast expression vectorstdagtions were performed using the
pDR195gtw vector (pDR195 adapted to Gateway clgrirentsclet al, 1995 ; Oomeret al,
2009) and the pDONOR (Invitrogen) containiRNRAMP3.1and PtNRAMP3.2with stop
codon

For the generation of plant expression vectors, reRctions, were performed to
transfer PtNRAMP3sfragments with or without stop codon from pDONORtees to the
Gateway binary over-expression vectors pB7WGF2icFWG2 (Karimiet al, 2002) that
contain the 35S CaMV promoter a@®FP sequence allowing to generd&P::PtPRAMP3
and PtINRAMP3::GFPfusion proteins, respectiveliPZtNRAMP3dragments with stop codon
were also transferred in the pUB-DEST vector tovelriheir expression under control of
Ubiquitin 10 promoter (Grefeat al, 2010).

Yeast strains, transformations and mediums

DEY1453 (et3fet4 Eide et al, 1996), ZHY3 (zrtlzrt2, Zhao and Eide, 1996a ; b),
smfl(Supeket al, 1996 ; Thomineet al, 2000),smf2(Cohenet al, 2000) and INVScl (a
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“wild type” strain, Invitrogen) yeast strains wergrown at 30°C on Yeast
extract/Peptone/Dextrose (before transformation) symthetic Dextrose -ura (after
transformation). For DEY1453 and the ZHY3 strairsdilm were supplemented with 0.2 mM
FeCk and 0.1 mM ZnSg) respectively. Yeast cells were transformed adngrtb standard

procedures (Invitrogen).

Yeast growth assays

Transformedfet3fet4 smfl smf2 INVScl were grown overnight in liquid synthetic
dextrose -ura (pH 6) supplemented with 0.2 mM gé@lfet3fet4.The cultures were diluted
to ODs of 1 to 18 and spotted on synthetic dextrose-ura plates (pHransformedet3fet4
strains were grown in mediursupplemented with 100uM of BathoPhenanthroline-Di-
Sulfonic acid (BPDS) and 0.2 mM Fe@+ Fe) or with 100 uM BPDS and 40 uM FeCl
Fe). Transformedsmfl strains were grown in mediusupplemented with 5 mM ethylene
glycolbis(beta-aminoethyl etheRNEN,N’,N'-tetraacetic acid (EGTA) and 100 puM MnHO
(+Mn) or with 5 mM EGTA without MnS@(-Mn). Transformedsmf2strains were grown in
mediumsupplemented with 10 mM EGTA and 100 uM MnS@Mn), with 10 mM EGTA
and without MnSQ@(-Mn) or with 10 mM MnSQ(++Mn). Transformed INVScl strains were
grown on control medium (-Cd) or medium suppleméntgith 30 uM Cd (+Cd).
Transformedzrtlzrt2 strainswere grown on plates containing synthetic dextuarsewithout
ZnCl, for two days. Then, white young growing cells welitited to ODs of 1 to Idand
spotted on synthetic dextrose -ura plates supplesdenith 1mM Ethylene Diamine Tetra
Acetic acid (EDTA) and 50 uM Zngf+2Zn) or with 1 mM EDTA without ZnGl(-Zn).

Protoplast transformation

cDNA encoding translational fusions betweBtNRAMP3.1or PtNRAMP3.2and
GFP were transiently expressedAn thalianaprotoplasts through polyethylene glycol (PEG)
mediated transformation. Free DsRed2 or peroxysammalker::mCherry (Nelsoret al,
2007), were co-transformed in the same cells. Takksvof A. thalianasuspension cells were
digested in Gamborg’s B5 medium supplemented witf ® glucose, 0,17 M mannitol, 1%
cellulase and 0.2% macerozyme. Protoplasts werdigouby floatation in Gamborg's B5
medium supplemented with 0.28 M sucrose. For taansdtion, 0.2 x 1Dcells were mixed
with 5 ug of plasmid DNA in a solution containing 25% PE@6, 0.45 M mannitol, 0.1 M
Ca(NGy),; pH 9 and incubated in the dark for 20 min. The Rk then washed twice with
0.275 M Ca(NQ@), and the protoplasts were resuspended in Gambd§'smedium
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supplemented with 0.17 M glucose and 0.17 M mahnitél microscopic observation. After
48 h (21°C, Dark), fluorescent cells were imaged.

Confocal imaging

Transformed protoplasts and root of T2 transgemiamp3nramp4(Col0) over-
expressingPtNRAMP3.1::GFPand PINRAMP3.2::GFPgrown vertically during 8 daym
vitro on modified low iron ABIS plates (21°C, 16h lightyere imaged by confocal
microscopy (Leica TCS SP2 and SP8X). GFP was ekeite488 nm and the fluorescence
emission signal was recovered between 495 nm aBdnB8 MitoTracker® Red CMXRos
and peroxysomal marker::mCherry (Nelsenhal, 2007) were excited at 543 nm and the

fluorescence emission signal was recovered bet&é@mm and 707 nm.

Plant material and plant transformation

The generation of thenramp3nramp4 double mutant ofArabidopsis thaliana
Colombia 0 (Col 0) was described previously (Moliess al., 2013). PtNRAMP3.1and
PtINRAMP3.2constructswere introduced imramp3nramp4mutants (Col 0 background)
throughA. tumefaciengstrain AGLO) mediated transformation using thendo dip method
(Clough, 2005). Independent homozygdisthaliana Col 0 nramp3nramp4transformants
with a single insertion locus were obtained by pkelection based on Basta resistance and

complementation of theramp3nramp4phenotype on low Fe medium.

Plant growth conditions

Arabidopsisseedlings were grown on ABIS medium plates comgi@.5 mM HPQ,,
5mM KNQOs, 2 mM MgSQ, 1 mM Ca(NQ),, Murashige and Skoog microelements, 1%
sucrose, 1% Phytagel, 1 mM MES adjusted with KOhpkb6.1 and FeHBED (N,N’-di(2-
hydroxybenzyl) ethylenediamine-N,N’diacetic acidmoohloride hydrate ; Strem Chemicals,
Newburyport, MA, USA) as indicated in figure legendéFeHBED was prepared as described
by Lanquaret al. (Lanquaret al, 2005). For low iron sensitivity growth assaysants were
grown for 8 days on plates where Fe was omitted.@eb sensitivity growth assays, plants
were grown for 14 days on plates containing 50uNHBED and 30uM CdGI(Sigma
Chemicals, St Louis, MO, USA). For Metal contenalgmes, plants were grown for 14 days
on plates containing 100uM FeHBED (control) or 180EeHBED and 10uM CdGl Plates
were placed vertically in environmental growth clems (Sanyo MLR- 350, Morigushi,
Japan) at 21 °C with a 16 h photoperiod under 186ljphoton- rif-s®.

92



Fig. 1. The NRAMP familly.

An unrooted, neighbor-joning-based tree (Saitou and Nei, 1987) of the NRAMP
transporter family in Saccharomyces cerevisiae and selected plants. The analysis
was performed as described in the “Materials and methods” section and the tree was
generated using MEGA version 4.0 (Tamura et al., 2007) after sequence alignment.
Bootstrap values are indicated (1,000 replicates). Branches corresponding to
partitions reproduced in less than 50% bootstrap replicates are collapsed and their
lengths are proportional to phylogenetic distances. Corresponding gene loci are given
in a supplemental file (Sl table I). Names of the species are abbreviated with a two-
letter code (At, Arabidopsis thaliana; Gm, Glycine max; Le, Lycopersicon esculentum;
Nc, Noccaea caerulescens; Pt, Populus trichocarpa; Os, Oryza sativa; Sc,
Saccharomyces cerevisiae; Tj, Noccaea cochleariforme).
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Root Length Measurements

Plants grown vertically on plates were photograpaethe indicated times and root
length was determined using the ImageJ 1.45s prograd a digitizer tablet (WACOM
Europe GMBH, Krefeld, Germany, Intuos 4M). Values the average of measurements on
10-12 roots.

Metal concentration analysis

For metal analyses in yeast, liquid SD-ura mediuntaining transformedrt1zrt2
strains growing overnight were diluted to OD 0.3iquid SD-ura supplemented with 5 uM
FeCk, 10 uM MnSQ and 50 uM ZnS@ After 30 hrs of incubation at 30°C under agitatio
yeast cells were recovered by centrifugation (3340min, 4°C) and washed twice in 50 ml
ice cold YNB supplemented with EDTA 20 mM and ME® M pH6, pelleted and then
washed in ice cold ultrapure water.

For metal analyses in plants, shoots and roots haneested separately and washed.
Roots were desorbed by incubation in ice-cold buéentaining 5 mM CaGland 1 mM
MES-KOH, pH 5.7, for 10 min.

The dry weight (DW) of the samples (yeast or plamtas measured after drying at
60°C for 3 days. The dried samples were digesteétimi of 70 % nitric acid in a DigiBlock
ED36 (LabTech, Italy) at 80°C for 1 hr, 100°C fohdand 120°C for 2 hr . After dilution in
trace-metal-free water, the metal content of theas was determined by atomic absorption

spectrometry using an AA240FS flame spectrometgiléat, USA).

Statistical analysis

Data were analyzed with kruskal-Wallis and Mann-ii&y non parametric tests for
multiple comparisons and pair comparisons, resyagti For multiple comparisons, a Tukey
post hoc test was performed when significant diifiees were detected € 0.05. Different
letters indicate significant differences betweemgies. Both tests were performed using the

R software package.

93



a b

Chr7 Chrs PINRAMP 1.1 || TN T I,

iPtNRAMPS.l I PtINRAMP7.1 PNRAMP2 [ T

PtNRAMP 3.1
PtINRAMP 3.2
PINRAMP 7.1
PtNRAMP 7.2
IPINRAMP7.2

IPtINRAMP3.2 PtEIN 2.1 (T ] 1

|5 ko PEN22 L] i

Fig. 2. Genomic structure of the NRAMP familly in poplar.

|l
I
M2k 1
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Fig. 3. Genomic duplication involved only PtNRAMPs.

Dot-plots performed on Gepard software (Krumsiek et al., 2007), between (a)
1,5 Mb of genomic DNA including PtINRAMP3.1/PtNRAMP3.2 and itself, between
(b) PtNRAMP3.1 genomic DNA and PtNRAMP3.2 genomic DNA. The
duplication of PtNRAMP3 generates two lines parallel to the diagonal (red
arrows). Red dots delimit the 3 introns and the 4 exons.
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RESULTS

PtINRAMP3.1and PtNRAMP3.2a tandem localized gene pair encoding homologous
proteins

Plant NRAMPs are distributed into three differenbugps according to their protein
sequence identitiesig.1). NRAMPs from poplar follow the same distributidtNRAMP1,
PINRAMP7.1 and PtNRAMP7.2 are found in group | imthg AtNRAMP1 and
AINRAMP6. PINRAMP2, PtINRAMP3.1 and PtNRAMP3.2 ame the group Il which
includes AINRAMP2, AtNRAMP5, AINRAMP3 and AtNRAMPZAtEIN2.1 and PtEIN2.2
are located in the group Il as AtEIN2.

Interestingly, PtNRAMP3.1 and PtNRAMP3.2 genes, the closest homologues of
AtNRAMP3and AtNRAMP4of Arabidopsis thalianaare localized in close vicinity in the
poplar genomeHig. 1, Fig.2aand Sl Fig 1). They located in a 32kb area of chromosome 7,
and share 88.2% of protein identity. SimilarRtNRAMP7.1and PtNRAMP7.2are also
organized in tandem in a 28kb area of chromosomed share 86,7% of protein identity.
Moreover, intron/exon structures of both gene parnes similar Fig 2b). Dot plot analyses
performed on genomic DNA encompassiftNRAMP3.1and PtINRAMP3.2show specific
sequence homologies between both coding sequende3ATR (Fig. 3aand3b). Extended
analyses identified eight other genomic DNA duglara zones in the 2.5 Mbp surrounding
PINRAMP3.1and PtNRAMP3.2(data not show). However, among them, only onddda
gene duplication (Red chlorophyll catabolite redset ; Potri.007G043500,
Potri.007G043600, Potri.007G043700). Dot plot asialy of the PtNRAMP7.1 and
PINRAMP7.2genomic area revealed sequence duplication ofulhéength gene including
introns and promoterS( Fig. 2). However, the sequence of the 5 and 3'UTR wat no
conserved. UnlikePtNRAMP3.1and PINRAMP3.2,it is expected thaPtNRAMP7.1and
PINRAMP7.2exhibit the same expression pattern because seguemologies include the

promoter.

PtINRAMP3.1and PtINRAMP3.2are differentially expressed in leaves

The expression patterns NRAMPgenes were determined using g-RT-PCR, on roots,
wood, buds and leaves Bbpulus trichocarpav. trichobel, which is phyllogenetically close
to Populus trichocarpav. nisqually (Tuskaet al, 2006). The experiment was performed on
2 year old trees growing in a mildly metal contaatéd field located at the North-West of

Paris ; the sandy soil of this field underwent naastewaters spreading from 1899 to 2002
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Fig. 4. PtNRAMP expression level between organs.

Transcription levels of PtNRAMP1, PtNRAMP2 and
PtNRAMP3s normalized by ACT, UBQ and TUB in root,
wood, bud, young leaf and leaf of 2 year old Populus
trichocarpa Trichobel. Samples were harvested during
summer 2009 from poplar growing in the field. Error bars
represent SD. Different letters indicate significant
differences between genotypes in a given condition
according to a Kruskal-Wallis test (p < 0.01, n > 3)
followed by a Tukey post hoc test.
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Fig. 5. PtINRAMP3s expression level in leaves of several poplar genotypes.

Transcription levels of (a) PtINRAMP3.1 and (b) PtNRAMP3.2 normalized by EF-1a, PP2A and UBC10
in leaves of different 4 year old poplar from 7 genotypes (T, P. trichocarpa ; TM, P. trichocarpa x P.
DN, P.deltoides x P. nigra ; D, P. deltoides). Samples were harvested during summer
2011 from poplar growing in the field. Error bars represent SD. Different letters indicate significant
differences between genotypes in a given condition according to a Kruskal-Wallis test (p < 0.01, n =3)

maximowiczii ;

followed by a Tukey post hoc test.
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(Dereet al, 2006 ; Lamyet al, 2006). Poplars growing on this field do not digptoxicity
symptoms. Moreover, the expression analysis wa®npeed on the least contaminated plot.
In these conditions, we observed tRANRAMP2is constitutively lowly expressed in all
studied tissues where@dNRAMP1lappears mainly expressed in roots and mature seave
(Fig. 4) as previously suggested by microarray analysgslifset al, 2009). Because of the
high homology betweeRPtNRAMP3.1land PINRAMP3.2as well as betweeRtINRAMP7.1
andPtNRAMP7.2and the difficulty to design primers in the sane@ area, we initially used
primers able to amplify both members of each geaie triguingly, it was not possible to
detect PINRAMP7 expression in any studied tissues indicating thase genes are not
expressed in the conditions or organs representékis study. Accordingly, only one EST
(accession: AJ644943) Fig. 3) for PtNRAMP7is available in the database. This EST was
obtained from a library oPopulus tremulax P. tremuloidescolonized by the arbuscular
ectomycorrhiza Amanita muscaria suggesting thatPtNRAMP7s could be expressed
specifically in the context of plant-microbe intetians as already observed for other plant
NRAMPs In Arabidopsis thalianga AINRAMP3is upregulated in leaves infected by the
bacterial pathogerdseudomonas syringamdErwinia chrysanthem{Segondet al, 2009).
FurthermoreGmDmtl a NRAMPfrom soybean is expressed specifically in nod(ikesser

et al., 2003). On the other hand, transcript profilingRdpulus metal transporter genes by
microarray analysis reveaRtNRAMP7sexpression in root, differentiating xylem and male
catkins (Wilkinset al, 2009 ; Migeoret al, 2010).

Unlike PINRAMP7sPtNRAMP3sare expressed in all studied tissues with thedsgh
level in leaves. This is consistent WiHNRAMP3sEST mainly originating from vascular
tissues and leavesi@. 4, Sl fig. 2). To go further, leaNRAMP3sexpression was, then,
monitored across seven different poplar genotypég. 6). We used 4 year old poplars
growing in the same metal contaminated field aslgpopsed to determin&NRAMP3s
expression pattern. To quantify specifically th@ression oPtNRAMP3.1or PtINRAMP3.2
specific primers were designed in 3'UTR and 5’UTWe observed strong differences in
expression levels between genotypes. For inst&bEBRAMP3.1lexpression level is 80 times
lower in Trichobel leaves than in Bakan leavEgy(5a). Although PtNRAMP3.2is highly
expressed in Trichobel, Dorskamp and Vesten, itgwession appears about 1000 lower in
Bakan, Soligo, Skadd={g. 5b). PtNRAMP3.1maximal expression level (Bakan) is about 3
times lower than the maximal level BINRAMP3.2Trichobel) fig. 5a). Thus, these genes
exhibit dramatically different expression levelsrass natural variation, which does not

correlate with the species or even the section.
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Fig. 6. PINRAMP3.1 and AtNRAMP3.2 complement fet3fet4 (Fe uptake) but also smfl (Mn
uptake) and smf2 (Mn homeostasis) yeast strain mutants.

Yeast Cells were transformed with pDR195wtg vector containing the cDNA of GUS, AINRAMP4,
PtINRAMP3.1 and AtNRAMP3.2. Transformed fet3fet4 (a),smfl (b), smf2 (c), zrtlzrt2 (d) INSVcl
(e) were tested as indicated in Materials and Methods. Transformed fet3fet4 (a) strains were
spotted on SD supplemented with 100 uM of BPDS and 0.2 mM FeCl, (right, +Fe) or with 100uM
BPDS and 40 puM FeCl; (left, -Fe). Transformed smfl (b) strains were grown in medium
supplemented with 5 mM EGTA and 100uM MnSO, (right, +Mn) or with 5 mM EGTA without
MnSO, (left, -Mn). Transformed smf2 (c) strains were grown in medium supplemented with 10 mM
EGTA and 100 uM MnSQ, (right, +Mn), with 5 mM EGTA and without MnSO, (mid, -Mn) or with
10 mM MnSO, (left, ++Mn). Transformed INSVc1 (e) strains were spotted on control SD without
Cd (right) or SD supplemented with 30 uM Cd (left). Transformed zrtlzrt2 (e) strain were spotted
on SD supplemented with 1 mM EDTA and 50 uM ZnCl, (right, +Zn) or with 1 mM EDTA without
ZnCl, (left, -Zn). The plates were incubated at 30T for 4 (fet3fet4 and zrt1zrt2), 5 (smfl) or 2
(smf2 and INSVc1l) days before photography.
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PINRAMP3.1 and PtNRAMP3.2 transport different ranges of metals

To determine NRAMP3.1 and NRAMP3.2 transport aksit we expressed the
corresponding genes in yeast. Because most NRAME haen implicated in Fe and Mn
homeostasis, complementation assays were firsonpeed with fet3fet4 and smfl yeast
mutants deficient for Fe and Mn uptake, respedtiyEide et al, 1996 ; Supelet al, 1996 ;
Cohenet al, 2000). Thefet3fet4strain, deficient for both low- and high-affinifge uptake
systems, requires a high Fe concentration for droviaxpression ofAtINRAMP4 was
previously shown to restoret3fetd growth on a low Fe medium (Thomiret al, 2000).
Here, we show that expression BINRAMP3.1and PtNRAMP3.2rescuedet3fet4 growth
under Fe limitation, indicating that they are ahbdetransport FeKig. 6. To investigate
whether PINRAMP3s are also involved in Mn transpag tested heir ability to complement
the smflstrain, which is deficient in Mn uptake (Supekal, 1996). Thesmflyeast strain
fails to grow on synthetic medium containing higbncentrations of the divalent cation
chelator EGTA unless it is supplemented with Mnp@&uet al, 1996 ; Coheret al, 2000).
Expression oPtNRAMP3.2restores the ability ddmflto grow on EGTA to the same extend
as the positive controAtNRAMP4 (Thomine et al, 2000). In contrast, PtINRAMP3.1
complementsmflphenotype with lower efficiencyr(g. 6b). This result may be due to lower
expression ofPtNRAMP3.1compared toPtNRAMP3.2in yeast, a different subcellular
localization or a lower efficiency for Mn transpoffio test the hypothesis that a different
localization accounts for the poor complementaiwdrsmfl byPtNRAMP3.1, we tried to
complementsmf2 a yeast strain lacking an intracellular NRAMPahsed in Mn supply to
mitochondria and Golgi (Cohegt al, 2000 ; Luk and Culotta, 2001). Asnfl, this strain is
unable to growth on high EGTA unless Mn is supplete@. We found that AtNRAMP3,
AINRAMP4, PtNRAMP3.1 and PtNRAMP3.2 are all able ftoly complement thesmf2
phenotype Fig. 60. Moreover, exposure to toxic Mn concentratiorina absence of EGTA,
decreases growth of tlenf2strains transformed b&tNRAMP3, AtNRAMP4, PINRAMP3.1
andPtNRAMP3.2wvhereas it does not strongly affect tirewth ofsmf2transformed bysUS
(Fig. 60. This increase of sensitivity to Mn is more pranoed for PINRAMP3.1. It
confirms that all these NRAMP are involved in Martsport.

Some NRAMPs, such as AtNRAMP4 and NcNRAMP4 wereeaaly shown to
transport Zn (Lanquaet al, 2004 ; Oomeret al, 2009). To test the ability of PtNRAMP3.1
and PtINRAMP3.2 to transport Zn was, we expresseh im thezrtlzrt2double mutant yeast
strain, deficient in high-ZART) and low- affinity ZRT2 Zn transport systems (Zhao and
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Fig. 7. Yeasts accumulate Mn when transformed by PtNRAMP3.1 and PtNRAMP3.2 and accumulate Zn when
transformed by PtINRAMP3.1.

Yeast Cells of zrtlzrt2 strain transformed with pDR195wtg vector containing the cDNA of GUS, AtNRAMPA4,
PtNRAMP3.1 and AtNRAMP3.2 were growing in liquid SD-ura supplemented with 5 pM FeCl,;, 10 uM MnSO,,
and 50 uM ZnSO, for 30 hrs before metal concentrations were determined by AAS. Concentration of Mn (a),
Zn (b) and Mg (c) are presented. Data are the mean from two independent repeats with three different clones
each. Error bars represent the SD. *: Significant difference between yeast expressing GUS and yeast
expressing NRAMP based on Mann-Whitney test (p < 0.05, n = 6).
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Eide, 1996a ; b). Thertlzrt2 strain cannot grow on synthetic media containinghh
concentrations of the divalent cation chelator EDWAhout high Zn supplementation.
AtNRAMP4expression efficiently complemeraglzrt2growth defect on low Zn (Lanquat
al., 2004). HoweverPtNRAMP3sexpression could not restoretlzrt2 growth on EDTA.
Interestingly, expression dftNRAMP3.1reproducibly decreases the ability of the strain t
grow in presence of EDTA. This indicates that PtNNR23.1 could be involved in Zn
transport even though it cannot restore Zn uptaketizrt2mutant.

To investigate Cd transport capacity, sensitiviigays were performed in a wild type strain
(INVScl). As previously shownAtNRAMP4expression increases yeast sensitivity to Cd
(Thomineet al, 2000), In contrast, neithetNRAMP3.1Inor PtINRAMP3.2xpression affects
yeast Cd sensitivity. These results suggest tHdRRMP3.1 and PtINRAMP3.2 are not able
to transport Cd in these conditions.

To further analyze their transport abilities, medacumulation in yeast expressing
PINRAMP3swvas measured after 30 h. Consistent with theirtalbdo complement yeast Mn
transport mutants, Mn concentration was higher ieasy expressingAtNRAMP4
AINRAMP3.landAtNRAMP3.2compared to yeast expressi@yS. This result confirms that
PtINRAMP3.1 and 3.2 proteins are involved in Mn sfaort Eig. 7).

As expected, a significant increase in Zn concéotrawas observed for yeast
expressingAtNRAMP4compared to yeast expressi@yS (Fig. 7b). In agreement with its
ability to alter yeast growth under low Zn, expreasof PtINRAMP3.1lleads to increase Zn
concentration whereadBtNRAMP3.2expression did not. No difference in Mg concernrat
was observed between transformed and configl. (/9. Thus, both growth assays and Zn
accumulation indicated that PtNRAMP3.1 is ablerems$port Zn while PtINRAMP3.2 is not.
Taken together, expression in yeast shows that bogiles have retained metal transport
ability but suggest distinct selectivities and salhdar localizations for PtNRAMP3.1 and
PtNRAMP3.2.

PINRAMP3.1 and PtNRAMP3.2 have distinct subcelluladocalizations in plant cells
Subcellular localizations of PINRAMP3s were deteraci by observation of plant
cells expressing C-terminal GFP fusion proteinghefse two transporters. Previous studies
showed that tagging with GFP at the C-terminal dods not modify NRAMP targeting and
function in plants (Thominet al, 2003 ; Lanquaet al, 2005 ; Cailliatteet al, 2010). The
Arabidopsis thaliananramp3nramp4double mutant (Col0) was stably transformed with
35S:PtINRAMP3.1::GFRNd35S:PtNRAMP3.2::GFPRoots of T2 plants were then observed
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NRAMP:GFP Transmission Overlay

Fig. 8. PtNRAMP3.1::GFP and Pt{NRAMP3.2::GFP are targeting to intracellular
compartments and to the vacuolar membrane, respectively.

Subcellular localization of PtNRAMP::GFP in the root cells of Arabidopsis thaliana
nramp3nramp4 T2 plants (Col-0) transformed by p35S:PtINRAMP3.1::GFP (top, a, b, ¢)
et p35S:PtNRAMP3.2::GFP (bottom, d, e, f). Confocal cross sections show green
florescent protein (GFP) fluorescence (a and d), transmission (b and e) and the overlay
(c and f). Excitation : 488nm, emission:; 495-535nm. scale bar = 10um.
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Fig. 9. Unlike PtNRAMP3.1(a), PINRAMP3.2 expression (b) fully complements Arabidopsis thaliana
nramp3nramp4 double mutant (Col-0) phenotype under low iron supply.

Wild-type (Col-0, left), nramp3nramp4 double mutant (middle) and T2 plants (right) transformed by
35S::PtINRAMP3.1:GFP (a) or 35S::PtNRAMP3.2:GFP (b) were grown on ABIS medium lacking iron for 8
days.
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by confocal microscopy. Interestingly, PINRAMP3GFEP and PtINRAMP3.2::GFP exhibited
distinct subcellular localizations. While PtNRAMR3GFP is targeted to the vacuolar
membrane, as its homologuesAirabidopsis thalianand inNoccaea caerulesceri§homine
et al, 2003 ; Lanquaret al, 2005 ; Oomeret al, 2009), PtINRAMP3.1 is localized in
intracellular punctuate structurdsd. 8).

Expression of PtINRAMP3.1::GFP and PtNRAMP3.2::GRFPpiotoplasts confirmed
their distinct localizations in punctuate structuend tonoplast, respectivelgl(Fig. 3). To
determine the nature of the intracellular companisedecorated by PtNRAMP3.1::GFP,
protoplast co-transformations and staining werdopered with different markers. However,
no colocalization was observed between PINRAMP3FP.Gand MitoTracker® Red
CMXRos or the peroxisomal marker mCherry::PTS1 g§Nekt al, 2007) 61 Fig. 3). Thus,
this transporter is neither localized in mitochoadnor in peroxisomes. Furthermore, the
shape of the structures does not match that otigdasTheir size and their speed could
correspond to Golgi or endosomes vesicles. Coamsitions with other markers still have

to be tested to evaluate these hypotheses.

PINRAMP3.2, but not PtNRAMP3.1, complements thewramp3nramp4double mutant of
Arabidopsis thaliana

Because PtNRAMP3s share high protein identitiel WINRAMP3 and AtINRAMP4,
we tested whether they could perform the same ifumcin plant. AtINRAMP3 and
AtNRAMP4 are essential for iron remobilization froracuoles during seed germination. As
a consequencéirabidopsis thaliananramp3nramp4double mutants are sensitive to iron
starvation during their early development (Langetal, 2005). After eight days of growth
under Fe starvation, double mutant plants transédriny 35S:PtNRAMP3.2::GFRexhibited
full complementation of the double mutant phenotypéerms of root length and cotyledon
greening. In contrast, the expression BINRAMP3.1::GFP only led to a marginal
improvement of thenramp3nramp4growth under Fe deficient conditionkig. 9). Even
though PtNRAMP3.1 is able to transport Fe, it it algle to restore Fe remobilization during
seed germination as efficiently as PtINRAMP3.2, midk&ly due to its distinct subcellular
localization. To test whether the presence of Gd¢Por the strong over-expression triggered
by 35S could alter PtNRAMP3s function, new transgeplants expressing native
PINRAMP3.1and PtNRAMP3.2under the ubiquitin 10 promoter were generatedi@ret
al., 2010). Analysis of three independent lines of gi@nts confirmed thaPtNRAMP3.2
expression fully rescues the double mutant phemotymder Fe deficiency while
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Fig. 10. Unlike expression of PtNRAMP3.1, expression of PtNRAMP3.2 complements iron starvation and cadmium
hypersensitivities of the nramp3nramp4 double mutant.

Root lengths of independent nramp3nramp4 Ub10::PtNRAMP3.1 (green bars) and Ub10::PtNRAMP3.2 (blue bars)
T3 lines together with wild type (Col-0, black bars) as positive control and nramp3nramp4 as negative control (grey
bars) were grown vertically in ABIS supplemented with 50 yM FeHBED for 14days, (a), or without iron for 8 days (b),
or with 50 yuM FeHBED and 30 uM CdCl, for 14days (c). Values are the average of measurements on 10-12 roots
and error bars represent SE. Different letters indicate significant differences between genotypes in a given condition

according to a Kruskal-Wallis test (p < 0.01, n > 8) followed by a Tukey post hoc test. n.s.d. indicates no significant
difference.
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Fig. 11. Unlike expression of PtNRAMP3.1, expression of PtNRAMP3.2 restores metal concentrations in the
nramp3nramp4 double mutant in control conditions and Cd exposure.

Metal concentrations in shoots (top) and roots (bottom) of wild type (Col-0, black bars), nramp3nramp4 (grey bars),
nramp3nramp4 Ub10::PtINRAMP3.1 (green bars) and Ub10::PtNRAMP3.2 (blue bars) T3 lines grown on control
ABIS medium containing 100uM FeHBED (-Cd) or ABIS supplemented with 100uM FeHBED and 10 uyM CdCl>
(+Cd). Error bars represent SD. Different letters indicate significant differences between genotypes in a given
condition according to a Kruskal-Wallis test (p < 0.05, n = 4) followed by a Tukey post hoc test ; n.d. and n.s.d.
indicate no detectable and no significant difference, respectively.
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PtINRAMP3.1 expression has no detectable effect (Fig. 10a and 10b). The partia
complementation observed with 35S could be due either to the strong over expression or to
tagging itself.

Besides, the double mutant nramp3nramp4s hypersensitive to Cd exposure (Oomen
et al, 2009 ; Molins et al, 2013). Several lines of evidences indicated that the Cd
hypersensitivity of the double mutant is an indirect effect due to an alteration of essential
metal supply rather than to the defect in Cd transport by AINRAMP3 and AtNRAMP4 itself
(Molins et al, 2013). Therefore, even though PtINRAMP3s do not seems to be able to
transport Cd in yeast, their ability to complement the Cd sensitivity phenotype of the
Arabidopsis thaliananramp3nramp4double mutant was tested. As observed for the
sensibility to Fe deficiency, PtINRAMP3.2over-expression restores the root growth of the
double mutant under Cd stress to wild type level whereas PINRAMP3.lover-expression does
not. Together with results obtained in yeast, these data further support the hypothesis that
AtNRAMP3, AtNRAMP4 and PtINRAMP3.2 effect on Cd sensitivity is not associated to their
ability to transport Cd (Fig. 10a and 10c).

To test whether PEINRAMP3.1 or PPINRAMP3.2 expression in Arabidopsismodul ates
metal accumulation, root and shoot metal contents were investigated in control conditions and
under Cd exposure (Fig. 11 and SI Fig. 6). Compared to WT, the nramp3nrampdmutant
tends to accumulate higher levels of Fe, Cd, Mn and Zn in roots and shoots, likely due to the
increased sequestration of these metals in vacuoles. Surprisingly, Cd supply strongly and
specificaly decreases Mn concentration in the double mutant roots. Expression of
PtINRAMP3.2restores wild-type concentrations of Fe, Cd, Mn and Zn while expression of
PtNRAMP3.1has no effect on metal concentrations in the Arabidopsis nramp3nrampdouble
mutant. These results confirm that unlike PPINRAMP3.1, PtRAMP3.2 complements the double
mutant phenotypes. This further supports AtNRAMP3.2 functiona homology with
AtNRAMP3 and AtNRAMPA4.

Note that PtNRAMP3.2expression could not rescue the intriguing decrease in Mn
concentration observed in nramp3nramp4oots growing under Cd exposure (Fig. 11 and Sl
Fig. 6). This indicates some subtle difference between the function of AINRAMP3 & 4 and
PINRAMP3.2.
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S| Fig. 1. Protein sequence alignment between AINRAMP3, AINRAMP4, PtNRAMP3.1, PtNRAMP3.2 and the closest sequenced orthologues.

Protein sequences of NRAMP were aligned using the Multalin software (Corpet, 1988). Names of the species are abbreviated with a two-letter code :
Pt: Populus trichocarpa, Lu: Linum usitatissimum At: Arabidopsis thaliana, Al: Arabidopsis lyrata



Chapitre 1V : Caractérisation de transporteurs ptikement impliqués dans la remobilisation des métau

DISCUSSION

Distinct mechanisms for the formation ofNRAMP gene pairs inArabidopsisand poplar
Duplication events are a driving force in evolutidecilitating adaptation to changing
environments. Although gene duplication maybe fe#d by accumulation of deleterious
mutations and gene elimination, it may also leadiwersification of gene function and sub-
and neo-functionalization. (Yang and Tuskan, 200B)e ancestral angiosperm genome
contained only 14000 genes or less (Prebdstl, 2011). About 120 millions years ago (Ma),
whole genome triplications, significantly increadkd size of the eudicotyledon genome from
7 to 21 chromosomes. Poplar genome has also unuergoe whole genome duplication
beforePopulusandSalix lineages, which diverged 60-65 Ma (Tuslatral, 2006). However,
whole genome duplication cannot account for theléam arrangement d&*#tNRAMP3.1and
PINRAMP3.2hat rather implies a local duplication procedss(3). Furthermore, comparing
gene order aroundBlRAMP3in Vitis vinifera and of Populus trichocarpashowed genomic
colinearity upstream and downstreamNRAMP3in these species, except thétis vinifera
has only one copy diRAMP3(data not show). SimilarlN\RAMP3tandem arrangement was
not observed in other sequenced species closedarpsuch ad.inum usitatissimunand
Ricinus communisHowever, the two copies were found in all poaltivars studied in this
work. These observations together with the low lleMeintron and promoters sequence
conservation betwedAtNRAMP3.1andPtNRAMP3.2indicate that these genes result from a
local gene duplication that occured after Rieinus communidivergence, 81Ma (Forest and
Chase, 2009). The sequence surroundtiRAMP3.1and PtNRAMP3.2shows many
remains of Class | long terminal repeats (LTR)ateénsposon elements (Gypsy) mainly
located between the two genes (data not show).ofRatisposons can mediate gene
duplication. During transposition event, it happémat the LTR border is not recognized by
the retrotranscriptase leading to the transcriptidmeighbor genes (Flagel and Wendel,
2009). However, such duplications usually creatiypacal intron-free copy which can be
integrated throughout the genome and not spedificdbse to the initial copy (Freeling,
2009). Thus, the conservation of intron/exon stmectant the tandem arrangement of
PINRAMP3.1and PtNRAMP3.2are not indicative of retrotransposon mediatedlidafon.
On the other hand, repeated sequences of retrposmss stimulate intrachromosomal
recombination events or unequal crossing over,ihgatb gene duplication (Whitet al,
1994 ; Flagel and Wendel, 2009). Such a mechanigst tikely accounts for the tandem
duplication of PtNRAMP3.1and PtINRAMP3.2 Poplar genome which contains significantly
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S| Fig. 3. EST-based expression analysis for Populus NRAMP
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BLAST search was performed using the cDNA sequences of
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(http://www.nchi.nim.nih.gov/dbEST/index.html)  available at
NCBI. Colors denote the tissues from which the EST originate.



Chapitre 1V : Caractérisation de transporteurs ptikement impliqués dans la remobilisation des métau

more gene tandems tha&mabidopsis thaliangProostet al, 2011), contains also three time
more transposon®/ing et al, 2008).

In the Arabidopsislineage two whole genome duplications occurred sinceGheca
papaya divergence 72 Ma (Minget al, 2008 ; Proostet al, 2011). AtINRAMP3 and
AtNRAMP4encode functionally redundant metal transporteasnuaret al, 2005). Because
this gene pair is present Arabidopsis thalianaA. lyrata andNoccaea caerulesceri®omen
et al, 2009), but not inCarica papayaand ricinus communiggenomes, duplication of the
corresponding ancestidRAMPshould have taken place after harica papayadivergence.
In Arabidopsis thalianaAtINRAMB (At2g23150) andAtNRAMR (At59g67330) loci are
located ornthe duplicated block 0204146800380, suggestingttieat originated from one of
the two whole genome duplications that took plaegveen 70 and 23 Ma (Lanquer al,
2005 ; Proostkt al, 2011). Thus, distinct mechanisms of gene duptinalead toNRAMP
gene pair formation with different evolutionarydatin poplar andrabidopsis thaliana

PtINRAMP3genes have different evolutionary fates

Most gene duplications are thought to be rapidljo¥eed by the loss of function of
one of the copies (Freeling, 2009). While one d&emglyene retains the preduplication
function, selective constraints generally relax tre second copy which, therefore,
accumulates deleterious mutations leading to Idsgunction (Ohno, 1970). However,
pseudogene formation is not the only fate of dapéid genes. In few cases, both copies can
retain function after a duplication event for difat reasons. First, environmental conditions
may maintain selective pressure for both gene®tar preduplication function, increasing
fitness through dose effect. For example, multipledem copies dfiMA4 are maintained in
the metal hyperaccumulator spechaabidopsis halleriandNoccea caerulescemsading to a
high expression level essential for Zn and Cd tomagion and metal tolerance (Hanikerete
al., 2008 ; Lochlainret al, 2011 ; Craciuret al, 2012 ; Hanikennet al, 2013).

Alternatively, relaxation of purifying selection wsed by gene duplication can also
adduce new non deleterious mutations. The predtit function of the ancestral gene can
be partitioned among the two daughter genes (sub@uralization). Moreover, new
advantageous mutations, optionally followed by {pesiselection, can also confer a new
function to one of the gene copies (neo-functiaaion) (Zhang, 2003).

The tandem pair of homologous genes forme#ibA2 andHMA3 on chromosome 4
of Arabidopsis thalianallustrates the possible fates of gene copiesltiegurom duplication

(Cobbettet al, 2003). Duplication of the ancestidMA likely generated two genes with
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ratios of nonsynonymous to synonymous amino acid substitutions (dN/dS). Sliding window
analysis (window =100, jump size=5) was performed using the software package JCoDA
(Steinway et al., 2010).
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different functions. HMA2 which localized on the plasma membrane, participates in Zn and
Cd trandlocation from root to shoot working in synergy with HMA4 (Hussain et al, 2004 ;
Verret et al, 2004 ; Wong and Cobbett, 2009). In contrast, HMA3 is localized in the vacuolar
membrane and controls Cd accumulation in shoot by sequestration of this metal in root
vacuoles in Arabidopsis thaliangMiyadate et al, 2011 ; Chao et al, 2012). However, in
some Arabidopsis thalianaaccessions, such as Col0, HMA3 does not encode a functional
protein. The presence of afunctiona vsnon functional HMA3 alleles accounts for the natural
variation in Cd content across Arabidopsisecotypes (Hussain et al, 2004).

In the present study, dN/dS anaysis highlights that PtNRAMP3.1and PtNRAMP3.2
exhibit a clear relaxation of purifying selection (Fig. 12). The vacuolar membrane localization
of PINRAMP3.2, its transport capacities and its ability to complement Arabidopsis thaliana
nramp3nramp4double mutant phenotypes indicate that PINRAMP3.2 is the functional
homologue of AtNRAMP3 and AtNRAMP4 (Fig. 6, 7, 8, 9, 10, 11). The distinct intracellular
localization of PtNRAMP3.1 and its inability to complement the nramp3nramp4double
mutant phenotypes, suggest that this gene is undergoing non- or neo-functionalization (Fig. 8,
9, 10, 11). Besides, anaysis of PtNRAMP3.1and PtNRAMP3.2expression revealed marked
differences in leaf expression levels between genotypes (Fig. 4 and 5) and PtNRAMP3.land
PtINRAMP3.2promoter sequences are not conserved between the two copies (Fig. 3). The
large variability in expression levels is likely a direct consequence of the relaxation of
selection (Zhang, 2003 ; Freeling, 2009). Although PtNRAMP3.1lexpression has no clear
effect in Arabidopsis thalianait is clearly able to transport, Fe, Mn, and Zn in yeast (Fig. 6
and 7) supporting the hypothesis that PPINRAMP3.1 undergoes neo-functionalization. In this
context, the absence of phenotypes associated to the expression of PtNRAMP3.lin
nramp3nramp4ould be explained if the function of PINRAMP3.1 requires a partner missing
in Arabidopsisor if the effect of PPINRAMP3.1 can only be detected at a developmental stage
that was not tested in our experiments. Analyses of leaf metal content of transgenic
Arabidopsis thalianagrowing on short day, on soil conditions for months may allow the

observation of changesin metal homeostasisin leaves of plant expressing PINRAMP3.1

Following my work, Van Anh Le Thi generated transgenic poplars over-expressing
PINRAMP3.1::GFPand PtNRAMP3.2::GFRn our team (data not show). PPINRAMP3.1 and
PINRAMP3.2 subcellular localizations were similar to those observed in Arabidopsis
thaliana Preliminary analysis of leaf metal concentration of poplar grown on normal soil

during 4 months showed specific decreases in Zn and Mn concentrations in poplar leaves
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S| Fig. 4. PtNRAMP3.1::GFP and PtNRAMP3.2::GFP are targeting to intracellular compartments and to the vacuolar
membrane, respectively.

Subcellular localization of PtINRAMP::GFP in protoplasts from Arabidopsis thaliana cell culture transformed and
incubated 48h at 20T in the dark. Confocal cross s ections show PtINRAMP3.1::GFP (a) and PINRAMP3.2::GFP (e)
fluorescence, overlay between GFP and mCherry (b and f), transmission (¢ and g) and total overlay (d and h).
Excitation wavelength : AGFP= 488nm; AmCherry= 558nm; emission wavelengths: AGFP= 495-535nm; AmCherry=
578-707nm. scale bar = 10pum.

S| Fig. 5. PtINRAMP3.1::GFP is not localized in peroxisomes and mitochondria.

Subcellular localization of PtNRAMP::GFP in protoplasts of Arabidopsis thaliana cell
culture transformed and incubated 48h at 20T in th e dark. Confocal cross sections
show PtNRAMP3.1::GFP fluorescence (a and d), mCherry::PTS1 peroxysomal marker
(Nelson, et al., 2007) (b) , MitoTracker® Red CMXRos (e) overlay between GFP and
peroxysomal marker::mCherry or MitoTracker® Red CMXRos (¢ and f). Excitation
wavelength : AGFP= 488nm; AmCherry or MitoTracker® Red CMXRos = 558nm.

emission wavelengths: AGFP= 495-535nm; AmCherry or MitoTracker®= 578-707nm
scale bar = 10um.
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from one line over-expressifNRAMP3.2::GFP Interestingly, even stronger decreases in
Zn and Mn concentrations associated with interdeaidorosis were observed in poplar
leaves from two lines over-expressiRtNRAMP3.1::GFP This indicates that the relaxation
of the purifying selection may have allowed the syace of a new function for
PtINRAMP3.1 corresponding to the remobilization adtat from intracellular compartments,
which remain to be identified. The mobilization n and Zn from these intracellular
compartments appears to be an efficient way tot lmm@tal accumulation in poplar leaves.
The identification of these intracellular compartiseappears to be a critical perspective to
better understand Mn and Zn homeostasis in poplavels. It will also be important to
measure metal concentrations in other poplar orgaok as stems and roots. Wipkevious
work underscored that phytoextraction efficiencyaféected by the high metal content in
senescing leaves (Laureysestsal, 2004 ; Zacchinet al, 2009), these new results suggest

that over-expression &tNRAMP3.1could be an efficient way to cope with this prable
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Sl Table | : accession numbers of protein sequences used in Figure | .

Name accession # Organism

AtNRAMP4 Q9FN18 Arabidopsis thaliana
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Sl Table Il : Primers used for g-RT-PCR.

Forward primers

Reverse primers

qUBC10 CCATATCCAAGGTATTGCTCTCC | CGTCTCATACTTGTTCCTGTGG
gPP2A TTCCTGATGTGCGACTGAAC CTCCAATGCCTATCCTCTGC
gEF1-a CACACCTGTCACATTGCTG ACCAGCATCACCGTTCTTCAG
Qact GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG | AACGACCTTAATCTTCATGCTGC
Qubq GTTGATTTTTGCTGGGAAGC GATCTTGGCCTTCACGTTGT
Qtub GCACCAACTTGTTGAGAATGC TTTCAACTGACCAGGGAACC
gPtNRAMP1 GCCAGCACTGGAAATAGGAG TTGTATTGCGCTCCTGACTG
gPtNRAMP2 ATGCAGATTCCTTTCGCACT CCGATCAGAAAGCCAAAGAG
gPtNRAMP3s TGACATTTGCGTGGATGTTT ATTGTGGTCGATCTCCCTTG
gPtNRAMP3.1 TTGTAGCTGCCTTGGTGATG GATCGCTGGCAACAGAAACT
gPtNRAMP3.2 CAGACACCAGCCATCTTGAA CCCAGGACCAGTAAACAACC
gPtNRAMP7s GTGCTGGGAAAATCAAGCTC GATGATTAGTCGGCCTGCTC

Sl Table lll : Primers used for NRAMP cloning.

PtNramp3aLgtw 5-TACAAAAAAGCAGGCTTCATGCCTTCACCAGAAGAAGAC-3
PtNramp3aRgtwstp 5-CAAGAAAGCTGGGTCCTGTTTAGGTGGGACAGTACCA-3
PtNramp3aRgtwnostp 5'-CAAGAAAGCTGGGTCGGTGGGACAGTACCAAGTGG-3’
PtNramp3bLlonggtw 5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGCCTGTAGAAGAAAAC-3
PtNramp3bRlonggtwstp 5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTATGTAAAGCCCCTAG-3

PtNramp3bRlonggtwnostp

5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTGTAAAGCCCCTAGAATG-3

Forward and reverse primers contain sequences of attB1 and attB2 sequences (underlined) allowing

gateway recombination.
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Figure 20 : Test de complémentation de la souche de levure fet3fet4 déficiente pour
I'entrée de Fe dans la cellule aprés 2 jours de croissance a 30<C.

Test en goutte réalisé sur milieu SD contr6le + Fe (200uM de FeSO4 en présence de
100 uM de BPDS) et sur milieu SD - Fe (40 uM de FeSO4 en présence de 100 uM de
BPDS). GUS correspond au témoin négatif et AANRAMP4 et AtNRAMPlaux témoins
positifs.
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[I. Résultats complémentaires: Caractérisation de PINRKP1 et
PtINRAMP2

A) Capacités de transport des protéines PtINRAMP1 NRRAMP?2.

Dans le but de déterminer les capacités de trangles protéines PtINRAMP1 et
PtINRAMP2, des tests de complémentation de levigésieintes pour des différents systemes
de transport de métaux ont été réalisés a l'aidesdaches présentées dansdbleau VI du
« matériels et méthodes ». Suite a la transformaties levures avec le vecteur pDR195
contenant les genes d’intéréts, des tests en gouoiteété conduits sur des milieux carencés
ou supplémentés avec des concentrations toxiqguesméaux. Afin de déterminer les
conditions les plus adaptées pour les PtNRAMP, pbague souche, des tests préliminaires
ont été réalisés avec différentes concentrationsi@aux et en chélateurs, en se basant sur
des données précédemment publiées (Thoetira, 2000 ; Lanquaet al, 2004 ; Cailliatte,
2008). Des mesures d’accumulation de métaux orne@gat été réalisées chez le double
mutantzrtlzrt2 Des levures exprimar®US ainsi que des levures exprimaitNRAMP1
AINRAMP4, AtNRAMP2u PtNRAMP3.1ont été utilisées respectivement comme contrble
négatif et contréles positifs. Les résultats seésentés sur ldgyures 20a23.

1. Complémentation de croissance du double mutant fietd

Pour tester la capacité de transport du fer, lebigomutantfet3fet4 incapable de
pousser sur le milieu pauvre en fer a été utiligée ( Figure 20) (Eide et al, 1996).
L’expression dAtNRAMP let dAtINRAMP4permet de restaurer la croissance de ces levures
méme sur un milieu carencé en fer. figure 20 montre que I'expression d&NRAMP1
augmente légérement la croissance des levVat8tetdsur milieu carencé en Fe. Cependant,
cet effet est faible et n’a pu étre reproduit qoéstfois sur les six essais réalisés. Ces résultat
ne permettent donc pas d'affirmer que cette pret@iomplémentdet3fetdet qu’elle soit
impliquée dans le transport de Fe. Aucune complémtien de ce double mutant n'a été

observée chez les levures transformée$fdRAMP2
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Figure 21 : Test de complémentation de croissance de la souche de levure smfl déficiente
pour I'entrée de manganése dans la cellule apres 4 jours de croissance a 30C .

Test en goutte réalisé sur milieu SD contréle +Mn (100 uM de manganése + 5 mM d’EGTA)
et sur milieu SD -Mn (5 mM d’'EGTA). GUS correspond au témoin négatif et AINRAMP1 et
AtNRAMP4 correspondent aux témoins positifs.
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Figure 22 : Test de complémentation et de sensibilité de la souche smf2 déficiente pour le transport de Mn au
niveau de compartiments intracellulaires aprés 2 jours de croissance.

Test en goutte réalisé sur milieu SD contréle +Mn (10 mM EGTA + 100 uM Mn), sur milieu SD -Mn (10 mM
d’EGTA) et sur milieu SD ++Mn (10 mM MnSQO,). GUS correspond au témoin negatif et AINRAMP2 au témoin
positif.
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2. Complémentation de croissance des mutants smflhrdPs

Dans le but de tester la capacité de transport d&d/ices protéines, les soucbr¥l
et smf2 déficientes pour des transporteurs de Mn respoewnt localisés sur la membrane
plasmique et au niveau de compartiments intracatg ont été utilisées. Ces souches sont
incapables de croitre en présence d'EGTA (un cohdlatie cation divalent). Dans ces
conditions, seul un apport exogéne de Mn permatedtaurer leur croissance. Bien que la
transformation paAtNRAMP1let AINRAMP4permettent aux levuresmfl de pousser sur
milieux carencés en Mn, aucun des déUNRAMPtesté n'a permis de complémenter ce
phénotype Kigure 21). Précédemment, il a été mis en évidencAtNRAMP2 homologue
de séquence detNRAMP2est capable de complémenter les phénotypesndi2a la fois en
condition de carence et d’exces de Mn (Caillia2@)8). De nouveaux tests en gouttes ont
donc été conduits a l'aide de ce mutahiggre 22). Comme attendu, la souclsenf2
transformée paGUS est sensible a I'ajout ’EGTA mais pousse normalensur un milieu
supplémenté en Mn. L'expression AMNRAMP2 ou celle de PtINRAMP2 permet de
complémenter ce phénotype. Ce résultat a ensditeogifirmé par des tests de sensibilité au
Mn (Figure 22). En effet, comparé a la souchmf2transformée par GUS, il apparait que
I'expression dAtNRAMP2et de PtINRAMP2rendent les levures Iégerement sensibles aux
fortes concentrations en Mn. Ces résultats indigdenc qu’AtINRAMP2 et PtNRAMP2 sont

capables de transporter le Mn, quand ils sont m¥gwichez la levure.

3. Tests d’accumulation des métaux en levure

Afin de confirmer les résultats précédents et dobt d’avantage de données
concernant la sélectivité des transporteurs PtNRARIFPINRAMP2, nous avons étudié leur
effet sur I'accumulation de métaux chez la levides tests précédemment entrepris au
laboratoire, ont montré que la soucrélzrt2représente un fond génétique intéressant pour
ce type d’approche, permettant I'étude de I'accatioh de différents métaux.

Ainsi, les levuregrtlzrt2 ont été transformées et incubées pendant 30h@ &@ént
d’étre lavées. Le contenu en métaux des levuressaite été mesuré par spectromeétrie
d’absorption atomiqueF{gures 23 a-¢. Une augmentation significative de concentragon
Zn a été observée chez les levures expriR@RAMP3. Ipar rapport aux levures exprimant
GUS En revanche, aucune différence de contenu en’@rété observée avec les levures

exprimantPtNRAMP1et PtNRAMP2 Néanmoins, une augmentation suivant un factede 3,
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Figure 23 : Accumulation des métaux chez des levures exprimant différents PtINRAMP.

Aprés 30 heures de croissances a 30T, les levures ont été lavées deux fois dans du YNB 50 mM
MES, 20 mM EDTA puis rincées a I'eau avant d’étre séchées. Le contenu en métaux a été déterminé
par spectrométrie d'absorption atomique. GUS correspond au témoin négatif et PtINRAMP3.1
correspond au témoin positif. Les concentrations en Zn, Mn et Mg mesurées dans la souche zrtlzrt2
sont présentées respectivement dans les figures a, b, c. Les concentrations en Mn et Mg mesurées
dans la souche smf2 sont présentées respectivement dans les figures d et e. Les données
représentes les moyennes obtenues a partir de une (smf2), deux expériences indépendantes
comprenant 3 clones différents pour chaque (zrtlzrt2) . * : différence significative entre les levures
transformées par GUS et celles transformées par NRAMP selon le test de Mann-Whitney (zrtlzrt2, p
<0.05, n=6 ; smf2, p <0.05, n = 3).
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la concentration en Mn a été observée chez lesdsvexprimanPtNRAMP2par rapport a
celles exprimanGUS Ces résultats confirment donc que PtINRAMP2 edramsporteur de
Mn. L’absence d’accumulation d’autres métaux (Fa,ef Mg) chez les levures exprimant
PINRAMP2indique qu’il s’agit d’'un transporteur spécifigde Mn a I'image de Smf2p de
levure (Luk et Culotta, 2001). En revanche cettpraghe n’apporte pas d’information
concernant les capacités de transport de PtNRANDRMS le but de confirmer les résultats
d’accumulation de Mn observés chez les levarékzrt2 exprimantPtNRAMPZ2 un nouveau
test d'accumulation a été realisé dans la sosaff@,précédemment utilisé pour des tests de
croissance. De facon similaire, une augmentatiqggoitante de I'accumulation de manganése
est obtenue chez les levuranf2 exprimantPtNRAMP2par rapport aux levures exprimant
GUS, alors que le niveau d’accumulation de Mg est singlrigures 23d et 23g Ainsi, par
différentes approches nous avons apporté les peywve PtINRAMP2 code un transporteur

spécifiqgue du Mn.

B) Localisations subcellulaires de PtNRAMP1 et PtINRAMP

Dans le but de déterminer la localisation subcailelde PtINRAMP1 et PtNRAMP2
des constructions permettant la production de presede fusion avec la GFP ont été
réalisees.

Une premiere approche a consisté a exprimer denfagmsitoire ces PtNRAMP
fusionnées a la GFP (en N-term et C-term) dangd#splastes issus de cultures cellulaires
d’Arabidopsis thaliana Malgré plusieurs tentatives, nous n’avons pasdpterminer la
localisation de PtNRAMP1. En revanche, PINRAMP2té& ébservé de facon claire et
reproductible au niveau de compartiments intratztes indépendamment du sens de la
fusion Figures 24 a-¢. Dans le but d’identifier ces compartiments, degransformations
ainsi que des colorations ont été réalisées avEratits marqueurd-(gures 24 d-). Aucune
co-localisation n'a été obtenue entre PINRAMP2::G&Ple marqueur du peroxysome
mCherry::PTS1 (Nelsoret al, 2007) . De la méme facon le mitotracker, qui o®lo
spécifiguement les mitochondries, n'a jamais étéepol® au niveau au niveau des vésicules
contenant PtNRAMP2::GFP. Ce dernier résultat estaeoord avec l'absence de co-
localisation précédemment observée entre AINRAMBZP. et le mitotracker (Cailliatte,
2008). Par contre, PINRAMP2::GFP co-localise detiagartielle avec ST::mCherry et Man
49::mCherry, spécifigues de l'appareil de Golfigires 24g-). Un résultat similaire a

eégalement été observé lors de l'unique test deocalisation entre PINRAMP2::GFP et
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Figure 24 : Localisation subcellulaire de PtNRAMP2.

Observations réalisées au microscope confocal inversé Leica SP2 (a a c) et
spinning disk (d a ), aprés transformation de protoplastes de culture
cellulaire d’Arabidopsis thaliana Col-0 et incubation 48h a 20C et a
I'obscurité. Aexitation GFP= 485nm, Aemission mesurée= [495-535] nm et
Aexitation mCherry= 558nm, Aemission mesurée= [578-707]. Barre
d’échelle =10um

Les images a, d, g et j présentent la localisation subcellulaire
de PINRAMP2::GFP. Les images, b et c représentent respectivement la
transmission et la superposition des images a et b. PtNRAMP2::GFP
apparait localisé au niveau de compartiments intracellulaires. Le méme type
de résultat a été obtenu pour la construction GFP::PtNRAMP2

Les images e, h, k présentent respectivement les localisations
subcellulaires du marqueur peroxysomal mCherry::PTS1 (Nelson, et al.,
2007) et des marqueurs de l'appareil de golgi ST::mCherry (Sialyl

transferase) et Man49::mCherry. Les images f, i et j représentent
respectivement les superpositions des images d ete, g et h, j et k.
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ARA7::mCherry, localisé au niveau des endosomatifsarCes résultats suggéerent donc que
PtINRAMP2::GFP serait localisé au niveau de commenits impligués dans le trafic entre

'appareil de Golgi et les endosomes tardifs. Deiveaux tests de co-localisation sont
toutefois nécessaire pour confirmer ces résultapoer déterminer si PINRAMP2::GFP est

également présent au niveau des endosomes prédalesA2/A3) ou des endosomes de
recyclages (GNOM). Cependant, avant de poursuigseetforts, il nous a paru essentiel de
mettre en évidence que la protéine chimere PtNRANBREP est fonctionnelle. Pour cela,

nous avons testé sa capacité a complémenter lestghés du mutantramp2d’Arabidopsis

thaliana

C) Caractéerisation des PtNRAMPs par expression chebidopsis

Dans le but de déterminer les fonctions en pladies protéines PINRAMP1 et
PINRAMP2, des transformants stables impliquant pgiession dePtINRAMP1 et de
PtINRAMP2sous le contréle du promoteur UBQ10 (ubiquiting (Brefenet al, 2010) ainsi
gue I'expression dBtNRAMP1::GFPet dePtNRAMP2::GFPsous le contréle du promoteur

35S ont été générés chiembidopsis thaliana

1. Caractérisation de PtNRAMP1 par expression chez Bdopsis

En raison de la forte homologie entre les séqued@dblRAMP1 et de PtNRAMPL1,
PtINRAMP1et PtNRAMPL1::GFPont été exprimés chez le mutamampl (Cailliatte et al,
2010), afin de tester sa complémentation. AINRAMBLun transporteur localisé au niveau
de la membrane plasmique des cellules racinamgdjqué dans I'absorption de Mn a partir
du sol (Cailliatteet al, 2010). Lors d’'une carence en Mwmampl-1lprésente une diminution
drastique de la production de biomasse racinaiggégéenne ainsi qu'une diminution de ses
concentrations en Mn au niveau des parties aérseiyans le but de tester I'hypothése selon
laguelle PtNRAMP1 est capable de remplir les méfoestions qu’AtNRAMP1, des plantes
sauvages, mutantes et mutantes transformées p&RARRNL ont été semées sur un milieu
carencé ou non en Mn. Aprés 16 jours de culitusetro, les racines du mutantampl-lont
montré une diminution par huit de la taille de sasines par rapport a celles de plantes
sauvages soumises a une carence en Mn, alors go&uwifférence n’'a été observée entre
génotypes en condition non carencéaijre 25. Cependant aucune des deux lignées T3
indépendantes exprimaftNRAMP1sous le promoteur UBQ10, et des deux lignées T3
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Figure 25 : Test de complémentation de nrampl.1 par PINRAMP1.

Taille des racines de lignées indépendantes T3 nrampl-1 (Col-0) d’Arabidopsis thaliana
Ub:PtNRAMP1, de plantes sauvages (Col-0) et mutant nrampl1-1 (Col-0). Les plantes
se sont développées verticalement pendant 16 jours sur un milieu solide Hoagland
modifié dépourvu de manganese. L’agar M (Sigma) utilisé pour cette expérience a été
préalablement lavé a I'EGTA de facon a retirer un maximum de contaminants
métalliques. Les valeurs présentées correspondent a une moyenne de 10 a 12 racines
principales. Les barres d’erreur correspondent a I'erreur standard. Les différentes lettres
indiques des différences significatives entre les génotypes suivant un test Kruskal-
Wallis (p < 0.01) suivi par un test post hoc Tukey. nsd: no significant difference.
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Figure 26 : Corrélation entre la bioconcentration en Zinc et I'expression de
PtNRAMPL1.

Etude de corrélation de Pearson a partie des feuilles de peuplier récoltées aux mois de
Juin et Septembre 2011 chez des génotypes Bakan, Vesten, Dorskamp, Soligo, Lena,
Skado et Trichobel poussant sur la parcelle expérimentale de Pierrelaye.
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indépendantes exprimanPtNRAMP1::GFP sous le promoteur 35S n'a montré de
complémentation de ce phénotype. Par ailleurs,niesures de contenu en métaux ont été
réalisées sur ces mémes lignées apres deux serdaigesissance sur milieu Hoagland. Mais
une fois de plus, aucune différence n'a pu étreeié® entre le mutant et les lignées
transformées. Il est important de noté que I'obstom des racines des plantes exprimant
PtINRAMP1::GFP n’a pas permis de déceler le moirsigeal GFP. Ceci suggére que les
résultats négatifs obtenus pourraient étre liéstgénce de la protéine PINRAMPL.
L’absence de signal GFP chez les plantes transemmparPtNRAMP1::GFPsemble
indiquer I'existence d’'un probleme d’expression.eUfaible stabilité de I'ARN ou de la
protéine pourrait en étre une raison. Par extendiest possible que I'absence de production
de protéine NRAMP1 rende compte de I'ensemble éssltats négatifs obtenus lors de
I'expression en levure, lors de la localisationchez les autres plantes transgéniques. Le
clonage de la séquence génomiquPthdRAMP1suivi de son expression chérabidopsis
thaliana ou chez le peuplier sont des alternatives possiloj@l permettront peut-étre
d’identifier le role joué par cette protéine. Aliativement, I'absence de résultats positifs
pourrait également étre lié au fait que PtNRAMP4sgale une fonction propre non étudiée en
levure et non retrouvée chez les NRAMRAdibidopsis a I'image d’'OsNRAT1 impliqué
dans I'absorption de 'Al trivalent & partir du stiez le riz (Xiaet al, 2011). Pour tester cette
hypothese, il sera nécessaire de tester I'efféespression de>tNRAMP1sur la tolérance et
'accumulation d’autres métaux, saaspriori. Par ailleurs, au cours des expérimentations
réalisées en champs, une corrélation significaaiv@9% (R2p=0,728) entre I'expression de
PtNRAMP1et le facteur de bioconcentration en Zn (ratidadeoncentration dans les feuilles
sur la concentration dans le sol) a été observggésant que ce transporteur pourrait étre
impliqué dans le transport de Zn dans les feuilegpeuplier Figure 26). Bien qu’aucune
donnée ne soit disponible concernant les concemigaen Fe dans le sol, une corrélation
significative a 99% (R2p=0,57) a également été nlgseentre I'expression dNRAMP let
la concentration en Fe des feuilles (non préseAiaki, PtNRAMP1 principalement exprimé
au niveau des entre nceud (Sjodih al, 2009), pourrait étre un acteur important de
I'accumulation du Zn et jouer un réle dans I'acclation du Fe dans les feuilles du peuplier.
Enfin, les prédictions de séquences codantes imdiggu’'une autre isoforme de
PtINRAMP1 pourrait exister: un épissage alternpgfmettrait I'utilisation d’'un second
codon d'initiation localisé au niveau du premietram (Figure 27). Bien que plus courte de
38 acides aminés, cette isoforme possederait heblgedes motifs conservés, notamment le

motif DPGN, caractéristique des NRAMP. Seule I'ériité N-term cytosolique retrouvée
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Figure 27 : Représentation schématique des deux possibles isoformes de PtINRAMPL1.

L'épissage alternatif de PtNRAMP1 au niveau du premier intron de la version 1 provoquerait un décalage
de deux nucléotides, aboutissant a la formation d’'une séquence codante homologue mais plus courte de
113 nucléoctides. Le codon d'initiation est représenté en rouge.
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essentiellement chez AtINRAMP1 et AtNRAMPG6 seraisatie. Les analyseis silico
réaliséesvia Target P littp://www.cbs.dtu.dk/services/TargetFhdiquent que ce motif

correspondrait a un peptide d’adressage chlorogiesta la fois chez AtINRAMP1 et
PtINRAMP1. Néanmoins, contrairement aux prédictiohB\RAMP1 est localisée sur la
membrane plasmique (Cailliatiet al, 2010), le role de I'extrémité N-term reste donc a
élucider. Finalement, alors que ces données ESpeayntis de montrer I'existende vivo de

la forme longue de PtINRAMP1, aucune donnée ESToméirme lI'existence de la forme

courte. Des expériences supplémentaires seraieaessgires pour démontrer son existence.

2. Caractérisation de PINRAMP?2 par expression chez Bidopsis

En raison des homologies de séquences et simtituglgtre AINRAMP2 et
PINRAMP2 en termes de complémentation de levuresieetlocalisation subcellulaire,
I'expression stable d®tNRAMP2 et de PtNRAMP2::GFPa été réalisée chez le mutant
nramp2-1d’Arabidopsis thaliangCailliatte, 2008). Ce mutant présente une chimisune
floraison précoce en absence de stress lors derewur sol. Ainsi, nous avons testé la
capacité des constructiongh:PtNRAMP2 et 35S PINRAMP2::GFPa complémenter ses
deux phénotypes. Néanmoins, ni la transformatianPplRAMP2 ni la transformation par
PINRAMP2::GFP n’ont permis de complémenter le mutamamp2-1 d’Arabidopsis Ce
résultat pourrait étre la conséquence d'une absdiggression du transgene, puisque ni
I'expression de la GFP, ni I'expression de NRAMP@nh été veérifiées. Cette absence de
complémentation pourrait aussi, étre liée au faé BtINRAMP2 ne remplisse pas les mémes
fonctions quU'AINRAMP2. Cependant, la tentative @enplémentation du mutamramp?2-1
d’Arabidopsis thalianapar la construction 35S:AtNRAMP2::GFP avait égaeméchouée
(Calilliatte, 2008). Dans le cas ou ces deux pregpossedent les mémes fonctions, le test de
complémentation réalisé avec protéine native, pedadfirmer, cette fois, que ce résultat
négatif n’est pas lié a un mauvais adressage o anauvaise conformation engendrée par la
fusion a la GFP. Il reste possible que la compléaiem du mutantramp?2-1requiert une
régulation fine de I'expression ddRAMP2 nécessitant son promoteur endogéne. Enfin, les
phénotypes du mutamramp2-1ne sont peut-étre pas liés a linsertion de I'ADNdans
NRAMP2 mais a une autre mutation car ils n'ont été geunoment observés que chez un
seul alleéle mutant &NRAMP2
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Ainsi si I'on s’en tient aux données acquises cleetevure et aux études de co-
localisation réalisées en protoplastes, les NRAMP®Rabidopsis thalianaet de peuplier
seraient les homologues fonctionnels de Smf2p darde De ce fait, ils pourraient étre
impliqués tout comme Smf2p, dans I'approvisionnehgnMn des organites et de I'appareil
de Golgi (Luk et Culotta, 2001). En effet, chematantsmf2,il a été observéne diminution
de [lactivité de la superoxyde dismutase Mn dépetela(MnSOD) et de la
Mannosyltransférase (MNN) (Luk et Culotta, 2001he€ les plantes, le Mn occupe une place
centrale au niveau des chloroplastes : il est patisable a I'oxydation de l'eau et a la
production d’'Q par le photosystéme Il (Tommax al, 1998 ; Marschner et Marschner,
2011). Dans les mitochondries, la MNnSOD et cermereymes impliquées dans des réactions
de décarboxylation niveau du cycle de Krebs regaiedu Mn pour leur activité (Marschner
et Marschner, 2011). Dans I'appareil de Golgi, IllNest nécessaire pour la glycosylation
des invertases golgiennes.
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Chapitre V : Etude de la relation entre la structure primaire et la
sélectivité chez AtNRAMP4, homologue des PtNRAMP3s

Les métaux non essentiels empruntent, le plus soules systemes de transport des
métaux essentiels. L'amélioration de I'efficaci# phytoextraction, nécessite d’optimiser les
capacités de transport d’ETM de ces systemes. Rela, il apparait indispensable
d’identifier, au niveau des protéines de transped,déterminants structuraux permettant la
discrimination des métaux essentiels des métauxessentiels.

En fait, l'identification de ces déterminants sturaux présente un double intérét.
D’une part, ce travail contribuera a I'amélioratibefficacité de phytoextraction. En effet,
I'insertion de ces déterminants structuraux dars etéines NRAMP transportant peu ou
pas le Cd, permettra peut-étre d’augmenter leyraaes de transport vis-a-vis de ce métal
non essentiel. D'autre part, linsertion de mutasioau niveau de ces déterminants
structuraux, permettra au contraire de limiterdi@mulation des métaux non essentiels dans
les especes végeétales destinées a la nutrition.

La caractérisation des PtNRAMP3s, décrite dans Hapitre précédent, semble
indiquer que ces protéines transportent les méemsentiels (Fe, Mn, voire Zn) mais ne
permettent pas le tranport de Cd contrairment eslplus proches homologues AtNRAMP3
et AtNRAMP4 chezA. thaliana. L'étude de la relation entre la structure primaites
NRAMP et leur sélectivité a donc été realisée auprbtéine AtNRAMP4, d’autant que I'on
posséde de nombreux outils facilitant le travadzArabidopsis thaliana

Suite aune mutagenese aléatoire du CDS codant la prof&giNBRAMP4, un crible en
levure a été réalisé en présence de Cd et en mondi¢ carence en Fe. La sélectivité des
différents AINRAMP4 mutés a été testée par expoesshez des levures déficientes pour
différent systemes d’influx de métaux. Les conségae physiologiques de ces mutations ont
ensuite été étudiées en plante chez le double motamp3nramp4d’Arabidopsis thaliana
Enfin la conservation du réle de ces résidus aa&idée par introduction de ces mutations au

sein d'un NRAMP de mammifere, RnDMT1 suivi de sapression en ovocyte de xénope.
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ABSTRACT

Each essential transition metal plays specificsatemetabolic processes and has to
be selectively transported. Moreover, living orgams need to discriminate between essential
and non-essential metals such as cadmiunfCudhich is highly toxic. However, metal
transporters of the NRAMP family, which are invadvéen controlling the level of metal
concentrations in plant cells and intracellular pamiments, display poor selectivity towards
divalent metal cations. In the present study, waniified mutations that allow an NRAMP
transporter to discriminate between*Cand its essential metal substrat¢ FaVe took
advantage of the increased “Caensitivity of yeast expressing AINRAMP4 to screen
population of randomly mutagenized AINRAMP4 cDNA#$e screen recurrently identified
mutations in 4 residues that decrease*Csknsitivity while maintaining the ability of
AtNRAMPA4 to transport F&. All mutations also affect Z# transport, whereas only one of
them, E401K, impairs Mii transport by AtNRAMPA4. Introduction of the mutati&413l,
located in a highly conserved domain, into the matran DMTL1 transporter indicates that
the importance of this residue in metal selectivstonserved among NRAMP transporters
from plant and animal kingdoms. Analysis of met@h@entrations in plants expressing native
or mutant AtNRAMP4 showed that AtNRAMP4 controls taleaccumulation in roots and
that the identified mutations selectively reduce?'Cdnd Zri* transport mediated by
NRAMP4 in planta This knowledge may be applicable to controf Calansport by other

NRAMP transporters from animals or plants.

Keywords: transition metals, transpoArabidopsis vacuole
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INTRODUCTION

Transporters and ion channels mediate the selettaresport of solutes and ions
across the membrane of living cells. The mechantbaisallow transporters and channels to
discriminate between substrates with very simitaroical properties while preserving a high
rate of transport has been the topic of intenseared (Rouxet al, 2011). The criteria
involved in selectivity include substrate size der& hindrance, charge, hydration-
dehydration energy or affinity for specific amincigh residues. Essential transition metals
have to be selectively transported since they plascific roles in metabolic processes. In
addition, transition metal transporters need te@rdisnate between essential metals that are
required by the cell and non-essential metalsriet be harmful. Metal transporters display
however diverse levels of selectivity accordinghe family to which they belong. Members
of the Cation Diffusion Facilitator (CDF) family cof the Heavy Metal P-type ATPase
(HMA) family display sharp selectivity. Some HMAraly members specifically transport
Cu" and Ad ions, whereas others transport specifically*Zmd Cd* ions (Arguelloet al,
2007). Similarly, depending on the phylogeneticugrdo which they belong, CDF/MTP
proteins transport specifically Zh Mn?* or Fé" (Montaniniet al, 2007) and recent studies
have identified residues involved in CDF/MTP selett (Lin et al, 2008 ; Podaet al,
2012).

In contrast, ZRT1-IRT1 like Protein (ZIP) and NaturResistance Associated
Macrophage Protein (NRAMP) metal transporters diggoor selectivity towards divalent
metal cations. Iron Regulated Transporter 1 (IRDhg of the founding members of the ZIP
family, as well as human ZIP4 are able to transpdstoad range of metals (Korshunaata
al., 1999 ; Antala and Dempski, 2012). Nevertheldss,range of substrates transported by
individual ZIP transporters is variable: OsZIP1t mot OsZIP3, is able to transport d
(Rameskhet al, 2003). Using site-directed mutagenesis, consermgsidues involved in IRT1
metal selectivity could be identified (Rogetsal, 2000). Similarly, metal transporters of the
NRAMP family, such as mammalian NRAMP2/DCT1/DMT1 yeast SMF1, transport a
wide range of divalent metal cations (L&t al, 1997 ; lllinget al, 2012). InArabidopsis
thaliana, AINRAMP3 and AtNRAMP4 transport Ee Mn** as well as the toxic metal €d
(Thomineet al, 2000 ; Thomineet al, 2003). They function redundantly to release nsetal
from the vacuolenramp3nramp4double knockout mutants display a growth arrestndu
germination under iron deficient conditions, duetheir inability to retrieve iron from seed

stores, and also show hypersensitivity to*‘Cstress (Lanquaet al, 2005 ; Molinset al,
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2013). Despite the strong homology between thepreteins, only AINRAMP4 can transport
Zn** suggesting that differences in few residues irir thémary sequence modulate their
substrate range (Lanquetral, 2004).

Several studies have investigated the structuretifm relationships in proteins of the
NRAMP family, with a focus on mammalian NRAMP2/DODMT1, yeast SMF1 andt.
coli MntH. These studies addressed the function oflves associated to polymorphisms in
humans and mutated in model animals (Vielahl, 1996 ; Beaumordt al, 2006 ; Lam-Yuk-
Tseunget al, 2006) or relied on site-directed mutagenesisaoiserved residues (Cohet
al., 2003 ; Haemig and Brooker, 2004 ; Courvéleal, 2008). They provided some insights
in the transport mechanisms used by NRAMPs (Lam-Ysi&unget al, 2003 ; Nevo and
Nelson, 2004 ; Courvillet al, 2008). Interestingly, analysis of the G185R matain the
fourth transmembrane domain of NRAMP2/DCT1/DMT1,iebhleads to microcytic anemia
in rat and mouse, demonstrated that this mutatoronly impairs iron transport but converts
the transporter into a calcium-permeable channelgfxal, 2004). Mutational analysis of the
second transmembrane domain of NRAMP2/DCT1/DMTIniified residues involved in
metal selectivity (Cohemt al, 2003). However, mutations in these residues gtyoreduced
the metal transport capacity of the protein.

The ability to transport Cd of many metal transporters and specifically of NRA
makes them potential pathways for the uptake andnaglation of this toxic metal in living
organisms (Clemenst al, 2012). In mammals, DMT1 provides a pathway foestinal Cd*
absorption, especially under iron deficiency (Patkal, 2002). Recently, several studies
demonstrated that the plasma membrane transpogRA®MPS5 is the main pathway for
Cd®* influx in rice (Ishikawaet al, 2012 ; Ishimaruet al, 2012 ; Sasaket al, 2012).
Intracellular NRAMP transporters, such AINRAMP3NRAMP4 and AtNRAMPG6 are also
involved in controlling C8" concentration in intracellular compartments and*@dailability
in plant cells (Thominest al, 2000 ; Cailliatteet al, 2009 ; Oomeret al, 2009 ; Molinset
al., 2013).

In this work, we identified mutations that allowMRAMP4 to discriminate between
Cd?*, which is toxic, and its essential metal substr#&(Thomineet al, 2000 ; Lanquaget
al., 2004). We took advantage of the increased’ Gdnsitivity of AtNRAMP4-expressing
yeast cells to screen a population of randomly gen&ed AtNRAMP4 cDNAs. The screen
recurrently identified 5 mutations in 4 residuesttidecrease Gt sensitivity while

maintaining the ability of AINRAMP4 to transport¥eOne of the identified mutations was
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introduced into the rat NRAMP transporter DMT1. Eegsion inXenopusoocytes showed
that the effect of the corresponding mutation oled®ity is conserved among plant and
mammalian NRAMP. The 5 mutants of AINRAMP4 wergoaduced into theramp3nramp4
Arabidopsis thaliananutant background (Lanquat al, 2005). Expression of four of them
complemented the growth defects mbmp3nramp4double knockout mutants on low iron
and under cadmium stress. Moreover, differencemetal concentrations in roots of plants

expressing native or mutant AtNRAMP4 reflected thigiferences in metal selectivity.

MATERIAL AND METHODS

Yeast strains DEY1453 {et3fetd (Eide et al, 1996), ZHY3 g¢rtlzrt2 (Zhao and
Eide, 1996) andmfl(Supeket al, 1996 ; Thomineet al, 2000) yeast strains were grown at
30°C on yeast extract/peptone/dextrose supplemeavited.2 mM FeC, 0.1 mM ZnSQ or
0.1 mM MnCl}, respectively. Yeast cells were transformed acgogrtb standard procedures

(Invitrogen).

Mutagenesis and yeast screening

AtNRAMP4 cDNA was mutagenized by error prone PCRgishe GeneMorph Il Kit
(Stratagene) and pDR195 GTW AtNRAMP4 as templake gene of interest was amplified
under conditions that introduce 1-4 mutations /fusing primers (pDR195F and pDR195R)
that overlap by more than 50 bp with the vectoaltow recombination with the linearized
yeast vector. The yeast vector pDR195 GTW AtNRAMRSE digested wittXhd and Spé
which cut in the vector close to ATG and to thepstmdon, respectively, to remove the
AtNRAMP4 coding sequence. Subsequently, 0.45 pg of linedrizector and 0.9 pg of
mutagenized PCR product were transformed fet8fet4yeast cellsAfter transformation,
yeast cells were plated on SD -URA medium pH 6 aioiig 10 uM CdCGl Selection for
uracyl autotrophy allowed to recover cells in whippR195 GTW recombined. Yeast
colonies expressing mutated AtNRAMPA4 that retaitteel ability to transport Fé were
selected on SD pH 6, &st3fet4was not able to grow under these conditions. Bingfowth
in the presence of 10 uM CdCselected AtNRAMP4 mutants with impaired ability to
transport Cd', asfet3fet4transformed with native pDR195 GTW AtNRAMP4 didtriorm
colonies under these conditions. To estimate tta tmber of mutated cDNA screened, the
same experiment was performed without subjecting@MP4 to mutagenesis and plating
on SD -URA medium pH 6 in the absence of Cd
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Several selectedtNRAMP4cDNAs carried more than one mutation (see Suppiéhéable
1). To obtain cDNAs carrying only one of the mutas recurrently identified by the screen,
single mutations were introduced in native AtNRAMB# directed mutagenesis using
QuikChange Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit (At technologies).

Yeast growth assays

Yeast straindet3fet4 smflor zrtlzrt2 were transformed with pDR195 GTW -GUS
control vector or pDR195 GTW -AtNRAMP4 or -AtNRAMR#bint mutants (Oomeat al,
2009). Yeast mutant complementation was testedrdyy spotting assays. Diluted cultures of
individual transformants were spotted on synthdéxgtrose -URA buffered by 50 mM MES,
pH 6 agar plates fdet3fet4 plates with 10 mM EGTA with (+Mn) or without (-Mi®.1 mM
MnClI, for smfland plates containing 100 uM EDTA with (+Zn) orthaut (-Zn) 80 uM
ZnSQ, for zrtlzrt2 For yeast protein extraction, cells were growreraght in 10 mL
minimal medium. They were harvested by centrifugaii2000 g, 2 min). Protein extraction
and immunoblot analysis were performed following firocedures described by Langear
al. (2004).

Oocyte expression

pSPORT-DMT1 was kindly provided by Mathias A. Heglig (Institute of
Biochemistry and Molecular Medicine, BERN, Switzerdl) (Gunshinet al, 1997). The
DMT1™°# mutant (corresponding to AINRAMP43) was obtained by directed mutagenesis
using QuikChange Il XL Site-Directed Mutagenesist KAgilent technologies) with
DMT1F413IV2F (5-CTACAGCTCCCCATTGCCCTCATCCCTATC-3) and
DMT1F413IKV2R primers (5-GATAGGGATGAGGGCAATGGGGAGIGTAG-3).
Plasmids were linearized with Hind Ill and used ifowitro transcription with T7 mMessage
mMachine (Ambion Inc.) aiming to obtain about 40 pigmRNA. Capped mRNA was
recovered by lithium chloride precipitation, ethhpeecipitated and finally resuspended in
DEPC-treated distilled #D. Oocytes were isolated frokenopus laevigemales and injected
with cRNA (1.1 mg/ml) encoding either DMT1 or DMT%? using a Drummond
“Nanoject” microinjector (50 nl/oocyte). Oocytasere incubated in a solution containing 96
mM NaCl, 2 mM KCI, 1 mM CaG| 1 mM MgCh and 5 mM HEPES, pH 7.5, supplemented
with 0.1 mg/ml gentamycin. Oocytes were incubatetiddC for at least 24 h before voltage-

clamp experiments.
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Electrophysiology

Whole-cell membrane currents were measured at rsonperature using a home-
made two-electrode voltage-clamp amplifier and@2MQ glass electrodes filled with 3 M
KCI. The following standard bath solution was useégl:mM NaCl, 2 mM KCI, 1 mM Cagl|
1 mM MgCkL and 5 mM MES, pH 5.5. MnglZnCh, CdChL and FeS@were prepared as 10
mM stock solutions and diluted appropriately inhbablution, except for ferrous sulphate
which was diluted in a modified bath solution canitag 1 mM ascorbate. The modified bath
solution with 1 mM ascorbate was used as contnroF&5Q measurements. Data from 5 to 8

different oocytes are reported as mean * standaod e

Plant material

The nramp3nramp4louble mutant obtained by Lanquaral. (2005) was transformed
via Agrobacterium tumefacierforal dipping with pUB-DEST AINRAMPZ*X pUB-DEST
AINRAMP4™3! pUB-DEST AtNRAMP4®"'| pUB-DEST AtNRAMP4®"Y, pUB-DEST
AtINRAMP4*%3Y allowing the expression of AtINRAMP4 under the cohof a Ubiquitin 10
promoter and pNB96 AtNRAMP4, pNB96 AtNRAMPAX and pNB96 AINRAMPZ'®!
allowing the expression of AINRAMP4 under the cohtf a 2x35S promoter (Oomest al,
2009 ; Grefenet al, 2010). For cloning into the pUB-DEST vector, matiand mutated
AINRAMP4 cDNA were excised from pDR195 and insertedo pDON207 vector
(Invitrogen) through BP reaction. Native and mulatéNRAMP4 were, then, insert into
pUB-DEST vector through LR reaction according tonofacturer instructions. For cloning
into the pNB96 vector, native AINRAMP4 cDNA was &sead from pDR195 AtINRAMP4
(Thomineet al, 2000) using flankindgecoRI restriction sites and cloned at thedRl site in
pNB96. Mutated AtINRAMP4 cDNAs were excised from tt@responding pDR195 yeast
expression vectors using primeédstt and Spé and ligated in pNB96 AtNRAMP4 digested
with the same enzymes. Independent homozygdus thaliana WS-nramp3nramp4
transformants with a single insertion locus weleced based on BASTA resistance and on

complementation of theramp3nramp4phenotype on low iron medium.

Plant growth conditions

Arabidopsis seedlings were grown on plates containing ABIS iomed 2.5 mM
H3POy, 5 mM KNG;, 2 mM MgSQ, 1 mM Ca(NQ),, Murashige and Skoog microelements,
1 % sucrose, 1 % Phytagel, 1 mM MES adjusted wifdHkto pH 6.1 and 50 uM FeHBED
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(N,N’ di(2-hydroxybenzyl)ethylene diamine-N,N’digee acid monochloride hydrate, Strem
Chemicals, Newburyport, MA) or as indicated in tlegends of figures. To deplete the
medium with Fe, FeHBED was omitted (-Fe). Cd@igma chemicals, St Louis, MO) was
added to the growth medium at the indicated comaBohs (+Cd). Plates were placed
vertically in environmental growth chambers (SaoR-350, Japan) at 21°C with a 16 hrs
photoperiod under 120 pmol photoff 5.

Plant protein isolation and immunoblot analysis

A. thaliang ecotype WS, wild-type onramp3nramp4double mutant were grown
vertically for 14 days on ABIS medium contaning 80 FeHBED. Total proteins from
shoot or root tissues were extracted and sepaestatbscribed (Lanquat al, 2004). The
proteins were detected by anti-NRAMP4 antibodied #ren revealed by goat anti-rabbit,
conjugated to horseradish peroxidase (AmershamcRioses) and visualized using the

enhanced chemioluminescence ECL kit (Amersham &ioses).

Elemental content analysis

Roots and shoots from seedlings grawnitro for 2 weeks were harvested separately.
The shoots were rinsed briefly in ultrapure watdre roots were desorbed for 10 min in ice
cold buffer containing 5 mM Caghnd 1 mM MES pH 5.7 and then briefly rinsed with
ultrapure water. The dry weight (DW) of the samples measured after drying at 60°C for 3
d. The dried samples were digested in 2 mL of 7(i%c acid in a DigiBlock ED36
(LabTech, Italy) at 80°C for 1 h, 100°C for 1 h &D°C for 2 h. After dilution in ultrapure
water, the metal content of the samples was detedhiusing an AA240FS flame

spectrometer (Agilent, USA).

Statistical analysis

For current measurements Xenopusoocytes, Student's t-test were performed.
Asterisks represent different significance levelsindicates p<0.05 ** p<0.01 and ***
p<0.00]). Plant growth data and element concentration® wealyzed with Kruskal-Walis
non-parametric test for multiple comparisons. Whmgnificant differences were detectgn (
< 0.01), a Tukey post-hoc test was performed. Differettetrs indicate significant differences

between samples. Both tests were performed usenR tboftware package.
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Fig. 1. Conservation and localization of L67,
B E401 and F413. A. Conservation of residues
involved in AINRAMP4 metal selectivity across
the phylogenetic tree of NRAMP proteins. The
tree was constructed using the MEGA 4
phyllogenetic analysis package as described
(Tamura et al., 2007; Migeon et al.,, 2010).
Protein sequences of representative members of
the NRAMP family were aligned using the
Multalin software (Corpet, 1988). Alignments
from M62 to 181 and from D397 to P417, based
on AtNRAMP4 sequence, are shown. A. list of
accession numbers and organisms is shown in
Supplemental Table 3. B. AINRAMP4 homology
model based on MHP1 structure (2JLN). Side
view from the plane of the membrane. The
structural model was generated by I-TASSER
(Roy et al., 2010) and visualized with the PyMOL
program. Yellow: the highly conserved DPGN
motif; blue: TM 10; red: L67, E401, F413 and
A463.
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RESULTS

Screen for mutations affecting AtNRAMP4 selectivity

To identify residues involved in Gttransport by AINRAMP4, we performed a screen
for mutations in the AtNRAMP4 coding sequence tresicue growth of the yeast mutant
fet3fet4 impaired in F& uptake but suppress the hypersensitivity to**Cidduced by
AINRAMP4 expression in yeast. AtNRAMP4 cDNA was damly mutagenized by error-
prone PCR. Screening of about 50 000 mutants atlothe recovery of 12 independent
mutant AtNRAMP4cDNAs that allow growth on SD medium supplemength 10 uM
CdChL when reintroduced ifet3fet4(Supplemental table 1). The screen recurrentlgcsedl
mutations at four positions: L67, E401, F413 an®24

At position 67, the screen identified L to V (onad L to | (twice) mutations
(Supplemental table 1). L67 is conserved in moaniplnd animal NRAMPs but not in
NRAMP homologues in bacteria and fundiig. 1A, Supplemental Fig. 1). Intriguingly,
isoleucine replaces leucine at this position im@ug of plant NRAMP transporters including
AINRAMP1, AtNRAMP6 and OsNRAMP3. The position oftimutations was visualized on
a 3D model of AINRAMP4Kig. 1B). Leucine 67 lies next to the highly conserved DPG
motif found in all functional NRAMP divalent metabnsporters characterized so faig( 1).

It has been shown previously that an amino acidechko this motif, D124 in mammalian
DMT1 (corresponding to D75 in AtNRAMP4), is involyéen NRAMP selectivity (Cohemet
al., 2003).

The mutation E401K, converting the negatively cedrglutamate into a positively
charged lysine, was identified four timeSupplemental table }. This glutamate is
conserved among plant NRAMP transporters of grouirig. 1A, Supplemental Fig. )
while in NRAMP transporters from animals it is stitosed by an aspartate residudgqg. 1A,
Supplemental Figure 3. In contrast, no homologous motif is found in mlagroup 1
NRAMPs or in NRAMP homologues from bacteria anddiuriThe F413l mutation was
picked up twice $upplemental table ). F413 is highly conserved among plant and animal
NRAMP proteins, as well as in many bacterial antgal homologueéFig. 1A). The finding
of these two mutations reveals an unexpected ievoént of transmembrane domain 10 (TM
10) in NRAMP metal selectivityHig. 1B).

Finally, A463V was identified twice in the screé63 is not conserved in NRAMPSs,
not even in AtNRAMP3, the closest homologue of ABNRP4 (not shown).

Metal transport properties of mutant AINRAMP4 iagte
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A B C Fig 2. Functional characterization of AtNRAMP4
selectivity mutants in yeast. A. All AtNRAMP4
fet3fet4 zZrtlzrt2 smfl constructs complement fet3fet4 growth on low iron
but only strains expressing the selectivity mutants
are able to grow in the presence of Cd?*. Yeast
cultures were spotted at OD600 0.1 on SD-URA
pH 5.5 and grown for 2 days in the absence (left
column) or in the presence of 3, 10 or 20 uM CdCly,
Le7Vv K as indicated. B. None of the mutants is able to
rescue zrtlzrt2 growth on low Zn?*. Yeast cultures
were spotted at OD600 0.01 on SD-URA pH 6
containing 0.1 mM EDTA and supplemented with 1
mM (left column) or 80 UM ZnSO4 (right column)
E401K & and grown for 3 days. C. E401K, but not the other
mutants, has lost the ability to rescue the growth of
the smfl yeast strain on low Mn?*. Yeast cultures
were spotted at OD600 0.1 on SD-URA pH 6
A463V E containing 5 mM EGTA and supplemented with 0.1
mM MnSOy (left column) or not (right column) and
grown for 4 days. D. Western blot showing similar
expression levels of native and mutated AtNRAMP4
in fet3fet4 yeast cells. Purified anti-NRAMP4
antibodies were previously characterized (Lanquar
et al., 2004). Twenty micrograms of total proteins
50 KDa — isolated from fet3fet4 transformed with pDR195gtw-
S GUS or pDR195gtw-AtNRAMP4 were loaded. Anti-
e NRAMP4 recognized a protein close to 50 kDa in
o' e N \ \« A\ N the extract from fet3fetd cells transformed with
RESPCAAN S \/61@0\’ ?b‘\’%p\‘*‘gb pDR195gtw-AtNRAMP4 but failed to recognize
specific proteins in the extract from fet3fet4 cells

transformed with pDR195gtw-GUS.
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Fig 3. Alteration of heavy metal selectivity of rat
DMT1 carrying the F452] mutation.

A. Membrane current recordings in Xenopus
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To further characterize the function of the AtNRA#MPhutants identified in the
screen, we transformed yeast with AINRAMP4 cDNAsrgag the individual mutations
L671, L67V, E401K, F413Il and A463V and tested theinction. As imposed by the screen,
expression of each mutant rescues the growth pyeaaf the iron uptake defective yeast
strain fet3fet4 (Fig. 2A, first column, Supplemental Fig. 1). The growth offet3fet4
expressing native AtNRAMP4 is completely abolishedthe presence of 3 pM €d
indicating high-affinity Cd" uptake by this transporter. In contrdst3fet4strains expressing
the AtINRAMP4 mutants still grow in the presence3ofiM Cd* (all mutants), 10 uM (all
mutants except for A463V) or even 20 uMZ?Cih the case of the F413l mutaftid. 2A).
These different Cd sensitivities cannot be explained by differencesspression levels, as
native and mutant AINRAMP4 are expressed at conpaftavels in yeastHg. 2B).

In addition, we tested their ability to transpom®Zand Mrf*. In agreement with
published results (Thominet al, 2000 ; Oomenet al, 2009), expression of native
AtNRAMP4 rescues growth of the Znuptake deficient straimrt1zrt2 (Fig. 2B). In contrast,
all mutations abolish the complementation of thiais indicating that they impair the ability
of AtNRAMP4 to transport Zfi. This result indicates that common residues coritre
transport of C8" and Zfi*. We also tested whether the selectivity mutantdcceransport
Mn?*. Fig. 2C shows that all the mutants, except for E401K,imetiae ability to rescue the
growth of the MA" uptake deficient straismfl on low Mrf* as efficiently as native
AtNRAMPA4.

Residue F413 lies in a protein domain showing haghservation among plant and
animal NRAMP Fig. 1A). We tested whether this residue also controls MRAselectivity
in the well-characterized NRAMP transporter DMTanfrRattus norvegicugGunshinet al,
1997). We therefore generated the F452] mutatioMiT1 (corresponding to F413l in
AtNRAMP4) using site-directed mutagenesis. lon ents elicited by F&, Mn?*, Zn** and
Cd* in DMT1- or DMT1*?.expressing Xenopus oocytes were monitored using- tw
electrode voltage-clamp. When 10 uM ofFer Zrf* were superfused, oocytes expressing
DMT1 exhibited large inward currentBi¢. 3A), as shown previously (Gunshat al, 1997).
Although oocytes expressing DMT%?displayed a similar inward currents in respons&to
UM F&*, currents were almost abolished in the presend®qfM Zrf* showing that F452I
affects DMT1 ZA" transport. Testing a range of metal concentratioves confirmed that

1F452|

current amplitudes elicited by Zhin DMT are strongly decreased at all concentrations

(Fig. 3B). Currents elicited by G are also decreased at in the low micromolar t@memtar
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Fig 4. Expression of native and mutated AINRAMP4 complements nramp3nramp4 growth defects
on low Fe2* or under Cd2* stress. A. Western blot showing similar expression levels of native and
mutated AtNRAMP4 in nramp3nramp4 double knock-out plants. Purified anti-NRAMP4 antibodies
were previously characterized (Lanquar et al., 2004). Twenty micrograms of total proteins extracted
from nramp3nramp4 plants transformed with pUb-DEST-AtNRAMP4 were loaded (Grefen et al.,
2010). Anti-NRAMP4 recognized a protein close to 50 kDa in the extract from WS wild-type plants
and nramp3nramp4 double mutant transformed by pUb-DEST-AtNRAMP4, but failed to recognize
specific proteins in the extract from non-transformed nramp3nramp4 plants.

B.-C. Seedlings of WS wild-type, nramp3nramp4 and nramp3nramp4 expressing either native
AtNRAMP4 or mutated AtNRAMP4 were germinated and grown vertically on ABIS without added
Fe (B) or ABIS supplemented with 10 uM FeHBED and CdCIz ranging from 0 to 100 uM (C). Data
points represent the mean length of the primary root after 8 days and 12 days of growth for Fe
starvation (B) and Cd exposure (C), respectively. One representative line out of 3 is presented for
each construct. Different letters indicate significant differences between genotypes in a given
condition according to a Kruskal-Wallis test (p < 0.01, n < 10) followed by a Tukey post hoc test.
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range indicating a shift towards lower affinity foris metal in DMTI**?. Finally, currents
elicited by 3 uM F& or Mr?* are also lower than in DMT1 suggesting that th&2F4
mutation causes a non-specific detrimental effédbaw metal concentrations. These data
establish that at least one of the residues idedtih our screen, F413, has an importance for
metal selectivity which is conserved among NRAMBteins from different kingdoms. This
result highlights a new function in metal seledtivior the NRAMP C-terminal domain,

which was not expected from previous studies.

The expression of an AtNRAMP4 selectivity mutastues Arabidopis nramp3nramp4
double mutant phenotypes on low iron and under ¢aginstress

To test the effect of NRAMP4 mutations in plantse wxpressed AtNRAMPA4,
AINRAMP4= AINRAMPA™1 AINRAMP4%"Y | AINRAMP4"®"" and AtNRAMP4%3Y
in the nramp3nramp4background under the control of a double ubiqutth promoter
(Grefenet al, 2010). We first checked that the selected mutatido not alter AINRAMP4
targeting to the vacuolar membrane in plant ceiing transient expression of mutated
AINRAMPA4::GFP constructs iArabidopsisprotoplasts$upplemental Fig. 3. At least three
independent stably transformed homozygous linesyiogr T-DNA insertions at a single
locus were obtained and AtNRAMP4 protein levelseveonitored by immunoblot. One line
expressing similar levels of native or mutant vamsiof AINRAMP4 was selected for further
analysis Fig. 4A). The only exception was the AINRAMPE®Y mutant, since none of the
lines transformed with the AINRAMP#3V construct expressed the protein at a detectable
level. Expression of either native or mutant AtNRR# complements the growth defect of
nramp3nramp4mutant under iron deficiency or €dstress Fig. 4B and 4C). Additional
experiments on plants expressing AtNRAMP4 and AtINE=**'K under control of the
strong CaMV 35S promoter confirmed the ability afth proteins to complement the
nramp3nramp4phenotypes Supplemental Fig. 3and 4). In these experiments, the lines

over-expressing AtNRAMPZ"X

evengrow slightly better than the wild-type.
Ectopic over-expression of native and mutant AtNRAMselectively modulates metal
accumulation in roots

To test the impact of the selectivity mutations roatal accumulation in plants, we
measured metal concentrations in roots and shobtsvild-type, nramp3nramp4and

nramp3nramp4over-expressing either native of mutant AtINRAMP4ravgrown in the
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Fig 5. Expression of mutated AtNRAMP4 selectively modifies root Cd%* and zn?t
concentrations in Arabidopsis thaliana. Fe2* , Mn2* , Cd?* , Zn2* and Mg2* concentrations in
roots and shoots of WS wild-type, nramp3nramp4 and nramp3nramp4 expressing either native
AtNRAMP4 or mutated AtNRAMP4 are shown. Seedlings were germinated and grown
vertically on ABIS supplemented with 500 nM CdClI; for 14 days. One representative line out of
3 is presented for each construct. Different letters indicate significant differences between
genotypes in a given condition according to a Kruskal-Wallis test (p < 0.01, n = 4) followed by
a Tukey post hoc test; n.s.d. indicates no significant difference.
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presence of 500 nM Gt (Fig. 5). Under these conditions, theamp3nramp4mutant tends to
accumulate higher levels of e Cdf*, Mn?" and zri* than wild-type in roots and shoots,
likely due to decreased release of each of thesmlsné&om root vacuoles. Strikingly,
compared to wild-type, over-expression of nativelRAMP4 leads to a significant decrease
of Cf* and Z* concentrations in roots of more than 30% and 2@%pectively Fig. 5).
Moreover, when AtINRAMP4 expression is driven by @&MV 35S promoter, the decrease
in root metal concentrations are even strongerchiag 40-50% for Ct and 60-70% for
Zn**, and also affects Mf (Supplemental Fig. 5. In contrast, ectopic AtNRAMP4
expression has almost no effect on shoot metalecdrations Fig. 5 andSupplemental Fig.

5). These results are consistent with a functio€df", Zr** and Mrf* efflux from root cell
vacuoles.

Mutations in AINRAMP4 mitigate the effect of AINRAR4 over-expression on €d
and Zrf* levels in roots. Indeed, root €dand Zf" concentrations are increased by about
40% in AtINRAMP£*'K  AINRAMP4A™' and AINRAMP4®"Y, and by about 20% in
AtNRAMP4"' compared to plant expressing native AINRAMP4 uratertrol of the UBI10
promoter Fig. 5). Similar results are obtained in three indepehdemes expressing
AINRAMP45* under the control of the CaMV 35S promot®upplemental Fig. 4and5).

However the conditions used for this experiment do not abegy variation in Mfi
concentration. We hypothesized that this could be ¢ the high Mfi concentration
provided in theArabidopsisin vitro growth medium. We thus performed further experiraent
in which plants were grown on sand without ¥supply Eig. 6). Under these conditions
plants do not display symptoms of manganese dafigiénot shown). The data obtained in
this independent experimental set-up corroboraselt®e obtained with seedlings grovim

4E401K and

vitro: root Zrf* concentrations are higher in plants expressing RMP
AtNRAMP4™3'compared to those expressing native AINRAMP#.(6). Moreover, under
limited Mn?* supply, ectopic expression of native AINRAMP4 fedd a strong decrease in
root Mr* concentration. In agreement with the results oletiin yeast, the decrease in root
Mn?* concentration is strongly attenuated in plantsessing AINRAMP&**¥(Fig. 6). Even
though AtNRAMPZA*! fully complements yeassmfigrowth on low MA*, it has an
intermediate effect on root Mhconcentration. It is however noteworthy that miotabf the
corresponding Phe (F452) in DMTL1 affects #Mependent currents at low concentrations

(Fig. 3B).
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Fig 6. Low manganese conditions highlight the effect of AINRAMP4 mutations on root
Mn2+ concentration. Fe2* , Zn2* | Mn2* and MgZ* concentrations in roots of WS wild-
type, nramp3nramp4 and nramp3nramp4 expressing either native AtNRAMPA4,
AtNRAMP4E40IK or AtNRAMP4F413I gre shown. Plants were germinated and grown on
sand/perlite (1/1) substrate, watered with modified Hoagland solution without Mn2*
during the complete life cycle. One representative line out of 3 is presented for each
construct. Different letters indicate significant differences between genotypes in a given
condition according to a Kruskal-Wallis test (p < 0.01, n = 3-4) followed by a Tukey post
hoc test; n.s.d. indicates no significant difference.
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DISCUSSION

Random mutagenesis identifies novel residues iadalvNRAMP metal selectivity

In this work, we have identified AtNRAMP4 seledtjvmutants in which Fé and
Cd?* transport functions are uncoupled. Screening namglomutagenized AtNRAMP4
cDNAs expressed in yeast recurrently identified atiahs affecting 4 residues. Two of the
residues (E401 and F413) lie in TM 1&d. 1B), a domain that was previously not suspected
to participate in NRAMP metal transporter seletyivirhe fact that the same positions were
recurrently identified in the screen of about 50 @@dependent mutant cDNAs containing 1
to 6 mutations suggests that the screen was sadurdbwever, it cannot be excluded that
further important residues were missed becausesthered transition involves more than one
DNA base change in the same codon. Such mutanttddvib®uidentified at a much lower
frequency (about I%). All selected mutations abolished the complent@niaof thezrtlzrt2
yeast mutant by AtNRAMP4. The mutations thus sthpmmpair the ability of AINRAMP4
to transport Zf" (Fig. 2). Overall, these results indicate that?Cdnd Z&* transport of by
AtNRAMP4 involves the same selectivity determinartsis is in agreement with the highly
similar atomicradii and electron configurations of €dand ZA*. In contrast, only one
mutation out of five strongly affected Mhtransport Eig. 2), suggesting few common
selectivity determinants for Gdand Mrf*, which have similar radii but distinct electron
configurations. The clear impact on Caccumulation in plant roots of E401K, F4131,L67I
and L67V mutations points to the importance of ¢hessidues for Cd transportin planta

(Fig. 5andSupplemental Fig. 6.

The importance of residue F413 in AINRAMP4 metalcsigity is conserved across plant and
animal kingdoms

Our yeast screen identified F4131 as a mutatioacéifig the ability of AANRAMP4 to
transport C8" and Zi* while retaining F& and Mrf* transport Eig. 2). Interestingly, the
motif containing F413 is highly conserved amongnpland animal NRAMP homologues,
which lead us to the hypothesis that this residuddcalso control selectivity in NRAMPs
from others kingdoms. In fact, two-electrode voltadamp experiments in Xenopus oocytes
showed that the corresponding mutation (F452Iyedtenetal selectivity in DMT1Hg. 3).
Moreover, this approach provided quantitative infation on the DMT1 transport activity at
different metal concentrations. Whereas F452| gitju abolishes Zfi transport at all

concentrations tested, the mutation affects*Qdansport activity only at low cadmium
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S| Table 1: non-silent mutations in vectors recovered fromgshreen

Clone # changes in protein sequence
3 L67V, V130M, D393V

4 E401K

6 E401K

9 A80V, F178V, V369AA463V

10 L103I1,E401K

11 E401K

13 L671, K263N, A414S

14 L671, A138V

15 Q77L* S158T, T294l, K364R
16 E217K, F266LF413I

18 F413I

19 E117GA463V

S| Table 2 primers

Screening of about 50,000 mutated cDNAs lead
to the isolation of 26 colonies. Plasmids could be
recovered from 19 colonies. Upon
retransformation and secondary screening, 12
plasmids were shown to enhance tolerance to Cd
with respect to yeast expressing hative
AtNRAMP4. Mutations found in several clones
are marked in bold characters. *the equivalent
mutation in MMNRAMP2 was investigated
previously.

primer name sequence (5’-3’)
pDR195F TTTTCTATCAACCTCGTTGATAAATTT
pDR195R CAACGATTTGACCCTTTTCCA
pro35S CACTATCCTTCGCAAGACCC
NR4-4R CATCCCTCTGTGGTTCTTTATGTG

vector IRT1

L67V native
L67I F413I
E401K A463V
Fe + - -

S| Fig. 1. Complementation of fet3fet4 by AINRAMP4 selectivity
mutants. Yeast liquid cultures were spotted at OD600 0.1 on
synthetic dextrose -URA buffered by 50 mM MES, pH 6 agar
plates with 80 uM BPS and 30 uM FeCl; (-Fe) or 200 uM FeCl;
(+Fe) and grown for 2 days.
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concentration suggesting that this mutation dees#se affinity of the transporter for €d
Unfortunately, we have been unable to functionakpress AINRAMP4 in Xenopus oocytes,
in order to directly compare the effect of the niotain this system. In any case, our results
indicate that the role of Phe4l13 is conserved amNRAMP transporters from distant

eukaryotic species.

E401K and F413I identify a novel domain involvedNRAMP selectivity

Whereas L67 lies in a domain previously recognizaedmportant for NRAMP metal
transport (Coheret al, 2003 ; Courvilleet al, 2008), E401 and F413 define a novel
conserved domain involved in the control of mewéstivity in NRAMP proteins. To obtain
insights in the molecular mechanism by which theselues could affect selectivity, we used
a structural homology model based on MHP1, a psaitar member of the nucleobase cation
symport 1 family (Royet al, 2010 ; Shimamurat al, 2010). The bacterial NRAMP
homologue MntH has previously been modeled on tissbof the LeuT structure, which
shares the same fold with MHP1 (Courvié al, 2008 ; Shimamurat al, 2010). The
models of both MntH and AtNRAMP4 place the highlpnseerved DPGN motif in
transmembrane domain 1 (TM1) at the core of thasparter along the putative cation
permeation pathwayF(g. 1B). Leucine 67 in AINRAMP4 is adjacent to DPGRid. 1A).
Glutamate 401 and phenylalanine 413 both lie in TMMdth E401 facing the external side
where metal substrate binding occurs whereas F418laser to the intracellular side.
Interestingly, in the transport mechanism propofedMHP1 (Shimamuraet al, 2010),

TM10 plays a role in the conformational changesnitej the transport cycle.

AtNRAMP4 controls Zii and Cd* accumulation in roots

AINRAMPA4 over-expression complementacamp3nramp4defects on low iron, in
agreement with previous studies (Langearl, 2005), as well as under €dstress. Except
for AINRAMP4*%V for which no expression was observed, all AINRAMMRutants also
complemented both defects on low iron and undét €dposure Kig. 2). At first sight, it is
surprising that mutant versions of AtNRAMP4 are ealio rescuenramp3nramp4
hypersensitivity to C&, even though their ability to transport ik affected. Several lines
of evidence have already indicated that the linkwbennramp3nramp4ablation and Cd

hypersensitivity is indirect, i.e. that it origieatfrom the inability to mobilize essential metals
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Fig 7. Schematic representation of the effects of modulating AtNRAMP4 expression
and selectivity on metal concentrations in roots of nramp3nramp4 plants. A. The
disruption of NRAMP3 and NRAMP4 restricts Fe2*, Mn2*, Zn2* and Cd?* mobilization
from the root vacuole leading to high metal accumulation in roots. B. Over-expression
of native AtNRAMP4 restores metal mobilization from vacuoles leading to a decrease
of the root metal content at least to wild-type levels (Figures 5, 6 and supplemental
figure 5). C. mutated AtNRAMP4 impaired in Zn2* and Cd?* transport can only mobilize
FeZ* and Mn2* (except for AtNRAMP4E401K) leading only to the restoration of FeZ*
and Mn2* concentration levels but elevated Zn?+* and Cd2* concentrations compared to
native AINRAMPA4.



Chapitre ¥tude de la relation entre structure primaire eleséivité chez AINRAMP4

from the vacuole rather than from a defect irF‘Cuiansport itself (Oomemt al, 2009 ;
Molins et al, 2013).

We examined metal accumulation under low*Cdxposure. In agreement with
previous work, thearamp3nrampdmutant tended to accumulate more iron, manganege a
zinc than wild-type plants (Lanquat al, 2005 ; Lanquaet al, 2010 ; Molinset al, 2013 ;
Fig 7). This accumulation likely results from increasedjgestration in root cell vacuoles,
when metal cannot be retrieved by AINRAMP3 and ABNRP4 (Fig. 7). In this background,
over-expression of AtNRAMP4 merely restored wilgigymetal concentration in shoots, but
led to a decrease of M Zr** and C4" accumulation in rootsHg. 5, Fig. 6, Supplemental
Fig. 5). Redundancy with ZIP1, which has recently beeplirated in Mn efflux from root
vacuoles, likely masks the effect of AINRAMP4 ovareession on root M levels in the
experiments performei vitro . In metal-excluding plants such Asabidopsis thalianathe
roots are believed to act as a buffer allowing sk@rage or sequestration of metals and
preventing excessive accumulation in shoots. la @od inArabidopsis thalianathe root-
expressed vacuolar metal pumping ATPase HMA3 hagladocumented role in limiting
Cd?* concentration in aerial parts by sequestrating rital in root cells (Moradt al, 2009 ;
Uenoet al, 2010 ; Miyadateet al, 2011 ; Chaet al, 2012). Over-expression of AINRAMP4
limits the build-up of high Zf and Cd* concentrations in roots by favoring efflux of thes
metals from root vacuoleig. 7). In contrast, AtNRAMP4 expression level may netthe
factor limiting vacuolar Zfi" and Cd" efflux in shoots. In Zf and Cd" hyperaccumulating
plants such a#rabidopsis halleriandNoccea caerulescenZn’* and Cd* accumulation in
roots is strongly decreased and the root/shootlraetaimulation ratio is very low (Kramer,
2010). Interestingly, botiA. halleri and N. caerulescengxpress NRAMP3, a functional
homologue of AINRAMP4, at high levels in roots (Véebt al, 2004 ; Oomeret al, 2009).

It is tempting to speculate that, together with HMAnd NAS2, which mediate efficient
translocation to shoots, high NRAMP3 expression nretal hyperaccumulator roots
contributes to their low root/shoot accumulatiotiorgHanikenneet al, 2008 ; Deinleiret al,
2012). Expression of AINRAMP4 mutants in ti@amp3nramp4ackground did not cause a
pronounced decrease of Znand Cd* accumulation in roots as observed with native
AINRAMP4 (Fig. 5, Fig. 6, Supplemental Fig. 5). This is in agreement with the
characterization in yeast showing that these nuartatimpair C&" and ZA&* transport function

in AtINRAMP4. Hence, the mutations that we have idiendl selectively alter AINRAMP4-

mediated metal efflux from root vacuolesplanta(Fig.7).
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S| _Fig. 2. Intracellular targeting of AtNRAMPA4E0IK AINRAMPA4F413! AINRAMPA4LE!,
AINRAMPA4LE7V and AtNRAMP4A463V Free GFP, native and mutated AINRAMP4-GFP
(as indicated) cloned in the CD3-327 plasmid were transiently expressed in protoplasts
isolated from an Arabidopsis cell culture using PEG mediated transformation and
protoplasts were imaged by confocal microscopy after 2 days as described previously
(Thomine et al., 2003, Lanquar et al., 2005). Scale bar = 10 pm.
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Moreover, 3 out of the 4 residues identified in $&@een are conserved among
NRAMP transportersHig. 1A). We provide evidence that the involvement of Féignetal
selectivity is conserved in the mammalian transgoMT1. This knowledge may thus be
applicable to prevent Gtitransport by other NRAMP transporters from aninmalglants. A
prime target for such a modification would be OsNWR25, which is the major pathway for
Cd?* uptake in rice, but also plays an essential mlglin®* nutrition in this species (Ishikawa
et al, 2012 ; Ishimareet al, 2012 ; Sasaket al, 2012).
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S| Table 3 accession numbers of protein sequences uded.iiA.

Name accession # Organism
AINRAMP4 Q9FN18 Arabidopsis thaliana
AINRAMP3 Q9SNV9 Arabidopsis thaliana
GmDMT1 NP_001236727 Glycine max
LeNRAMP3 NP_001233770 Lycopersicon esculentum
PINRAMP3.1 XP_002332229.1 Populus trichocarpa
PINRAMP3.2 XP_002332228. 1 Populus trichocarpa
AINRAMP2 Q9C6B2 Arabidopsis thaliana
PINRAMP2 XP_002302424.1 Populus trichocarpa
AINRAMP5 Q9SN36 Arabidopsisthaliana
OsNRAMP2 Q10Q65 Oryza sativa
OsNRAMP7 NP_001067135.1 Oryza sativa
PpNRAMP2.1 XP_001751446. 1 Physcomitrella patens
PpNRAMP2.2 XP_001771598.1 Physcomitrella patens
PpNRAMP2.3 XP_001751755.1 Physcomitrella patens
MmNrampl NP_038640 Mus musculus
XINRAMP NP_001088008 Xenopus laevis
MmNramp?2 NP_001139633 Mus musculus

DMT1 054902 Rattus norvegicus
DrNRAMP NP_001035460.1 Daniorerio

DmMVL1 AAAB82593 Drosophila melanogaster
CeSMF1 NP_001024792.2 Caenorbitis elegans
CeSMF2 NP_509131. 2 Caenorhitis elegans
CeSMF3 NP_500235.4 Caenorhitis elegans
AINRAMP1 Q9SAHS Arabidopsis thaliana
AINRAMPG6 Q9S9ON8 Arabidopsis thaliana
PINRAMP1 XP_002332060.1 Populus trichocarpa
OsNRAMP3 Q653V6 Oryza sativa
PINRAMP7.1 XP_002307454.1 Populus trichocarpa
PINRAMP7.2 XP_002307453.1 Populus trichocarpa
OsNRAMP1 AAB36424 Oryza sativa
OsNRAMP5 BAM45315 Oryza sativa
LeNRAMP1 NP_001234318 Lycopersicon esculentum
Nratl Q62G85 Oryza sativa
OsNRAMP6 NP_001043139.1 Oryza sativa
CrNRAMP1 EDP04810 Chlamydomonas reinhar dtii
CrNRAMP2 EDP07304 Chlamydomonas reinhardtii
PpNRAMPS8 XP_001759361.1 Physcomitrella patens
PaMntH2 AAD46619 Pseudomonas aeruginosa
PaMntH1 ABJ13604 Pseudomonas aeruginosa
EcMntH ZP_ 03035309 Escherichia coli

StMntH ZP 07129777 Saphyl ococcus aureus
DrMntH QI9RTP8 Deinococcus radiodurans
ScSMF1 CAAB4547 Saccharomyces cerevisiae
CaSMF1 XP_714860.1 Candida albicans
ScSMF2 P38778 Saccharomyces cerevisiae
ScSMF3 Q12078 Saccharomyces cerevisiae
CaSMF3 XP_719640.1 Candida albicans
CaSMF2 XP_722339.1 Candida albicans
TcNRAMP3 AAW47269 Noccaea caerulescens
TcNRAMP4 ABD76399 Noccaea caerulescens
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ChapitreVI : Etude de I'implication de I'autophagie dans la
remobilisation des métaux

La remobilisation des métaux des feuilles sénesseimpligue un grand nombre
d’acteurs moléculaires spécifigues comme les ti@sprs de métaux, mais également non
spécifiques, agissant sans discrimination sur &eride des éléments. L'autophagie est un
mécanisme ubiquitaire de recyclage intracellulade molécules et d’organites par
acheminement puis dégradation de ces éléments ldaracuole chez les végétaux et les
levures ou dans les lysosomes chez les animauréd@ats travaux réalisés ch&mbidopsis
thaliana ont mis en évidence que la quantité d’'azote toapsle des feuilles vers les graines
se trouve fortement diminuée chez le mutant d’chagpe atg5 par rapport au sauvage
(Guiboileauet al, 2012). De plus, il a été montré que durant l&eséence, I'autophagie joue
un réle majeur dans la dégradation du chloroplgstiecontient 80% du N et du Fe des
cellules chlorophylliennes (Wadat al, 2009 ; Lanquaet al, 2010 ; Nouetet al, 2011).
L’autophagie contrdle donc la remobilisation dette des feuilles vers les graines au cours
de la sénescence et pourrait représenter plus aémEnt un processus clé
d’accompagnement de la remobilisation de I'enserdbteéléments dont les métaux.

Ainsi, dans un premier temps, des travaux ont &aés afin d’étudier I'implication
de l'autophagie dans la remobilisation des métduez ¢a plante modelgrabidopsis thaliana
pour laguelle de nombreux outils sont disponibéds ue des mutants et des lignées ARNI
affectant les génes impliqués dans l'autophagie.cAurs de ces travaux, le contenu en
métaux des graines et des feuilles a été mesurinede cycle chez plusieurs lignées
d’Arabidopsis thalianadéficientes pour différents acteurs du mécanistaetaphagie. Suite
a cette premiere expérimentation, le mutatd5 a été sélectionné afin d’analyser plus
finement le réle de l'autophagie dans la remoMiksadu Fe.

Dans un second temps, des travaux préliminairegténgalisés chez le peuplier. Bien
que pour I'heure le réle de l'autophagie dans kaaleilisation n’ait été démontré que pour
des plantes annuelles lors de la sénescence meitpearil N’y pas de raison de penser que
ce mécanisme ne puisse pas également intervesididia sénescence automnale chez les
arbres a feuilles caduques. Ainsi I'expressiorP&TG5homologue AAtATG5,a été suivie
au niveau de feuilles matures et sénescences epegénotypes de peupliers. En comparant
ces données d’expression avec les concentrationsné&aux obtenues sur les mémes
échantillons, ce travail apporte les premiers étdmee compréhension du rble joué par

I'autophagie au cours de la sénescence automnale gheuplier.
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[. Article IV

Autophagy controls iron use efficiency inArabidopsis
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ABSTRACT

Autophagy is a conserved mechanism involved ingggmic component degradation
and nutrient recycling. In higher plants, it play<ritical role in N remobilization to seeds
during leaf senescence. Autophagy is considered asn specific mechanism and thereby
could also control remobilization of other elemenWith the aim to investigate the
involvement of autophagy in micronutrient remolation, we studied metal content in
severalatg mutants and RNAI lines. Our results show that ,iromnganese and zinc
concentrations are increased (up to 2.5 higherjeaves ofautophagy deficient plants
compared to WT plants, indicating that autophagynigortant for metal remobilization. We
then focused on iron. Under iron starvation dutimgreproductive stagatg5-1mutant seeds
exhibit a dramatic decrease in iron concentratmmpared to WT seeds, translating to an Iron
Harvest Index (IHI) five times lower than WT. Ir@upply during reproductive stage allows
increasing seed iron concentration by twaig5-1 mutant plant. However, this is still only
about 20% of the WT seed iron content in the saomeliions. Even though the total Harvest
Index (HI) of atg5-1is affected in both conditions, estimation of then Use efficiency
through IHI/HI demonstrated that the effect on itcanslocation to seeds aig5-1 mutant is
mechanism direct consequence of the defect in hatpp

This data suggests that autophagy is a criticatgs® for metal remobilization from
leaves to seeds. Moreover, root iron uptake camootpensate a defect in autophagy-

dependent iron mobilization.

Keywords: Metal, microelement, remobilizatior’Fe, leaf senescence, iron loading, iron

recycling
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INTRODUCTION

Over 60% and 30% of the human world population iama and zinc deficient,
respectively (White and Broadley, 2009). Anemiaseaabout 0.8 millions deaths per year
over the world ranking iron deficiency sixth amaheg risk factors for death and disability in
developing countries (WHO, 2002). The limited aakility of these elements is likely due to
the major place taken by staple food crops in hudiay although they are poor sources of
some micronutrients (Gomez-Galest al, 2010). Thus, the improvement of the use
efficiency of key micronutrients namely iron andhaiin crop species is an important issue
(Kennedyet al, 2003). The need of micronutrients for human, ahias well as for plant cell
life is due to their oxidative and/or Lewis acidperties. For instance, iron play a major role
in oxido-reduction reactions that take place inoctitondria and chloroplasts for energy
production (Pottieret al, 2014). Besides, zinc is essential for the stmecand function of
many proteins (Andreiret al, 2006 ; Zhang and Gladyshev, 2009).

During the last decade, different biofortificatistrategies such as fertilization,
conventional breeding and genetic engineering, werestigated in an attempt to increase
key micronutrient levels in seeds of crop speci8&pe(otto et al, 2012). However,
fertilization is no longer considered due to itgffitiency, cost and environmental issues
(Rengelet al, 1999). The improvement of the micronutrient logdin seeds, through both
marker assisted breeding and genetic engineerieguires knowledge of the general
micronutrient pathways within the plant includingtake from soil and remobilization from
senescing organs (Pottier al, 2014). Most studies on micronutrient managemaselso far
focused on uptake in root cells, intracellular piariing and long-distance transport (Pittman,
2005 ; Puig and Pefarrubia, 2009 ; Yruela, 20080nP2011 ; Thomine and Vert, 2013).
Mobilization of components from vegetative organsimy senescence has received much
less attention. The availability of micronutriemissource tissues during seed loading could
also be an important parameter (Potitral, 2014). Senescence #irabidopsis thaliana
leaves is associated to decreases by greater t@%n of leaf micronutrients such as
molybdenum, iron, copper and zinc that could pgudite in seed filling (Himelblau and
Amasino, 2001). This result also means that 60%mn@ironutrients present in senescent
leaves are not remobilized. Thus, micronutriendiog in seeds may be limited by their
availability in source tissue. To increase micromut use efficiency (MUE) in the context of
biofortification, it is therefore necessary to ketunderstand micronutrient remobilization

from senescent organs during seed filling. For phgpose, it was previously suggested to
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consider the contribution of autophagy in micromutt availability in senescing tissues
(Pottieret al, 2014).

Autophagy is conserved from yeast to animals amahtpl It allows degradation of
cytoplasmic components by non selective lysosonaiinfals) or vacuolar (plants)
internalization mediated by double membrane vesickdled autophagosomes (Reumatn
al.,, 2010). It promotes energy production, toxic comgrds elimination and nutriment
recycling (Yoshimoto, 2012). Unlike the proteasombich is mainly involved in degradation
of short-lived proteins, autophagy allows degramaif a much larger spectrum of bulkier
substrates that tend to have a longer lifetime ¢kbiuk et al, 2010). It catabolizes aberrant
proteins, damaged organelles as well as normab@gmic components when they are no
longer-useful (Yoshimoto, 2012). Autophagy relagedies ATG) involved in autophagosome
formation were first identified in yeast (Matsuwiaal, 1997 ; Thompson and Vierstra, 2005 ;
Bassham, 2007 ; Li and Vierstra, 2012 ; Yoshim@©l2). Subsequently, orthologues of
ATG genes were identified in plants and autophagyceeft plants were characterized. All
autophagy deficient plants exhibit hypersensitivity carbon and nitrogen starvation
highlighting that plants require autophagy for rerit recycling to cope with nutrient scarcity
(Liu and Bassham, 2012 ; Guiboileaual, 2013).

Autophagy deficient plants display early senesceyoeptoms while WT exhibit up-
regulation ofATG genes during leaf senescenceAnabidopsis(Doelling et al, 2002 ; van
der Graaffet al, 2006 ; Chunget al, 2010 ; Breezet al, 2011 ; Liu and Bassham, 2012).
This suggests a role for autophagy in nutrient clieg during leaf senescence. Chloroplast
proteins account for 80% of the total leaf nitroger 70 to 90% of iron in mesophyll cell is
localized in chloroplasts (Nouedt al, 2011). Chloroplasts should therefore represeat th
main source for nitrogen and iron for remobilizataturing senescence (Makino and Osmond,
1991 ; Masclauxet al, 2000). Chloroplast degradation during leaf sesese involves
“Rubisco Containing Body” (RCB) mediating stroma@in mobilization from chloroplasts
to vacuole under nutrient limitatiofChiba et al., 2003 ; Ishida et al., 2008RCB were
identified as autophagosomesArabidopsis thalianglshidaet al, 2008 ; Wadat al, 2009).
Similar small vesicles containing stromal protemsmed SAVs or RVBs, were also observed
in soybean and tobacco (Otegei al, 2005 ; Prinset al, 2008). In addition, small
chloroplasts retaining chlorophyll fluorescence ateo directly internalized in vacuoles
through autophagy, named autophagy in this spedéfise (Wittenbacket al, 1982 ;
Minamikawaet al, 2001 ; Weaver and Amasino, 2001 ; Keetlal, 2007). It was proposed
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that these two autophagy related pathways act sé@glie to facilitate the complete
degradation of chloroplasts (Ishiéaal, 2013). Thus, autophagy is an essential pathway fo
chloroplastic component recycling during leaf seeese at the cellular level and could
increase the nutrient pool available for reallamatio sink tissues. In agreement with the
observations at the cellular level, it was showringis™N labeling that Nitrogen
Remobilization Efficiency (NRE) is lower in autoghadeficient plants compared to wild-
type plants (Guiboileau et al., 2012). Following thame reasoning, autophagy could also
contribute to micronutrient remobilization, espdgiaon, to seeds.

In this work, we investigated the role of autophagymicronutrient recycling from
senescent leaves to seedsAwrabidopsis thaliana For this purpose, we first, studied leaf
micronutrient concentrations in different autophalgficient plants. AATG5is part of the
core machinery of autophagy, essential for the ghagosome formation (Kirisaket al,
2000), we then focused @tg5 mutant and conducted experiments under iron @y and
control conditions. Our results indicate that abutyy is required for full metal

remobilization from leaves to seeds and contral iee efficiency.

MATERIAL AND METHODS

Plant material and growth conditions

Autophagy deficient plants froArabidopsis thaliangL.) ecotype Colombia 0 (Col-
0) [atg5-1 (SALK_020601), atg9-2 (SALK_130796), AtATG18a RNAi (RNAi18)] and
ecotype Wassilewskija (WS)afg4 (atg4adb-), atg9-1 have been described previously
(Hanaokaet al, 2002 ; Yoshimotcet al, 2004 ; Xionget al, 2005 ; Inoueet al, 2006 ;
Yoshimotoet al, 2009).

The first experiment including all autophagy dediti plants presented in this study,
was conducted on san#ig. 1). Plants were watered three times per week foo@shwith
nutritive high nitrogen nutrition as described ihatdonet al. (2010). Seeds were sawn on
sand and plants were grown under the following darss: 8/16-h 21/17°C light/dark until
56 days after sowing (DAS) and then transferreldnig days (16-h light), maintaining similar
day/night temperatures. When plants were dry, saedsdry remains of vegetative tissues
and siliques were separated to determine theimeiight and their metal content.

In the second experimerfig. 2, 3, 4 performed with thetg5-1mutant and Col-0 to
determine the involvement of autophagy in iron rbitiwation, plants were cultivated on a

1/1 mix of sand and perlite, watered three timesysek for 2 hours with modified Hoagland
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solution [0,28 mM KHPQ,, 1,25 mM KNQ, 0,75 mM MgSO4, 1,5 mM Ca(N{p) 25 pM
H3BOs, 50 pM KCI, 1 uM ZnSQ 0,1 pM NaMoO,, 0,5 pM CuS@, 10 pM Fe-HBED, and
3 mM MES-KOH, pH 5.7]. Iron was provided as°®Fehelated to HBED [N,N'-di(2-
hydroxybenzyl) ethylene diamine-N,N’-diacetic acichonochloride hydrate ; Strem
Chemicals] prepared as described by Lanaataal. (2005). Plants were grown in a climate
chamber under the following conditions: 9/15-h 22Q light/dark ; light intensity 150
umol.photon.rif.s* ; 75% relative humidity until 60 days after sowirithen, plants were
transferred to long days (16-h light), maintaingagnilar conditions. At the onset of flowering
(70DAS) half of plants were maintained in controhdition (+ Fe, solution containing 10 pM
Fe-HBED) and the other half were transferred to ioniting conditions (- Fe, solution
containing 20 uM of ferrozine) until the end of mtiacycle. When plants were dry, whole
plants were harvested and separated in three indepts compartments (leaves ; seeds ;

floral stem and empty siliques) to determine tleyr weight and their metal content.

Metal concentration analysis

After weight measurement, dried samples were digleist 2 mL of 70 % nitric acid in
a DigiBlock ED36 (LabTech, Italy) at 100°C for 1, 120°C for 6 hr and 80°C for 1 hr. After
dilution in trace-metal-free water, the metal contef the samples was determined by atomic
absorption spectrometry using an AA240FS flame tspeeter (Agilent, USA).

Statistical analysis

Experiments were carried out in three to four ireteent biological repeats. Data
were analyzed with Kruskal-Wallis and Mann-Whitnegn parametric tests for multiple
comparisons and pair comparisons, respectivelynkdtiple comparisons, a Tukey post hoc
test was performed when significant differencesengetectedp < 0.05. Different letters
indicate significant differences between sampleB. tdsts were performed using the R

software package.
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Fig. 1. Zn, Mn, and Fe concentrations are increased
in dry remains of vegetative tissues and siliques of
autophagy deficient plants. Metal concentrations in
dry remains of Wild-type (black bars) and
autophagy deficient (green bars) plants grown on
sand under high nitrogen nutrition as described in
Chardon et al. (2010). Results are shown as mean
+ SE of four biological repeats. Different letters
indicate significant differences between genotypes
according to a Kruskal-Wallis test (p < 0.05, n = 4)
followed by a Tukey post hoc test; n.s.d. indicates
no significant difference.

Fig. 2. The increase in Fe concentration in
leaves and floral stems of the atg5-1 mutant

is associated to a decrease in seed Fe

concentration. Metal concentrations in leaves,
floral stems and seeds of Wild-type (Col-0,
black bars) and atg5-1 mutant (green bars)
grown on sand/perlite (1/1) substrate watered
with modified Hoagland medium. Iron was
supplied (+Fe) or not (-Fe) during
reproductive stage. Results are shown as
mean + SE of three to four biological repeats.
* indicate significant differences between
genotypes in a given condition according to a
Mann-whitney test (p < 0.05, n = 3-4).
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RESULTS

Autophagy deficient plants exhibit increase of naa@ge, iron and zinc concentrations in
vegetative tissues

Autophagy is a complex mechanism involving morentliairty genes (Yoshimoto,
2012). To investigate the involvement of autophagynetal remobilization from vegetative
tissues during senescence, our first approach wasompare metal concentrations in
vegetative tissues of wild-type and several autgphaleficient plants previously
characterized (Hanaolet al, 2002 ; Yoshimotat al, 2004 ; Thompsoet al, 2005 ; Xiong
et al, 2005 ; Guiboileauet al, 2012). Although no change in copper and magnesium
concentrations were observed in this experimenfgaaese, iron and zinc concentrations
were increased by up to 2,5 in vegetative tissdesutbphagy deficient plants compared to
wild-type plants Fig. 1). The highest increases in metal concentrationewemsistently
observed imatg5-1 andatg4 mutants, which are fully defective in autophagosdorenation
(Yoshimotoet al, 2004 ; Guiboileatet al, 2012). In leaves o&tg9.] atg9.2and ATG18
RNAI, increases in manganese, iron and zinc conggons were smaller and in some cases
no significant differences were observed with wilde plants. However, some autophagic
bodies have been detected in these autophagy afdgfipiants, indicating that autophagy
mechanism is not completely impaired (Yoshimetoal, 2004 ; Guiboileatet al, 2012).
Becausetg5-1was usedvith success to determine the involvement of audgghn nitrogen
remobilization, we chose to focus @tg5-1 which also exhibit robust increase in metal
concentration, for further analysis (Guiboileztial, 2012 ; Guiboileaet al, 2013).

Autophagy is essential for iron translocation tede

Because iron is the most important micronutriemthfioman nutrition and is often not
sufficiently available in seeds of crop plants, tlven put emphasis on this element. In order
to determine if autophagy is required for iron réhipation and subsequent seed loading,
experiments were conducted in two conditions: mnas supplied either during all plant life
cycle (+Fe) or only during vegetative stage (-F®n concentration was measured in leaves,
floral stems and seeds afg5-1 mutant and Col-OFig. 2). In both conditions, no significant
differences in leaf iron concentrations were obsénbetween genotypes. Moreover,
continuous iron supply does not significantly mgdibn concentration in leaves, irrespective
of the genotypes. Interestingly, floral stem irammcentration is significantly higher atg5-1

mutant compared to wild-type plants in both +Fe afe conditions. In contrast, seed iron
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Chardon (2011) (e). Wild-type (Col-0) and atg5-1 mutant were grown on sand/perlite
(1/1) substrate watered with modified Hoagland medium. Results are shown as
mean + SE of 3 to 4 biological repeats. Different letters indicate significant
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Kruskal-Wallis test (p < 0.05, n = 3-4) followed by a Tukey post hoc test. * indicate
significant differences between wild-type and atg5-1 plants in a given condition
according to a Mann-whitney test (p < 0.05, n = 3-4).
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concentration is significantly lower iatg51 mutant compared to wild-type plants in both
conditions. Iron supply during the reproductivegstadid not modify iron concentration in
wild-type seeds. However, it led to increased icomcentration in seeds atg51 mutant

albeit not sufficient to reach the wild-type levéhus, iron uptake during the reproductive

stage rescues only partially iron concentratioatgb-1 seeds.

Autophagy is essential for vegetative biomass aadl roduction, harvest index and Iron
Use Efficiency (IUE)

Total dry weight of leaves, floral stems and seedse measured in order to
determine iron distribution between these three pamments. As previously shown, dry
weights of all organs are significantly lower atg5-1 mutant compared to wild-type plants
(Fig. 3a ; Guiboileauet al, 2012). It was also previously described that megeus nitrate
supply leads to a three fold increase in dry wegjhtegetative organs and seeds compared to
nitrate limiting condition (Guiboileasgt al, 2012). In contrast, we show here, that iron syppl
during reproductive stage has not effect on bionpssluction in eithelatg5-1 mutant or
wild-type plants Fig. 3a). However, significant differences in harvest ind#ll) between
atg5-1land wild-type were observed in both + Fe and -drelitions Eig. 3b). In contrast, a
difference was previously only observed in nitdatating condition (Guiboileauet al,
2012).

Taking biomass into account, iron content was detexd for each organ. Although in
both conditions iron concentration was higher ingetative organs ofatg5-1 mutant
compared to wild-typeHig. 2), atg5-1total iron content is decreased by more than oo f
due to its much lower biomaskig. 3c). However, the different organs contribute to vas
extents to the decrease in total iron conteratgb-1 seeds iron content is most affected by
the defect in autophagy, exhibiting decreasesoof aontent by 10 and 5 under iron starvation
(-Fe) and control conditions (+Fe), respectivelsonl content in floral stems is clearly
decreased iatg5-1 mutant compared to wild-type plants and leaf icontent is not affected
(Fig. 3c). In both conditions, the defect in autophagy aasrong impact on the Iron Harvest
Index (IHI), which corresponds to the efficiencyian translocation to seedsig. 3d). Iron
supply during seed formation improves the IRig; 3d) but does not fully restore seed iron
content to wild-type level. Thus, exogenous iropmy does not compensate the defect in
autophagy for iron supply to seeds. Because IHI bagtrongly biased by the HI, we also
calculated the ratio between HI and NHI in ordedétermine Iron Use Efficiency (IUE) of
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Fig. 4. Use Efficiencies of manganese, zinc copper and magnesium are also
affected in Arabidopsis thaliana atg5-1 mutant. Estimations of micronutrient
use efficiencies were calculated as the (Micronutrient-HI)/HI ratio expressed
as percentage of the Col-0 value, as in Masclaux-Daubresse & Chardon
(2011). Wild-type (Col-0) and atg5-1 mutant grown on sand/perlite (1/1)
substrate watered with modified Hoagland medium. Results are shown as
mean = SE of three to four biological replicates. * indicate significant

differences between wild-type and atg5-1 plants according to a Mann-whitney
test (p < 0.05, n = 3-4).
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atg5-1 mutant and wild-type plant$ig. 3e). Dramatic decreases of the IHI/HI by 65% and
45% were observed under iron starvation and comolditions, respectively. Thus, even
relative to HI, iron translocation to seed is stignaffected in autophagy mutant plants
showing that the decrease of IHI is not only a egngnce of the low HI but that autophagy
specifically affects IUE. Besides, use efficienaé®thers micronutrients were also estimated
in plant growing under control condition followirthe same approach. Compared to wild-
type plantsatg5-1mutant plants showed decreases by 64%, 59%, 62%,ii6 use efficiency

of manganese, zinc, copper and magnesium, respctAs expected, a defect in autophagy

not only affects iron use efficiency but also uffeiency of other micronutrientdg. 4).

DISCUSSION

In this present work, we investigated the involvaeimef autophagy in micronutrient
recycling for seed filling. Through the determiatiof apparent remobilization in autophagy
deficient and wild-type plants, we provide evidefmethe essential role of autophagy in IUE
as well as in the use efficiency of several otharomutrients. Indeed, a defect in autophagy
decreased the IHI/HI by more than 65% and 45% undsr starvation and control
conditions, respectively. A previous study showeat the same autophagy mutant exhibited
decreases by 40% and 15% of NHI/HI under nitrateting and nitrate-rich conditions,
respectively (Guiboileaet al, 2012). Thus, our data suggest that autophagycet®uld
affect even more severely IUE than NUE. Howevesséhexperiments were not performed in
the same conditions. IHI/HI was 20% higher in abtgy deficient plants supplied with iron
during reproductive stage than in plants of the esg@notype subjected to iron starvation.
This could indicate that exogenous iron uptakéatreproductive stage partially compensates
the defect in iron remobilization from leaves td fatg5-1 mutant seeds, as it was also
reported for nitrogen (Guiboileaat al, 2012). However, it is important to note that thajor
part of autophagy-dependent iron remobilizationncdrbe compensated by exogenous iron
uptake. Indeed, under control conditions, the IUEtg5-1 mutant plants is still over 45%
lower than IUE of wild-type plants. According todhwork, about 45% of the IUE of wild-
type plant should be associated to iron remobibpatNevertheless, remobilization could be
overestimated if iron starvation stimulates remghtion. Thus, a confirmation of these
results is required. A more direct and accurateatestnation of the role of autophagy in iron
remobilization from vegetative organs should beaitetd using’Fe allowing to specifically

monitor fluxes between senescing tissues and seddpendently of putative uptake from
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soil. Using this approach the real Iron Remobil@atEfficiency (IRE) may be calculated. If
iron starvation does not stimulate iron remobil@at IRE of plants growing under control
conditions should be close to the IUE of plantsjetted to iron starvation during
reproductive stage. Although, isotopic labelingvisll documented regarding macronutrients
and some micronutrients such as zinc and coppengvéa al, 2010 ; Wuet al, 2010 ;
Erenogluet al, 2011 ; Hegelunet al, 2012 ; Zhenget al, 2012), only few works report its
use regarding iron (Alvarez-Fernandez, 2006 ; Rpez-Castrilloret al, 2008).

As described previously, autophagy deficient plaexhibit an early senescence
phenotype which was attributed to the accumulatbrsalicylic acid (Yoshimotoet al,
2009). Indeed, autophagy operates as a negatigbdek loop modulating SA signaling to
negatively regulate senescence (Guiboiletal, 2012). Therefore, it would be important to
investigate whether the defect in iron use efficiem autophagy deficient plants is directly
related to autophagy or whether it is related tenmature leaf cell death due to SA
overaccumulation. For this purpose, it was prevyioyzroposed to use the stay-green
atg5.sid2andatg5.NahGmutants which allow monitoring the effect of autagy deficiency
in the absence of early senescence (Yoshirab#d, 2009 ; Guiboileawt al, 2012). Further
investigations are thus needed to determine aadurabe IRE and to check that iron
remobilization is not a result of premature seneseeAltogether, this set of data identify
autophagy as a mechanism involved in metal managieatehe whole plant level and as a
key component of metal seed loading, which may bgineered in the context of
biofortification. Stimulation of autophagy in seoe® leaves together with the creation of
strong and specific sink strength could allow iasiag concentration of desired

micronutrients in seeds.
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II. Expériences complémentaires

A) Quantification de I'efficacité de remobilisation fler chez le
mutant d’autophagie atg5-1 par marquage isotopique

L’étude présentée dans le manuscrit précédent, sa ani évidence le rble de
'autophagie dans l'efficacité d'utilisation des taéx. Actuellement, une expérience est
menée afin de quantifier I'efficacité de remobtima du fer par marquage isotopique e
chez le mutant d’autophagatg5-1 Ce travail permettra également de déterminea faible
efficacité d’utilisation du fer de ce mutant d’aplb@agie précédemment observée est le résultat
d'une faible efficacité de remobilisation de ce#rmént et si cette probable faible
remobilisation de fer n'est pas le résultat d’'uéeescence prémature liee a I'accumulation
d’acide salicylique. Pour cela une culture de @anncluant des plantes sauvages, le mutant
atg5-1 le double mutaratg5-1sid2ainsi que le mutargid2 a été entreprise suivant le schéma
expérimental présenté émgure 19. Les échantillons ont dores-et-déja été colleetéseront
prochainement broyés puis analysés par ICP-MS.

Les données acquises permettront de mettre enrei@&dle joué par 'autophagie
dans la remobilisation des métaux lors de la foilonades graines chez les plantes annuelles

dans le cadre de la biofortification.

B) Premieres investigations du réle de I'autophagiezte peuplier

Les travaux réalisés sur la plante annueMeabidopsis thalianaont montré
'implication du mécanisme d'autophagie dans l&dfiité d'utilisation des métaux et
probablement dans la remobilisation des métauoatsale la sénescence monocarpique. De
nouvelles études sont cependant nécessaires poiiervgil en est de méme au cours de la
sénescence automnale des feuilles du peuplierptéeédemment été décrit que I'azote est
remobilisé a partir de feuilles sénescentes cheelplier (Pregitzeet al, 1990 ; Scherzest
al., 1998 ; Couturieet al, 2010). De plus, nous avons montré, au coursrdeaux entrepris
dans le manuscrit « Control of poplar leaf metalnteat with a perspective on
phytoremediation: natural variation and molecul&chanisms», qu’il en était de méme pour
le Mg. Dans ce contexte, nous avons voulu voirasiemobilisation de ces éléments était

associée a I'induction du mécanisme d’autophagiecams de la sénescence, comme c’est le

149



B 16 juin 2011
[ 20 septembre 2011

expression relative
d’'ATG5

Figure 28 : ATG5 n’est pas induit au cours de la sénescence automnale du peuplier.

Niveau de transcrit d’ATG5 normalisé par EF-1a, PP2A et UBC10 au niveau des feuilles de 7
génotypes de peupliers de 4 ans poussant sur le sol contaminé de la parcelle expérimentale de
Pierrelaye. Les résultats sont présentés comme la moyenne obtenue a partir quatre clones
indépendants. Les barres d'erreur correspondent a I'écart-type. Les différentes lettres indiquent des
différences significatives entre les génotypes suivant un test Kruskal-Wallis (p < 0.05, n=4) suivi par
un test post hoc Tukey.
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cas chezrabidopsis thaliangDoelling et al, 2002 ; van der Graa#t al, 2006 ; Chunget
al., 2010 ; Breezeet al, 2011). L'expression d®tATG5 (XM_002327533, homologue
d’AtATG5 (AT5G17290),a donc été étudiée au niveau des feuilles maeitrees feuilles

sénescentes de sept génotypes de peudhignsré 28). Cette étude a été réalisée a partir des

échantillons présentés dans le manuscrit « Comfopoplar leaf metal content with a
perspective on phytoremediation: natural variatama molecular mechanisms », suivant le
matériel and méthode de ce méme manuscrit etdel@es amorces présentéesenexe |l

de cette thése. Afin de s’assurer de I'entrée eessience des feuilles étudiées, I'expression
du marqueur de sénescenetCP (Bhaleraoet al, 2003 ; Couturieret al, 2010) a été
mesurée. Bien qu’il existe d'importantes variatiodexpression dePtATG5 entre les
génotypes, aucune augmentation n’est observée lenstade mature et le stade sénescence
chez les sept génotypes eétudidsig@re 28). Ainsi, contrairement a la sénescence
monocarpiqued’Arabidopsis thalianala sénescence automnale des feuilles du peupdier
semble donc pas s’accompagner de l'induction deegfel' G. De futurs travaux devront étre
réalisés afin de tester si I'induction du mécanisd@utophagie au niveau des feuilles
sénescentes du peuplier permet d’améliorer la rédisetion des métaux et ainsi de limiter le

retour au sol des ETM.
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Chapitre VII : Conclusion générale et perspectives

Afin de rehabiliter les sols pollués par les ETM paytoextraction, il a été proposeé
d’utiliser des espéces végétales capables d’acenmapidement une importante quantité de
métaux. Du fait de sa biomasse élevée, de sa anmisgapide et de son systéme racinaire
développé, le peuplier est trés vite apparu commebon candidat pour ce processus.
Néanmoins, la forte accumulation de métaux obseatemiveau des feuilles de cet arbre
(Drew et al, 1987 ; Mertens et al., 2004 ; Projet PHYTOPORomihguezet al, 2008) est
susceptible de limiter sa capacité de phytoexwagbar retour au sol des métaux lors de la
sénescence automnale.

Dans ce contexte, nous avons entrepris une étuddnamap en vue d’identifier des
génotypes de peuplier capables de remobiliser Eaur des feuilles pendant la sénescence
automnale. Cependant, au cours de ces travauxn alesi14 génotypes de peuplier étudiés
n’'est apparu capable de remobiliser le Zn ou ledhats que la remobilisation de I'azote est
bien documentée et que nous avons observé une iteakdn du Mg. Des études
d’expression de génes et des analyses corrélabwesété entreprises afin de mieux
comprendre 'lhoméostasie des métaux des feuillee eétouver de nouvelles orientations de
recherches. Ces analyses suggerent que parallélartiebsence d’'induction des mécanismes
d’efflux cellulaires, les mécanismes d’influx cédlire de métaux sont maintenus voire induits
chez certains génotypes au cours de la sénesddnsg.le gend?tNRAMP1 potentiellement
impliqué dans I'influx cellulaire des ETM apparaéndidat a I'accumulation continue de Zn
et de Cd dans les feuilles pendant la sénescermcplud, I'induction de I'expression du gene
d’autophagiePtATG5 n’a été observée chez aucun des génotypes deigrsugludiés au
cours de la sénescence alors que, chegbidopsis son induction et son réle dans la
remobilisation des nutriment ont été prouvés (Gilebo et al, 2012 ; Pottieet al, 2014, ce
travail de thése). La remobilisation des ETM acclésmuwans les feuilles de peuplier avant
I'abscission ne parait donc favorisée ni par desamiémes spécifiques de 'lhoméostasie des
métaux (transporteurs), ni par des mécanismes @généle recyclage des nutriments comme
'autophagie. Vu la bonne efficacité de remobilsatde I'azote et du magnésium foliaire, il
serait intéressant de vérifier au niveau cellulsifiautophagie est induite dans les feuilles, en
guantifiant les autophagosomes, méme si I'expras$ingeneATG5 n'augmente pas lors de
la sénescence. Finalement, ce travail indique guwetontamination par phytoextraction de

sols pollués sera retardée par le retour au sohegux contenus dans les feuilles, méme si
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'on utilise le génotype Dvina, qui est I'un desupBers possédant les plus faibles
concentrations en Zn et en Cd dans ses feuillequiea été identifié lors du projet ANR
PHYTOPOP comme étant le peuplier le plus efficamér pa phytoextraction.

Afin d’identifier des génotypes capables de limi&avantage I'accumulation foliaire
de métaux ou de mettre en place des processusndbitisation, il est possible d’étudier un
plus large éventail de génotypes, prenant en couaggeespeces appartenant a des sections
non-représentées au cours de cette étude (sedl@s®, Turanga, LeucoideskRopulu3. En
effet, nos analyses corrélatives suggérent I'encstale modes de gestion des métaux foliaires
distincts entre les sections Tacahamaca et Aigdiasailleurs, il est également envisageable
de limiter les concentrations en métaux des feuidle de stimuler leur remobilisation par
génie génétique en induisant des mécanismes Kefi@liulaire de métaux (transporteurs
tonoplastique, plasmalemmique...) ou des mécanismgdiqués dans le recyclage des
nutriments.

Pour aborder I'étude des mécanismes agissant gpggiient sur la remobilisation des
meétaux, une caractérisation fonctionnelle a étgeprise sur des transporteurs impliqués dans
I'efflux de métaux a partir de la vacuole, le comtipaent ou sont majoritairement stockés les
ETM en exces (Clemeret al, 2002). CheZrabidopsis thalianace sont les transporteurs
AINRAMP3 et d’AtNRAMP4 qui sont impliqués dans Ifleix de métaux. Chez le peuplier
PINRAMP3.1 et PINRAMP3.2 sont les plus proches Homees d’AtNRAMP3 et
d’AtNRAMP4. Ainsi ce travail a principalement porsér ces deux transporteurs. Il est ainsi
apparu que PtNRAMP3.2 permet, comme AtNRAMP3 et RANP4, le transport de Fe et
de Mn a partir la vacuole, alors que PtNRAMP3. Inerle transport de Fe, de Mn et de Zn a
partir de compartiments intracellulaires non-idiggsi Bien que nous n’ayons observé aucun
effet de I'expression dBtNRAMP3.1chezArabidopsis thalianades données préliminaires
récemment obtenues dans l'équipe par Van Anh Le drti montré des diminutions
importantes des concentrations de Zn et de Mn &aani des feuilles de peuplier sur-
exprimantPtNRAMP3.1D’un point de vue fondamental, la localisationRIBIRAMP3.1 sur
un compartiment intracellulaire distinct de la valeua été confirmée chez le peuplier. Ces
données indiquent donc que PtNRAMP3.1 est un taateyr de métaux fonctionnel chez la
plante et identifient un nouveau compartiment ingoatr pour I'homéostasie des métaux mais
dont la nature reste a déterminer. D'un point de \appliqué, PINRAMP3.1 pourrait
représenter un candidat intéressant pour une dpprbotechnologique visant a limiter

I'accumulation des ETM dans les feuilles du peupl@éependant, d’autres expériences seront
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nécessaires pour (1) confirmer ces résultats,e@pt si la sur-expression &NRAMP3.1
permet aussi de limiter 'accumulation foliaire @d et (3) analyser I'impact de la sur-
expression d®tNRAMP3.1sur les concentrations en métaux des autres ag@ependant,

la sur-expression dBtNRAMP3.1est associée a un phénotype chlorotique indiquaat u
carence en Mn et/ou en Fe. Afin de limiter I'accletion foliaire des métaux d’'intérét, dans
le cadre de la phytoextraction, sans affecter I'@ostasie des meétaux essentiels pour
I'activité des cellules, il est apparait nécessalligentifier les moyens de moduler la
sélectivité des transporteurs vis-a-vis des métaux.

Dans ce but, nous avons aussi entrepris l'ideatifin des déterminants structuraux
impliqués dans la sélection des métaux chez lesMIRAPour cela, un crible réalisé chez la
levure, nous a permis d’identifier 4 résidus impég dans le transport de Zn et de Cd chez
AtNRAMP4. De facon intéressante, 3 de ces résicig sonservés chez de nombreux
membres de la famille NRAMP. Nous avons montré lgueéle dans la sélectivité d’'un des
résidus identifiés est conservé chez le transportéRAMP de mammifére DMTL.
Cependant, bien que les résidus identifiés soiemmsarvés chez PtNRAMP3.1 et
PtNRAMP3.2, nos données d’expression en levureesegg gu’aucune de ces deux protéines
n'est capable de transporter le Cd et que seul AIMR3.1 peut transporter le Zn. Pris
ensemble, ces résultats suggerent que la présencesdrésidus soit nécessaire mais pas
suffisante pour conférer la capacité a transpdde€d et le Zn. Indépendamment de la
phytoremédiation, I'introduction de mutations déess résidus nécessaires au transport du Zn
et du Cd pourrait permettre de limiter I'entréeCtkchez des espéces d'intérét agronomique.
Chez le riz, OsSNRAMP5 permet I'absorption racinaleeMn et est donc essentiel a la bonne
croissance de cette plante. Cependant OsNRAMPA&usst la principale voie d’entrée du Cd
chez le riz (Ishikawat al, 2012 ; Ishimariet al, 2012 ; Sasaket al, 2012). L’introduction
des mutations que nous avons identifiees chez OSMNFGA pourrait permettre de limiter
I'activité de transport de Cd d’OsNRAMP5 tout enimi@nant son activité de transport de
Mn. Par contre, dans le cadre de la stratégie g#oektraction, il serait plus intéressant
d’identifier, & I'inverse, des mutations augmentangélectivité en faveur du Cd et du Zn. Ces
mutations pourraient étre identifiées en suivané approche similaire, par exemple en
criblant des levures transformées par une banqEeNBAMP3.2 mutagénisés au hasard sur
la base de leur incapacité a pousser en présercd.de

Enfin, pour aborder le réle des mécanismes génétaurcyclage des nutriments dans

la remobilisation des métaux, nous avons décidaadis focaliser sur I'autophagie. Dans la
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mesure ou aucune donnée sur l'implication de l'pbiagie dans le recyclage des métaux
n'était disponible, des travaux ont été réalis@ssdan premier temps chez la plante modéle
Arabidopsis thalianalls ont permis de montrer que les mutants d’awuagpeh sont affectés
dans leur gestion des métaux probablement en raibome faible efficacité de leur
remobilisation. L'analyse des échantillons issusl'dgpérience de marquage isotopique
devrait permettre de confirmer clairement I'imptioa de I'autophagie dans l'efficacité de
remobilisation des métaux. L’induction de l'autogleaau cours de la sénescence pourrait
donc contribuer a améliorer la phytoextraction hgsaux par le peuplier en limitant le retour
au sol des ETM. Chez les plantes annuelles d’inté&gronomique, linduction de
'autophagie au cours de la sénescence monocargguerait également contribuer a
I'amélioration des rendements en grains ou a l'@ration de leur qualité nutritive en
métaux essentiels. Ces travaux ouvrent le changorenrés peu exploré, de la recherche de
facteurs génétiques controlant I'efficacité d'stilfion des métaux par les plantes (Metal Use
Efficiency : MUE).

Ainsi, ce travail a permis d’explorer différentésagegies pour limiter le retour au sol
des métaux lors de la chute des feuilles chez iplie. L'efficacité de remobilisation des
métaux au cours de la sénescence automnale pow@trait améliorée par induction,
spécifiguement avant la chute des feuilles, desegécodant pour PINRAMP3.1 et
PtINRAMP3.2 ainsi que des genes permettant d’indiatdophagie. L'induction spécifique
au cours de la sénescence automnale pourraitéglieée en placant les génes d’intérét sous
contrdle d'un promoteur de protéase a cystéinel@aaet al, 2003 ; Couturieet al, 2010).
L’autophagie faisant intervenir plus de trente gerf¢oshimoto, 2012), la voie la plus
efficace pour son induction serait de moduler Ecpssus en amont, par exemple en inhibant
le complexe TOR qui réprime post-transcriptionmalat I'autophagie (Noda et Ohsumi,
1998 ; Kamadat al, 2000).

Cependant, la remobilisation des métaux a partr tdesus sources ne dépend pas
uniquement de la disponibilité des métaux danstissas mais peut également nécessiter la
création d'une force de puits. En effet, chez Iésntes annuelles pour lesquelles des
remobilisations de métaux ont été observées (Gru€84d ; Wuet al, 2010 ; Erenoglet al,
2011 ; Zhenget al, 2012), la sénescence s’accompagne de la formd¢iorouveaux organes
drainant les nutriments disponibles, les graingasiAla génération d'une force de puits au
niveau des organes pérennes pourrait constitugrataur puissant pour la remobilisation des

ETM foliaires. Ceci pourrait étre réalisée par e@gsion spécifique, au niveau du parenchyme
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du xyleme, de transporteurs plasmalemmiques efptastiques permettant le stockage des
métaux dans ces tissus pérennes.

Finalement, 'amélioration de la phytoextractiongkuplier ne passe pas uniquement
par I'augmentation de la remobilisation des métaupartir des organes sénescents et
I'amélioration de la force de puits des tissus It@tdes. Il apparait également essentiel,
d’étudier aussi les moyens permettant d’augmemerchpacités d’absorption des ETM a

partir du sol.

Ainsi, en cherchant a comprendre les mécanismesrGtamt le stockage et la
remobilisation des métaux des feuilles, dans leecdé 'amélioration de la phytoextraction
du peuplier, ce travail de these a fait progredesr connaissances fondamentales sur
'homéostasie des métaux a travers l'identificatdion nouveau compartiment important
pour leur stockage, lidentification de résidus semvés controlant la sélectivité des
transporteurs NRAMP vis-a-vis des métaux et la meisetvidence du role de I'autophagie

dans la remobilisation des métaux.
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ANNEXES

Annexe | : The iron and manganese transporter AINRMP5
contributes to male fertility in Arabidopsis thaliana
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One of the currently best-established relationshgigieen male fertility and resources
at the plant scale highlights the importance ohgiton metals. ThR&NRAMP gene family
encodes proteins mediating the transport of a waage of transition metals in prokaryotic
and eukaryotic cells. Here, we identified AINRAM&%a major contributor to male fertility.

Expression in yeast shows that AINRAMP5 compleséine growth defect admf2
mutant, which is impaired in intracellular Kirtrafficking. AINRAMP5 expression also leads
to a strong increase in yeast manganese and irmentrations.

AtNRAMPS5 is highly and specifically expressed inllpo and AtNRAMPS5 ectopic
expression irArabidopsis thalianavegetative tissues is deleterious. During the sémges of
pollen development, AINRAMPS is suddenly activated becomes one of th@% highest
expressed locin vivo competition between a wild-type and a disruptedl@lof AINRAMP5
shows a significant segregation bias towards the type allele. Expression of AtNRAMP5
fused to GFP under its own promoter restores notraabmission. Microscopic observation
shows that AtNRAMP5-GFP is localized in intracedlutompartments of mature pollen and
pollen tubes. Perls/DAB staining reveals that ir concentrated in intracellular
compartments in wild-type mature pollen, whereas plattern of iron staining is disrupted in
nramp5 mutant. All together, our results provide insight® the role of transition metals

during an important step of the life cycle throubhk action of a highly expressed transporter.

Keywords: metal, pollen tube, fithess, mitochondria
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Annexe Il : Milieux

Milieu ABIS solide

Macroéléments : KHPO4 2,5mM, KNQ 5mM, MgSQ 2mM, Ca(NQ), 2mM.
Microéléments : BBO3; 10QuM, KI 5uM, ZnSQ, 30uM, NaxMoO,4 1uM, CuSQ 0,1uM,
CoCL 0,1uM

MES 1mM, Saccharose 1% [m/v], Phytagel/agar M [d¥&% [m/v]

Ajustement du pH a 6,1 par KOH.

Suivant les conditions, 25uM de Mn$@0 & 100pM de BEHBED et/ou 10 & 30uM de
CdCl filtrés sont ajoutés apres autoclavage deiguil

*Agar M lavé: 20g d’Agar M (Sigma A4800) est lavé dans une épettevde 2L
(précédemment lavée a 'EDTA et rincée a I'eaui@)ll L’agar resuspendu dans 2L I’EDTA
a 25 mM est mis a agiter pendant 6h. Apres dédantéth), le surnageant est elimivié

une pompe a vide. Suivant la méme procédure deuxeoix lavages(16h/ 6h) sont réalisés.
L’agar est ensuite rincé 4 fois (4h/16h/4h/4h) asked’eau milliQ de la méme fagon que lors
du lavage a 'EDTA

Milieu Hoagland liquide

Macroéléments : KHPO, 0.28mM, KNQ 1.25mM, MgSQ 0.75mM, Ca(NO3)1.5mM.
Microéléments : BBO3; 25uM, KCI 50uM, ZnSQ, 1uM, NaoMoO, 0.1uM, CuSQ, 0,5uM,
3mM, 5uM de MNSO4MES-KOH, pH 5.7.

Suivant les milieux 1M de F&8+HBED (+Fe) ou 2(M de ferrozine (-Fe) sont ajoutés aux
milieux.

Tampon d’extraction des protéines

Hepes 50 mM ajusté a pH7.2 avec NaOH, MdCh mM, EGTA 1 mM, EDTA 1 mM,
Glycérol, 10%, Triton 1%, PMSF 2 mM, NaCl 150 mMI D5 mM et 1X cocktalil
d’inhibiteurs de protéase (Roche, Germany)

Laemmli (1X): SDS 2.5% [m/v], Tris-HCI 62,5 mM pH6,8, glycérol%dm/v], bleu de
bromophénol 0,004% [m/v], DTT 130mM.

Tampon d’électrophorese: Tris 25 mM, glycine 192 mM, SDS 0,1% [m/V]

TBS-T : Tris 10 mM, pH7,5, NaCl 154 mM, Tween 0,1 a 0,3W4]

Milieu YPD (A) (Yeast extract/Peptone/Dextrose)

Bacto-yeast extract 1% (DIFCO), bacto-peptone 2%6{D), D-glucose 2% (ajouté apres
l'autoclavage), (dAdénine 40mg/L), pH 5.8 avec du KOH et bacto aga(R%CO) pour
les milieux solides.

Milieu SD (synthetic dextrose)

Yeast nitrogen base 0,67% (SIGMA), Glucose 2% [VAES 50 mM pH6 avec du KOH et
bacto agar 2 % (DIFCO) pour les milieux solides.
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Annexe Il : Amorces qPCR
chapitre | Nom Amorce sens Amorce anti-sens
v QUBC10 CCATATCCAAGGTATTGCTCTCC | CGTCTCATACTTGTTCCTGTGG
v QPP2A TTCCTGATGTGCGACTGAAC CTCCAATGCCTATCCTCTGC
v QEF1-A CACACCTGTCACATTGCTG ACCAGCATCACCGTTCTTCAG
v QACT GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG | AACGACCTTAATCTTCATGCTGC
v QUBQ GTTGATTTTTGCTGGGAAGC GATCTTGGCCTTCACGTTGT
v QTUB GCACCAACTTGTTGAGAATGC TTTCAACTGACCAGGGAACC
v QPTNRAMP1 GCCAGCACTGGAAATAGGAG TTGTATTGCGCTCCTGACTG
v QPTNRAMP2 ATGCAGATTCCTTTCGCACT CCGATCAGAAAGCCAAAGAG
[\ QPTNRAMP3S | TGACATTTGCGTGGATGTTT ATTGTGGTCGATCTCCCTTG
v QPTNRAMP3.1 | TTGTAGCTGCCTTGGTGATG GATCGCTGGCAACAGAAACT
v QPTNRAMP3.2 | CAGACACCAGCCATCTTGAA CCCAGGACCAGTAAACAACC
\Y QPTNRAMP7S | GTGCTGGGAAAATCAAGCTC GATGATTAGTCGGCCTGCTC
Il QPTHMA1 AAACCACCACTCTCCGTCAC GTGGATCTGGGAGGATGAGA
Il QPTHMA2 ATCCTGTCTACACCGGTTGC CCGCCATAGGATGACTTGAT
Il QPTZIP4 GGTGAAATGATAACGCAGCA GGTGAAATGATAACGCAGCA
Il QPTNAP TTCGTAACCAAGCCACATCC GCCTTCCAGTACCCTGACAC
Il QPTCP AGTCACTGAGAAAGGCTGTGG CCAAATGGATTGTTCTTGCTC
VI QATG5 GAAGATCTGGAAGATGCACCA TCACCTTCTTCTATGCATGGTT
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Résumé:

Depuis le début des années 1990, différentes gieatée phytoremédiation ont été proposées pour
réhabiliter les zones polluées par des élémentedranétalliques (ETM). Parmi ces stratégies, la
phytoextraction consiste en I'absorption et I'acalation par les plantes des ETM présents dansolss s
Afin de mettre en place cette stratégie, il a ét#ppsé d'utiliser le peuplier en raison de sa sdiise
rapide, de son importante biomasse et de ses déf®uénergétiques. Cependant une proportion
considérable des métaux absorbés par cet arbae@snulée dans les feuilles alors que celles-diectia
'automne. Ainsi, I'efficacité de phytoextractiom gheuplier peut se trouver limitée si aucun mécaaide
remobilisation des ETM n’est mis en place au caleéda sénescence automnale. Dans ce contexte, une
partie des travaux de cette thése a été réaliséla parcelle expérimentale de Pierrelaye polludte sa
I'épandage d’eaux usées de la ville de Paris. Noamis recherché parmi les 14 génotypes de peuplier
présents sur le site, ceux qui sont le plus efisgmur remobiliser les métaux des feuilles vesphaties
pérennes. Des mesures de contenu en métaux, dssikprele genes et des analyses corrélatives oattouv
de nouvelles pistes concernant la gestion des métdiaires. Parce que la vacuole constitue le gipal
lieu de stockage des métaux de la cellule, leggpres d’'efflux vacuolaire NRAMPNatural Resistance-
AssociatedM acrophageProtein) précédemment identifiées charabidopsis thalianareprésentent de
bons candidats pour stimuler la remobilisation miésaux foliaires. La caractérisation de leurs hagoés
chez le peuplier a donc été entreprise par exjpressiez la levure et chéz thaliana Afin de controler
indépendamment le transport des métaux essentietneessentiels chez les NRAMP, une étude visant a
identifier les déterminants structuraux impliquéssl leur sélectivité a été réalisée. La caracténsaes
mutants NRAMP affectés dans leur sélectivité paression cheA. thalianaa mis en lumiére leur impact
sur 'accumulation et la tolérance aux métaux. Dienbut d’étudier I'implication de mécanismes plus
généraux de recyclage des nutriments dans la résatioin des métaux au cours de la sénescenc@dolia
le rle de l'autophagie a été testé clezthaliana L'étude de plantes déficientes pour I'autophagie
montré I'implication de ce mécanisme dans l'effitdd utilisation des métaux et probablement dans |
remobilisation au cours de la sénescence. En cambites études en champ sur le peuplier et deigéaét
moléculaire chezArabidopsis ce travail permet de proposer différentes pispesir diminuer
spécifiguement I'accumulation des ETM dans leslifsside peuplier.

Mots-clés: phytoextractionPopulus transporteur, élément trace métallique, autoghagilectivité

Abstract:

Since the early 1990s, various strategies have pemposed to rehabilitate trace element (TE)
polluted areas by phytoremediation. Among thesateggies, phytoextraction consists in TE uptake from
soil and accumulation by plants. To implement girategy, it has been proposed to use poplar dite to
fast growth, its large biomass and its use in gngngduction. However, a substantial proportion of
absorbed metals is accumulated in poplar leaveshafall in autumn. Thus, poplar phytoextraction
efficiency may be limited if TE are not remobilizeddring autumn senescence. In this context, paittisf
thesis work has been carried out on the experirhdigia of Pierrelaye which was polluted by the
spreading of sewage water from Paris. Among th@dglar genotypes growing on the field, we tried to
identify those that efficiently remobilize leaf ratt to perennial organs. Metal content, gene exmes
and correlative analyses have been undertakenjdprgvnew insight in the management of metals in
leaves. Because the vacuole is the main metal ggommpartment in the cell, NRAMMNdtural
ResistanceAssociatedM acrophageProtein) vacuolar efflux proteins previously ideigi in Arabidopsis
thalianaare good candidates to enhance leaf metal rematiilh. Characterization of their homologues in
poplar was therefore undertaken by expressionasty@nd irA. thaliana In order to independently control
the transport of essential and non-essential metalSRAMP, a study aiming to identify the structura
determinants involved in selectivity was undertakBrpression of NRAMP mutants affected in their
selectivity in A. thaliana highlighted their impact on metal accumulation aotérance. To study the
involvement of more general nutrient recycling naubms in metal remobilization during leaf
senescence, the involvement of autophagy was testéd thaliana Physiological characterization of
autophagy deficient plants indicated that this raetm plays a role in metal use efficiency and abbp
in metal remobilization during senescence. By caomnigi a field approach on poplar and molecular
genetics inArabidopsis this work opens multiple perspectives to speaifjcreduce the accumulation of
TE in poplar leaves.

Keywords phytoextractionPopulus transporter, heavy metal, autophagy, selectivity
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determinants involved in selectivity was undertakBrpression of NRAMP mutants affected in their
selectivity in A. thaliana highlighted their impact on metal accumulation aotérance. To study the
involvement of more general nutrient recycling naubms in metal remobilization during leaf
senescence, the involvement of autophagy was testéd thaliana Physiological characterization of
autophagy deficient plants indicated that this raetm plays a role in metal use efficiency and abbp
in metal remobilization during senescence. By caomnigi a field approach on poplar and molecular
genetics inArabidopsis this work opens multiple perspectives to speaifjcreduce the accumulation of
TE in poplar leaves.

Keywords phytoextractionPopulus transporter, heavy metal, autophagy, selectivity
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