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Introduction

1. Contexte socio-économique.

Le fer (Fe) est le quatriéme constituant le plus abondant de la crofite terrestre. Bien
qu’il ne soit présent qu’a 1’état de trace dans les organismes vivants (Theil, 1987), il est
essentiel pour la mise en place de nombreuses réactions enzymatiques telles que la synthése
d’ADN ou la respiration. Selon I’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS), la carence en fer
est le trouble nutritionnel le plus répandu dans le monde, 2 milliards de personnes souffrant
d’anémie ferriprive. Cette défection ferrique touche particulicrement les femmes et les enfants
des pays en voie de développement, mais elle est également la carence la plus répandue dans
les pays développés. La cause principale de cette carence nutritionnelle chez ces populations
reste la malnutrition. L’anémie ferriprive constitue donc une affection de santé publique ayant
atteint des proportions épidémiques. Pour pallier a cela, deux actions peuvent étre mises en
ceuvre : soit apporter le fer a I’organisme par supplémentation, notamment via des comprimés
de fer-sulfate, soit amener des quantités suffisantes de fer avec une nutrition appropriée. La
majeure partie des apports nutritionnels en fer dans le monde provient des végétaux. Ainsi,
I’OMS suggere qu’il serait bénéfique d’augmenter la teneur en fer bio-disponible chez les
plantes pour pallier a ce probléme nutritionnel mondial. Afin d’augmenter la qualité
nutritionnelle de certains aliments, il est indispensable de comprendre les mécanismes
modulant 1’acquisition, la distribution et le stockage du fer chez les plantes, c’est-a-dire son

homéostasie.
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Figure 1 : Les états du fer.
Le fer ferreux (Fe?") lors de 1’oxydation va devenir du fer ferrique (Fe*') en perdant un
électron. La réciproque nommeée la réduction va nécessiter le gain d’un électron.

Figure 2 : Les types de coordination du fer dans les protéines a cluster.

Représentation de centre fer-soufre et de leurs ligands. Le soufre, le fer et 1’azote
respectivement, représentés en jaune, vert et bleu. (A) Centre [2Fe-2S] 1ié a quatre cystéines
de la ferredoxine de Cyanidioschyzon merolae. (B) Centre [2Fe-2S] li¢ a deux cystéines et a
deux histidines de la protéine Rieske de Spinacia oleracea. (C) Centre [2Fe-2S] li¢ a trois
cystéines et a une histidine de la protéine NEET d’Arabidopsis thaliana. (D) Centre [4Fe-4S]
li¢ a quatre cystéines de la ferredoxin-thioredoxin reductase de Synechocystis sp. (d’apres
Couturier et al., 2013).
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2. Le role du fer dans le métabolisme.

Le r6le biologique du fer est 1i¢ a sa structure chimique et notamment a ses propriétés
d’oxydo-réduction. (i) Il existe sous deux formes, I’une réduite (Fe®', fer ferreux) et 1’autre
oxydée (Fe’', fer ferrique). La transition entre ces deux états correspond & un échange
d’¢lectrons (Fig. 1). (i1) De plus, il peut former jusqu’a six liaisons covalentes de coordination
en acceptant une paire d’électrons sur chacune de ses orbitales atomiques. Le fer a donc la
capacité de se lier aux atomes donneurs d’électrons comme I’oxygene, 1’azote ou encore le
soufre, et au travers de ces derniers, a des protéines. Cette caractéristique lui permet
notamment de véhiculer I’oxygeéne via I’hémoglobine chez les animaux. Ces deux propriétés
permettent au fer d’étre le composant du centre actif de nombreuses protéines impliquées dans

des réactions de transfert d’électrons.
2.1 Les protéines a fer.

Les protéines a fer peuvent étre classées selon trois types de structure correspondant a
la forme sous laquelle le fer leur est associ€ : les protéines a centre fer-soufre, les protéines a
heme et les protéines n’appartenant pas aux deux groupes précédents et dans lesquelles le fer

est li¢ directement a la chaine polypeptidique.

2.1.1 Les protéines a centre fer-soufre.

Les protéines a centre fer-soufre [Fe-S] contiennent un centre constitu¢ d’une
association entre des atomes de fer et des atomes de soufre en stoechiométrie variable (Fig.
2A ; Couturier et al., 2013). Ces centres [Fe-S] sont généralement associés a la protéine par
I’intermédiaire de groupement thiols de certains résidus cystéine du polypeptide. Ils peuvent
¢galement étre associés par I’intermédiaire de résidus histidine comme cela est rencontré chez
les protéines de type NEET ou encore Rieske (une composante du complexe Cytochrome
bo6f'; Fig. 2). Les formes les plus répandues de ces centres sont celles comportant deux atomes
de fer et deux atomes de soufre [2Fe-2S] ainsi que celles composées de quatre atomes de fer
et quatre atomes de soufre [4Fe-4S]. Au sein du centre, la valence du fer peut varier, ce qui
permet a ces protéines de catalyser des réactions d’oxydo-réduction impliquées notamment

dans la photosynthése ou encore la respiration (Couturier et al., 2013).

2.1.2 Les hemoprotéines.

Les protéines a héme possédent un noyau tétrapyrolique au centre duquel est fixé un

atome de fer. Ce dernier est associé a quatre atomes d’azote par des liaisons covalentes de
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Figure 3 : Un atome de fer fixé dans un heme.
Représentation de la coordination du fer avec quatre atomes d’azote dans un noyau
tétrapyrolique.
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Figure 4 : Les protéines a fer dans la chaine de transfert d’électrons des thylakoides des
chloroplastes. De nombreuses protéines a fer sont impliquées dans le transfert des électrons
dans le chloroplaste. Les trois types de protéines a fer sont représentés dans ce transfert :
protéines a clusters [Fe-S] (comme dans Cyt b6f, PSI et FNR), a hémes (comme dans Cyt b6f
et PSII) et les non hémiques (comme dans PSII). Au total, 22 atomes de fer permettent de
couvrir la gamme de potentiel ¢€léctrochimique nécessaire a la photosynthése. PSI,
Photosystéeme 1 ; PSII, Photosystéme II ; PQ, Plastoquinone Cyt, Cytochrome; PC,
Plastocyanine ; FNR, Ferrédoxine NADP+ Réductase ; LHC I, Light Harvesting Complex I
et LHC II, Light Harvesting Complex II (Briat et al., 2015a).
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coordination (Fig. 3). Cette entité est appelée héme ou hémine respectivement selon si le fer a
I’intérieur est réduit ou oxydé. Les hémoprotéines ont de nombreux rdles. Les hémoglobines
par exemple sont utilisées pour transporter I’oxygene, dans ce cas une des orbitales restantes
permet la liaison de I’héme a la protéine et I’autre est utilisée pour fixer I’oxygene. Les
hémoprotéines ont également d’autres implications comme dans les chalnes respiratoires et
photosynthétiques, dans [’assimilation du nitrate (nitrate réductase) ou encore dans la

protection contre le stress oxydatif (catalase, peroxydase).

2.1.3 Les autres types de protéines a fer.

Cette troisieme classe regroupe les protéines dont la fixation des atomes de fer est
assurée par des liaisons covalentes de coordination directement établies entre le métal et le
groupement ¢lectronégatif des protéines. Ces protéines peuvent étre impliquées dans des
processus biologiques majeurs comme la synthése d’ADN avec la ribonucléotide réductase
(Reichard, 1993). Dans cette catégorie, on retrouve €¢galement des protéines du transport de
fer comme les transferrines, et des protéines du stockage et de la détoxication du fer comme

les ferritines.

2.2 Le fer dans les organites.

Quelle que soit la forme sous laquelle le fer est associé aux protéines, son importance
dans la biologie de la cellule provient de ses capacités a gagner ou a céder un €lectron. De part
cette caractéristique, les organites tels que le chloroplaste ou la mitochondrie présentent des
besoins trés importants en fer. En effet, les lieux regroupant de nombreuses protéines a fer (a
centre [Fe-S], a héme et non hémiques) impliquées dans les chaines de transport d’électrons
sont les mitochondries et les thylakoides.

Dans le plaste, la chaine de transport d’électrons associée a la membrane des
thylakoides ne nécessite pas moins de 22 atomes de fer (Fig. 4). Les accepteurs d’électrons du
Photosystéme I (PSI) sont constitués de centres [Fe-S] de type [4Fe-4S]. Le complexe
Cytochrome b6f comprend la protéine Rieske contenant un centre [Fe-S] de type [2Fe-2S] et
comprend les cytochromes b et f constitués eux, d’hémes (Raven et al., 1999). La ferrédoxine
NADP+ Réductase (FNR) est également une protéine comprenant un centre [Fe-S] de type
[2Fe-2S], elle est soluble et localisée dans le stroma des plastes (Fig. 4). Le fer

chloroplastique représente donc un pool majeur de fer dans la cellule végétale. Il pourrait



Figure 5 : Réponse phénotypique a la carence en fer chez les plantes.

Le fer est un ¢lément indispensable pour le plante. Une carence de cet élément se manifeste
par une chlorose due a la dégradation des chlorophylles et entraine un jaunissement (A vs B).
La présence de fer, peu disponible (pH basique) est difficilement absorbé et entraine
¢galement une chlorose (C). Phénotypiquement la chlorose est internervaire (D vs E) et peut
se complémenter par ajout exogene de fer (F). Un pécher se développant sur un sol calcaire
(i.e. fer peu disponible car pH basique) est traité avec (cercle vert) ou sans fer citrate (cercle
rouge) (Briat ef al., 2015a).
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représenter a lui seul jusqu’a 80% du fer foliaire (Terry et Abadia, 1986 ; Shingles et al.,
2002).

Dans la mitochondrie, la chaine respiratoire localisée dans la membrane interne, fait
aussi intervenir de nombreuses protéines a fer. Les complexes I et II contiennent
respectivement quatre et trois centres [Fe-S]. Les complexes III et IV en comptent chacun
deux. En effet, la protéine Rieske constituant le complexe IV est comme dans le plaste, une
protéine a centre [Fe-S]. Seul le cytochrome ¢ dans I’espace inter-membranaire possede un
atome de fer sous forme d’heéme.

En plus de la photosynthese et de la respiration, le fer est impliqué dans de nombreux
processus tel que le cycle de Krebs (les aconitases possedent des centres [Fe-S] de type [4Fe-
4S]) ou encore dans I’assimilation de 1’azote. En effet, la ferrédoxine par exemple, ne trouve
pas son unique rdle dans la photosynthése. Elle constitue un réducteur puissant qui permet la
transmission des électrons a différentes enzymes comme la nitrite réductase, la glutamine
synthase, ou encore la GOGAT (Glutamine o-céoglutarate aminotransférase). De plus, la
nitrate et la nitrite réductase sont respectivement des protéines a héme et a centre [Fe-S].

Toutes ces implications mettent en évidence le caractere essentiel de cet élément pour

le fonctionnement de I’organisme.
2.3 Les conséquences de la carence en fer.

Bien que le fer soit trés présent dans la crofite terrestre, il est souvent limitant pour la
croissance des plantes. En effet, sa disponibilité est faible car il est peu présent dans la
solution du sol, 1a ou les plantes prélévent leurs nutriments. Dans la nature, le fer est
essentiellement présent sous forme d’hydroxydes ferriques Fe(OH);. Ces composés sont tres
stables et peu solubles a pH neutre. Dans une solution aqueuse en aérobie la concentration en
fer ferrique (Fe*") libre est limitée a 10" M alors qu’une concentration optimale serait de 10
M (Guerinot et Yi, 1994). La biodisponibilité du fer va étre déterminée, indépendamment de
sa concentration, par les caractéristiques physico-chimiques du milieu tel que le pH, ou encore
sa concentration en oxygene. Dans les sols calcaires, possédant un pH basique, la disponibilité
en fer est trés limitée. Ce type de sol est largement exploité en agriculture puisqu’il représente
30% de la surface terrestre (Mori, 1999).

Les conséquences de la carence en fer sur la physiologie de la plante sont multiples
(Briat et al., 2015a). Le symptome caractéristique d’une carence en fer est la chlorose. On
I’observe chez des plantes poussant sur des milieux pauvres en fer ou dont le fer n’est pas

disponible (Fig. SA, B, C). Plus spécifiquement, c’est souvent une chlorose internervaire qui



Figure 6 : Réponse phénotypique des plantes en réponse a un excés de fer.

L’exces de fer génere le bronzing du riz observé en culture sur la photographie (A). Ce
brunissement qui engendre un jaunissement des tissus est du a ’accumulation de polyphénols
oxydés. Avant d’atteindre ce stade, I’exces se caractérise phénotypiquement par ’apparition
de taches brunes (B). Ces ponctuations brunes peuvent également étre observées chez le pois
(Pisum sativum) mutant dgl (degenerated leaves) qui accumule beaucoup plus de fer que la
plante sauvage, DGL (C).
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est observée. Ce phénotype est du a une diminution de la quantité de chlorophylles dans les
parties aériennes de la plante (Fig. 5D, E). Une diminution de la densité¢ de la membrane des
thylakoides et des granas a été observée dans le cas d’une carence. Cette diminution est
notamment due a la baisse des galactolipides et en acide linolénique (Nishio et al., 1985). De
plus, la quantité de protéines impliquées dans le transfert d’électrons des thylakoides est
réduite lors d’une carence en fer (Andaluz et al., 2006). Enfin I’activité de certaines enzymes
du stroma des plastes, responsables de la fixation du CO, comme la RUBISCO est affectée
par la carence (Terry, 1980). De la méme manicre, il a ét¢ montré qu’en carence en fer, la
fixation du CO, par le phytoplancton est limitée (Greene et al., 1992). Cependant, une
réversion de la carence est possible par ajout de fer exogene (Fig. SF).

La carence en fer est donc un facteur limitant du développement des plantes. Elle
affecte quantitativement mais également qualitativement la production végétale, et donc la

valeur nutritionnelle des aliments dérivant de ces productions.

2.4 Un élément pouvant générer un stress oxydatif.

2.4.1 Symptomes de la toxicité en fer.

Comme nous ’avons vu précédemment, le fer est un élément indispensable a la vie
car il est impliqué dans de nombreux processus biologiques. Sa capacité a perdre ou a gagner
un ¢lectron le rend trés important mais en fait un ¢lément potentiellement toxique pour la
cellule. Le fer peut lorsqu’il est suraccumulé, avoir des effets déléteres pour la cellule en
générant un stress oxydatif lié¢ a sa capacité a réagir avec les formes réduites de I’oxygene.
L’exceés de fer dans le sol est relativement rare puisque cet élément est trés peu disponible.
Cependant dans certains cas particuliers, les plantes peuvent subir un stress dii a une forte
concentration de fer ferreux (Fe”") dans la solution du sol. Cette toxicité ferreuse se rencontre
essentiellement sur des sols acides ou sujets a 1’anoxie. C’est le cas par exemple pour
certaines cultures de riz (Oryza sativa) au Sri Lanka et en Afrique de I’ouest (Ponnamperuma
et al., 1967). Le symptome le plus visible est le « bronzing » (Fig. 6A ; Ponnamperuma et al.,
1955) et provient de la faible mobilité du fer dans les parties aériennes de la plante qui
précipite sous forme de Fe(OH)3 (Morel et Machado, 1981). Ces précipités, liés a
I’accumulation des polyphénols oxydés, forment dans un premier temps des ponctuations
nécrotiques brunes qui se propagent ensuite a toute la feuille (Fig. 6B ; Peng et Yamauchi,
1993). En fonction du stade de développement de la plante, d’autres symptdmes sont associés
a I’excés de fer. En effet, une toxicité intervenant au stade plantule va entrainer 1’arrét de
croissance du riz couplé a une baisse importante du tallage. Lorsqu’elle arrive plus
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tardivement comme en fin de phase végétative ou en début de floraison, le nombre de
panicules chute, la stérilité des épis augmente et les étapes de floraison sont retardées (Singh
1992; Virmani, 1977). Une toxicité¢ ferreuse peut engendrer une perte totale des récoltes
lorsqu’elle arrive a des stades précoces et une perte d’environ 40% de rendement lorsqu’elle
arrive plus tardivement (Audebert et Sahrawat, 2000). Ce probléme est notamment rencontré
chez la production de bl¢ (Triticum aestivum) en Australie (pour 1/3 des surfaces dédiées a
cette culture) et au Brésil (en association avec d’autres stress minéraux) (Khabaz-Saberi et
Rengel, 2010; Becker et Asch, 2005). Par ailleurs, I’hétérogénéité des sols en nutriments peut
localement générer de fortes concentrations en fer avec lesquelles les racines des plantes
peuvent étre en contact.

En plus des symptomes environnementaux, des facteurs génétiques peuvent ¢galement
mengs a des réponses phénotypiques d’exces de fer chez les plantes. Par exemple chez le pois
(Pisum sativum), les mutants dgl (degenerated leaves) et brz (bronze) accumulent pres de
cinquante fois plus de fer dans les parties aériennes que les plantes sauvages (Fig. 6C). Cette
suraccumulation provoque un stress oxydatif trés important entrainant 1’apparition de
ponctuations nécrotiques comme celles observées chez le riz en exces de fer (Becker et Asch,
2005). Les geénes correspondants a ces mutations n’ont pour le moment pas été identifiés mais
des études physiologiques montrent qu’ils seraient impliqués dans la signalisation longue

distance du statut nutritionnel en fer de la plante (Grusak et Pezeshgi 1996).

2.4.2 Le fer et la production d’espéces réactives de ['oxygene (ROS).

La toxicité du fer est due a sa capacité a réagir avec I’oxygene. L’oxygene est une
molécule indispensable a la vie. Elle est notamment impliquée dans la respiration afin de
produire 1I’énergie nécessaire au métabolisme. Paradoxalement, 1’oxygene est indispensable et
nocif pour les organismes aérobies. La molécule d’oxygene est en elle-méme inerte et ne peut
pas créer de dommage, ce sont ses formes réduites qui sont trés réactives et qui peuvent nuire
au bon fonctionnement de la cellule. Ces formes sont appelées radicaux libres, ou especes
réactives de I’oxygene (Reactive Oxygen Species, ROS). Un radical libre est trés instable car
il posseéde un ¢€lectron libre non apparié¢ capable de déstabiliser d’autres molécules de manicre
irréversible. Ces molécules endommagées sont a leur tour capable de transmettre un radical
libre & d’autres molécules entrainant ainsi une réaction en chaine déstabilisant 1’équilibre

cellulaire.
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Les ROS sont produits par la réduction de I’oxygene au cours des réactions résumées

ci-dessous :
O, te > 02" (ion superoxide)
Oz.' +¢e +2H" 2 H,0; (peroxyde d’hydrogéne)
H,0,+e+H > OH. (radical hydroxyle)
OH +¢+H > H0

La réduction de 1’oxygéne est réalisée en présence d’un donneur d’¢électrons (Cadenas,
1989) qui peut-&tre : (i) une chaine de transfert d’¢lectrons dans les mitochondries et les
chloroplastes des cellules végétales, (ii) une enzyme auto-oxydable comme la glycolate
oxydase, (ii1) un ion de type métal de transition comme le fer, le cuivre, le manganése...

L’ion superoxyde et le peroxyde d’hydrogeéne sont produits dans toutes les cellules
possédant un métabolisme aérobie et ont une réactivité limitée. En revanche, en présence de
métaux, ils réagissent pour former le radical hydroxyle qui est le ROS le plus réactif. Cette
réaction dont le fer est le principal catalyseur est appelée réaction d’Haber-Weiss et s’effectue

de la maniére suivante (Gutteridge et Halliwell, 2000):
> Fe''+ 02.' = Fe?" + 0,

Le fer ferrique et I’ion superoxyde réagissent dans une réaction réversible produisant

de I’oxygéne et du fer ferreux.
> Fe’" +H,0,> Fe’'+OH +OH

Le fer ferreux produit précédemment peut ainsi réagir avec le peroxyde d’hydrogeéne
pour former du fer ferrique, un radical hydroxyle et de I’hydroxyde. Cette réaction est

nommeée réaction de Fenton.
> 0, +H,0,> 0,+0H +O0OH

C’est la somme des deux réactions précédentes qui forme la réaction d’Haber-Weiss et
qui peut, lorsque le fer est catalyseur étre résumée ainsi. La toxicité du fer est donc liée a sa
capacité a réagir avec 1’oxygene. Ainsi la production de ROS va étre a I’origine de 1’altération

de nombreux composés nécessaires a la vie de la cellule.
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2.4.3 Les effets des ROS dans [’organisme.

L’accumulation des ROS impacte 1’organisme a de nombreux niveaux. Elle peut
notamment avoir un effet négatif sur le maintien de I’intégrité du génome. Les ROS peuvent a
la fois activer des endonucléases (Ramana et al., 1998) mais également directement altérer la
molécule d’ADN. En effet, le radical hydroxyle peut causer directement des dommages aux
acides nucléiques (Pryor, 1988). Les ROS peuvent également oxyder des protéines qui
peuvent ensuite étre clivées par des endopeptidases spécifiques, comme celle lies a la
membrane des thylakoides (Casano et al., 1994). Le protéasome 26S peut également
reconnaitre spécifiquement ces protéines oxydées et les dégrader (Van Nocker ef al., 1996).

Les lipides membranaires sont également des cibles importantes des ROS. Leur
richesse en acide gras polyinsaturés les rend particulierement sensibles aux peroxydations
liées aux cascades de réaction radicalaire. Le radical hydroxyle peut arracher un hydrogéne et
former ainsi un radical alkyle qui va initier la peroxydation lipidique. Le second mécanisme
est la formation d’oxygene singulet capable de réagir directement avec les chaines d’acides
gras pour former des radicaux peroxyles (ROO). Le troisiéme mécanisme est constitu¢ de
réactions en chaine dans lesquelles les radicaux hydroperoxyles (ROOH) réagissent avec
d’autres acides gras polyinsaturés ce qui conduit a la formation d’hydroperoxyles lipidiques et
d’autres radicaux alkyles (R"). Le fer est a ’origine de cette propagation par réaction avec les
hydroperoxydes (Halliwell et Gutteridge, 1984).

Les ROS n’ont pas seulement un effet néfaste sur I’équilibre cellulaire, ils peuvent
¢galement servir de molécules de signalisation permettant de moduler le développement et
certaines réactions physiologiques (Pitzschke et al., 2006). Par exemple, la fermeture des
stomates présents sur les feuilles des plantes (pores permettant les échanges gazeux entre la
plante et ’atmosphere : O, vs CO,) en réponse a un stress hydrique est régulée par les ROS et
I’acide abscissique (ABA, hormone de stress). La synthése d’ABA déclenchée par le déficit
hydrique conduit a une production de peroxyde d’hydrogeéne qui active les canaux calciques
membranaires permettant la fermeture des stomates (Pei et al., 2000). Les ROS sont
¢galement produits en grande quantité par les végétaux en réponse a une attaque de
pathogénes afin, entre autre, de déclencher la mort cellulaire programmée des cellules
végétales présentes au site d’infection, ce qui empéche la progression du pathogéne (O’Brien
et al., 2012). Enfin, les ROS jouent un role fondamental dans 1’organisation et la croissance

des racines (Tsukagoshi et al., 2010). Plus récemment, il a été démontré que cette implication
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Figure 7 : Mécanismes enzymatiques de détoxication des ROS.

Différentes enzymes permettant la détoxication des ROS. Les SOD permettent la dégradation
de I’ion superoxyde (O,"), elles constituent la premicre défense. Les Catalases agissent contre
I’accumulation du peroxyde d’hydrogene (H,0,). Les APX et les GPX utilisent
respectivement 1’ascorbate et le glutathion pour dégrader le peroxyde d’hydrogene.
Abbréviations : SOD, superoxyde dismutase ; CAT, catalase ; APX, ascorbate peroxydase ;
GPX, glutathion peroxydase; Asc, ascorbate ; MDA, Monodéhydroascorbate ; GSH,
glutathion réduit; GSSG, glutathion oxydé.
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des ROS dans I’organogénése racinaire était dépendante du fer dans le milieu (Reyt et al.,

2015).

2.4.4 La détoxication des ROS.

Lors de condition de croissance optimale, la production de ROS dans la cellule est
relativement faible mais elle peut augmenter drastiquement lors d’un stress (jusqu’a trois fois
pour 1’O," et trente fois pour H,O,; Polle, 2001). De par la dualit¢ des ROS, leurs
concentrations cellulaires doivent étre strictement régulées pour éviter une toxicité excessive
et maintenir un niveau suffisant pour leurs fonctions dans certains réseaux de signalisation.

La voie majeure de détoxication des ROS est enzymatique. Ces enzymes sont les
superoxydes dismutase (SOD), les catalases (CAT) et les peroxydases (Fig.7). Les SOD sont
des métalloprotéines qui catalysent la dismutation des ions superoxydes. Leur classification
est basée sur leur cofacteur métallique. Chez Arabidopsis thaliana 1l existe trois SOD a fer
chloroplastiques, une SOD a manganése mithochondriale, et trois SOD a cuivre-zinc qui sont
respectivement localisées dans les plastes, les mithochondries et le cytoplasme (Mittler et al.,
2004). Les CAT sont des hémoprotéines localisées dans le proxysome. Elles sont codées par
trois genes et elles catalysent la dégradation du peroxyde d’hydrogeéne. Les peroxydases
catalysent la dismutation du peroxyde d’hydrogene et peuvent étre divisées en trois
catégories selon le substrat qu’elles utilisent : les ascorbate peroxydases (APX), les glutathion
peroxydases (GPX), et les peroxydases de classe III (Fig. 7). Elles sont respectivement au
nombre de neuf, huit, et soixante-treize chez Arabidopsis, et leurs activités sont toutes
dépendantes de la production de leur substrat qui est produit par d’autres enzymes. De
maniere intéressante, APX/ code pour une APX dont I’expression est spécifiquement induite
en réponse a un exces de fer (Fourcroy et al., 2004).

Un des autres mécanismes permettant d’éviter la toxicité des ROS est de limiter leur
production (Mittler, 2002). Par exemple, il a ét¢ montré qu’une forte intensité lumineuse
augmente la production de ROS dans le chloroplaste. Dans ce cas, et afin de limiter cette
production, les plantes se sont adaptées en développant divers mécanismes qui se situent a
différent niveaux : (i) au niveau de 1’organe comme par exemple le repliement des feuilles
pour capter moins de lumicre, (ii) au niveau physiologique avec les métabolismes de type C4
ou CAM, et également (iii) au niveau moléculaire avec la réorganisation de I’appareil
photosynthétique et de ses antennes collectrices de lumiére. Comme énoncé précédemment,
les métaux peuvent étre a I’origine de la production de ROS, il est donc indispensable de les

maintenir sous forme non toxique dans la cellule. Par exemple, le cuivre et le cadmium
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peuvent étre chélatés par des phytochélatines (Vazquez et al., 2009). Ce sont des petits
peptides riches en cystéine pouvant former des complexes avec des métaux afin de prévenir
leur effet toxique. Le fer quant a lui, peut étre stocké dans les vacuoles sous forme de
complexe phosphate-fer (Lanquar et al., 2005), ou contenu dans la mitochondrie grace a la
frataxine afin d’éviter la production de radicaux libres. Enfin, ce métal peut étre contenu sous
forme non toxique au centre des ferritines qui sont des protéines chloroplastiques de stockage
transitoire du fer chez les plantes.

Comme il a été abordé précédemment, le fer est un élément dual indispensable a la vie
mais également toxique. Les plantes doivent donc strictement réguler leur homéostasie en fer.
L’homéostasie du fer se définit par la capacité d’un organisme a maintenir un état stable en
fer malgré les variations environnementales (Winge et al., 1998 ; Briat et al., 2007). Elle doit
étre finement régulée afin d’éviter toute carence préjudiciable pour le métabolisme ou tout
exces toxique pour la cellule. L’homéostasie ferrique au sein de la plante est un processus tres
dynamique qui dépend de différents facteurs tels que le prélévement du fer dans le sol, son
utilisation, sa distribution entre différents organes, sa compartimentation cellulaire et son

stockage.
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Figure 8 : Les stratégies d’assimilation du fer chez les plantes supérieures.

La stratégie I (& gauche), retrouvée chez I’ensemble des dicotylédones et des monocotylédones
non-graminées consiste a prélever le fer dans le sol en acidifiant le milieu extérieur et ainsi
solubiliser le fer afin qu’il puisse étre transporté dans la cellule. Cette étape implique 1’excrétion
de protons H" par le biais de pompes ATPases (HA). La sécrétion de composés phénoliques par
le transporteur PDRO facilite 1’étape de solubilisation du fer. Le fer ferrique (Felll) est ensuite
réduit en fer ferreux (Fe?') par la réductase (FRO). Le Fe?* est transporté dans les racines par le
transporteur IRT1. La stratégie II (a droite), repose sur 1’excrétion d’acides mugéniques (MA)
synthétisés a partir de S-adénosine-méthionine (SAM). Cette synthése fait intervenir trois
enzymes : la nicotianamine synthase, NAS; la nicotianamine amino transferase, NAAT; et
I’acide 2-2-déoxymugynéique synthase, DMAS. La sécrétion de MA dépend du transporteur
TOMI1. L’importation de fer ferrique couplé aux MAs se fait par le transporteur YS1/YSL.
D’aprés Kobayashi et Nishizawa, 2012.
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3. L’homéostasie du fer.

3.1 Le prélevement du fer par les racines.

L’absorption du fer chez les plantes se déroule au niveau de 1’épiderme et du cortex
racinaire qui sont des surfaces d’échange entre le milieu extérieur et la plante. Dans le sol, le
fer se trouve essentiellement sous forme d’hydroxydes de fer ferrique insolubles Fe(OH);. Les
plantes doivent donc avant toute chose, solubiliser ce fer afin de pouvoir I’assimiler. Au cours
de I’évolution, deux stratégies de prélevement du fer ont émergé (Romheld et Marschner,
1986). Chez I’ensemble des dicotylédones et des monocotylédones non-graminées (mais
¢galement chez la levure) le fer ferrique est solubilisé, puis réduit en fer ferreux, avant d’étre
transporté a travers la membrane plasmique. Ceci constitue la stratégie I (Fig. 8). Chez les
autres organismes tels que les graminées, bactéries et champignons, le fer ferrique est
solubilisé par liaison avec des chélateurs de haute affinit¢ nommés sidérophores. Le complexe
Fe*"-sidérophores entre alors dans 1’organisme grice a des transporteurs. Ceci représente la

stratégie II (Fig.8).

3.1.1 La stratégie 1.

La stratégie 1 (particulierement bien décrite chez la plante modele Arabidopsis
thaliana) consiste a prélever le fer dans le sol en acidifiant le milieu extérieur et ainsi
solubiliser le fer afin qu’il puisse étre transporté dans la cellule. La diminution d’une unité de
pH dans le sol permet d’augmenter d’un facteur mille la solubilité¢ du fer (Guerinot et Yi,
1994). Cette étape d’acidification implique I’excrétion de protons H' par le biais de pompes
de type AHA, H'-ATPases, plus précisément codées par les génes AHAI, AHA2, et AHA7
chez Arabidopsis (Santi et Schmidt, 2009). En plus de ce systeme d’acidification ancré dans
les cellules de I'épiderme de la racine, des études ont montré que la solubilisation du fer était
facilitée par la synthése et la sécrétion de composés phénoliques (Jin et al., 2007) qui
appartiennent a la sous-famille des coumarines caractérisées récemment. Chez Arabidopsis, la
F6'H1 (féruloyl-CoA 6'-hydroxylase 1) a été montrée comme étant une enzyme clé pour la
synthése de ces composés phénoliques en réponse a une carence en fer. Par ailleurs, le
transporteur PDR9 (PLEIOTROPIC DRUG RESISTANCE 9 ou ABCG37) est responsable de
leur sécrétion dans le milieu extérieur (Fourcroy ef al., 2014). Le fer ferrique (Fe®) est par la
suite réduit en fer ferreux (Fe*") par la réductase FRO2 (FERRIC REDUCTASE-OXIDASE
2 ; Robinson e al., 1999). Enfin, le Fe*" est transporté dans les racines par la protéine

membranaire a haute affinité pour le fer localisée sur la membrane plasmique de 1’épiderme
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racinaire, IRT1 (IRON-REGULATED TRANSPORTER 1 ; Robinson et al., 1999 ; Vert et
al.,2002). IRT1 ne transporte pas uniquement du fer mais ¢également d’autre métaux divalents
comme le manganése et le zinc (Korshunova et al., 1999). L’adressage a la membrane d’IRT1

est dépendant de I’endocytose et de son ubiquitination (Barberon et al., 2011) par la protéine

IDF1, une E3 ligase de type RING (Shin ef al., 2013).

3.1.2 La stratégie I1.

Les graminées comme le riz ou le mais (Zea mays), utilisent une stratégie ne
nécessitant pas la réduction du fer. En réponse a une carence en fer, ces plantes sécretent des
phythosidérophores (PS) qui sont des molécules de faible poids moléculaire ayant une forte
affinité pour le fer ferrique (Fig.8). Les PS impliqués dans 1’assimilation du fer sont les acides
mugéniques (MA). Chaque graminée produit un MA qui lui est propre. La famille des MA
comprend le DMA (acide 2-2-déoxymugynéique) 1’épi-HMA  (acide  3-
épihydroxymuginéique) et I’epi-HDMA (acide 3-épihydroxy-2-2-déoxymugynéique). Le blé
le riz et le mais sécrétent uniquement du DMA alors que ’orge (Hordeum vulgare) est lui
capable de sécréter les trois types de MA (Bashir ef al., 2006). La voie de synthése des MA a
été particulierement étudiée chez 1’orge (Fig. 8). Le MA est synthétis¢ a partir de S-
adénosine-méthionine (SAM) dans les vésicules. Cette synthése fait intervenir successivement
trois enzymes. La premiere impliquée est la nicotianamine synthase (NAS) qui va former la
nicotianamine (NA). Cette premiére réaction est conservée chez toutes les plantes y compris
celles de stratégie I. La NA est un fort chélateur de métaux. Par la suite la NA est désaminée
par la nicotianamine aminotransferase (NAAT) en 3-2-kéto-DMA qui est réduit en DMA par
la troisiéme enzyme : 1’acide 2-2-déoxymugynéique synthase (DMAS ; Bashir et al., 2006).
La sécrétion de MA dans le milieu dépend du transporteur TOM1 (TRANSPORTER OF
MUGINEIC ACID FAMILY PHYTOSIDEROPHORES 1) (Nozoye et al., 2011). Le fer
ferrique est alors chélaté dans le milieu et les complexes sont assimilés via le transporteur
haute affinité YS1/YSL (YELLOW STRIPE 1/YELLOW STRIPE 1 LIKE) (Curie et al.,
2001). De fagon intéressante, les messagers d’YS/ sont suraccumulés en réponse a la carence
en fer dans les racines et les parties aériennes chez le mais, ce qui suggére un potentiel

transport des complexes Fe*"-PS dans la plante entiére.
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Figure 9 : Les multiples roles de FRD3 dans différents organes et a différents stades de
développement.

Le fer une fois prélevé au niveau de 1’épiderme racinaire est complexé a la NA sous forme de
Fe-NA afin d’étre diffusé jusqu’aux vaisseaux conducteurs (xyleme). Le pH du xyléme étant
trop acide, ces complexes ne peuvent pas y transiter. Le fer se chélate pour cela au citrate. Il est
ensuite chargé par un transporteur actif FRD3. Ce transport est également présent pour le
déchargement du xyleme dans le parenchyme des feuilles, pour la nutrition de I’embryon par
I’albumen et celle du grain de pollen par le tapetum.

Abbreviations : al, aleurone; e, endoderme; en, endothecium; m, cellule du mésophylle ; p,
péricycle; pa, parenchyme ; po, grain de pollen ; pr, protoderme ; t, tapetum; x, xyléme.

D’apres Roschzttardtz et al., 2011.
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3.2 Transport et remobilisation du fer dans la plante entiére.

3.2.1 De I’épiderme vers les vaisseaux conducteurs.

Une fois dans I’épiderme, les ions doivent atteindre les vaisseaux conducteurs. Dans
ce but, ils peuvent utiliser la voie symplastique et/ou la voie apoplasmique (Clarkson, 1993).
Une fois que le fer a été importé dans la racine, il est capable, sous une forme complexée, de
diffuser depuis I’épiderme jusqu’a I’endoderme, en transitant par le cortex a travers la paroi
cellulaire et dans I’apoplasme. La diffusion apoplasmique du fer est ensuite bloquée par le
cadre de Caspary qui constitue une barriére imperméable au niveau de 1’endoderme. Le fer
doit donc a partir de cette localisation, étre transporté de fagon active a travers la membrane
plasmique dans le symplasme (impliquant une certaine sélectivité au niveau des ions ainsi
transportés). Apres cette étape, le fer diffuse alors par les plasmodesmes jusqu’aux couches
cellulaires internes de la racine et leurs vaisseaux conducteurs. Etant donné la faible solubilité
du fer ferreux et la toxicité du fer ferrique (Cf. §2.4.2), ce métal est toujours transporté associé¢
a des chélateurs. Il est majoritairement complexé a la NA sous forme Fe*"-NA 4 la plupart des
pH physiologiques (Von Wiren et al., 1999). Le passage de I’endoderme vers le péricycle
ferait intervenir la famille de transporteurs YSL chez Arabidopsis. Ces protéines sont codées
par une famille multigénique de huit génes et sont homologues du transporteur YS1 chez le
mais. Leur role n’est pas clairement établi chez Arabidopsis. Toutefois, chez Thlaspi
caerulescens, le transport des complexes Fe-NA dans le parenchyme par TcYSL3 est
démontré (Gendre et al., 2007). De plus, les messagers d’AtYSLI et d’AtYSL2 sont
majoritairement accumulés dans les tissus qui entourent le xyléeme (Waters et al., 2006), ce
qui suggere qu’ils pourraient étre impliqués dans le transport du fer vers les vaisseaux

conducteurs.

3.2.2 Charge en fer du xyleme.

Lorsque le fer atteint le xyléme, il est préférentiellement chélaté a des acides
organiques comme le citrate sous forme de Fe’*-Citrate (Hell et Stephan, 2003). En effet, 4 un
pH acide comme celui du xyléme (environs 6), la NA est majoritairement associée a d’autres
métaux (Von Wiren et al., 1999). Le transporteur FRD3 (FERRIC CHELATE REDUCTASE
DEFECTIVE 3), de type MATE (MULTI DRUG AND TOXIN EFFLUX) dont le géne est
exprimé dans le péricycle racinaire et le cylindre central (Durrett et al, 2007) permet au
xyléme d’étre chargé en citrate (Fig. 9). Il a été¢ montré que I’activité de FRD3 est essentielle a

I’approvisionnement en fer dans les parties aériennes (Roschzttardtz et al., 2011). Le transport
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de citrate par FRD3 est démontré en ovocyte de xénope (Green et Roger, 2004). De plus, in
planta, chez le riz, OsFRDL1 (FRD3-LIKE 1) est nécessaire a la translocation du fer dans les
parties aériennes (Yokosho et al., 2009). Le role de FRD3 n’est pas seulement identifié dans
le chargement du xyléme. En effet, ce transporteur contribue dans les feuille au déchargement
du xyléme dans le parenchyme, a la nutrition de ’embryon par I’albumen, et a celle du grain

de pollen par le tapetum (Fig. 9 ; Roschzttardtz et al., 2013).

3.2.3 Charge en fer du phloeme.

Tout comme le xyléme, le phloéme est emprunté par le fer pour contribuer au bon
développement de la plante. Il va particulierement servir pour acheminer ce métal dans les
organes qui en ont besoin, comme les apices ou les graines chez qui le transport xylémien est
insuffisant. Le pH du phloéme est plus basique que celui du xyléme. Il est compris entre 7 et 8
ce qui permet au fer ferreux de se chélater de nouveau a la NA sous forme Fe’"-NA.
L’importance de ces complexes a ¢té démontrée par 1’étude du mutant chloronerva (chin) de
tomate (Solanum lycopersicum). Ce mutant est altéré dans un géne NAS (NICOTIANAMINE
SYNTHASE ; Becker et al., 1998) et présente un phénotype fort de chlorose internervaire (sur
les jeunes feuilles), alors que son absorption racinaire est constitutivement activée, et que ce
dernier accumule fortement du fer dans les racines et les feuilles. L’importance de la NA dans
la distribution longue distance a également été mise en évidence a travers 1’étude de tabacs
transgéniques surexprimant la NAAT (Cf. §3.1.2). Chez ces plantes, la surexpression de
NAAT a pour conséquence I’appauvrissement en NA endogene (Takahashi et al., 2003).
Ainsi, ces plantes présentent le méme phénotype que chln, c’est-a-dire une chlorose
internervaire dans les jeunes feuilles. La NA semble donc étre un élément prépondérant dans
I’allocation du fer vers les organes qui 1’utilisent. Un second chélateur du fer dans le phloéme
a été identifié chez le ricin (Ricinus communis) (Kruger et al., 2001). Il se nomme ITP (IRON
TRANSPORT PROTEIN) et chélate le fer ferrique sous forme Fe®-ITP. La faible présence
de fer ferreux dans le phloéme (probablement chélaté a la NA) démontre 1’importance de ce
ligand et suggere une complémentarité¢ de la NA et de ’ITP pour I"apport du fer vers les

organes puits.
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Figure 10 : Les acteurs moléculaires de la compartimentation cellulaire du fer.

L’entrée du fer dans la cellule implique a la fois des réductases ferriques membranaires de la
famille des FROs, mais également des transporteurs appartenant aux familles des ZIPs et des
NRAMPs. Les trois types de compartiments ayant un role majeur dans ’homéostasie du fer
cellulaire sont la mitochondrie, le chloroplastes et la vacuole. L’import de fer dans la
mitochondrie serait modulé¢ par MIT1 et les réductases FRO3 et FROS8. L’export de la
mitochondrie se ferait par ATM3 et serait dépendant du glutathion conjugué (GSSG con). Le
fer pénetre dans le chloroplaste grace aux réductases FRO7 et PIC1. Les transporteurs YSL4 et
YSL6 assurent la sortie du fer couplé a la NA. Dans la vacuole, le fer importé par les
transporteurs VIT1 ou VTL 1, 2, 5 est export¢ par NRAMP3 et NRAMP4. Le fer peut
¢galement sortir de la vacuole chélaté a la NA via YSL4 et YSL6. Le role de ZIF1 n’est pas
clairement établi mais il semblerait qu’il importe des complexes Fe-NA. Les réductases
ferriques vacuolaires ne sont pas identifiées.

Schéma inspiré de Jeong et Guerinot, 2009 ; Bashir et al., 2016.
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3.3 La compartimentation intracellulaire du fer.

Lorsque le fer a atteint son tissu cible, il doit étre dirigé vers la voie métabolique dans
laquelle il intervient, ou étre acheminé dans un compartiment pour étre stocké. L’apoplasme
est un lieu important de stockage du fer puisqu’il peut contenir jusqu’a 90% du fer dans la
racine et 25% dans les feuilles (Nikolic et Romheld, 2003). On le retrouve alors sous la forme
(1) de complexe Fe-Phosphate, (ii) d’hydroxydes ferriques, ou (iii) li¢ directement a des
groupements carbonate et hydroxyle présents dans la paroi cellulaire. Lorsque le fer n’est pas
dans I’apoplasme, il est importé dans la cellule, puis plus spécifiquement dans quatre types de

compartiments subcellulaires (Fig.10).

3.3.1 La mitochondrie.

La mitochondrie est un organite dont le fonctionnement est particulierement dépendant
du fer. En effet, la biogénese des centres fer-soufre et la chaine de transport d’électrons
assurant la respiration ont une demande importante en fer (Cf. §2.2). L’import de fer dans la
mitochondrie est dépendant du transporteur MIT1 (MITOCHONDRIAL IRON TRANSPORT
1 ; Fig. 10) qui appartient a la famille des MSC (MITOCHONDRIAL SOLUTE CARRIER
FAMILY ; Bashir et al., 2011). Ce transport est dépendant des réductases FRO3 et FROS
(FERRIC REDUCTASE-OXIDASE 3 & 8). Récemment STA1/ATM3 (STARICK 1/ ABC
TRANSPORTER OF MITOCHONDRION 3) a été identifié comme impliqué dans 1’export
de fer de la mitochondrie. Les plantes mutantes atm3-3 présentent une déficience dans
I’activité d’enzymes a centre [Fe-S] cytosolique, et un phénotype de chlorose (Kushnir ef al.,
2001; Bernard et al., 2009). Un des acteurs majeurs de 1’homéostasie du fer dans la
mitochondrie est la frataxine (AFTH). Cette protéine est trés conservée entre différents
organismes et peut chélater le fer (Cf. §2.4.4). Chez les plantes, la perte de fonction dans le
gene AFTH est embryon létal (Busi et al., 2006 ; Vazzola et al., 2007), ce qui démontre

I’importance de cette protéine.

3.3.2 La vacuole.

La vacuole est un organite largement publi¢ comme compartiment de stockage. La
vacuole emmagasine le fer particuliérement au cours du remplissage de la graine et chez les
jeunes plantules. Le fer est stocké dans la vacuole sous forme de précipité Fer-Phosphate
(Otegui et al., 2002). Dans la graine ou dans des plantules trés jeunes, la protéine VIT1
(VACUOLAR IRON TRANSPORTEUR 1) assure I’influx de fer dans la vacuole, alors que
d’autres protéines de la famille des NRAMP (NATURAL RESISTANCE-ASSOCIATED
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MACROPHAGE PROTEINS 3 et 4 : NRAMP3 et NRAMP4), assurent 1’efflux (Kim et al,
2006 ; Lanquar et al., 2005). Ces protéines sont synthétisées lorsque la plante subit une
carence en fer afin de maintenir au mieux 1’homéostasie de cet élément dans les cellules
(Thomine et al., 2000). Bien que cela soit encore discuté par la communauté scientifique,
certaines données suggerent que la sortie du fer de la vacuole pourrait également étre assurée
par YSL4 et YSL6 (YELLOW STRIPE 1 LIKE 4 et 6 ; Conte ef al., 2013) qui sont localisés
sur le tonoplaste. Récemment, une étude a permis de mettre en évidence 1’existence d’autres
transporteurs vacuolaires nommés VTL (VIT LIKE : VTL 1, 2 et 5 ; Gollhofer et al., 2014).
La surexpression des V7L dans des fonds mutants vit/ ou nramp3/4 complémente le
phénotype de sensibilité¢ a la carence. De facon intéressante, les transcrits des génes codant
ces trois transporteurs sont suraccumulés en réponse a un exces de fer exogene. Cette
découverte permet de placer la vacuole comme organe de stockage dynamique impliqué dans

I’homéostasie cellulaire du fer.

3.3.3 Le chloroplaste.

Les chloroplastes sont les organites les plus demandeurs en fer, plus de 90% du fer
non apoplasmique pouvant étre localis¢ dans les chloroplastes (Terry et Abadia, 1986).
Comme observé précédemment, le fer présent dans le chloroplaste est essentiellement utilisé
par les protéines impliquées dans la chaine de transport d’¢lectrons permettant la
photosynthése et dans la biogénese des centres [Fe-S] (Cf. §2.2). L’import du fer, qui est
assuré par le transporteur PIC1 (PERMEASE IN CHLOROPLASTS 1 ; Duy et al, 2007),
nécessite une étape de réduction catalysée par la réductase FRO7 (FERRIC REDUCTASE-
OXYDASET7 ; Jeong et al., 2008). Le mutant pic/ présente un phénotype de chlorose, avec
une importante désorganisation des chloroplastes. La sortie du fer des chloroplastes est
assurée par YSL4 et YSL6 (YELLOW STRIPE 1 LIKE4 et 6 ; Divol et al., 2013), les mémes
transporteurs qui moduleraient 1’efflux ferrique vacuolaire (Cf. §3.3.2). Dans cette étude, le
double mutant ys/4/6 présente une suraccumulation de fer dans les chloroplastes, une forte
sensibilité a I’exces de fer, et une suraccumulation des ferritines. L’ensemble de ces protéines
permet le stockage transitoire du fer ferrique sous forme non toxique et bio-utilisable, évitant

ainsi la présence de fer libre dans cet organite.

3.3.4 Le noyau.

Récemment, des analyses de spectrométrie de fluorescence a rayons X, ont permis de

mettre en évidence la présence de fer dans le noyau de cellule animale (Matsuyama et al.,
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Figure 11 : Modéle de la stabilité et de la fonction de BRUTUS.

BRUTUS est composé de trois parties principales: un domaine HHE composé de trois
répétitions Hémerythrines, un domaine CHY-type Zn-finger et un domaine RING E3 ligase. Le
gene BRUTUS est induit par la carence en fer, tout comme PYE et les genes constituant les
PYEL. En carence en fer, BTS est capable d’interagir avec ses cibles afin d’induire leur
dégradation de part sa fonction d’E3 ligase, via la poly-ubiquitination et le proteasome 26S (A).
Toujours en carence en fer, les geénes du groupes des PYEL et PYE vont induire
transcriptionnellement les génes de réponse a la carence en fer. En présence de fer, il est
reconnu par le domaine HHE de BTS qui va induire la dégradation des protéines cibles (B). La
stabilité¢ de BTS suit ce mécanisme avec du fer ferreux ou ferrique.

D’apres Selote et al., 2015.
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2010). Chez les plantes, une concentration importante de fer a été identifiée dans le nucléole
des cellules d’embryon de pois et de mésophile d’Arabidopsis (Roschzttardtz et al., 2011). La
fonction de telles quantités de fer dans ce compartiment reste a déterminer. En effet, il est
difficile de concevoir que le fer, avec les concentrations observées dans le noyau, serve
seulement de co-facteur pour des réactions enzymatiques spécifiques. Il a été montré que le
fer pouvait étre impliqué dans la synthése des ARNs ribosomiques. En effet, il peut
s’accrocher in vivo a ces ARNs (Honda et al., 2005) ce qui pourrait expliquer sa présence

dans le noyau a forte concentration.
3.4 Les voies de régulation moléculaire modulant I’homéostasie du fer.

Les voies de régulation modulant I’homéostasie du fer sont nombreuses, complexes et
comprennent un grand nombre d’acteurs. Elles sont notamment impliquées dans les
modulations des acteurs précédemment cités, ce qui les place au niveau de la perception du

fer.

3.4.1 La perception du statut en fer par le « senseur ».

La plante va mettre en place une sensibilité, plus particulierement elle va percevoir des
stimuli et adapter sa réponse en modulant I’accumulation de certains acteurs moléculaires. Ce
type de perception est intégré par un « senseur » ou un « capteur ». Dans notre systéme
biologique, nous pourrions définir ce senseur comme une entité qui (i) se lie de maniére
directe ou indirecte au fer (initiation de la perception proportionnelle a la présence du fer), (ii)
qui modifie sa structure et/ou sa fonction (assimilation du signal), et (iii)) qui génére des
réponses pour réguler ’homéostasie du fer (conséquence de la perception). Les réponses
peuvent étre alors cellulaires ou a I’échelle de la plante entiére. Les senseurs du fer chez les
plantes sont les protéines BTS ou HRZ (BRUTUS ou HEMERYTHRIN MOTIF-
CONTAINING REALLY INTERESTING NEW GENE (RING)- AND ZINC-FINGER
PROTEINS) respectivement chez Arabidopsis et chez le riz, qui ont un role central pour
percevoir le statut en fer (Long et al., 2010 ; Kobayashi et al., 2013). Les génes codant ces
deux protéines sont induits en réponse a la carence en fer (Kobayashi et al., 2013 ; Selote et
al., 2015). Ces protéines sont composées de trois domaines majeurs (Fig. 11) : Hémerythrine
(HHE), CHY-Type Zn-finger et RING E3 ligase. Le domaine Hémerythrine interagit avec le
fer chez les animaux et les bactéries et est présent chez FBXLS5, le senseur humain du fer
(Salahudeen et al., 2009). BTS et HRZ ont la capacité grace a leurs domaines HHE

d’accrocher du fer (ferreux et ferrique) mais également du zinc in vitro (Kobayashi et al.,
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Figure 12 : Les réponses moléculaires a la carence en fer.

BRUTUS se place en principal régulateur en amont de toute la voie. Il interagit directement avec
bHLH104, bHLH105/ILR3 et bHLH115 dont les génes sont fortement induits par la carence en fer.
Ensuite bHLH104, bHLH105/ILR3 et bHLH34 sont capables de s’hétérodimériser pour induire la
transcription des bHLHs du sous-groupe Ib (bHLH38, bHLH39, bHLHI100, et bHLHI01) connus
pour interagir avec bHLH29/FIT. FIT est transcriptionnellement induit par la carence en fer,
toutefois ses mécanismes d’induction ne sont pas identifiés. En interagissant entre elles, ces
protéines bHLH sont capables d’induire /RTI et FROZ2 (les geénes impliqués dans le prélévement
du fer présent dans le sol. Les hétérodimeres de bHLH104, bHLH105/ILR3 et bHLH34 sont
responsables également de 1’induction de bAHLH47/PYE dont la protéine va réguler la
compartimentation du fer (en inhibant transcriptionnellement NAS4, ZIFI et FRO3). En parall¢le,
les R2ZR3-MYB (MYB10 ou MYB72) induits en carence en fer vont permettre I’expression de
NAS4 , ce qui démontre bien 1’aspect dynamique d’un tel mode¢le.

D’apres Li et al., 2016, Long et al., 2010.
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2013). Le domaine CHY-Type Zn-finger participe a la mise en place des régulations
transcriptionnelle, post-transcriptionnelle et post-traductionnelle (Gamsjaeger et al., 2007). Le
domaine RING E3 ligase permet [’ubiquitination des protéines cibles induisant une
modification de leur activité ou leur adressage a la dégradation via le protéasome 26S (Hua et
Vierstra, 2011). Lors d’une carence en fer, BTS va étre sous sa forme stable et active. Cette
protéine va alors induire la dégradation de ses cibles en les polyubiquitinant et en les
adressant ainsi au protéasome 26S. En présence de fer, le fer est reconnu par le domaine HHE
de BTS, la protéine est alors clivée et devient donc inactive (Fig. 11). Chez Arabidopsis, les
cibles majeures de BTS ont été identifiées, il s’agit de facteurs de transcription de la famille
des bHLH (basic helix loop helix). Historiquement, elles ont ét¢ nommées les PYEL
(POPEYE LIKE ; Fig. 11) et font toutes partie du sous-groupe IVc des bHLHs (BASIC
HELIX-LOOP-HELIX). En effet, dans ce groupe, bHLH104, bHLH105/ILR3 (IAA-
LEUCINE RESISTANT3) et bHLHI115 sont capables d’interagir directement avec BTS afin
d’étre dégradées (Selote et al., 2015). Dans ce méme groupe, seul bHLH34 n’est pas une cible
de BTS pour sa dégradation. Ces quatre bHLH sont toutes impliquées dans les régulations de
I’homéostasie du fer, et plus particulierement dans 1’induction des geénes de réponse a la
carence. Leur expression est fortement induite en réponse a la carence en fer (Zhang et al.,
2015 ; Li et al., 2016). Curieusement, c’est lors d’une carence en fer que BTS dégrade ces
cibles, ce qui laisse penser que (i) cette dégradation est trés dynamique car elle permet
d’induire les génes de réponse a la carence, et (ii) qu’elle participe a une boucle de
rétrocontrole permettant d’éviter une suraccumulation du fer une fois la réponse a la carence

induite.

3.4.2 BRUTUS module les voies de réponse a la carence.

En aval de BTS, les bHLH104, bHLH105/ILR3 et bHLH34 se placent comme les
actrices centrales dans les voies de réponse a la carence en fer (Fig. 12). En effet, ces trois
protéines sont capables de s’homo- ou s’hétérodimériser afin de déclencher des cascades
transcriptionnelles de régulation (Zhang et al., 2015; Li et al., 2016). Ces complexes
protéiques sont responsables de 1’induction transcriptionnelle d’autres facteurs bHLHs du
sous-groupe Ib (bHLH3S8, bHLH39, bHLHI100, et bHLHI0I). Ces quatre bHLHs sont
¢galement capables de s’hétérodimériser et d’interagir avec bHLH29/FIT (FER-LIKE IRON
DEFICIENCY INDUCED TRANSCRIPTION FACTOR ; Yuan et al., 2008 ; Wang et al.,
2007). Cette interaction va mener a I’induction des génes impliqués dans la stratégie 1 du

prélevement du fer (IRT1 et FRO?2).
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Le gene FIT a tout d’abord été identifi¢ chez un mutant de tomate nommé FER. Ces
plantes trés chlorotiques était affectées dans les mécanismes de préleévement du fer mis en
place en réponse a la carence (Brown et al., 1971 ; Ling et al., 2002). Ainsi FIT a ¢été décrit
comme jouant un role central dans I’induction des génes de la stratégie de prélévement 1. De
plus, comme les autres bHLHSs citées précédemment, I’expression de FIT est fortement induite
en réponse a la carence en fer (Colangelo et Guerinot, 2004). Une approche de ChIP-qPCR
(Chromatin Immuno-Precipitation-PCR quantitative) a permis de mettre en évidence
I’interaction directe in planta entre bHLH104 et bHLH105/ILR3 et le promoteur de quatre
genes bHLHs du sous-groupe Ib (Zhang et al., 2015 ; Fig. 12). Toutefois, cette méme
expérience a montré que FIT n’était pas la cible directe de bHLH104 et bHLH105/ILR3.

En aval de ces acteurs, deux facteurs de transcription de type R2ZR3-MYB (MYBI10 et
MYB72) ont été identifiés comme des régulateurs de la réponse a la carence en fer. Le double
mutant myb10/myb72 présente un phénotype de grande sensibilité a la carence (Palmer et al.,
2013). Par une approche de transcriptomique, cette ¢tude a montré que MYB10 et MYB72
¢taient des inducteurs transcriptionnels de NAS4 (NICOTIANAMINE SYNTHASE 4 ; Fig.12).
Une nouvelle fois, une approche de ChIP-qPCR a permis de démontrer que cette induction est
directe (Palmer ef al., 2013). NAS4 comme les autres NAS, est responsable de la production
de la NA et participe notamment au transport phloémien du fer.

En parall¢le a la voie d’induction du prélévement gouverné par IRT1 et FRO2 le
bHLH105/ILR3 seul, ou avec I’'un de ses interactants, est également responsable de
I’induction de I’expression de bHLH47/PYE (POPEYE). Ce facteur de transcription est
capable d’interagir au niveau proté¢ique avec bHLH105/ILR3 et bHLH115 (Long et al., 2010).
PYE se place en régulateur central de la compartimentation cellulaire du fer. En effet, ce
bHLH est un important inhibiteur transcriptionnel (direct) de 1’expression de NAS4, ZIF1 et
FRO3 (Long et al., 2010), trois genes impliqués dans la distribution et la compartimentation
cellulaire du fer. Dans cette étude, des microarrays mettent également en évidence la
suraccumulation des transcrits de NRAMP4, FRD3 ou encore de certains VTL (Cf. §3.2 et
§3.3) dans pye-1, mais le lien direct n’est pas établi. Il est intéressant de constater que la
méme voie d’induction transcriptionnelle dépendante des bHLHs du sous-groupe IVc peut
induire NAS4 via MYB10 et MYB72 et I’inhiber via PYE. Ce constat implique que cette
cascade de régulation est trées dynamique et difficilement caractérisable expérimentalement.
De maniere remarquable, cette voie de régulation comporte dix facteurs de transcription de
type bHLH, ce qui représente prés de 10% des geénes appartenant a cette famille (Bailey ef al.,

2003 ; Heim et al., 2003). Le maintien de I’homéostasie du fer en réponse a une carence de ce
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dernier est donc essentiellement controlé au niveau transcriptionnel. On observe donc une
voie principalement transcriptionnelle, qui répond a la carence en fer et permet le maintien de
I’homéostasie. Toutefois, tres peu de données sont disponibles quant aux réponses
moléculaires mises en place par les plantes face a un exces de fer.

De maniére intéressante, le mutant pye-/ a comme particularité de suraccumuler du fer
dans ses tissus, et plus spécifiquement dans ses racines. Cette accumulation va mener a
I’induction ou a la dé-répression de nombreux genes associés au stockage du fer comme les
transporteurs vacuolaires de type V'TL. Elle va également moduler I’homéostasie ferrique des
plastes notamment en induisant I’expression des geénes de ferritines FERI, FER3 et FER4
(Long et al., 2010). Les ferritines sont des protéines de stockage transitoire du fer dans les
plastes permettant d’éviter la présence de fer libre. Ainsi PYE pourrait étre un régulateur de

I’homéostasie du fer dans le chloroplaste.
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Figure 13 : La structure et le centre ferroxydase des ferritines.

Représentation d’une sous unité de ferritine animale de type H composée de quatre hélices disposées
en faisceau (gris), du site ferroxidase ligand du fer (noir) et d’une boucle externe (orange) (A). Ces
entités s’assemblent en 24 sous-unités afin de former une sphére protéique a canaux de symétrie

d’ordre 4 (B). Cette structure délimite une sphére avec une large cavité interne (8nm environ)

pouvant stocker jusqu’a 4500 atomes de fer (C). Les hélices A, B, C et D sont disposées
parallélement et forment le corps principal de la sous-unité (D). L’hélice E est impliquée dans

I’assemblage des ferritines en 24 sous-unités. Le centre ferroxydase des ferritines est composé de six
acides aminés qui lient ensemble deux atomes de fer (Fe A et Fe B).
D’apres Bernacchioni et al., 2016; Finazzi et Arosio 2014.
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4. Les ferritines.

Les ferritines sont des protéines ubiquitaires présentes dans tous les régnes du vivant
excepté chez la levure (Andrews et al., 2003 ; Briat et al., 2009). Ces protéines ont
initialement ¢été isolées chez les animaux. Chez les plantes, les premicres ferritines ont été
isolées a partir d’hypocotyles et de graines de haricots, aprés avoir ét€ observées par
microscopie ¢électronique (Hyde ef al., 1963). Ces protéines ont également été retrouvées chez
les champignons et les bactéries (Thiel, 1987). Cette distribution ubiquitaire montre
I’importance de ces protéines pour les €tres vivants. Comme il I’est mentionné précédemment,
le fer ferrique est trés peu soluble et précipite aux pH physiologiques. De plus, il peut former
des radicaux libres nocifs pour la cellule. Les ferritines ont la capacité de stocker le fer
ferrique sous une forme soluble, non toxique car incapable de réagir avec I’oxygene, et
disponible pour le métabolisme cellulaire. L’oxydation du fer ferreux en fer ferrique est
réalisée par la protéine elle-méme car elle dispose d’un centre ferroxidase (Arosio et al.,
2009). Le fer stocké dans les ferritines est disponible pour les besoins de la cellule et il est non
réactif avec 1’oxygene. Les ferritines animales représentent la forme principale de stockage du
fer. Elles sont localisées dans le cytoplasme alors que chez les plantes elles sont dans les
plastes (Van der Mark et al., 1983). Les ferritines s’auto-assemblent en une structure
comportant 24 sous-unités qui forme une sphére creuse pouvant contenir jusqu’a 4500 atomes
de fer couplés a du phosphate (ratio 3/1 ; Andrews et Kumar, 1992 ; Briat et al., 2010). Bien
que la structure des ferritines soit trés conservée entre les régnes, leurs séquences primaires et

leurs régulations sont tres diverses.

4.1 Les ferritines animales.

4.1.1 Structure et assemblage.

La structure primaire des sous-unités de ferritines a trés tot été¢ déterminée chez les
animaux (Costanzo et al., 1986). Les monomeres de ferritines s’assemblent afin de former
une sphere creuse d’environ 480 KDa mesurant approximativement 12 nm de diametre (Fig.
13A, B et C). Les canaux des axes de symétrie des sous-unités d’ordre 3 et 4 sont
respectivement hydrophiles et hydrophobes. Seule la premiére configuration permettrait le
stockage du fer. Chez les mammifeéres, les ferritines contiennent deux types de sous-unités
appelées H (Heavy) et L (Light) qui présentent différentes compositions selon leur
localisation. Les sous-unités H portent I’activité peroxydase permettant 1’oxydation du fer

ferreux en fer ferrique. Cette étape est indispensable pour I’incorporation du fer dans le centre
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Figure 14 : Régulation de I’homéostasie du fer chez les mammiféres par le systéme IRE/IRP.

En condition de carence en fer (a droite), IRP1 et IRP2 s’accrochent aux séquences cis-régulatrices
IREs présentes en 3’-UTR des transcrits de transferrine (TFR1) et en 5°-UTR des transcrits de
ferritines ou de ferroportines. Une hybridation d’IRP en 5 de son messager cible va inhiber sa
traduction alors que I’hybridation de plusieurs IRPs sur les /REs en 3’ du messager de transferrine va
augmenter sa stabilité. Les conséquences vont étre une entrée de fer dans la cellule et une inhibition
de son stockage et de sa sortie. En condition de présence de fer, FBXLS va interagir avec IRP2 (et
IRP1) et recruter le complexe SKP1-CULI1, ce qui va induire 1’'ubiquitination et la dégradation d’
IRP2 (et IRPI) via le protéasome. Dans ces conditions, la présence de fer va aussi réguler
directement IRP1 en permettant 1’assemblage de son centre fer-soufre [4Fe-4S], lui conférant ainsi
son activité d’aconitase.

D’aprés Hentze et al., 2010.
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minéral. Le centre ferroxydase est composé de six acides aminés qui lient deux atomes de fer
(Glutamate 27, Tyrosine 34, Glutamate 62, Histidine 65, Glutamate 107 et Glutamine 141 ;
Fig. 13D). Les sous-unités L sont quant a elles responsables de la nucléation du fer (Lawson
et al., 1991). Ainsi, les ferritines riches en sous-unités H auront la capacité de séquestrer
rapidement le fer tandis que les ferritines riches en sous-unités L permettront un stockage plus
stable et plus long du fer. En effet, le foie et la rate qui stockent une quantité importante de fer
ont des ferritines a dominance de L alors que le cceur et le cerveau contiennent une plus
grande proportion de sous-unités H (Andrews et Kumar, 1992). Les ferritines animales

s’assemblent dans le cytoplasme et représentent un important dispositif de stockage.

4.1.2 Les régulations.

Les ferritines sont fortement accumulées en réponse au fer ou a un stress abiotique et
ce, au niveau transcriptionnel et post-transcriptionnel (Thiel, 2007). Des mécanismes
transcriptionnels sont notamment impliqués dans 1’expression des sous-unit¢ H ou L selon
leurs localisations tissulaires. Les hémes sont des régulateurs positifs des génes de ferritines
en permettant leur induction par le facteur de transcription Nrf2 (NUCLEAR FACTOR
ERYTHROID 2-RELATED FACTOR 2 ; Hintze et al., 2007). En réponse a des stimuli de
type stress oxydatif, de nombreux acteurs ont ét¢ mis en évidence comme régulateurs
transcriptionnels des ferritines (Finazzi et Arosio 2014). Malgré tout ce réseau de régulation,
il existe une voie majeure de régulation post-transcriptionnelle qui permet une adaptation
rapide aux fluctuations du fer et au stress oxydatif. Ce mécanisme représente un exemple
¢légant d’une fine coordination d’une régulation cytoplasmique sur 1’accumulation des
transcrits de différents génes (Hentze et al., 1989). Ce mécanisme est bas¢ sur I’action de
deux protéines cytoplasmiques IRP1 et IRP2 (IRON RESPONSIVE PROTEIN) qui
interagissent directement avec les séquences nucléotidiques /RE (IRON RESPONSIVE
ELEMENT ; Thiel et al., 2007) présentes en 5’-UTR des messagers de ferritines. Les /REs
forment une structure en épingle a cheveux (Pantopoulos ef al., 2004). Le systéme IRE/IRP va
étre directement modulé par le statut en fer (Fig. 14) : quand le niveau de fer est bas, IRP1 et
IRP2 vont s’accrocher aux transcrits de ferritines et ainsi bloquer leurs traductions : quand il y
a du fer disponible, IRP2 va étre dégradé par le protéasome (Guo et al., 1995), IRP1 quant a
lui va s’associer a un cluster [4Fe-4S] et avoir une activité d’aconitase cytoplasmique
(Rouault et Tong, 2005). La dégradation d’IRP2 par le protéasome en condition de présence
en fer va impliquer la formation d’un complexe ubiquitine E3 ligase avec Skpl et CUL1 ainsi

que FBXLS5 (dont BTS est 1’orthologue) (Cf. §3.4.1). Cela déclenche l'assemblage d'un
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complexe ubiquitine E3 ligase avec Skpl et CUL1 (Fig. 14). Ce complexe entraine
I’ubiquitination d’IRP2, le conduisant a sa dégradation par le protéasome. Les /REs ne sont
pas seulement présents sur les messagers de ferritines (Hentze et al., 2010). En effet, on
retrouve ces structures en 5’-UTR des transcrits de ferroportine (un transporteur membranaire
d’efflux de fer) ou elles sont aussi impliquées dans 1’inhibition de la traduction, comme pour
les ferritines. Il existe des /REs également en 3’-UTR des transcrits de TfR1 (Transferrine
Receptor 1) un transporteur membranaire d’influx de fer. Dans ce cas les IREs/IRPs vont
stabiliser les messagers et ainsi augmenter la quantit¢ de fer dans la cellule. C’est
majoritairement IRP1 qui est impliqué dans la stabilisation alors qu’IRP2 est lui
majoritairement impliqué dans I’inhibition de la transcription. En conclusion, les IRE/IRP
modulent I’homéostasie du fer a la fois en régulant son transit dans la cellule, mais également
son stockage (Fig. 14).

Chez Arabidopsis thaliana, les mutants d’aconitase ne présentent pas de dérégulations
au niveau de 1’expression des ferritines. De plus, aucune séquence IRE n’a été identifiée dans
la région 5’-UTR des transcrits de ferritines. Cela suggere donc que la régulation impliquant

le systeme IRE/IRP n’existe pas chez les végétaux (Arnaud et al., 2007).

4.2 Les ferritines végétales.

4.2.1 Structure et assemblage

L’alignement des séquences peptidiques des sous-unités de ferritines montrent a quel
point ces derniéres sont trés conservées entre les régnes. Chez les végétaux, les sous-unités
ressemblent plus au type H qu’au type L (Andrew et Kumar, 1992), toutefois elles semblent
avoir les deux fonctions. De plus, les sous-unités de ferritines végétales possedent quelques
particularités comme leur hydropathie ou une extension N-terminale (Lobréaux et al., 1992)
que ne possedent pas les ferritines animales. Elles ont une masse d’environ 32 KDa avant leur
maturation. L’extension N-terminale comporte deux domaines : le premier est appelé peptide
d’extension et le second en amont de celui-ci est un peptide de transit clivé pour obtenir une
ferritine mature. Le peptide d’extension est maintenu apres la maturation et est impliqué dans
la stabilité de la protéine durant I’entrée ou la sortie du fer (Van Wuytswinkel ez al., 1999). Le
peptide de transit est composé de 40 a 50 acides amings et est responsable de la localisation
subcellulaire des ferritines chez Arabidopsis (Ragland et al., 1990). En effet, contrairement
aux ferritines animales cytoplasmiques, les ferritines végétales sont majoritairement dans les

plastes (Briat et al., 2010) et ont été observées dans les mitochondries (Vigani et al., 2013).
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Les canaux des axes de symétrie d’ordre 3 et 4 sont tous deux hydrophiles alors que chez les

animaux, ils sont respectivement hydrophiles et hydrophobes (Cf. §4.1.1) (Fig.13).

4.2.2 Le role des ferritines chez Arabidopsis.

Chez Arabidopsis thaliana, les ferritines sont codées par 4 genes nommés AtFERI a 4.
Des alignements de séquences ont montré que les membres de cette famille multigénique
partagent un fort degré d’homologie suggérant une redondance fonctionnelle (Briat ef al.,
2010). L’analyse de I’expression dans les différents tissus de chacun des genes de ferritine a
permis de mettre en évidence la localisation de leurs ARN. Alors que les transcrits d’AtFER],
3 et 4 sont localisés dans la rosette, les racines, la tige, les fleurs, et les siliques, ceux de
AtFER?2 ne s’accumulent que dans la graine (Petit ef al., 2001).

Le rdle des ferritines a principalement ét¢ déterminé grace a la caractérisation des
simple mutants (ferl, fer2, fer3 et fer4) et du triple mutant (ferl-3-4). Chez Arabidopsis, les
ferritines sont essentiellement impliquées dans la protection contre le stress oxydatif mais
n’ont pas un role majeur dans le stockage du fer comme chez les animaux. Dans les feuilles,
I’activité des ferritines a un impact modéré sur la photosynthése. En effet, d’apres K. Ravet et
ses collaborateurs (2009), dans le triple mutant perte de fonction fer/-3-4, la fixation de CO,
n’est que légeérement affectée. La feuille est le principal puit d’accumulation du fer dans la
plante, et les chloroplastes contiennent 80% du fer de cet organe (Shikanai et al., 2003).
Cependant, trées peu de ferritines ont été trouvées dans les chloroplastes, elles sont
majoritairement localisées dans les plastes non chlorophylliens. Ces observations ont conduit
a I’hypothése que les ferritines pourraient représenter la source de fer majeure dans les phases
précoces du développement. Malgré cela, elles ne sont pas indispensables au bon
fonctionnement de la feuille. Elles participeraient au stockage transitoire du fer dans les
plastes afin de limiter le stress oxydatif (Ravet et al., 2009). En effet, elles permettent de
maintenir un équilibre entre la disponibilité en fer pour le métabolisme et une séquestration du
fer pour éviter les dommages provoqués par la production de ROS. Les ferritines
préserveraient également la plante en cas de stress biotique ou abiotique pour limiter la
disponibilité en fer a I’organisme pathogéne ou pour prévenir la plante d’un stress hydrique
par exemple (Dellagi et al., 2005 ; Briat et al., 2010). De plus, les agents pro-oxydants tels
que le NO, I’H,0,, I’0zone ou encore la forte intensité lumineuse induisent la synthése des
ferritines (Arnaud et al., 2006; Lobréaux et al., 1995). Ces constatations nous meénent a penser

que les ferritines jouent un role essentiel dans la limitation de la formation des ROS. Ces
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Figure 15 : Régulation transcriptionnelle de I’expression d’4A¢tFERI.

AtFERI est régulé au niveau transcriptionnel par 3 voies : une voie phosphate, une voie fer et une
voie lumiere/horloge circadienne. Une carence en phosphate (-Pi) induit 1’expression d’A¢tFERI via
’action des facteurs de transcription PHR1 et PHL1 (homo-ou hétérodimére). En absence de fer, un
¢lément répresseur empéche la transcription d’A¢tFERI. Cet élément est dégradé en présence de fer
par le protéasome 26S (aprés ubiquitinylation), conduisant a la dé-répression de I’expression
d’AtFERI. L'¢1ément cis impliqué dans cette voie est I’/DRS (Iron Dependent Regulatory Sequence).
Les régulateurs interagissant avec I’/DRS en présence et en absence de fer ne sont pas connus. Enfin,
I’expression d’AtFERI est également régulée par I’horloge circadienne avec un maximum
d’accumulation du transcrit a 1’aube. Le geéne 77/C est un facteur nucléaire de 1’horloge circadienne
qui agit comme un répresseur de 1’expression d’A¢FER1. PRR7 est un facteur de transcription de type
bHLH impliqué dans le controle de I’horloge circadienne, décrit comme étant un répresseur de
I’expression d’A¢tFERI, et interagissant avec ce dernier via un élément E-box présent sur son
promoteur.

Modg¢le établi d’apres Arnaud et al., 2006 ; Duc et al., 2009 ; Bournier et al., 2013, Liu et al., 2013.
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protéines jouent donc un role majeur pour que la plante puisse faire face aux situations
indésirables imposées par les facteurs environnementaux.

Dans la graine, le mutant fer? présente une teneur en fer comparable a celle des
graines sauvages (Ravet et al., 2009). Ceci concorde avec les travaux d’une étude démontrant
que la majorité du fer utilisé lors de la germination provient de la vacuole (Lanquar et al.,
2005). Ce constat ne semble pas s’appliquer a toutes les plantes. En effet, chez I’embryon du
pois (Pisum sativum. L.) par exemple, le fer provenant des ferritines représenterait 92% du fer
total, ce qui laisse penser que les stratégies de stockage du fer pourraient étre différentes selon
les especes de plantes (Marentes et Grusak, 1998), dans ce cas entre brassicacées et

légumineuses.

4.3.1 Les régulations transcriptionnelles.

Le role physiologique des ferritines n’est pas clairement établi chez les végétaux.
Toutefois, de nombreuses études ont permis d’identifier un grand nombre de régulations
impliquant des voies trés diverses. Alors que le mécanisme de régulation le plus connu des
ferritines animales est post-transcriptionnel, chez les végétaux, la régulation transcriptionnelle
est la mieux décrite et semble étre dominante sur les autres régulations. AtFERI étant le géne
le plus exprimé chez Arabidopsis, il a été choisi comme mod¢le d’étude pour comprendre les
mécanismes de régulation des ferritines végétales.

Le géne AtFERI est régulé transcriptionnellement par au moins 3 voies indépendantes
dans les feuilles et les racines (Fig. 15) : I’exces de fer (i), la lumicre et le rythme circadien

(i1), et la carence en phosphate (ii1).

(1) La voie fer a été identifiée suite a 1’analyse structurale (délétion) du promoteur
d’AtFERI. Cette étude a permis d’identifier un élément cis de 15 paires de bases nommé «
Iron-Dependent Regulatory Sequence » (IDRS ; Petit et al., 2001) impliqué dans la réponse au
fer. Cette voie dépendante de 1I’/DRS est répressive. En absence de fer, un répresseur empéche
la transcription d’AtFER1. En présence de fer, le répresseur est ubiquitinylé, puis dégradé par
une voie dépendante du protéasome 26S, conduisant a la levée de répression de 1'expression
d’AtFERI (Arnaud et al., 2006). Le répresseur n’est pas fixé sur ’/DRS. En effet, par des
expériences de retard sur gel, il a ét¢ montré que I’/DRS était occupé par une (ou des)
protéine(s) en condition répressive et dé-répressive (Arnaud et al., 2006). Des approches
pharmacologiques ont montré que la voie /DRS met en jeu un messager secondaire, I’oxyde

nitrique (NO ; Murgia et al. 2002 ; Murgia et al., 2004). Aprés un exces de fer, une forte
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augmentation ponctuelle de NO est observée au niveau des chloroplastes (Arnaud et al., 2006)
ce qui pourrait étre un signal pour induire les ferritines et ainsi prévenir un stress oxydatif

dans le siége de la photosynthese.

(i) Afin d’identifier les acteurs moléculaires régulant 1’expression d’AtFERI, un
crible génétique a été mis en place. Un traitement a I’ethyl methane sulfonate (EMS) a été
appliqué sur des lignées transformées avec le promoteur d’AtFERI fusionné au gene de la
luciférase (pAtFERI::LUC). En condition de carence en fer, les plantes présentant une activité
luciférase possédaient donc une mutation affectant le fonctionnement d’une voie répressive de
I’expression d’AtFERI. Un mutant a été sélectionné, puis une approche de clonage
positionnel a permis d’identifier la protéine TIC (TIME FOR COFFEE ; Duc et al., 2009).
Bien que TIC et la voie impliquant I’/DRS aient un effet répresseur sur l’expression
d’AtFERI, les deux voies sont indépendantes. Chez Arabidopsis, TIC a été décrit comme un
régulateur nucléaire de I’horloge circadienne (Ding et al., 2007). TIC est décrit comme
impliqué dans le maintien de ’homéostasie métabolique (Sanchez-Villarreal ef al., 2013) La
régulation d’AtFERI semble également étre dépendante de 1’horloge circadienne (Duc et al.,
2009). Plus récemment, des travaux de Chip-Seq menés par Liu et ses collaborateurs (2013)
suggerent que le facteur de transcription PRR7 (PSEUDO-RESPONSE REGULATOR 7), un
composant de 1’horloge circadienne, soit un régulateur direct de la transcription d’AtFERI
confirmant I’importance de cette voie dans le contrdle de 1’expression de ce dernier.

L’horloge circadienne se définit par un regroupement de boucles de rétroaction qui
génerent un rythme perpétuel endogéne et permet 1’anticipation des modifications des
conditions environnementales. Ce mécanisme autonome génere des cycles d’environ 24
heures appelés rythme circadien. Le systéme de 1’horloge peut étre divisé en trois partie : les
entrants qui pergoivent les variations environnementales, comme [’alternance jour/nuit, la
température ; I’oscillateur, régulé par les entrants, qui maintient le rythme circadien ; et les
sortants qui lient I’oscillateur au métabolisme et a la physiologie de la plante (Mas, 2005). Les
mutants affectés dans 1’activité de I’horloge permettent de mettre en évidence les sortants (par
exemple un faible niveau de croissance, une photosynthése moins efficace, et un taux de
mortalité élevé). De plus, I’horloge a ¢ét¢ impliquée dans la régulation de nombreux
mécanismes tels que la floraison, la croissance de I’hypocotyle, la synthése d’hormones ou
encore la photosynthése et la nutrition ferrique (Dodd et al., 2005 ; Nozue et al., 2007,
Herrero et Davis, 2012 ; Tissot et al., 2014, Cf. annexe).
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Les acteurs moléculaires de ’oscillateur se regroupent en trois boucles de rétro-
controle : la boucle centrale (Core loop ; constituée de CCA1l, LHY et TOC1), la boucle du
matin (Morning loop), et la boucle du soir (Evening lopp ; Locke ef al., 2006).

Dans les racines, I’horloge semble avoir le méme mécanisme général, avec
toutefois une différence sur les rdles des facteurs de transcription LHY et CCA1. En effet, ces
protéines dans les racines ne semblent pas réprimer I’expression de TOC1 contrairement a ce
qu’il a été observé dans les feuilles (James et al., 2008). De plus, 1’horloge a besoin pour
fonctionner d’un signal photosynthétique provenant des parties aériennes. Ces caractéristiques

font de I’horloge un mécanisme organe spécifique, mais pas organe autonome.

(i11)) Récemment, un crible simple hybride a ¢ét¢ mis en place afin de mettre en
¢évidence des facteurs de transcription interagissant avec la région promotrice d’AtFERI. Cette
approche a mis en évidence que le facteur de transcription PHR1 (Phosphate Starvation
Reponse Regulator 1, MYB-like) interagissait avec le promoteur d’AtFERI (Bournier et al.,
2013). Des expériences de retard sur gel ont permis de montrer que cette protéine se fixe sur
un élément cis positionné¢ en 5° de I’/DRS du promoteur nommé PIBS (PHRI Binding
Sequence). PHR1 est un facteur impliqué dans les mécanismes de réponse a la carence en
phosphate. Cette étude a aussi mis en évidence que PHL1 (PHRI1-LIKE) agit de fagon
conjuguée avec PHR1 pour réguler I’expression d’AtFER].

Le phosphate est un macronutriment essentiel pour le bon développement des plantes.
I1 est le constituant de plusieurs molécules clés comme I’ATP ou les acides nucléiques. Il joue
également un rdle crucial dans I’activation de certaines protéines par la phosphorylation
(Marschner, 1995). Chez Arabidopsis thaliana, la voie de réponse a la carence en phosphate
n’est pas aussi bien décrite que celle de la réponse a la carence en fer. Dans cette voie, PHR1
joue un role central dans la voie de réponse a cette carence (Briat et al., 2015b, Cf. annexe).
PHRI1 est localisé dans le noyau, induit la transcription de nombreux génes dont le promoteur
contient un élément P/BS comme celui d’A¢#/PSI (Rubio et al., 2001). AtIPS1 est un géne
marqueur de réponse a la carence en phosphate qui code pour un microARN dont la fonction
n’est pas clairement définie. Il a été démontré que PHR1 agit de facon conjugué avec PHL1
(PHR1 Like) pour induire les génes de réponse a la carence en phosphate (Bustos et al.,
2010).

D’un point de vue physiologique, la carence en phosphate génére un exces de fer, au
moins chez Arabidopsis thaliana (Hirsh et al., 2006). Cette interaction est confirmée par une

¢tude qui a montré que la carence en phosphate générait une accumulation de cations
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Figure 16 : Le role potentiel du IncAtFer1 sur son géne sens.
Un long non-coding RNA (AtLnc: LncRNA; bleu) chevauche la séquence génomique du geéne
sens AtFERI(vert) (Castelli et al., 2004). Il est transcrit, polyadénylé et donc détectable en RT-
qPCR, mais n’est pas traduit. Les régions 5’-UTR et 3’-UTR d’A7FERI sont représentées en vert
clair. La fin du Lnc (en 3’) s’aligne parfaitement avec I’initiation de la région 5’-UTR d’A¢tFERI.
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métalliques (Misson ef al., 2005). En cas de carence, le fer stocké dans la vacuole sous forme
de complexe fer/phosphate est probablement délocalisé avec le phosphate dans le cytosol, ce
qui augmente considérablement la quantit¢ de fer libre dans la cellule et modifie
I’homéostasie de cet ¢lément (Hirsh ez al., 2006). De plus, il a été montré qu’une carence en
phosphate provoque également une augmentation du prélévement de fer (Ward et al., 2008).
D’autre part, plusieurs études ont mis en évidence que la biodisponibilité du fer lors d’une
carence en phosphate régulait la croissance et le développement racinaire (Muller et al.,
2015 ; Rai et al., 2015). Plus précisément, le fer et le zinc affecteraient la réponse des genes a
la carence en phosphate et moduleraient la croissance de la racine primaire via I’auxine. C’est
donc D’interaction antagoniste du fer et du phosphate qui régule le développement du
méristéme racinaire. Ainsi, la régulation directe de 1’expression d’A¢FERI par PHR1 pourrait
permettre le bon développement racinaire en évitant le stress oxydatif généré par un exces de

fer comme abordé¢ dans la publication de Guilhem Reyt (2015).

4.3.2 Les régulations post-transcriptionnelles.

Le géne AtFERI est régulé également post-transcriptionnellement en réponse a la
disponibilité¢ en fer et plus particuliérement en réponse aux ROS. En effet, en présence de
ROS, le transcrit est dégradé (Ravet et al., 2012). Cette dégradation se caractérise par la
reconnaissance d’un élément cis appelé Downstream (DST) présent en 3’ du transcrit. Cette
séquence est constituée de trois modules conservés (TGA, TAGAT, GTA), séparés par des
séquences non conservées (Sullivan et Green, 1996). Cette voie de dégradation dépend des
deux élément trans nommés DST1 et DST2 dont les geénes codant ne sont pas identifiés
(Ravet ef al., 2012). La mesure de la demi-vie du transcrit d’A¢FERI montre que dans les
mutants dst/ et dst2, le transcrit n’est plus déstabilis¢ par la présence de fer. Ces régulations
par les DST semblent étre un mécanisme essentiel qui permet aux plantes de faire face a des
conditions environnementales défavorables, mais restent secondaires par rapport aux

régulations transcriptionnelles.

4.3.3 La régulation potentielle par un ARN non codant.

Un autre élément potentiellement impliqué dans la régulation d’A¢tFERI a été identifié
lors d’une campagne de séquencage haut débit de cDNA (Castelli et al., 2004). 1l s’agit d’un
transcrit anti-sens LncRNA (LONG NON-CODING RNA ; At5g01595) chevauchant la
séquence génomique d’AtFERI (Fig.16). At5g01595 est transcrit mais non traduit. Il a été

observé dans 1’équipe que I’accumulation des transcrits d’Az5g01595 était inversement
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corrélée a I’accumulation des transcrits d’A¢FER 1, notamment en réponse a une induction par
le fer (these de Nicolas: Arnaud, 2007). Les mécanismes de régulation impliquant un
LncRNA, bien que trés étudiés, restent peu compris. Leur importance dans des processus
biologiques chez de nombreuses especes a clairement été expliquée. En effet, il a ét¢ montré
que les LncRNA peuvent participer a la régulation de leurs génes cibles en intervenant dans la
dégradation des transcrits via la formation de petits ARN (régulation épigénétique ; Golden et
al., 2008), dans la modification de la structure chromatinienne (modulation des histones ;
Rinn et al., 2007), ou bien encore en modulant la traduction de leurs ARNm cibles (Mercer et
al., 2009 ; Jabnoune ef al., 2013 : exemple pour un transporteur de phosphate chez le riz).
Chez les plantes, les LncRNA sont transcrits par différentes polymérases, la pol II tenant un
role majeur, suivie par la pol IV et la Pol V (deux évolutions de la pol II ; Vaughn and
Martienssen, 2005) qui diversifient la population de LncRNA. La pol IV serait
majoritairement impliquée dans la régulation par les siRNAs (petits ARN ; Zhang et al.,
2007) alors que la pol V elle, serait plus impliquée dans le recrutement de la machinerie des
méthylations de I’ADN (Wierzbicki et al., 2008). Plus spécifiquement, des études
commencent a démontrer la régulation existant entre les LncRNA, le développement racinaire
et la nutrition minérale (Jabnoune et al., 2013 ; Bazin et Bailey-Serres, 2015), ce qui pourrait

étre le cas pour le LncRNA d’A¢tFERI.
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5. Projet de thése

Comme il I’a été abordé précédemment, les plantes mettent en place de nombreux
mécanismes moléculaires pour maintenir leur homéostasie en fer. Pour permettre une fine
régulation de cette balance, le fer est prélevé dans le sol, transporté dans la plante, stocké et
utilisé de fagon trés dynamique tout en évitant qu’il génere un stress oxydatif préjudiciable.

Les ferritines, en séquestrant le fer afin qu’il ne soit pas libre dans la cellule, ont un
role important dans le maintien de ’homéostasie. AtFERI est le géne de ferritines le plus
exprimé et dont les transcrits sont les plus accumulés en réponse au fer. Il est donc considéré
comme modele d’étude pour la régulation de 1’expression des geénes de ferritines chez
Arabidopsis. 11 est trés majoritairement régulé transcriptionnellement, et ce par trois voies
indépendantes. Par ailleurs, sur un plan strictement cognitif, la régulation de 1’expression
d’AtFERI est un modele de choix pour 1’étude des mécanismes impliqués dans la régulation
de P’expression des geénes, notamment en raison du nombre et de la complexité des voies
potentiellement impliquées. Dans ce contexte, I’objectif a été abordé selon 2 axes différents :

(1) J’ai tout d’abord mis en place une étude fonctionnelle du promoteur d’ AtFERI.
Dans ce but, j’ai créé des lignées stables d’Arabidopsis exprimant le géne rapporteur GUS (-
glucuronidase) sous le controle de différentes versions du promoteur d’A¢FER1 (délétions en
5’ et en 3°, mutagénése dirigée). Le but de cette approche, en plus d’évaluer la spécificité
tissulaire, a été de mettre en évidence le role des multiples éléments cis, leurs liens éventuels
et leurs « forces » d’induction ou de répression (Chapitre I).

(i1) Dans un second temps, j’ai cherché a identifier des facteurs en trans impliqués
dans la régulation de I’expression d’AtFERI. Dans ce but, j’ai mis en place un crible simple
hybride en levure. Cette approche a permis d’identifier plusieurs facteurs de transcription
pouvant moduler I’activité du promoteur d’A¢FERI. Parmi eux, un semble particulierement
intéressant car il est lui-méme li¢ a la réponse a la carence en fer. Il s’agit du facteur de
transcription bHLH105/ILR3 (Chapitre IT).

D’autre part, lors de sa thése (2007), Nicolas Arnaud a identifié un long ARN non
codant (At5g01595) pouvant potentiellement réguler A¢tFERI. Dans le cadre de ma thése, un
des objectifs était d’identifier s’il existe un rdle pour Az5g01595 dans le controle de
I’expression d’AtFerl, en étudiant notamment un mutant perte de fonction pour le LncRNA
d’AtFER1 (Chapitre III).

Les mécanismes moléculaires et physiologiques mis en place par les végétaux en

réponse a une carence en fer sont relativement bien décrits, et restent toujours tres étudiés. A
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I’inverse, peu d’informations sur la réponse des plantes a un « exces » de fer sont disponibles.
Au niveau moléculaire, la majeure partie des données accumulées 1’a ét¢ via 1’étude de la
régulation de I’expression d’A¢tFERI. Afin de mieux appréhender la séquence des éveénements
qui se jouent au niveau moléculaire, il a été choisi de travailler a 1’échelle du génome, et plus
particuliérement du transcriptome, en prenant en compte 1’aspect dynamique de cette réponse.
En effet, la réponse des plantes aux variations environnementales est un phénomene qui
s’effectue a différents pas de temps, depuis la perception de I’exces (quelques secondes)
jusqu’au rééquilibrage du métabolisme et du programme développemental (plusieurs
heures/jours). L’objectif principal de cette étude visait donc a étendre la compréhension des
mécanismes moléculaires mis en jeu par les plantes en réponse a un « exces » de fer dans le
milieu de culture. En nous focalisant sur les mécanismes qui controlent I’expression des
genes, il s’agissait notamment de déterminer les réseaux de régulation qui sont impliqués dans
les étapes précoces de la réponse. Cette approche a permis de mettre en place une cinétique
d’induction par le fer en se basant sur les niveaux d’accumulation des transcrits d’AtFerl,
puis de générer les données de transcriptomique (puces a ADN Affymetrix) nécessaires a
I’identification des acteurs impliqués dans la réponse précoce a un exces de fer, avant que
I’expression d’AtFERI ne soit induite (Chapitre IV).

Enfin, I’homéostasie du fer est particulierement maintenue grace au prélévement de ce
dernier dans le milieu. L’assimilation du fer est régie par un systetme de prélévement bien
caractéris¢ (FRO2/IRT1). En plus de ce systéme de transport ancré dans les cellules de
I'épiderme de la racine, une étude menée par Pierre Fourcroy (Chercheur dans I’équipe
d’accueil) a montré que la nutrition en fer était facilitée par la synthése et la sécrétion de
composés phénoliques via le transporteur PDRO. Pierre a observé que chez les mutants pdr9,
une suraccumulation de composés phénoliques était observable dans les vacuoles. Dans le but
d’identifier un transporteur vacuolaire responsable de ce phénomeéne, j’ai mis en place une
comparaison transcriptomique du mutant pdr9 par rapport au sauvage en réponse a la carence
en fer. Ce microarray a permis d’identifier quelques génes pouvant avoir un role dans le
stockage de ces composés dans la vacuole (Chapitre IIT). De plus, j’ai cherché a caractériser si
le prélévement du fer par le mécanisme FRO2/IRT1 était lié aux composés phénoliques
excrétés par le transporteur PDR9. Plus précisément, le but de cette approche était de savoir si
le fer solubilisé par les composés phénoliques était bien prélevé par IRT1. Une caractérisation
de mutants affectés dans le prélévement a donc été mise en place en fonction de différents

traitements minéraux (Chapitre V).
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Chapitre 1 : Etude
fonctionnelle des promoteurs

des genes de ferritines.
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Figure 17 : Représentation schématique du promoteur minimal d’A¢tFERI.

Représentation schématique des promoteurs de ferritines chez Arabidopsis thaliana avec les €léments cis-
régulateurs conservés (ELEMs). L’ensemble des éléments cis-régulateurs sont compris dans les 239
paires de bases en amont du site d’initiation de la transcription. Seuls les ELEM 2 et 3 d’AtFERI et
PELEM 1 &’ AtFER?2, 3 et 4 différent entre les génes de ferritines (A). Le modéele du promoteur minimal
d’AtFERI a été congu selon (i) les résultats de 1’étude menée par Strozycki et al., 2010 combinés a (ii)
une analyse complémentaire réalisée a 1’aide du logiciel PLACE (A Database of Plant Cis-acting
Regulatory DNA Elements, http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/) qui permet d’identifier des séquences
cis-régulatrice déja répertoriées (B). Le promoteur minimal d’A¢FERI est composé de 6 régions (ELEM)
comprenant des séquences régulatrices potentiellement susceptibles de participer a la régulation
transcriptionnelle du géne. ELEM 2 est composé de deux cis-éléments: un ¢lément ABRE (réponse a
I’acide abscissique, non démontré pour AtFERI) et un ¢élément P/BS impliqué dans la régulation de
I’expression d’A¢tFERI en réponse a la carence en phosphate. ELEM 3 comprend un ¢élément 7-box et un
¢lément FeRE. Ce dernier ¢lément pourrait jouer un role dans la régulation de I’expression d’AtFERI en
réponse au fer. ELEM 4 est constitué de I’/DRS (répresseur de 1’expression d’A¢tFERI). ELEM 7 est
compos¢ d’une E-box (proposée comme répresseur de 1’expression d’AtFERI). ELEM 5 est composé
d’un élément GATA et d’une G-box. Enfin, nous avons identifi¢ ELEM 6 (nommé « new element ») qui
présente des similitudes de séquence avec 1I’/DRS et pour lequel aucun role n’a été identifié. Tous ces
¢léments sont compris dans la région promotrice comprise entre 239 pb et 120 pb en amont du site
d’initiation de la transcription d’AtFER].
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1. Introduction.

La description des mécanismes qui contrélent I’expression des ferritines est trés
complexe par le fait qu’au sein d’'une méme espece, les genes de ferritine sont régulés de
manicre différentielle (Strozycki et al., 2010 ; Tarantino et al., 2003). Chez Arabidopsis
thaliana, I’exces de fer induit I’expression de trois des quatre genes : AtFERI, AtFER3 et
AtFER4. L’expression du géne AtFER2 est induite différemment, notamment par ’acide
abscissique (ABA). Par ailleurs, les genes AtFER2, AtFER3 et AtFER4 sont induits par la
photoinhibition ce qui ne semble pas étre le cas pour AtFERI.

Malgré les nombreuses €tudes menées ces derni€res années pour identifier les acteurs
moléculaires impliqués dans la régulation transcriptionnelle d’AtFERI, peu de candidats ont
¢été identifiés (Arnaud et al., 2006). Une étude de Strozycki et al. (2010) a permis de mettre en
évidence des ¢léments potentiellement régulateurs nommés ELEM [ a 6 au sein de la
séquence promotrice d’AtFERI, 2, 3 et 4 (Fig. 17A). Seuls les ELEMs 2 et 3 pour AtFERI et
I’ELEM 1 pour AtFER2, 3 et 4 different. Cette région pourrait expliquer les différences de
régulation entre le géne majeur de ferritines (i.e. AtFERI) et les trois autres. Dans I’étude de
Strozycki et al. (2010), I'IDRS (CACGAGGCCGCCACACGC), déja identifié comme
¢lément cis régulateur permettant la répression de I’expression du gene de ferritine en
situation de carence en fer (Petit et al, 2001) est nommé ELEM 4. De manicre tres
intéressante, les auteurs ont montré que chez les plantes supérieures, la séquence promotrice
d’AtFERI autour de I’IDRS (+ 100 nucléotides) est trés conservée et trés semblable entre les
genes codant les sous-unités des ferritines. Cette région qui contient I’ensemble des ELEMs a
été identifiée (régions nommées RERRs : REGULATORY ELEMENT-RICH REGIONS). La
conservation de ces ELEMs semble indiquer qu’ils puissent jouer un role majeur dans le
contrdle de I’expression des ferritines, dont A¢tFERI (Fig. 17B).

Au niveau des acteurs en trans, peu de facteurs de transcription impliqués dans le
controle de [I’expression des ferritines ont ¢été identifiés. PHRI1 (PHOSPHATE
STARVATION RESPONSE 1) et PHL1 (PHR1-like 1), deux facteurs de transcription de type
MYB-like, interviennent dans le controle de 1’expression d’A¢FERI en réponse a une carence
en phosphate. PHR1 et PHLI interagissent avec le promoteur d’A¢FER] au niveau de ’ELEM
1, via la séquence PIBS (PHRI Binding Site, GNATATNC). Récemment, une étude basée
sur I’analyse par ChIP-Seq des cibles nucléotidiques de PRR7 (PSEUDO-RESPONSE
REGULATOR?7) a I’échelle du génome d’Arabidopsis thaliana suggére que ce dernier
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Figure 18 : Observation de P’activité du promoteur d’A¢FERI en fonction de la disponibilité en fer :
délétions en 5°.
Des plantules exprimant le géne uid4A (GUS) sous le controle de différentes délétions en 5° du promoteur
d’AtFERI ont été cultivées durant 10 jours sur milieu MS/2. Ces plantes ont ensuite été transférées dans un
milieu carencé en fer durant 3 jours puis ont subi un exces de fer (500uM) pendant 24 heures (+Fe) ou sont
restées en condition carencée (-Fe). Représentation schématique des constructions (A). Analyse quantitative de
I’activité GUS. Les barres d’erreur correspondent aux écarts-types (n=6). La significativité¢ de la différence
entre les constructions (indépendamment du traitement) a été déterminée par un test de Student (* =
p.value<0,05, **= p.value<0,01, ***=p.value<0,001) (B). Coloration GUS des plantules apres traitement (12h a
37°C). Les images encadrées en noir correspondent aux plantes carencées en fer, les images encadrées en rouge
a celles en exces. Barres d’échelle : 2mm pour les rosettes et 1mm pour les cotylédons et les racines (C).
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pourrait étre un régulateur négatif de 1’expression circadienne des ferritines (Liu et al., 2013).
Les données présentées dans cette études indiquent que PRR7 interagirait avec le promoteur
d’AtFERI au niveau d’une E-box (CANNTG, ELEM 7) située en 3’ de I’IRDS, et avec les
promoteurs d’AtFER3 et d’AtFER4 au niveau d’une G-box (CACGTG, ELEM 5), présente elle
aussi en 3’ de I’/RDS (Strozycki et al.,2010 ; Liu et al., 2013). Un autre motif situé¢ a 52
nucléotides en 5’ de 1’élément /DRS du promoteur d’AtFERI a été identifi¢ et nommé FeRE
(CACACT). 1l a été proposé que cet €lément soit impliqué dans I’induction de I’expression du
géne AtFERI en réponse au fer (Strozycki et al., 2010). Mais cette supposition n’est pas
démontrée.

Sur cette base, un modele de travail a été¢ établi afin de tester les hypotheses qui
devraient aider a comprendre comment les différentes voies de régulation transcriptionnelle
de I’expression d’AtFERI interagissent. Cette approche repose sur I’étude des 496 paires de
bases (Fig. 17B) en amont du site d’initiation de la transcription d’A¢FERI. Couplée a 1’étude
de Strozycki et al. (2010), une analyse complémentaire réalisée a 1’aide du logiciel PLACE
(http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/) permettant d’identifier des séquences cis-régulatrices
déja répertoriées a été mise en place. Elle a permis d’identifier dans les différents ELEMs des
¢léments cis potentiellement impliqués dans la régulation de 1’expression d’A¢FERI (Fig.
17B). Cette représentation schématique (Fig. 17B) a servi de base de travail pour 1’étude

fonctionnelle du promoteur d’A¢tFERI.

2. Résultats.

2.1 Identification d’un modele de travail pour le promoteur d’A¢FERI.

Le fer est impliqué dans 1’induction de I’expression du gene de ferritine AtFERI chez
Arabidopsis. Dans le but d’obtenir un support de travail optimal pour la caractérisation
détaillée des différents éléments du promoteur d’A¢FERI (décrits précédemment), une série
de délétions aux extrémités 5° et 3” de ce dernier a été réalisée (Fig. 18 et 19).

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés aux délétions générées a
I’extrémité 5°. Le promoteur d’AtFERI chez Arabidopsis est long de 1,478 Kb (Kilo-bases
Fig. 18A). Lorsque la construction de 1,478 Kb fusionnée au geéne uidA (codant la GUS : B-
glucuronidase) est exprimée dans des plantules d’Arabidopsis, en situation de carence en fer,
on observe une accumulation de précipité bleu dans 1’ensemble des tissus : les cotylédons, les
jeunes feuilles, I’hypocotyle et les racines, avec une plus forte accumulation vers les apices

(Fig. 18C ; panels de gauche encadrés en noir, -Fe). Au niveau cellulaire, I’activité GUS est
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Figure 19 : Observation de D’activité du promoteur d’A¢tFER]1 en fonction de la disponibilité en fer :
délétions en 3°.
Des plantules exprimant le géne uid4 (GUS) sous le controle de différentes délétions en 3’ et en 5’ du
promoteur d’AtFERI ont été cultivées durant 10 jours sur milieu MS/2. Ces plantes ont ensuite été transférées
dans un milieu carencé en fer durant 3 jours puis ont subi un exces de fer (500uM) pendant 24 heures (+Fe) ou
sont restées en condition carencée (-Fe). Représentation schématique des constructions. Les barres oranges
représentent le promoteur minimal 35S (35Smini) (A). Analyse quantitative de 1’activit¢ GUS. Les barres
d’erreur correspondent aux écarts-types (n=6). La significativité de la différence entre les constructions
(indépendamment du traitement) a été déterminée par un test de Student (* = p.value<0,05, **= p.value<0,01,
*#%=p.value<0,001) (B). Coloration GUS des plantules apres traitement (12h a 37°C). Les images encadrées
en noir correspondent aux plantes carencées en fer, les images encadrées en rouge a celles en exces. Barres

d’échelle : 2mm pour les rosettes et 1mm pour les cotylédons et les racines (C).
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localisée au niveau des cellules péri-vasculaires (données non montrées), ce qui concorde
parfaitement avec les données bibliographiques (Reyt et al., 2015). D’apres les résultats
obtenus, nous pouvons observer qu’en situation de carence en fer, I’activit¢ GUS semble
diminuer proportionnellement a la taille du promoteur (Fig. 18C ; panels de gauche encadrés
en noir -Fe). Ce constat est confirmé par les résultats de GUS quantitatif (Fig. 18B). L’activité
de I’enzyme est corrélée a la taille du promoteur avec une absence d’activité pour le
promoteur de 239 pb (paires de bases). En exces de fer, le constat est différent. En effet,
I’induction de I’expression est conservée malgré les différentes tailles des promoteurs (Fig.
18C panels de droite encadrés en rouge, +Fe). Lorsque 1’on analyse les activités des
promoteurs de fagon quantitative cette observation est confirmée (Fig. 18B). Toutefois, le
promoteur de 239 pb ne semble pas étre activé par I’excés de fer (Fig. 18B). Ces résultats
montrent que les régions promotrices en 5° des 496 pb régulent I’intensité de I’induction de
I’expression d’AtFERI. Ces résultats suggerent également que I’induction par le fer se fait
grace au 496 pb en amont du site d’initiation de la transcription. Enfin, ils montrent le rdle
indispensable de la région de 257 pb comprise entre les promoteurs de 239 et 496 pb. Le
promoteur de 0,496 Kb semble donc étre indispensable pour I’induction par le fer et
nécessaire pour le niveau basal d’expression.

Afin de confirmer ces observations, des délétions a I’extrémité 3° du promoteur ont été
¢galement produites en excluant la région de 496 pb avant le site d’initiation de la
transcription (Fig. 19A). L’absence de coloration bleue traduit une perte de I’expression du
gene AtFERI lorsque les séquences promotrices de 496 pb et de 946 pb sont supprimées en 3’
(Fig. 19C). Nous pouvons cependant constater une faible activité GUS lorsque la séquence de
-946 pb a -496 pb en amont du site d’initiation a la transcription est conservée (Fig. 19C).
L’induction par le fer ne modifie pas ’activité GUS sur cette région du promoteur confirmant
les résultats précédents (Fig. 19C ; panels de droite encadrés en rouge, +Fe). La mesure
quantitative de D’activit¢ GUS a permis de confirmer ces observations (Fig. 19B). Ces
résultats suggerent que la région de -1,478 Kb a -0,946 Kb en amont du site d’initiation a la
transcription semble agir comme un élément inhibiteur de I’expression du gene d’A¢FERI. De
plus, ils démontrent que I’intensité de ’induction de 1’expression d’A¢tFERI (mesurée via
I’activité GUS) est corrélée a la taille du promoteur utilisé. La présence d’un niveau basal
d’expression avec un promoteur de 496 pb ainsi que 1’absence d’expression, lorsqu’il est
retiré, indique que ce fragment est nécessaire et suffisant a I’expression du géne en condition
carencée en fer (niveau basal) et a I’induction de I’expression par le fer. Cette séquence

contient vraisemblablement les ¢léments régulateurs du géne AtFERI comme supposés dans
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Figure 20 : Observation de P’activit¢é du promoteur d’A¢FER3 en fonction de la disponibilité en fer :

délétions en 5°.

Des plantules exprimant le gene wuid4 (GUS) sous le controle de différentes délétions en 5’ du promoteur
d’AtFER3 ont été cultivées durant 10 jours sur milieu MS/2. Ces plantes ont ensuite été transférées dans un milieu
carencé en fer durant 3 jours puis ont subi un exces de fer (500uM) pendant 24 heures (+Fe) ou sont restées en
condition carencée (-Fe). Représentation schématique des constructions (A). Analyse quantitative de 1’activité
GUS. Les barres d’erreur correspondent aux écarts-types (n=6). La significativité de la différence entre les
constructions (indépendamment du traitement) a ét¢ déterminée par un test de Student (* = p.value<0,05, **=
p.value<0,01, ***=p.value<0,001) (B).
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le modele (Fig 17B). La région promotrice de 496 pb a donc été considérée comme le

promoteur minimal d’4¢FER dans la suite du travail.

2.2 Le promoteur minimal d’AtFERI comme modéle d’étude pour les autres

promoteurs de ferritines.

Le gene de ferritines le plus exprimé apres AtFERI est AtFER3 (Reyt et al ., 2015).
Dans le but d’établir un paralléle avec le promoteur d’A¢FERI et celui des autres genes de
ferritines d’Arabidopsis, une étude fonctionnelle du promoteur d’4AtFER3 a été mise en place.
Nous nous sommes donc intéressés aux delétions générées a I’extrémité 5° du promoteur
d’AtFER3 (Fig. 20A). Comme précédemment abordé (Cf. §2.1), le géne GUS a été fusionné
aux différents promoteurs tronqués d’AtFER3 et Pactivit¢ GUS a ensuite été observée.
D’aprés les résultats obtenus, tout comme pour A¢FERI, nous pouvons observer qu’en
situation de carence en fer, I’activit¢ GUS semble diminuer proportionnellement a la taille du
promoteur (Fig. 20B, -Fe). En effet, le promoteur pleine longueur (de 1,478 Kb) présente un
signal d’activité plus fort que celui de 0,946 Kb qui lui-méme présente un signal supérieur au
promoteur de 0,496 Kb. En exces de fer, I’induction de I’expression est toujours conservée et
ce malgré les différentes tailles de promoteurs (Fig. 20B, +Fe). Cette induction en réponse au
fer, tout comme le niveau basal d’expression, est tout de méme inférieure a celle observée
pour les délétions d’A¢tFERI (Fig. 18B). Dans ces conditions, le comportement du promoteur
d’AtFER3 est donc le méme que celui d’AtFERI avec une activité¢ plus faible. Enfin, ces
données confirment également que 1’induction due au fer chez les ferritines dépend bien des

496 pb en amont du site d’initiation de la transcription.
2.3 Les éléments cis impliqués dans I’expression d’AtFERI.

Afin de confirmer I’implication de certains domaines du promoteur de 496 pb dans la
régulation transcriptionnelle d’AtFERI, j’ai analysé 1’activit¢ de plusieurs variants du
promoteur minimal d’A¢tFERI (pAtFER1-496pb, muté ou non pour les différents ELEMs, en
réponse a une carence et a un exces de fer. Les mutations ont été réalisées sur la base de
I’étude fine de la séquence du promoteur minimal d’A¢FERI (Fig. 17B) ainsi que sur la base
des €léments publiés comme €léments cis-régulateurs. Les éléments concernés ici sont (i)
I’ELEM 2 contenant le P/BS (ciblé par PHR1 et PHL1 en carence en phosphate), et un motif
ABRE (ACGTG) également potentiellement impliqué , (ii) I’ELEM 4 composé de I’IDRS (voie
de dé-répression par le fer) et (iii) ’ELEM 7 constitu¢ d’une Ebox (ciblée par PRR7 pour la
régulation circadienne d’A¢tFERI) (Fig. 21A).
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Figure 21 : Observation de ’activité du promoteur minimal d’A¢FER]1 en fonction de la disponibilité en
fer : effet des mutations dans les élément cis-régulateurs du promoteur déja décrits dans la littérature.
Des plantules exprimant le géne uid4 (GUS) sous le contrdle de différentes versions mutées du promoteur
d’AtFERI ont été cultivées durant 10 jours sur milieu MS/2. Ces plantes ont ensuite ¢été transférées dans un
milieu carencé en fer durant 3 jours puis ont subi un exces de fer (500uM) pendant 24 heures (+Fe) ou sont
restées en condition carencée (-Fe). Représentation schématique des constructions (A). Coloration GUS des
plantules apres traitement (12h a 37°C). Les images encadrées en noir correspondent aux plantes carencées en
fer, les images encadrées en rouge a celles en exces. Barres d’échelle : 2mm pour les rosettes et 1mm pour les
cotylédons et les racines (B). Analyse quantitative de 1’activité GUS. Les barres d’erreur correspondent aux
¢carts-types (n=6). La significativité de la différence entre les constructions (indépendamment du traitement) a
¢été déterminée par un test de Student (* = p.value<0,05, **= p.value<0,01, ***=p.value<0,001) (C, D).
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Des observations ont été réalisées a la fois dans les parties aériennes (rosette,
cotylédons) et dans les parties racinaires (Fig. 21B).

pAtFERI -496 pb présente une activité GUS basale lorsque la plante est en condition
carencée en fer, qui augmente en réponse a un exces de fer (Fig. 21B, panels de gauche
encadrés en noir). En absence de fer (-Fe), les lignées avec I’ELEM 2 muté (mE2*) présentent
un signal plus faible que pAtFERI -496 pb (Fig. 21B). L’activit¢ GUS associée a cette
mutation est conservée au niveau des zones périvasculaires mais est plus faible, et presque
nulle dans les autres tissus observés. Les lignées avec 'ELEM 4 (mE4*, IDRS) muté
présentent dans ces mémes conditions une expression beaucoup plus forte que pAtFERI -
496pb (Fig. 21B). Enfin, les lignées pour lesquelles ’ELEM 7 (mE7%*, E-box) est muté sont
similaires a pAtFERI -496 pb (Fig. 21B). Ces résultats démontrent que I’ELEM 2 participe au
maintien de 1’expression basale d’AtFERI. L’ELEM 4 est lui impliqué dans des voies
inhibitrices de I’expression du géne (ce qui confirme les données publiées sur I’/DRS ; Petit et
al.,2001). L’ELEM 7 semble lui, ne pas avoir de role majeur sur I’expression d’A¢FERI dans
ces conditions. En effet, lorsqu’il est muté il présente une activit¢ GUS comparable au
promoteur de 496 pb non muté.

Dans le but de comprendre comment les éléments régulateurs sont liés a la réponse a
I’excés de fer (+Fe), les plantes ont subi un stress ferrique de 24h (ajout de 500 uM de fer
dans le milieu) et ont été observées selon le méme protocole qu’en condition -Fe (niveau
basal, Fig. 21B). Les lignées mutées pour les ELEMs 2 et 7 conservent une induction
transcriptionnelle du géne en réponse a un exces de fer (Fig. 21B, panels de droite encadrés en
rouge). Les lignées mutées pour I’ELEM 4 ne semblent pas présenter un signal plus fort en
réponse au fer par rapport a leurs expressions basales respectives. Ces observations montrent
que les ELEMSs 2 et 4 jouent un role majeur dans le contrdle de 1I’expression d’AtFERI pour sa
régulation transcriptionnelle basale. Ils ont des roles opposés en absence de fer : ’ELEM 2 est
inducteur alors que I’ELEM 4 inhibe la transcription d’A¢FERI. En ce qui concerne la réponse
a ’exces de fer, seul ’ELEM 4 semble étre impliqué car I’induction d’AtFERI est perdue
lorsqu’il est muté (Fig. 21B).

Afin d’évaluer plus spécifiquement le rdole de ces éléments dans I’expression
d’AtFERI, des mesures quantitatives d’activité GUS ont été mises en place (Fig. 21C et D).
L’ensemble des observations sur les ELEMs 4 et 7 a été validé par cette approche (Fig. 21C).
Dans le but de caractériser précisément la fonction de ’ELEM 2, ce dernier a été muté a deux
endroits distincts respectivement au sein des motifs ABRE et PIBS (Fig. 21D). Les lignées

avec I’élément cis ABRE muté présentent le méme profil d’activité que celles avec le
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Figure 22 : Observation de ’activité du promoteur minimal d’A¢FER1 en fonction de la disponibilité en
fer : mutations dans les éléments cis putatifs du promoteur (non décrits dans la littérature).

Des plantules exprimant le géne uid4 (GUS) sous le controle de différentes versions mutées du promoteur
d’AtFERI ont été cultivées durant 10 jours sur milieu MS/2. Ces plantes ont ensuite été transférées dans un
milieu carencé en fer durant 3 jours puis ont subi un excés de fer (500uM) pendant 24 heures (+Fe) ou sont
restées en condition carencée (-Fe). Représentation schématique des constructions (A). Coloration GUS des
plantules apres traitement (12h a 37°C). Les images encadrées en noir correspondent aux plantes carencées en
fer, les images encadrées en rouge a celles en exces. Barres d’échelle : 2mm pour les rosettes et 1mm pour les
cotylédons et les racines (B). Analyse quantitative de 1’activité GUS. Les barres d’erreur correspondent aux
écarts-types (n=6). La significativité de la différence entre les constructions (indépendamment du traitement) a
¢té déterminée par un test de Student (* = p.value<0,05, **= p.value<0,01, ***=p.value<0,001) (C, D).
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promoteur minimal non muté. En revanche, les lignées mutées dans le P/BS ont une activité
semblable a celle observée chez les lignées mutées pour ’ELEM 2 (Fig. 21D). Ces résultats
démontrent que le P/BS est un domaine crucial dans la régulation du géne via ’ELEM 2. De
plus, ils suggerent que les observations obtenues sur I’ELEM 2 muté, semblent étre dues a la

mutation du PIBS seul.

2.4 Les éléments cis conservés potentiellement impliqués dans la régulation

d’AtFERI.

Afin de déterminer I’implication de certains domaines du promoteur de 496 pb dans
les voies de régulation transcriptionnelle d’A¢FERI, nous avons analysé I’expression du
promoteur minimal d’AtFERI (pAtFERI -496pb), muté ou non pour les différents ELEMs, en
réponse a une carence et a un exces de fer. Les mutations réalisées ont été retenues sur la base
de 1’¢tude fine de la séquence du promoteur minimal d’A¢FERI (Fig. 17B) et plus
spécifiquement sur des ¢léments encore non caractérisés et donc décrits comme €éléments cis-
régulateurs. Parmi eux, (i) 'ELEM 3 entre PELEM 2 et ’ELEM 4, constitué d’une T-box
(CACGTT) et d’une séquence FeRE (CACACT), (i) TELEM 5 en 3’ de I’IDRS, constitué
d’une boite GATA (TATC) et d’une G-box (CACGTG) et (iii)) 'ELEM 6, ne comportant pas
d’¢lément cis publié¢ mais ayant des similarités de s€quence avec I’/DRS (Fig. 22A).

En absence de fer (-Fe) les lignées avec I’ELEM 3 muté (mE3*) présentent un signal
plus faible que pAtFerl -496 pb (Fig. 22B, panels de gauche encadrés en noir), voire nul dans
la majeure partie des tissus observés. L’activité semble méme plus faible que dans les plantes
avec ’ELEM 2 muté (mE2%*). Les lignées avec ’ELEM 5 muté (mES5*) présentent dans ces
mémes conditions une expression beaucoup plus forte que pAtFERI -496pb (Fig. 22B). Enfin,
les lignées avec ’ELEM 6 muté (mE6*) semblent similaires a pAtFERI -496 pb (Fig. 22B).
Ces résultats démontrent que I’ELEM 3 participe au maintien de 1’expression basale en tant
qu’inducteur d’AtFERI comme ’ELEM 2. L’ELEM 5 est quant a lui impliqué dans des voies
inhibitrices de I’expression du géne. L’ELEM 6 semble lui, ne pas avoir de role majeur sur
I’expression d’A¢tFERI dans ces conditions. En effet, lorsqu’il est muté, il présente une
activit¢ GUS comparable au promoteur de 496 pb non muté.

En condition d’exces de fer (+Fe), les lignées mutées pour les ELEMs 5 et 6
conservent une activation transcriptionnelle du gene (Fig. 22B, panels de droite encadrés en
rouge). Ces résultats montrent que I’ELEM 5 contribue a ’expression basale du géne mais
n’est pas impliqué dans la réponse au traitement ferrique. L’ELEM 7 lorsqu’il est muté, ne

présente pas d’activité différente du promoteur minimal non muté, ce qui laisse penser que
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Mutations Expression Basale Réponse au fer Role de I’élément cis

Elément 2 (P1BS) - = Inducteur indépendant du fer
Elément 3 (FeRE) 0 - Inducteur dépendant du fer
Elément 4 (IDRS) ++ 0 Répresseur dépendant du fer
Elément 5 (G-box) + = Répresseur indépendant du fer
Elément 6 = = Nul dans nos conditions
Elément 7 (E-box) = = Nul dans nos conditions

Tableau 1 : Tableau récapitulatif des observations sur P’activité du promoteur d’4A¢FER]I en fonction
de la disponibilité en fer.

Ce tableau présente de facon synthétique les activités GUS des différents promoteurs mutés (Cf. figure 18 a
22). Les résultats ont été obtenus en comparant les versions du promoteur minimal d’A¢FERI muté avec la
version non mutée, en condition de carence en fer (niveau basal) et d’excés de fer (réponse au fer). Les
ponctuations « - » correspondent a un signal plus faible que le promoteur minimal non muté, et « 0 » a une
absence de coloration. « + » et « ++ » correspondent a un signal plus important par rapport au promoteur
non muté (proportionnellement au nombre de « + »). « = » représentent un signal GUS semblable au
promoteur non muté.
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Figure 23 : Observation de P’activité GUS dans différents organes de plantes d’Arabidopsis thaliana
cultivées en serre (terreau) associée au promoteur minimal d’4A¢FERI et en fonction de mutations
dans les éléments conservés du promoteur). mE2* mE3*, mE4*, et mES5* : mutations dans les ¢léments
(ELEM) 2, 3, 4 et 5, respectivement. Coloration : 12h a 37°C, Barres d’échelle : 2mm.
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dans ces conditions cet ¢lément n’est pas requis pour I’expression d’A¢tFERI (Fig. 22B). En ce
qui concerne I’ELEM 3, aucune coloration n’est observée en réponse a 1’excés de fer comme
cela ¢tait le cas en absence de fer, ce qui laisse penser que cet €lément est nécessaire pour la
régulation de la transcription d’AtFER] en réponse a la disponibilité du fer.

Dans le but d’évaluer plus spécifiquement le role de ces éléments dans 1’expression
d’AtFERI, des approches de GUS quantitatif ont ét¢ mises en place (Fig. 22C et D). Les
lignées mutées dans les éléments putatifs FeRE et T-box ont été testées afin de mettre en
évidence 1’¢lément cis responsable du profil du promoteur avec ’ELEM 3 muté (mE3*). Les
lignées avec 1’élément putatif cis 7-box muté présentent le méme profil d’activité que celles
avec le promoteur minimal non muté. D’autre part, les lignées mutées dans 1’¢lément putatif
cis FeRE ont une activité semblable a celle observée chez les lignées mutées pour I’ELEM 3
(Fig. 22C). Cette observation permet d’affirmer que 1’élément inducteur indispensable pour le
niveau basal d’expression d’A¢FERI et pour son induction en réponse au fer est I’¢élément cis-
régulateur FeRE. Une approche similaire a été réalisée pour 'ELEM 5 (mE5*). Dans ce cas,
des mutations pour les €léments putatifs GATA et G-box ont été réalisées (Fig. 22D). La
quantification de I’activité GUS a permis de mettre en évidence que les lignées avec 1’¢élément
putatif GATA muté présentent le méme profil que celles avec le promoteur minimal non muté,
alors que les lignées mutées dans la séquence G-box ont une activité semblable a celle
observée chez les lignées mutées pour ’ELEM 5 (Fig. 22D). Ces observations suggerent que
la G-box dans I’ELEM 5 est requise pour I’inhibition d’AzFERI mais n’intervient pas dans la
régulation de la réponse au fer.

L’ensemble des résultats obtenus sur les ¢léments régulateurs du promoteur d’AtFER1
est résumé dans le tableau 1. Suite a ces analyses, seules les constructions mutées pour les
ELEMs 2, 3, 4 et 5 ont été choisies pour continuer notre étude (les ELEMs 6 et 7 ne semblant

pas avoir de rdle régulateur marqué dans nos conditions d’expérience).

2.5 Les éléments cis-régulateurs identifiés sur le promoteur d’A¢FERI ne sont

pas impliqués dans le controéle de la localisation tissulaire de son expression

Dans le but de confirmer si les observations sur plantules sont maintenues durant le
développement des plantes, des colorations sur différents organes de plantes plus agées ont
été réalisées (Fig 23). Pour cela, I’activité du promoteur d’A¢FERI a été observée sur des
plantes agées de 8 semaines, cultivées en terreau dans des conditions « jours longs » (Fig. 23).
Différents organes de la plante ont été prélevés : les inflorescences, des portions de tige et des

feuilles caulinaires. Pour le promoteur minimal, une coloration GUS a été observée au niveau

40



pAtFER1

‘496pb -239pb -217pb -202pb -169pb -155pb -137pb -120pb
-E2 -E3 -E4 -E7 -E5 -E6
2 |9 49 X
9 | - ¢ v 8

W

14 -

10 -

nmol MU/min/mg de protéines

*%

-Fem +Fg

Figure 24 : Observation de I’activité du promoteur minimal d’ A¢FER1 en fonction de la disponibilité
en fer : délétions en 5’ des éléments conservés (ELEM).
Des plantules exprimant le gene uid4 (GUS) sous le controle de différentes délétions en 5° du promoteur
minimal d’A¢tFERI ont été cultivées durant 10 jours sur milieu MS/2. Ces plantes ont ensuite été
transférées dans un milieu carencé en fer durant 3 jours puis ont subi un exces de fer (500uM) pendant 24
heures (+Fe) ou sont restées en condition carencée (-Fe). Coloration GUS des plantules apres traitement
(12h a 37°C). Les images encadrées en noir correspondent aux plantes carencées en fer, les images
encadrées en rouge a celles en exces. Barres d’échelle = Imm (A). Analyse quantitative de I’activité GUS.
Les barres d’erreur correspondent aux écarts-types (n=6). La significativité de la différence entre les
constructions (indépendamment du traitement) a ét¢ déterminée par un test de Student (* = p.value<0,05,
**=p.value<0,01, ***=p.value<0,001) (B).
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des feuilles caulinaires et des inflorescences (Fig. 23). Lorsque les ELEMs 2 et 3 sont mutés,
’activité promotrice est clairement diminuée voire méme absente alors que pour les ELEMs 4
et 5, on observe un signal trés fort méme au niveau des tiges (Fig. 23). Ces observations
permettent de conclure qu’il existe bien une ou plusieurs voies activatrices du niveau basal
d’expression d’AtFERI via les éléments 2 et 3, et que les ¢éléments 4 et 5 sont eux impliqués
dans la répression de D’expression. De plus, elles confirment I’implication ubiquitaire

d’AtFER]I au cours du développement et de la floraison des plantes.

2.6 Les délétions dans le promoteur minimal d’4A¢FERI confirment le réle des

éléments régulateurs.

Afin de confirmer I’implication de certains domaines du promoteur dans les voies de
régulation transcriptionnelle d’A¢FERI, nous avons comparé [’activit¢é du promoteur
d’AtFERI -239 pb avec différentes délétions en 5° sur la région spécifique contenant
I’ensemble des ELEMs.

La délétion de la région en amont de 239 pb entraine une diminution de I’activité
drastique (Fig. 18). De facon intéressante, lorsque 1’on observe 1’activité du promoteur de 217
pb (sans ELEM 2) en absence de fer (—Fe), on constate qu’elle est trés semblable a celle de
239 pb (Fig. 24A et B). Ces données couplées aux précédentes sur le P/BS démontrent que
pour avoir son effet inducteur, cette boite dépend de la région en 5° (-496/-239). Lorsque
I’ELEM 3 est retiré (-202 pb), cette fois, une diminution est observée confirmant le role
d’inducteur de cette région promotrice d’AtFERI en condition contrdle (Fig. 24A et B). De
plus cette induction semble se mettre en place indépendamment des régions en amont.
Lorsque les ELEMs 4 et 7 sont supprimés (respectivement -169 et -155 pb), on constate une
augmentation de 1’activité témoignant du role inhibiteur fort de I’/DRS (Fig. 24A et B). De
méme, lorsque les ELEMs 5 et 6 sont a leur tour éliminés (respectivement -137 et -120), on
constate une activité du promoteur proportionnelle a sa taille, ce qui est probablement due a
I’¢limination de séquences régulatrices importantes (Fig. 24A et B). En condition d’exces de
fer (+Fe), I’activation transcriptionnelle du promoteur est conservée jusqu’au fragment de 202
pb, méme si elle est trés faible (Fig. 24B). A partir de la délétion de -169 pb, I’induction par le
fer est perdue. Ces données renforcent 1’idée que 1’/DRS est indispensable pour I’induction
des ferritines en réponse au fer et ce, méme sans les régions en amont.

L’ensemble de ces délétions renforce le role des éléments dans le promoteur. Elles

mettent également en évidence la dépendance des uns par rapport aux autres (le P/BS avec
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Figure 25 : Observation de I’activité du promoteur minimal d’ AzFERI, muté ou non pour les éléments

conservés (ELEM), en réponse a une carence en phosphate.

Des plantules exprimant le géne uid4 (GUS) sous le controle de différentes délétions en 5° du promoteur
minimal d’A¢tFERI ont été cultivées durant 9 jours sur milieu MS/2. Ces plantes ont ensuite été transférées
dans un milieu carencé en fer et en phosphate durant 5 jours (-Pi -Fe) ou ont seulement été carencées en fer (-
Fe). Coloration GUS des plantules apres traitement (12h a 37°C). Les images encadrées en noir correspondent
aux plantes carencées en fer, les images encadrées en rouge a celles carencées en fer et en phosphate. Barres
d’échelle = 2mm (A). Analyse quantitative de ’activité¢ GUS. Les barres d’erreur correspondent aux écarts-
types (n=6). La significativit¢ de la différence entre les constructions (indépendamment du traitement) a été
déterminée par un test de Student (* = p.value<0,05, **= p.value<0,01, ***=p.value<0,001) (B). mE2*, mE3*,

mE4*, et mE5S* : mutation dans les éléments (ELEM) 2, 3, 4 et 5, respectivement.
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ses régions en 5°) et rappellent 1’aspect indispensable de I’/DRS pour la régulation

transcriptionnelle d’AtFERI en réponse au fer.
2.7 L’activité du promoteur d’A7FER] suite a une carence en phosphate.

Il a été démontré que 1’élément cis-régulateur P/BS compris dans 'ELEM 2 du
promoteur d’AtFERI est impliqué dans I’expression du gene de ferritine suite a une carence
en phosphate (Bournier ef al., 2013). En se basant sur ces données bibliographiques et afin
d’affiner nos connaissances sur cette voie de régulation, nous avons cherché a déterminer si
d’autres ¢éléments régulateurs du promoteur étaient impliqués dans la régulation
transcriptionnelle du géne suite a une carence en phosphate (Fig. 25). D’un point de vue
physiologique, la carence en phosphate conduit a une augmentation de la quantité de fer chez
Arabidopsis thaliana (Hirsh et al., 2006 ; Ward et al., 2008). Afin de déterminer si les
résultats précédents étaient dus a un effet spécifique de la carence en phosphate ou a I’exces
de fer conséquent, nous avons appliqué un traitement double (-Fe, et -Pi -Fe ; Fig. 25). Pour la
construction controle pAtFERI -496pb, on observe que la carence en phosphate conduit a une
activation du promoteur dans les parties aériennes et dans les racines (Fig. 25). Ces
observations sont en accord avec la bibliographie (Bournier et al., 2013). J’ai donc choisi de
poursuivre cette €tude en me concentrant sur les différentes versions mutées pour les ELEMs
de pAtFERI -496pb. L’absence d’activité GUS lorsque I’ELEM 2 est muté (mE2*), comparée
a la version non mutée, confirme également que cet ¢lément est impliqué dans 1’induction de
I’expression du gene en condition contrdle et en réponse a une carence en phosphate (Fig. 25).
Lorsque ’ELEM 3 est muté (mE3*), aucune coloration n’est observée en -Fe et en -Pi -Fe
comme pour la mutation mE2* (Fig. 25). Chez les plantes contenant les constructions avec les
promoteurs mutés pour les ELEMs 4 et 5 (mE4* et mES*), il y a surexpression du geéne
rapporteur dans les parties aériennes et racinaires, comme en témoigne 1’activit¢é GUS (Fig.
25). De plus, une induction est observée dans ces lignées lors de la double carence -Pi -Fe
(Fig. 25B). L’ensemble de ces données suggere qu’en situation de carence en phosphate, seuls
les ELEMs 2 et 3 sont impliqués dans 1’induction de la transcription d’AtFER].

L’ensemble de ces données confirme I’implication de I’ELEM 2 dans le controle de
I’activit¢ de pAtFERI en réponse a une carence en phosphate (et donc sur 1’expression
d’AtFERI) et montre que I’ELEM 3 joue aussi un role dans cette régulation. Ces données
démontrent également que les ELEMs 4 et 5 sont des voies inhibitrices indépendantes de la
voie « carence en phosphate ». Enfin, ces résultats nous indiquent que 1’induction de

I’expression d’AtFERI en réponse a une carence en phosphate n’est pas nécessairement due a
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Figure 26 : Implication de TIC et de PHR1/PHL1 dans la régulation de Dactivité du
promoteur minimal d’A¢FER] en fonction de la disponibilité en fer.

Des plantules exprimant le géne uidA (GUS) sous le contréle du promoteur minimal d’4A¢FERI ont
¢été croisées avec les mutants tic-2 et phri-3 phll-2 (double mutant).

Ces plantes ont ensuite été cultivées durant 10 jours sur milieu MS/2. Ces plantes ont ensuite été
transférées dans un milieu carencé en fer durant 3 jours puis ont subi un excés de fer (500uM)
pendant 24 heures (+Fe) ou sont restées en condition carencée (-Fe). Analyse quantitative de
I’activité GUS. Les barres d’erreur correspondent aux écarts-types (n=6). La significativité de la
différence entre les constructions (indépendamment du traitement) a été déterminée par un test de
Student (* = p.value<0,05, **= p.value<0,01, ***=p.value<0,001).



Chapitre |

une augmentation de la concentration en fer intracellulaire via une entrée de fer provenant du

milieu extérieur.
2.8 Les implications des acteurs en frans TIC et PHRI.

TIC et PHR1 sont deux protéines identifiées comme ayant un impact sur 1’expression
d’AtFERI (Duc et al., 2009 ; Bournier ef al., 2013). Dans le but de déterminer si I’implication
de ces deux protéines dans le controle de 1’expression d’AtFERI passait par le promoteur
minimal d’4tFERI, des croisements ont été réalisés entre les lignées contenant la construction
avec le promoteur minimal d’A¢FER] fusionné au géne uidA et les mutants perte de fonction
tic-2 ou phri-3 phll-2. L’analyse de I’activit¢ du promoteur minimal d’4A¢FERI dans ces
fonds mutants nous a permis de conclure que TIC est un répresseur ciblant les -496 pb du
promoteur d’AtFERI et que cette protéine n’est pas impliquée dans la réponse
transcriptionnelle a I’exces de fer (Fig. 26). Lorsque 1’on s’intéresse aux lignées phri-3 phli-
2, on constate que l’activit¢ GUS présente un profil quasiment identique aux plantes
controles. Ces observations suggerent que ces facteurs de transcription ne sont pas
responsables de I’induction de I’expression d’AtFERI en réponse a I’exces de fer. Par ailleurs,
cela indique que I’absence d’activit¢é du promoteur minimal d’A¢tFERI, associée a une
mutation de 1’¢lément cis-régulateur P/BS n’est pas due a une absence d’interaction avec

PHRI et/ou PHLI.

3. Discussion

Au cours de cette ¢tude, je me suis intéress€¢ aux mécanismes moléculaires impliqués
dans la régulation transcriptionnelle de 1’expression d’A¢tFERI, le géne majeur codant les
ferritines chez Arabidopsis thaliana. Le but était d’établir les voies de régulation
transcriptionnelle de ce géne en réponse a différents stimuli (1I’exces et la carence en fer ou la
carence en phosphate) et quels étaient les liens potentiels entre elles. Afin de réaliser une
étude fine du promoteur (analyse structurale du promoteur a 1’aide du géne rapporteur codant
pour la B-glucuronidase, GUS), j’ai étudi¢ I’activité¢ de différentes constructions promotrices.
Les résultats présentés précédemment montrent que le géne AtFERI est régulé
transcriptionnellement par différents stimuli via plusieurs éléments régulateurs. La région
promotrice ou se concentre 1’essentiel de ces ¢léments (promoteur minimal) concerne les 496
pb en amont du site d’initiation de la transcription (Fig. 17B). En effet, bien que les régions en

amont du promoteur minimal influent sur I’intensité d’activation du promoteur, elles ne sont
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pas indispensables pour son activité (Fig. 18 et 19). Au sein du fragment de 496 pb, les
ELEMs 2 et 3 ont un role central dans I’expression basale du geéne et dans son induction par le
fer (Fig. 21 et 22). De par leur localisation et leur implication dans des voies inductrices de
I’activité du promoteur minimal, il semblerait que ces ELEMs soient liés. A I’inverse, les
ELEMs 4 et 5 semblent participer a I’inhibition de I’expression d’A¢FERI et seul ’ELEM 5 ne
semble pas étre 1ié a la voie fer (Fig. 22). Enfin, les ELEMs 6 et 7 ne semblent pas participer
(majoritairement) a la régulation de ’activit¢ du promoteur minimal d’AtFERI, dans nos
conditions expérimentales (Fig. 21 et 22). L’ensemble de ces résultats obtenus en culture in
vitro a été confirmé par 1’observation des activités promotrices sur des plantes adultes
cultivées en serre (Fig. 23). Mes observations ont ¢également permis de confirmer
I’implication du P/BS dans I’induction du géne en réponse a la carence en phosphate (Fig. 25)
et ce indépendamment des ELEMs 4 et 5 (Fig. 25). Mes résultats montrent enfin que I’ELEM
3 est central dans les régulations d’AtFER]. 1l est nécessaire pour I’expression basale du géne,

pour la réponse au fer de ce dernier et pour son induction par la carence en phosphate.
3.1 Les éléments inducteurs de ’expression d’AtFERI.

Un exces de fer induit I’expression d’A¢tFERI, le géne majeur de ferritine chez
Arabidopsis. Bien que tres étudiée, la région promotrice concernée par cette régulation n’était
pas clairement déterminée. Il était établi que I’/DRS est la boite inhibitrice impliquée dans la
réponse au fer. D’aprés mes résultats, les ELEMs 2 et 3 du promoteur ont également un role
important dans cette réponse (Fig. 21 et 22). J’ai pu montrer qu’ils englobent les deux boites
régulatrices : PIBS et FeRE.

En ce qui concerne 1’¢lément cis-régulateur P/BS (GAATATCC), mes résultats
confirment les données de Bournier et al. (2013), en montrant que cet €lément est nécessaire
pour I’expression d’AtFERI en réponse a la carence en phosphate (Fig. 25). D’un point de vue
plus global, les métabolismes du phosphate et du fer sont connus pour étre liés aux niveaux
physiologiques et moléculaires. Une question importante est de déterminer pourquoi des
facteurs de la voie de réponse a la carence en phosphate (PHR1 et PHL1, MYB-like de la
famille MYB-CC) régulent directement un géne impliqué dans le métabolisme du fer
(AtFERI). La présence de phosphate dans les ferritines indique qu’en plus d’étre des éléments
régulant la disponibilit¢ du fer intracellulaire, les ferritines pourraient aussi réguler la
disponibilité¢ du phosphate dans le chloroplaste, ce dernier étant impliqué dans le transfert de
protons (H") entre les thylakoides et le stroma (par exemple) et dans le métabolisme

énergétique via I’ATP. D’autre part, mes résultats mettent en évidence 1’aspect indispensable
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du P1BS pour I’expression basale d’4AtFERI et pour la réponse au fer (Fig. 21). Curieusement,
les observations sur les constructions avec le P/BS muté ne sont pas la conséquence de
I’action de PHR1 ou de PHLI1. En effet, dans le double mutant phri-3 phli-2, I’activité du
promoteur minimal n’est pas modifiée par rapport au contréle (Fig. 26). Cela suggére que
d’autres facteurs seraient impliqués pour induire I’expression d’A¢FERI au niveau basal en
interagissant avec la PIBS. Chez Arabidopsis, les facteurs de transcription PHL2 et PHL3
(deux MYB-CC) sont capables d’induire I’expression de PAPI0 (PURPLE ACID
PHOSPHATASE 10), un géne impliqué dans la tolérance a la carence en phosphate en
interagissant avec la séquence PI/BS de pPAPI0 (Sun et al., 2016 ; Wang et al., 2011).
D’autre part, il commence a étre établi que certains facteurs de transcription de type MYB
peuvent interagir avec une séquence P/BS indépendamment du statut en phosphate. Par
exemple, les facteurs de transcription YMYBI1 et YMYB2 (deux MYB-CC) interagissent avec
le PIBS du promoteur de PLA,-y (PHOSPHOLIPASE A2) qui joue un role critique dans le
développement du pollen (Nguyen et al., 2016). Dans notre cas, il est donc probable que la
séquence PIBS du promoteur d’A¢tFERI soit le siege d’induction de plusieurs facteurs de
transcription de type MYB-CC. PHR1 et PHL1 induiraient le promoteur d’AtFERI en réponse
a la carence en phosphate alors que d’autres facteurs prendraient leur place en condition de
culture non carencée en phosphate. Dans le but de confirmer cette hypothése, un nouveau
criblage simple hybride en levure sur ce motif pourrait étre réalisé a partir d’ADNc issus de
plantes cultivées en condition standard ou dans des milieux en disponibilité en fer contrastée.
La boite régulatrice FeRE (CACACT) a déja été identifiée comme un élément crucial
du maintien de I’homéostasie du fer chez Chlamydomonas reinhardtii (Deng and Eriksson
2007). En effet, cette séquence nucléotidique constitue 1’élément cis pour I’induction de
I’expression chez Chlamydomonas de FOX1 (FEROXIDASE) en réponse a la carence en fer.
Plus récemment, la séquence FeRE a été identifiée dans des voies inhibant 1’expression de
genes en réponse a la carence en fer (Fei ef al., 2010) mettant en évidence le role dual de cet
¢lément par rapport au statut en fer chez Chlamydomonas. Concernant la régulation de
I’expression d’AtFERI en réponse a un exces de fer, il est admis que ce mécanisme passe par
une levée d’inhibition de l’expression d’AtFERI via 1’élément cis-régulateur IDRS. A
I’inverse le mécanisme de régulation de 1’expression d’A7FERI faisant intervenir 1’élément
cis-régulateur FeRE semble étre une voie inductrice, potentiellement dépendante du fer (Fig.
22). Cependant, il est possible que I’élément cis-régulateur FeRE contribue a I’induction de
I’expression d’AtFERI indépendamment du fer, d’une facon non décrite a ce jour. Dans leur

étude, Strozycki et al. (2010) indiquent que I’élément cis-régulateur FeRE du promoteur
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d’AtFERI jouerait un réle via I’IDRS, qui comprend des motifs nucléotidiques proches de la
FeRE. En effet, ces deux ¢léments cis-régulateurs étant physiquement treés proches (15 paires
de bases) et répondant tous les deux au fer, il est possible qu’une régulation dynamique
prenne place au niveau de ces deux motifs. Une autre hypothése, probablement la plus
vraisemblable, serait que la FeRE ne soit tout simplement pas le sicge de la réponse au fer,
mais plutot un point de controle aspécifique pour permettre I’expression basale d’AtFERI et
I’induction de I’expression de ce dernier par différents stimuli au travers d’autres ¢léments
cis-régulateurs (exces de fer/IDRS et carence en phosphate/P1BS).

De maniére intéressante, les autres geénes de ferritines (AtFER2, AtFER3 et AtFER4)
ne possedent pas dans leur « promoteur minimal » les ELEMSs 2 et 3, mais possédent a la place
I’ELEM 1 (Fig. 17A). Que 'ELEM 1 joue le méme rdle fonctionnel que les séquences cis-
régulatrices P1BS et FeRE est une question qui reste ouverte. Pour y répondre, j’ai réalisé des
constructions chimériques ou les ELEMs 2 et 3 du promoteur minimal d’AtFER3 et 'ELEM 1
du promoteur minimal d’4A¢FERI ont ét¢ échangés entre ces deux promoteurs minimaux.
L’¢tude des plantes transgéniques devrait apporter des ¢léments de réponse.

En observant la densité d’éléments cis-régulateurs dans le promoteur minimal
d’AtFERI, 1l est difficile de concevoir que la « voie phosphate ou P/BS » et la « voie fer »
soient totalement indépendantes. En effet, le motif P/BS est situé a moins de 5 pb de 'ELEM
3 et a moins de 25 pb de I’/DRS. Cette constatation suggere que les facteurs liés au PI/BS
pourraient interagir avec d’autres protéines qui cibleraient la FeRE ou [’IDRS afin de

maintenir I’homéostasie du phosphate et celle du fer via AtFERI.
3.2 Les éléments répresseurs de ’expression d’A¢tFERI.

L’expression d’AtFERI est finement régulée et implique de nombreux €léments cis-
régulateurs. Comme évoqué précédemment, le promoteur d’A¢FERI est régulé par des voies
inductrices. En revanche, les résultats obtenus lorsque les ELEMs 4 et 5 sont mutés
confirment et montrent respectivement que ces derniers sont impliqués dans I’inhibition de
I’expression d’AtFERI (Fig. 21). L’IDRS constituant I’ELEM 4 est publi¢ comme jouant un
role d’inhibiteur fort de I’expression d’A¢FERI en réponse a la carence en fer (Petit et al
2001). En effet, I’expression d’A¢tFERI est bloquée par I’intermédiaire dun répresseur
inconnu a ce jour. Lors d’un exces de fer, il serait dégradé par une voie dépendante du
protéasome 26S (Arnaud et al, 2006) et un facteur inducteur viendrait alors activer la

transcription. L’ELEM 5 lui comprend une G-box (CACGTG) et une GATA (TATC) mais
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parmi elles, seule la G-box semble avoir un rdle sur la régulation transcriptionnelle de
I’expression d’AtFERI (Fig. 22).

En ce qui concerne I’/DRS, mes résultats confirment les données de Petit ef al., (2001)
qui placent cet ¢lément comme la boite majeure d’inhibition d’A¢tFERI. Ce motif se définit
par deux répétitions en tandem de la séquence CACNNCNG. Dans son étude, JM Petit
démontre, en mutant une répétition de I’JRDS puis les deux, que ces deux motifs ne sont pas
indispensables pour inhiber A¢/FERI. En effet la mutation d’une seule ou des deux répétitions
entrainent la méme réponse : une forte hausse d’activité correspondant a la levée d’inhibition.
Le facteur accroché sur I’/DRS n’est pas identifi¢ et ce malgré les nombreuses approches
mises en place. Il a ét¢ démontré par des approches de gel retard, que méme en présence de
fer un facteur de transcription est accroché sur I’/DRS. Dans ces expérimentations, la
séquence de I’/DRS était toujours plus longue et englobait par exemple également ’ELEM 3.
Nous pouvons donc imaginer qu’en gel retard, en présence de fer, une protéine s’accroche a la
FeRE et non a I’IDRS entrainant le retard de migration. Mais cette hypothése reste a ce jour
spéculative.

Afin de caractériser plus finement le mode de fonctionnement de 1’élément IDRS, il
serait intéressant de I’introduire dans les promoteurs de génes qui ne sont pas en lien avec
I’homéostasie du fer. Ainsi nous pourrions évaluer si cette s€équence est a elle seule capable de
bloquer la transcription ou si elle est dépendante des €léments qui 1’entourent. D’autre part,
une approche de double mutation (FeRE/IDRS par exemple) permettrait également
d’identifier 1’¢élément cis dominant pour la régulation d’AtFER] et de déterminer comment les
voies s’integrent entre elles. Par ailleurs j’ai récemment observé qu’il existait une séquence
correspondant & un demi /DRS situé a 109 pb en amont du site d’initiation de la transcription.
J’ai réalisé une expérience préliminaire sur des lignées exprimant le promoteur minimal
d’AtFERI fusionné au GUS avec ce pseudo ¢lément /DRS muté. J’ai pu observer par analyse
quantitative que I’activit¢é GUS en condition contrdle était augmentée et que I’induction par
I’exces de fer était conservée. Ces données trés préliminaires permettent de supposer que
I’inhibition d’A¢tFERI passe par deux, voire trois séquences de type IDRS (CACNNCNG).
L’analyse de lignées GUS contenant le promoteur minimal d’AtFERI avec les trois éléments
de type IDRS reste a étre réalisée afin de déterminer s’il existe un effet additif entre ces motifs
nucléotidiques. Enfin ce type de régulation, par désinhibition, laisse penser a un mécanisme
trés dynamique qui permet la transcription des ferritines sur un pas de temps trés court afin de

répondre efficacement a différents stimuli.
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Au cours de ces expériences j’ai pu identifier que la séquence G-box est un élément
répresseur de I’expression d’AtFERI (Fig. 22D). Lorsque ce motif est muté, 1I’induction par le
fer est conservée, ce qui indique que cette G-box serait impliquée dans une voie de régulation
indépendante de la voie fer impliquant I’/DRS. Les G-box sont des motifs hexamériques dont
la séquence canonique est un palindrome (CACGTG). Elles ont été¢ identifiées pour la
premicre fois dans les régions promotrices des genes codant pour des composantes de la
RuBisCo (Ribulose 1.5-bisphosphate carboxylase/oxygénase ; Giuliano et al., 1988). Les
facteurs de transcription de type bHLH reconnaissent les G-box, mais peuvent également
s’accrocher sur des séquences proches appelées E-box (CANNTG). Ces deux motifs sont
présents dans le promoteur d’AtFERI et sont localisés a moins de 18 pb 1’un de ’autre. La E-
box a été publiée comme étant un €lément inhibiteur de I’expression d’A¢tFERI via le facteur
de transcription PRR7. Dans nos conditions, la G-box joue un role beaucoup plus important
dans le contréle de D’activit¢ du promoteur d’A¢tFERI que la E-box qui ne semble pas
impliquée dans ce mécanisme. L’¢lément trans impliqué dans ’inhibition d’A¢tFERI via la
G-box restait a étre identifié lorsque j’ai réalisé ces expériences.

Mes résultats sur 1’activité du promoteur minimal dans le mutant tic-2 (Fig. 26)
montrent que le profil est trés semblable a celui retrouvé chez les lignées comportant la G-box
mutée. En effet, dans les lignées pAtFER -496 bp tic-2, une forte augmentation de 1’activité
du promoteur est observée tout en conservant I’induction par le fer. Il se pourrait donc qu’il
existe un lien avec les études précédentes et que TIC soit impliqué dans la régulation
transcriptionnelle de 1’expression d’A¢FERI via la G-box. TIC est une protéine nucléaire
impliquée dans la régulation du rythme circadien (Ding et al., 2007). Cette protéine a été
¢galement identifiée comme coordinateur central de la régulation de I’homéostasie minérale,
du développement, de la signalisation hormonale et de la réponse aux stress biotiques et
abiotiques des plantes (Shin et al., 2012 ; Sanchez- Villarreal et al., 2013). Par exemple, TIC
inhibe 1’accumulation du facteur de transcription MYC2 (bHLH6) afin de moduler la
signalisation du jasmonate chez Arabidopsis. 11 est possible que dans notre systeme, TIC
module la stabilité et la disponibilit¢ d’un facteur de type bHLH qui viendrait inhiber
I’expression d’AtFERI. Dans le but d’identifier les mécanismes moléculaires impliqués,
différentes formes du promoteur minimal d’A¢FERI (mutées ou non) ont été introgressées
dans le fond mutant zic-2. De plus, des approches de co-immuno précipitations (Co-IP) sont
en train d’étre réalisées dans 1’équipe afin d’identifier in planta les intéractants potentiels de

TIC. Cette approche a récemment été utilisée avec succes par un autre groupe et a permis
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Figure 27 : Représentation schématique des mécanismes moléculaires connus impliqués dans la
régulation transcriptionnelle de ’activit¢é du promoteur minimal d’4A¢FERI en fonction de la
disponibilité en fer et en phosphate.

L’ensemble des ¢éléments cis-régulateurs sont compris dans les 239 paires de bases en amont du site
d’initiation de la transcription. Cette région peut étre scindée en deux parties : une inductrice regroupant
les éléments 2 et 3 (ELEM 2 & 3) et une répressive regroupant les éléments 4 et 5 (ELEM 4 & 5). Lors
d’une carence en fer, I’expression d’AtFERI est maintenue faiblement par des facteurs de transcription
reconnaissant le P/BS et la FeRE (FT1 & FT2). En paralléle, des protéines s’accrocheraient aux
séquences IDRS pour inhiber la transcription (FT3 & FT3’). Lors d’un exces de fer, FT3 et FT3’ seraient
dégradés et ainsi FT1 et FT2 pourraient induire fortement I’expression d’A¢FERI. En situation de carence
en phosphate, en plus de I’effet « exces de fer » généré physiologiquement, PHR1, PHL1 et FT2
viendraient induire la transcription. L’inhibition via la G-box impliquerait un facteur de transcription
(FT4) en lien potentiel avec la protéine TIC. Les conditions dans lesquelles FT4 réprime AtFERI via la G-
box ne sont pas connues.
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d’identifier un complexe protéique impliquant TIC associé a la boucle du soir de I’horloge

circadienne (Huang ef al., 2016).

3.3 Le promoteur minimal d’A¢FERI intégre les signaux issus de multiples

voies de signalisation.

Le promoteur minimal d’A¢FERI inteégre, au travers de ses €léments cis-régulateurs,
les signaux issus de différentes voies de signalisation. Le promoteur peut étre scindé en deux
régions bien distinctes. La premicre de -496 a -202 pb est une région inductrice du promoteur.
De fagon intéressante, les 257 pb en 5° du promoteur minimal (de -496 pb a -239 bp en amont
de I’ATG) sont nécessaires pour I’expression. Dans cette portion du promoteur, aucune boite
spécifique et/ou conservée entre les génes de ferritines n’a été caractérisée. En 3’ de cette
région deux éléments cis-inducteurs, le P/BS et la FeRE, ont clairement été identifiés. La
seconde région de -202 a -109 pb est une région répressive composée de I’/DRS, d’un motif
pseudo I/DRS et d’une G-box.

Mes résultats couplés aux études précédentes permettent de proposer un modele pour
la régulation transcriptionnelle d’A¢tFER1 dans trois configurations différentes (Fig. 27): (i) en
carence en fer, AtFERI est faiblement exprimé. L’expression pourrait étre maintenue
faiblement par des facteurs de transcription reconnaissant le P/BS et la FeRE (FT1 & 2). En
paralléle a cette induction, des protéines s’accrocheraient aux séquences /DRS pour inhiber la
transcription (FT3 & 3°) et ainsi empécher la production de ferritines qui picgeraient le fer
nécessaire a I’organisme. De la méme maniere un facteur de transcription va aussi réprimer
I’expression d’AtFERI au travers du motif G-box (FT4). Il est possible que 1’encombrement
généré par I'interaction entre les séquences IDRS et les FT3 et FT3’ empéche ’interaction
entre les motifs P/BS et FeRE et FT1 et FT2, respectivement. (ii) En réponse a 1’exces de fer,
les protéines s’accrochant aux IDRS seraient dégradées permettant ainsi 1’induction de
I’expression d’AtFERI via les séquences PIBS et la FeRE. 11 est aussi possible que le FT4
interagissant avec le motif G-box soit lui aussi dégradé dans ces conditions. (iii) En réponse a
la carence en phosphate, en plus de I’effet exces de fer généré physiologiquement, PHRI,
PHL1 et FT2 viendraient induire la transcription respectivement via les motifs P/BS et FeRE.
L’induction serait moins forte qu’en exces de fer car les protéines FT3 et FT3’ seraient moins
dégradées (ainsi que potentiellement FT4). Dans les trois configurations, FT4 interagirait avec
la G-box pour inhiber la transcription d’AtFER].

Par ailleurs, le lien entre I’homéostasie du cuivre et 1’horloge circadienne a déja été

évoqué (Perea-Garcia et al., 2010). Plusieurs travaux ont inclu de nombreux signaux entrants
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comme la lumiére, I’horloge circadienne, le carbone et les signaux nutritionnels dans un
réseau de régulations transcriptionnelles complexe conduisant a 1’adaptation des plantes a leur
environnement (Moore et al., 2003 ; Blasing et al., 2005 ; Smith et Stitt 2007). Dans ces
contextes environnementaux, les plantes doivent faire face a différents stress et maintenir une
croissance et un développement optimal. Le lien entre le fer, le phosphate et la lumiére mis en
évidence dans mon étude ouvre la perspective d’étudier le couplage entre la lumicre, le
rythme circadien, le métabolisme ¢énergétique (fortement couplé au phosphate) et le
métabolisme du fer (cofacteur essentiel intervenant dans la photosynthése, la respiration et la
synthése d’acides aminés et d’ADN par exemple). Il sera intéressant dans 1’avenir d’étudier

les effets combinés de ces divers signaux environnementaux sur I’expression des ferritines.
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AGI  Famille Facteurs de

. . Identité
Gene Transcription

Crible sur I’élément 3 (ELEM 3)

AT2G21230 BZIP BASIC LEUCINE-ZIPPER 30
NAC DOMAIN CONTAINING

AT2G19520 WD-40 PROTEIN 64

AT4G34990 MYB MYB DOMAIN PROTEIN 32

Crible sur I’élément 5 (ELEM 5)

AT5G54680 bHLH BASIC HELIX-LOOP-HELIX 105

Tableau 2 : Résultats obtenus a partir des cribles simple hybride en levure.

Une banque de levure exprimant des cDNA de facteurs de transcription a été croisée avec des levures
comprenant les fragments d’ADN d’intéréts (élément 3 ou 5). Les levures croisées, ont été repiquées sur
milieu SD —U -W pour la sélection des diploides. Une dernicre sélection a été réalisée sur milieu SD -U
-W -His +3AT pour identifier les interactions entre facteurs de transcription et fragments d’ADN. Les
deux cribles ont mis en évidence 4 facteurs de transcription pouvant potentiellement interagir in vivo
dans les éléments 3 et 5 du promoteur d’AtFERI.
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1. Introduction.

L’expression des génes de ferritines, et plus spécifiquement AtFERI, est régulée treés
finement par de nombreuses voies transcriptionnelles indépendantes. Grace a 1’étude
fonctionnelle du promoteur d’A¢FER1, de nouveaux éléments cis ayant un role majeur ont été
identifiés. Parmi eux, I’élement 3 (ELEM 3) comportant la FeRE et 1’élément 5 (ELEM 35)
compos¢ de la G-box sont indispensables dans les régulations transcriptionnelles. Afin
d’identifier des acteurs en trans impliqués dans les régulations transcriptionelles du geéne, des
cribles simple hybride en levure ont été réalisés.

Le fragment du promoteur contenant les domaines régulateurs de I’ ELEM 3 (contenant
la FeRE) a été choisi comme cible. Au total, 3 facteurs de transcription interagissant
potentiellement in vivo avec I’ELEM 3 du promoteur d’AtFERI ont été identifiés (Tableau 2).
Il s’agit de bZIP30 (facteur de transcription de type bZIP, impliqué dans la signalisation
¢thylene ; Jakoby et al., 2002), de NACO064 (facteur de transcription de type WD-40 ; Ooka et
al., 2003) et enfin de MYB32 (facteur de transcription de type R2R3-MYB, impliqué dans la
régulation du métabolisme secondaire dans le pollen et la réponse au stress hydrique ; Zhou et
al., 2015).

Un autre crible ciblant cette fois I’ELEM 5 (contenant la G-box) a été mis en place.
Dans ce cas, le bHLH105 (facteur de transcription de type basic helix-loop-helix, impliqué
dans les réponses moléculaires a la carence en fer ; Zhang et al., 2015) a été identifi¢ comme
interagissant potentiellement in vivo avec ’ELEM 5. Sur la base des fonctions déja identifiées,
le facteur de transcription bHLH105 semblait étre un candidat particulierement intéressant.
D’apres les travaux de Zhang et al., (2015), la régulation de I’homéostasie du fer dans la
plante est un mécanisme complexe et dynamique qui fait intervenir de nombreux facteurs de
transcription de type bHLH. Le bHLH105/ILR3 (IAA LEUCINE RESISTANT 3) a une place
centrale dans I’établissement des mécanismes de réponse a la carence en fer.

Cette seconde expérience de simple hybride chez la levure a donc mis en évidence
qu’un gene impliqué dans les réponses a la carence en fer pouvait potentiellement étre 1ié aux
ferritines et aux réponses des plantes a I’excés de fer. Dans le but de comprendre si cette
interaction n’était pas un artefact, je me suis focalisé sur 1’étude fonctionnelle des mutants ilr3
en fonction de différents stress ferriques. J’ai principalement ciblé mon analyse sur les lignées
perte de fonction ilr3-3 et gain de fonction ilr3-1. Cette étude fait ’objet d’un article soumis

dont je suis premier auteur et est présenté ci-apres.
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2. Résultats.

2.1 Article soumis pour publication.

Pour cet article la numérotation des figures est indépendante du reste du manuscrit et

commence par la figure 1.

Integration of the responses to iron availability fluctuations in Arabidopsis

thaliana by the bHLH transcription factor ILR3
Nicolas Tissot', Jossia Boucherez', Fanny Bellegardel, Amel Maghiaouil, Romain
Marcelinl, Antoine Martinl, Frédéric Gaymardl, Jean-Francois Briatl, Christian Dubos'.
1: Biochimie et physiologie moléculaire des plantes, INRA, CNRS, Montpellier
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Abstract.

The control of iron (Fe) homeostasis is essential in all living organisms. Perturbations
of Fe homeostasis are responsible for various diseases in humans, and alter productivity and
product quality of plants. In mammals, a global and integrated view of the mechanisms
managing the responses to Fe deficiency or to Fe excess has emerged. It involves both the
IRE / IRP system that controls the expression of key Fe-responsive genes at a post-
transcriptional level, and the FBXLS5 F-box protein that regulates IRP degradation. In contrast
to mammals, the IRE / IRP system is not operating in plants to regulate Fe homeostasis.
Instead, Fe homeostasis is mainly transcriptionally regulated. No integrated picture of the
regulation of Fe homeostasis is presently available, mostly because plant responses to Fe
deficiency or to Fe excess have been considered separately. By using a combination of
molecular, genetic and biochemical approaches, we found that the well-described
bHLHI105/ILR3 transcriptional activator of plant responses to Fe shortage acts as a negative
regulator of ferritin gene expression (the main marker of the plant responses to Fe excess)
encoding key Fe storage proteins. This regulation is central for the control of plant growth in
response to fluctuations in Fe availability. These findings highlight the dual role of ILR3 in
controlling Fe homeostasis, whose stability relies on the Arabidopsis FBXLS ortholog
BRUTUS. ILR3 is thus emerging as a main integrator of the plant responses to Fe availability.

54






Chapitre 11

Introduction.

The control of iron (Fe) homeostasis is essential in all living organisms. Perturbations
of iron uptake, circulation, metabolism or storage are responsible of neurodegenerative

diseases (1) and cancer (2) in humans, and alter productivity and product quality of plants (3)

In mammals, a global and integrated view of the mechanisms controlling Fe
homeostasis has emerged. At the intracellular level, the expression of various Fe metabolism
genes is post-transcriptionally regulated in a coordinated manner (for review see (4) ).
Specific stem loop structures called Iron Responsive Elements (IREs) are observed in 5” or 3’
untranslated regions of mRNAs encoding proteins involved in Fe metabolism. Under low Fe
conditions, IREs are bound by two related Iron Regulatory Proteins (IRP1 and IRP2) leading
to translational repression of 5° containing IREs mRNAs, and to stability of transcripts
exhibiting IREs in their 3’UTR. Conversely, under high Fe conditions, IRPs dissociate from
IREs. It enables active translation of 5’UTR IRE-contained mRNAs encoding proteins such as
the ferritins involve in the decrease of the cellular Fe labile pool, and induces degradation of
transcripts with IRE within their 3’-UTR, like the transferrin receptor required for Fe uptake.
A systemic control of Fe homeostasis also occurs. It is mediated by hepcidin, a hepatocyte-
secreted hormone that binds the cellular Fe exporter ferroportin (Fpn) in the serum (for review
see 5). As a result of this molecular interaction Fpn degradation is activated, leading to
cellular retention of Fe. The intracellular and systemic controls of Fe homeostasis in
mammals are integrated because Fpn is regulated by IRPs through its 5’-UTR IRE. Co-
regulation of both systemic and cellular Fe homeostasis requires the capacity to sense iron
levels and to activate degradation of protein regulators such as IRPs or Fpn. A key Fe sensor
to regulate Fe homeostasis has been characterized (6). It is the F-box and Leucine-rich Repeat
Protein 5 (FBXLS5). FBXLS5 contains a hemerythrin-like domain able to bind Fe to regulate its
stability, leading to a feedback effect on IRPs degradation through E3 ligase activation and
ubiquitination (for review see 7). The control of Fe homeostasis in mammals is therefore an

integrated pathway enabling to manage both the responses to Fe deficiency or to Fe excess.

In plants, the IRE / IRP system is not operating to regulate Fe homeostasis (8), and
although a systemic control of Fe uptake from the soil by the roots does exist (9, 10), hepcidin
is not present in the green lineage. Fe homeostasis in plants is mainly transcriptionally

regulated (11-13), but so far the transcriptional networks involved to respond to Fe deficiency
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or to Fe excess have been studied separately, and in contrast to mammals no integrated picture

of the regulation of Fe homeostasis in plants is presently available.

When facing Fe shortage, plants induce the expression of genes involved in Fe uptake,
transport and compartmentation (12). In Arabidopsis thaliana, the cascade of transcription
factors (TFs) that regulates this response has been characterized (1). Upstream this TF
network homo- and heterodimers of three-clade IVc basic helix-loop-helix (bHLH) TFs
(bHLH34, bHLH104 and bHLHI105/IAA-LEUCINE RESISTANT3 [ILR3]) regulate the
expression of downstream TFs. Targeted TFs are four clades Ib bHLH TFs (bHLH38,
bHLH39, bHLH100, bHLH101) known to interact with bHLH29/FIT (FE-DEFICIENCY
INDUCED TRANSCRIPTION FACTOR) and bHLH47/PYE (POPEYE) (14-18). FIT-
dependent transcriptional complexes activate the transcription of genes encoding the Fe
uptake system (e.g. IRON-REGULATED TRANSPORTER 1, IRTI) located at the root
epidermal cells (19-21). In addition, the expression of two R2R3-MYB (MYB10 and
MYB72) is also induced leading to the activation of NICOTIANAMINE SYNTHASE 4
(NAS4), a key gene involved in phloem-based transport of Fe to sink (22). Meanwhile, PYE
activation will inhibit the expression of genes such as NAS4 (23). A protein structurally and
functionally similar to the mammal FBXL5 Fe sensor, named BRUTUS (BTS), is also
involved in the regulation of this transcriptional regulatory network (24, 25). BTS contains a
hemerythrin-like domain able to bind Fe and can mediate ubiquitination of target proteins
such as bHLH104, bHLH105/ILR3 and bHLH115 (whose role in planta has not yet been
elucidated) facilitating their 26S proteasome-mediated degradation (24, 26). Therefore, BTS
and related proteins such as HEMERYTHRIN MOTIF-CONTAINING REALLY
INTERESTING NEW GENE (RING) AND ZINC-FINGER PROTEIN 1 (HRZ1 and HRZ2

are viewed as potential Fe sensors in plants; 25, 27).

Regulation of Fe excess responses in plants has been studied at cellular and molecular
levels by using the AtFER1 gene (encoding the most expressed Fe storage ferritin protein) as a
model (28-31). Although less documented than the transcriptional network regulating Fe
deficiency responses, the Fe excess response is also mainly transcriptional, and among the cis-
elements and the trans-acting factors characterized so far, none of them is shared with the
network of TFs involved in the control of Fe deficiency responses. Whether or not the Fe
deficiency and Fe excess responses are controlled by an integrated pathway involving

common players, as for the post-transcriptional regulation of Fe homeostasis in mammals,
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Figure 1 : ILR3 interacts with the promoter of A¢FERI through a repressive G-box cis-regulatory
sequence. (A) Functional dissection of AtFERI promoter revealed by the GUS (beta-glucuronidase) activity
driven by the 5’-end deletion and site directed mutagenesis constructs in Arabidopsis thaliana seedlings. (B)
Quantitative GUS analysis (nmol 4-MU. min’!. mg! proteins) of the 5’-end deletion and site directed
mutagenesis constructs under control (C: 50uM) and Fe excess conditions (+Fe: 500uM). t-test significance
(compared to C condition): ** P< 0.01 and *** P< 0.001. mIDRS: mutated [ron Dependent Regulatory
Sequence, mG-box: mutated G-box cis-regulatory sequence. Error bars show SE. (C) Schematic representation
of conserved cis-regulatory sequences present in the 500bp upstream from the transcription initiation sequence
of the three main ferritin genes expressed in vegetative tissues (P/BS: PHRI binding site; adapted from (33).
(D) Yeast one-hybrid experiment: yeasts were stably transformed with tetramers of pAtFERI DNA fragment
containing the native G-box or a mutated version (mG-box) fused to HIS3 (auxotrophic markers). These two
yeast strains were then transfected with ILR3/bHLH105. Upper panel, growth on control media deprived of W
amino acids. Lower panel, growth on selective media deprived of W and H amino acids. 3-AT: 3-amino-1,2,4-
triazole. (E) ChIP-qPCR analysis of A¢tFERI promoter immunoprecipited by antibodies for GFP in 2 weeks old
Arabidopsis seedlings expressing pILR3::gILR3:GFP (2 independent lines) or p35S::GFP (negative control).
qPCR was used to quantify enrichment at FIT (negative control; 18), bHLH39 (positive control; 18) and
AtFERI promoters. Error bar indicate SE.



Chapitre 11

remains therefore an important issue to be addressed, and this is the principal aim of this

paper.

Results

Identification of a novel TF interacting with pAtFERI.

To identify uncharacterized transcriptional regulators of ferritin gene expression, we
first functionally characterized the promoter of AtFERI (pAtFERI), the most expressed
ferritin gene present in Arabidopsis thaliana vegetative tissues (32). We identified a 500bp
minimal promoter that was still inducible in response to Fe excess, as does the endogenous
gene (Fig. 1A and B; 32). Sequence comparison of this AzFERI minimal promoter with the
corresponding sequence of pAtFER3 and pAtFER4 (the two other ferritin genes expressed in
vegetative tissues; 32) highlighted some conserved potential cis-regulatory motifs (Fig. 1C;
33). Site directed mutagenesis of AtFERI minimal promoter revealed a key cis-regulatory
sequence (G-box, CACGTG) involved in the transcriptional repression of AtFFERI expression
(Fig. 1A and B) from which a yeast one-hybrid screen was set up (Fig. 1D). This approach
leads to the identification of a clade IVc bHLH TF whose interaction with the pray pAtFERI
domain was abolished when the G-box was mutated (Fig. 1D; 34). The gene encoding this TF
is bHLH105/ILR3 (IAA-LEUCINE RESISTANT 3) a well-described transcriptional activator
of plant responses to Fe shortage (18, 35, 36). Remarkably, the mutation of the G-box was not
affecting AtFERI minimal promoter Fe response, unlike what is observed when the well-
known repressive IDRS (Iron-Dependent Regulatory Sequence) regulatory element is mutated
(31). ChIP-gPCR analyses using anti-GFP antibodies on Arabidopsis transgenic lines
expressing pILR3::gILR3:GFP reveal that ILR3 is enriched in the G-box region of the
AtFERI promoter in planta (Fig. 1E). FIT and bHLH39 promoters were used as negative and

positive control, respectively (18).

ILR3 is a specific inhibitor of ferritin expression.

With the aim to characterize the role of ILR3 on ferritin gene expression, gain- (i/r3-1)
and loss-of-function (i/r3-3) mutants were characterized (Fig.S1A). It is noteworthy that when
plants are grown under Fe sufficient condition, /R7'/ expression is only detected in the ilr3-1
mutant. In contrast, induction of /RT/ expression in response to Fe shortage is drastically
reduced in the ilr3-3 mutant when compared to wild type and i/r3-1 plants (Fig.S1B).
Ferritins (AtFERI, AtFER3 and AtFER4) mRNA and protein abundance (as revealed by qRT-
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PCR and western blot, respectively) in wild type plants was as expected positively correlated
with the amount of Fe present in the growth media (Fig.2, Fig. S2). Irrespective to the
concentration of Fe present in the growth media, and protein abundance of the three ferritin
genes were increased in the i/r3-3 mutant when compared to wild type plants. In contrast,
ferritins mRNA and protein abundance was decreased in the i/r3-1 mutant when compared to
wild type plants in all the condition tested. Interestingly, the expression of another marker
gene of plant responses to Fe excess, namely the cytosolic ASCORBATE PEROXIDASE 1
(APX1; (37), was unaffected in the i/r3-1 and i/r3-3 mutant backgrounds when compared to
wild type plants indicating that the regulation of ferritins expression by ILR3 is a Fe-specific
mechanism (Fig.S3A).

Because ILR3 and the other clade IVc bHLH TF are involved in the transcriptional
control of Fe deficiency responses (18, 35), AtFERI mRNA abundance was measured in the
corresponding loss-of-function mutant (i.e. bhlh34, bhlh104 and bhlhl15). No variation in
AtFERI expression was found in these three mutants when compare to wild type plants, in
contrast to what is observed in the ilr3-3 and ilr3-1 mutants as well as in the triple ferritin
loss-of-function mutant fer/,3,4 (Fig.S3B; (38). These data demonstrate that ILR3 is central

for the inhibition of ferritin gene expression.

Fe-dependent seedling development relies on ILR3 activity.

Wild type, ilr3-3 and ilr3-1 seedlings were grown for nine days on growth media
displaying contrasted Fe concentrations. In the absence of Fe a strong reduction of i/r3-3 root
growth was observed when compared to wild type seedlings, confirming observations made in
previous studies (Fig. 3A; Fig. S4A; 18, 35). Conversely, an opposite trend was observed for
the ilr3-1 mutant once again confirming previous observations (18). Under Fe-replete
condition, no significant difference in root length was observed between the i/r3-3 and ilr3-1
mutants and wild type seedlings (Fig. 3B; Fig. S4A). When seedlings were grown on Fe
excess, root growth was drastically affected in all three genotypes. However, ilr3-3 and ilr3-1
mutants displayed longer and shorter root length when compared to wild type seedlings,
respectively (Fig. 3C; Fig. S4A). Aerial parts growth was also affected in a Fe-dependent
manner (Fig. S4B). We found that under Fe deficiency ilr3-3 seedlings were significantly
smaller than wild type and ilr3-1 seedlings whereas under Fe excess i/r3-1 seedlings were
significantly smaller than wild type and ilr3-3 seedlings. However, no difference between the
three genotypes was observed under Fe-replete condition. Altogether these data demonstrate

that ILR3 function extends beyond its role in the control of plant response to Fe deficiency to
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a more central role in the transcriptional regulation of plant development in response to Fe

availability.

Fe-dependent control of seedling development by ILR3 partly relies on ferritins
activity.

Seedlings of the ferl,3,4 triple ferritin loss-of-function mutant were also grown for
nine days on growth media displaying contrasted Fe concentrations. Growth parameters of the
ferl,3,4 mutant were compared with the ones of the ilr3-3 and ilr3-1 mutants and wild type
seedlings. We found that in all the conditions tested, the fer/,3,4 and the i/r3-1 mutants were
displaying comparable development (i.e. roots length and fresh weight; Fig. 3A, B and C; Fig.
S4) when compared to ilr3-3 or wild type seedlings. Measurements of chlorophylls content as
a proxy of Fe efficiency in seedlings confirmed that the i/r3-3 mutant was affected in its Fe
homeostasis, because it appeared more chlorotic, independently of the Fe present in the media
(Fig. 3D, E and F; (18, 35). Strikingly, we found that the i/r3-1 and ferl, 3,4 mutants were also
more chlorotic than wild type seedlings when the Fe concentration in the media was not
limiting or in excess (Fig. 3E and F). These later findings suggesting that either ferritins
content may exert a negative feedback on Fe acquisition and/or the absence of ferritins
induces chlorosis. Altogether, these observations demonstrate that part of ILR3 function in the
control of seedling development in response to Fe availability relies on ferritins activity as

both ferl,3,4 and ilr3-1 mutants are being affected in ferritin accumulation.

ILR3 participates to the plant response to Fe excess.

To further test the hypothesis that ILR3 activity could influence the plant response to
Fe excess ilr3-3, ilr3-1, ferl,3,4 and wild type plants were grown for three weeks under Fe
replete condition before Fe was removed from the nutrient solution. After ten days of growth
under Fe deficiency, plants were subjected to Fe excess by supplementing the medium with
700uM of Fe(IIl)-EDDHA (Fe form easily assimilated by the plant) and grown for an
additional ten days (Fig. SS5A). ilr3-1, ferl,3,4 and wild type plants were chlorotic prior to the
application of Fe excess. ilr3-3 plants presents the more affected phenotype as young leaves
showed necrosis (Fig. 4A ; Fig. S5B). Following Fe(III)-EDDHA treatment i/r3-3 and wild
type plants were rescued as chlorosis and necrotic symptoms disappeared from the young
leaves (Fig. 4B). In contrast we observed that the re-greening of the i/r3-1 and ferl,3,4 plants
was not homogenous and that young leaves displayed a patchy phenotype with chlorotic

areas. This phenotype was associated with a decrease in the overall chlorophyll content in
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young leaves (Fig. S5B). This later observation indicated that the absence of ferritins was
compromising the Fe(Ill)-EDDHA rescue of the chlorotic defects demonstrating that ILR3

participates to the plant response to Fe excess.

Discussion

Identification of a novel bHLH-type transcriptional regulator of ferritins
expression.

The ferritins are a class of ubiquitous Fe storage proteins found in all living kingdoms
that play a central role in the control of Fe homeostasis (29). In plants, the role of ferritins is
to buffer Fe allowing to maintain Fe concentration to levels that are optimal for metabolic
purposes and to avoid the deleterious effects of free Fe-associated reactive oxygen species
(ROS) (38). The abundance of ferritins found in plants is transiently induced in response to Fe
excess. This is for example the case when plants are recovering from a period of Fe shortage.
The induction of ferritins mRNA level is mostly regulated at the transcriptional level and
involves a cis-regulatory element named IDRS (lron Dependent Regulatory Sequence)
through which ferritins expression is inhibited (31). No frans-acting factors interacting with
the IDRS have been identified so far. Strikingly, all the studies aiming at decrypting the
molecular mechanisms controlling ferritins expression have failed in identifying any actor
repressing ferritin gene expression in response to Fe deprivation. Instead it has been found
that Fe is not the sole signal that directly modulates ferritin gene expression. Ferritin gene
expression is under the control of the circadian clock and involves the nuclear factor TIME
FOR COFFEE (TIC) (30, 37). Plant ferritin gene expression is also tightly connected to
phosphate availability. In the model plant Arabidopsis thaliana, AtFERI expression (the most
expressed ferritin gene present in vegetative tissues) is induced under phosphate starvation
(28, 29). This induction relies on the interaction between two MY B-like transcription factors
(PHOSPHATE STARVATION RESPONSE 1, PHR1 and PHR1-like 1, PHL1) and the P/BS
(PHRI binding site) cis-regulatory sequence present on AtFERI promoter. We have thus
developed an A¢tFERI promoter-based strategy with the aim to identify key molecular players
that could coordinate the transcriptional regulatory cascade associated with the Fe acquisition
from the soil and the Fe buffering activity of ferritins. This approach leads to the
identification of both a cis-regulatory motif (G-box) through which AtFERI expression is
repressed and a cognate trams-acting factor, namely bHLH105/ILR3 (IAA-LEUCINE
RESISTANT 3), which was found to bind in planta to this G-box (Fig. 1D and 1E). We
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confirm that ILR3 is a repressor of AtFERI expression using gain- (ilr3-1) and loss-of-
function (i/r3-3) mutants (36) grown in contrasted Fe concentrations. Importantly, ILR3 is
described as a master regulator of the plant responses to Fe shortage acting as a transcriptional
activator (18, 35). Therefore, it emerges that the role of ILR3 extends beyond the activation of
the Fe acquisition machinery in response to Fe deficiency. Indeed, it connects the plant
responses to both Fe deficiency and Fe excess, which is of central importance when plants are
recovering from a period of Fe shortage or when Fe availability in the soil solution is
fluctuating.

Disequilibria in Fe homeostasis, either due to Fe deficiency or excess, can lead to
severe diseases in mammals, and can impact plant productivity and the quality of plant
products (3). In mammals, it is well established that such a disequilibria leads to the integrated
co-regulation of storage and transport Fe systems, through post-transcriptional mechanisms. It
requires the IRE / IRPs system controlling the ferritin mRNA translation on one hand and the
transferrin mRNA stability on the other hand. In plants, in contrast, Fe deficiency and excess
were studied independently and it was known that the ferritins and the Fe uptake system were
both transcriptionally regulated. Whether or not, and how, these transcriptional regulations
could be coupled was so far unknown. The discovery that ILR3, known to be a major positive
regulator of the Fe deficiency responses in Arabidopsis, also acts as a repressor of ferritin
gene expression under such conditions, defines this bHLH transcription factor as a key
integrator of the transcriptional regulation of the responses to both Fe deficiency and Fe
excess. ILR3 activity is thus centered at the interface between the plant responses to Fe
deficiency and Fe excess (Fig. 4C).

Integrated co-regulation of Fe excess and deficiency responses appears therefore to be
conserved throughout eukaryotes (plants and animals), with, however, distinct molecular

modalities: post-transcriptional in animals and transcriptional in plants.

ILR3 integrates Fe signals to adjust plant development in a ferritin-dependent
manner.

The involvement of ILR3 in coordinating the responses to Fe shortage is central for
the plant survival. The ILR3-dependent transcriptional regulatory cascade is well
characterized and most of the downstream targets involved in Fe assimilation from the soil by
the plant have been identified (11, 35). The specific role of ILR3 in the context of Fe
deficiency is best exemplified by the extent of the growth defects that are observed in ilr3-3
mutant when compared to wild type plants (Fig. 3A, 3D and 4A; 18, 35). These growth
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defects being abolished in plants displaying increased ILR3 activity (ilr3-1). Nevertheless
some evidence suggests that [LR3 function may extend beyond the induction of the sole Fe
acquisition machinery. ILR3 was first characterized as a potential regulator of metal
homeostasis and (auxin) IAA-conjugate metabolism whose activity was dependent on Fe
availability (36). In this study the authors found that ILR3 may regulate the expression of
three vacuolar iron transporters homologues (39, 40) and a gene encoding a chloroplastic
protein involved in [Fe—S] cluster transfer between proteins called NEET (41). A recent study
showed that the interaction between ILR3 and the coat protein of Alfalfa mosaic virus was
inducing the salicylic acid-dependent defense signaling response in Arabidopsis (42). It is
proposed that NEET proteins play a pivotal role in this process and that ILR3 acts as
transcriptional activator of NEET expression. NEET function was also shown to be critical for
plant development, senescence and reactive oxygen species homeostasis (41). Importantly,
plant sensitivity to Fe availability is also dependent on NEET activity as its suppression
renders mutant plants more susceptible to Fe deprivation and more resistant to Fe excess than
wild type plants (41). In contrast to its role in response to Fe deficiency, we found that ILR3
functions as a repressor of the plant responses to high Fe concentrations, in agreement with an
increased sensitivity of the i/r3-1 mutant to an excess of Fe compared to wild type plants (Fig.
3C, 3F and 4B). Thus, it suggests that ILR3 may play an important role in modulating

chloroplastic Fe homeostasis by affecting both NEET and ferritin gene expression.

ILR3 degradation through the 26S proteasome is mediated by BRUTUS (BTS; 24,
25). BTS is a F-box protein similar to the mammal FBXL5 Fe sensor that contains a
hemerythrin-like domain able to bind Fe. The binding of Fe to the hemerythrin-like domain of
BTS participates to its destabilization and subsequent degradation (24, 26). Taken together the
data gathered herein and in previous studies indicate that the core component of the
machinery involved in the control of Fe homeostasis is composed of ILR3 and BTS (Fig. 4C).
In this model ILR3, whose activity is regulated by BTS in a Fe-dependent manner, acts as
both a transcriptional activator of plant response to Fe shortage and as a repressor of plant
responses to Fe excess. The plant ILR3 / BTS module appears to be the counterpart of the
mammal IRP / FBXLS5 regulatory mechanism, with the difference that in plant most of the
downstream regulations occur at the transcriptional level (instead of post-transcriptional level
in animals). This difference is indeed not surprising as it is postulated that the large proportion
of transcription factors found in plants is an adaptation that has occurred once they have

diverge from the other kingdoms in order to rapidly adapt to their fluctuating environment.
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The tight connection between ILR3 activity and ferritins accumulation (the main
marker of the plant responses to Fe excess; Fig. 2) together with the strong similarity of
ferl,3,4 and ilr3-1 mutant responses to Fe availability (Fig. 3 and 4) suggest that ILR3
integrates, at least partly, Fe signals to adjust plant development in a ferritin-dependent
manner. These data strongly suggest that ILR3 function also in coupling chloroplast
metabolism and/or development depending on Fe availability, and that NEET and ferritin
proteins are essential in this process. In this regard, whether ILR3 acts alone or in concert
with downstream (i.e. FIT, Ib clade bHLH, PYE) or additional TFs will need to be further
investigated.

Last, one of the key questions that will remain to be elucidated is how ILR3 plays its
dual role in regulating the expression of its target genes? It has been clearly demonstrated that
ILR3 activates the expression of genes involved in Fe assimilation in response to Fe shortage
by forming homo- or hetero-dimers with additional bHLH TFs (e.g. bHLH34 andbHL104;
(18, 35). It can thus be hypothesized that unknown ILR3 partners participating in its
transcriptional repressive activity remains to identified, and the associated molecular

mechanism to be characterized.

Material and methods

Plant Materials. Arabidopsis thaliana ecotype Columbia (col-0) was used as wild type
in our experiments. The following mutant lines were used in this study: bhlh34 (35), bhlh104-
1 (18), ilr3-1 (36), ilr3-3 (35), bhlh115 (Salk_670735) and ferl,3,4 (38).

Growth Conditions. In vitro culture: plants were grown under long day condition
(16h/8h light/dark) on half strength Murashige and Skoog medium (MS/2) with 0.05% MES,
1% Sucrose, 1% agar. Iron (Fe) concentration was 50uM and provided as Fe(Ill)-citrate.
Plants were then transferred to liquid MS/2 media for an additional three days of growth in
the presence or absence of Fe (50uM Fe(Ill)-citrate). Fe excess treatment was applied by
adding 500uM Fe-citrate to the growth solution of plants grown in absence of Fe during 6
hours. Hydroponic culture: plants were grown for three weeks under short day condition
(8h/16h light/dark) in presence of 50 uM of Fe-EDTA as described in (43) (Fig. S5A). Plants

were then grown for 10 days in the absence of Fe followed by another 10 days of growth
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under Fe excess condition (700uM Fe-EDDHA). Chlorophylls content was quantified
according to (44).

Generation of DNA constructs. A/FERI promoter (pAtFERI) fusion to GUS
(pGWB3 binary vector; 45) was carried out as described in (46). pAtFERI mutations were
obtained by PCR reactions. The same procedure was used to fuse the /LR3 promoter and
genomic region (without stop codon) to the GFP (pGWB4 binary vector;
PILR3::gILR3:GFP). Following Arabidopsis transformation (Agroinfiltration), 24
independent lines were assayed for GUS activity (for each construct) and 17 for GFP. All the

primers used are described in Table S1.

Yeast one-hybrid assays. Experiments were carried out as descried in (47). Briefly,
tetramers of target AtFERI promoter region (containing the G-box cis-regulatory sequence)
was cloned using the ligation independent cloning system into the pHisi-LIC vector.
Following cDNA library screening, interacting proteins were re-cloned and assayed against

the target AtF'ERI promoter region that contain or not a mutated G-box.

Chromatin Immunoprecipitation (ChIP). Experiments were performed as described
by (48) with modifications: (i) nuclei were isolated with the following buffer: 20mM PIPES-
KOH pH7.6, 1M hexylene glycol, 10mM MgCl12, 0.1mM EGTA, 15mM NaCl, 60mM KCI,
0.5% Triton X100, SmM beta-mercaptoethanol, protease inhibitor cocktail (complete tablets
EASYpack, Roche), and (ii) after immunoprecipitation using antibodies raised against GFP
(Abcam, ab290) DNA was purified with [IPURE Kit (Diagenode). Resulting DNA was
analyzed by qPCR analysis. All the primers used are described in Table S1.

Gene expression analysis. qQRT-PCR and western blot analysis were carried out as

described in (28) and (32).
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Figure 28 : BRUTUS (BTS) n’a pas d’impact direct sur la régulation de ’expression d’AtFERI.

Des plantules sauvages Col-0 (Wt) ou mutantes pour BTS (bts-10 et bts-12) ont été cultivées durant 10
jours sur milieu MS/2 puis ont été transférées dans un milieu carencé en fer durant 3 jours (-Fe) ou sont
restées en condition optimale de cultures (50uM Fe ; Controle). A la suite des 3 jours de carence, une
partie des plantes a subi un exces de fer (500uM) pendant 6 heures (+Fe). L’accumulation des ARNm de
BRUTUS est présenté en condition contrdle (A). L’accumulation des transcrits d’AtFERI, AtFER3 et
AtFER4 sont représentée dans les 3 conditions de cultures (B, C, et D respectivement). Les différences
significatives par rapport au sauvage ont ét¢ déterminée par un test de Student (* = P<0,05, **=
P<0,01).
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2.2 Résultats complémentaires.

2.2.1 Réle de BRUTUS dans la régulation de 1’expression des ferritines.

BRUTUS (protéine de type F-box) est un régulateur important de la nutrition ferrique
car il est responsable de la dégradation (via le protéasome 26S) de facteurs de transcription
clés impliqués dans le contrdle de 1’homéostasie du fer. Il dégrade notamment
ILR3/bHLH105 qui, comme nous ’avons vu précédemment, lui-méme module 1’expression
des genes de ferritines. Afin de caractériser le réle de BTS sur le controle de la régulation
transcriptionnelle des ferritines, la quantification des transcrits d’A¢tFER1, AtFER3 et AtFER4
en réponse a différents stress ferriques chez les mutants bzs a été mise en place. Les mutants
bts-10 et bts-12, qui présentent une accumulation de transcrits B7S diminuée par rapport au
sauvage (lignée « knock down ») ont été étudiés (Fig. 28A). Lorsque 1’on s’intéresse a
I’accumulation des messagers d’AtFERI, AtFER3 et AtFER4 en condition contréle (50uM
Fe ; Fig. 28B, C, D), on constate qu’il n’y a pas de différence entre le sauvage et les lignées
mutantes. En carence en fer, on observe une suraccumulation des transcrits de ferritines dans
les mutants bts par rapport aux plantes sauvages (Fig. 28B, C, D). En condition d’exces de fer,
les messagers d’AtFERI semblent étre suraccumulés dans les mutant bts alors que les
transcrits d’AtFER3 et AtFER4 sont sous-accumulés dans cette méme condition (Fig. 28B, C,
D). Ces résultats semblent indiquer qu’une altération de D’activit¢é de BTS impacte

I’accumulation des ARNm des genes de ferritines.

2.2.2 ILR3 integre via des régulations transcriptionnelles la répartition

intracellulaire du fer.

Le facteur de transcription ILR3 a un role central a la fois dans I’induction
transcriptionnelle des acteurs permettant le prélevement du fer et dans 1’inhibition
transcriptionnelle des genes de ferritines. Il a aussi été suggéré que ILR3 avait un rdle dans la
répartition intracellulaire du fer en modulant I’expression de AtNEET ou des AtVTLs
(VACUOLAR IRON TRANSPORTER-LIKE ; Rampey et al., 2006). Dans le but de confirmer
cette hypothése, les transcrits de ces deux geénes ont été quantifiés en fonction de différentes
concentrations en fer dans le milieu (Fig. 29). Tout d’abord, j’ai observé que le mutant ilr3-1
(gain de fonction) présente une sous-accumulation des transcrits de A¢/NEET dans les trois
conditions de cultures (controle, carence et exces). Dans le mutant i/r3-3 (perte de fonction)
les messagers sont sous-accumulés en carence et en exces de fer. Ils ont un profil semblable

au sauvage en condition controle (Fig.29). En ce qui concerne 1’accumulation des transcrits
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Figure 29 :ILR3 semble controler la répartition intracellulaire du fer.

Des plantules sauvages Col-0 (Wt) ou mutantes i/r3-3 (perte de fonction) ou ilr3-1 (gain de fonction) ont été
cultivées durant 10 jours sur milieu MS/2 puis ont été transférées dans un milieu carencé en fer durant 3 jours
(-Fe) ou sont restées en condition optimale de cultures (50uM Fe ; Controle). A la suite des 3 jours de carence
une partie des plantes a subi un exces de fer (500uM) pendant 6 heures (+Fe). L’accumulation des ARNm de
AtNEET et VTL2 est présentée dans les 3 conditions de cultures. Les différences significatives par rapport au
sauvage ont été déterminées par un test de Student (**= P<0,01, ***= P<(,001.)
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d’AtVTL2 chez les mutants perte et gain de fonction de ILR3, elle est trés semblable a celle
des messagers de ferritines. En effet, en condition controle une suraccumulation chez ilr3-3 et
une sous-accumulation chez i/r3-1 sont observées (Fig. 29). Ce profil de quantité de transcrits
est conservé en carence et en exces de fer. Ces résultats confirment bien que ILR3 pourrait
réguler I’expression d’AtNEET et des VTLs en fonction de la disponibilité en fer dans le
milieu. ILR3 serait donc capable a la fois d’induire I’expression d’AtNEET et d’inhiber celle

des VTLs, directement ou indirectement.

2.2.3 ILR3 interagit directement avec les promoteurs de ses genes cibles.

ILR3 se place comme un régulateur central de I’homéostasie du fer. Dans le but de
comprendre si ’ensemble des régulations transcriptionnelles identifiées était directe ou non,
des expériences de ChIP-qPCR ont été mises en place en utilisant deux lignées transgéniques
prolLR3::gILR3-GFP (le locus complet de ILR3 fusionné a la GFP) (Fig.30). Les régions
promotrices analysées poss¢dent toutes au moins une E-box, canonique ou non (Fig. 30A).
Comme présentée dans I’article (cf. § 2.1), lorsque I’on utilise 1’anticorps anti GFP, la région
promotrice de bPHLH39 est bien enrichie et celle de FIT ne I’est pas, ce qui confirme les
résultats déja publiés par Zhang et al., 2015 (Fig. 30B). En ce qui concerne les promoteurs
d’AtFERI, d’AtFER3 et d’AtFER4, un enrichissement est aussi observé pour les deux lignées
transgéniques (Fig. 30C). De plus, un enrichissement plus important est constaté dans les
régions en 5’ contenant une G-box ce qui renforce le fait qu’ILR3 serait localisé aux locus
(Fig. 30C). Ces observations renforcent 1’idée que ILR3 réprime directement 1’expression de
ces trois genes de ferritines.

Dans le but de déterminer si, comme pour les geénes de ferritines, AtNEET et les trois
VTLs sont directement régulés par ILR3, I’enrichissement des régions promotrices de ces
genes a ¢été quantifi¢ par la méme approche (Fig. 30D). Une suraccumulation des régions
promotrices de AtNEET et de VTLI a été observée. En ce qui concerne les promoteurs de
VTL2 et VTLS5, I’enrichissement est moins important que pour les autres genes testé. Ces
données permettent de mettre en évidence qu’ILR3 interagit in planta avec les promoteurs de
AtNEET et des trois VTL (avec une présence plus forte pour VTL1).

L’ensemble de ces observations met en évidence qu’ILR3 est bien central dans la
régulation de I’homéostasie du fer (interaction directe avec les promoteurs de ses geénes cibles,

qu’ils soient impliqués dans la réponse a la carence ou a I’excés de fer).
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(controle positif; B), les trois génes de ferritines (C) et pour NEET, VTLI, VTL2, et VTLS5 (D).
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2.2.4 ILR3 et POPEYE/bHLH47 agissent-ils sous forme d’hétéro-dimeres?

ILR3 a largement ¢été décrit comme un inducteur transcriptionnel des voies de réponse
a la carence en fer (Zhang et al., 2015 ; Li et al., 2016). De ce point de vue, il est probable que
I’activité inhibitrice d’IRL3 (qui ne possede pas de domaine de répression de la transcription
connu) puisse étre conférée par un autre facteur qui interagirait physiquement avec lui. Dans
ce contexte, il est possible que POPEYE (PYE) soit cet acteur. En effet, PYE a déja été
identifié comme interagissant avec ILR3 et a été¢ décrit comme un inhibiteur de I’expression
de geénes impliqués dans 1’homéostasie du fer (e.g. NAS4) (Long et al., 2010).

Dans le but d’¢valuer la pertinence de cette hypothése, des expériences de
quantification de transcrits ont été¢ mises en place en fonction de différents traitements au fer.
J’ai ainsi pu observer que les messagers d’AtFERI sont suraccumulés dans les mutants pye-1/
en carence et en exces de fer, mais ne présentent pas de différence en condition controle (Fig.
31A). Cette quantification confirme les données de la littérature. Lorsque I’on s’intéresse cette
fois a I’accumulation des transcrits d’A¢tNEET et d’A¢tVTL2 dans pye-1, on constate une
suraccumulation en condition contrdle et de carence en fer, alors qu’aucune différence n’est
observée en exces (Fig. 31B et C). Alors que ’expression d’A¢FERI est induite en réponse a
un exces de fer, celle de AtNEET et AtVTL2 est induite en réponse a une carence. Pourtant
leurs transcrits sont tous suraccumulés dans pye-I, ce qui indique que PYE agit
essentiellement comme un répresseur transcriptionnel.

Ces données confirment que PYE pourrait étre I’inhibiteur transcriptionnel des cibles
d’ILR3. Ainsi des complexes ILR3/PYE inhiberaient I’expression d’un groupe de genes, tres
probablement associés a la compartimentation intracellulaire du fer, afin de moduler

I’homéostasie de ce dernier.
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Figure 31 : PYE et ILR3 semblent réprimer I’expression de genes cibles communs.

Des plantules sauvages Col-0 (Wt) et mutantes pye-/ ont été cultivées durant 10 jours sur milieu MS/2 puis
ont été transférées dans un milieu carencé en fer durant 3 jours (-Fe) ou sont restées en condition optimale de
cultures (50uM Fe ; Controle). A la suite des 3 jours de carence une partie des plantes a subi un exces de fer
(500uM) pendant 6 heures (+Fe). L’accumulation des ARNm de AtFERI (A) NEET (B) et VTL2 (C) est
présentée dans les 3 conditions de cultures. Les différences significatives par rapport au sauvage ont été
déterminées par un test de Student (*= P<0,05, **= P<0,01, ***= P<0,001).
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3. Discussion

Dans cette étude, je me suis intéressé aux mécanismes moléculaires qui controlent
I’homéostasie du fer chez Arabidopsis. Le but initial était de mettre en évidence comment
ILR3/bHLH105 régulait transcriptionnellement 1’expression d’AtFERI. En effet, ce facteur a
été identifié comme interagissant potentiellement avec une région du promoteur d’AtFER]
(Fig.1, Article). Ce facteur connu pour induire les mécanismes de réponse a la carence en fer,
du fait de sa capacité a potentiellement moduler I’expression d’A¢tFERI, se présentait comme
¢tant ’intégrateur de ’homéostasie du fer chez les plantes. Afin de valider cette hypothese,
j’al mis en place une caractérisation fonctionnelle de mutants perte et gain de fonction pour
ILR3 en fonction de différents traitements ferriques. J’ai observé que les mutants i/r3-3 (perte
de fonction) présentaient une suraccumulation des transcrits d’A¢FERI et des autres génes de
ferritines en conditions controle, carence et exces de fer (Fig.2 et S2, Article). Un profil
inverse a €té constaté chez le mutant gain de fonction ilr3-1. De fagon intéressante, ILR3
semble étre le seul bBHLH du sous-groupe IVc & avoir un impact sur 1’expression des ferritines
(Fig. S3, Article). Par la suite, j’ai mis en évidence que le mutant i/r3-1 présentait le méme
phénotype que le mutant fer/,3,4 en exces de fer ou en réponse a un stress ferrique ponctuel
(Fig. 3 et 4, Article). L’ensemble de ces données expérimentales m’a permis de proposer un
modele de régulation transcriptionnelle pour le contréle de ’homéostasie du fer qui place
ILR3 au centre de ce réseau.

D’une part, j’ai cherché a évaluer si d’autres acteurs de la réponse a la carence en fer
¢taient impliqués dans cette régulation. J’ai démontré que BRUTUS n’avait pas de rdle
marqué sur la régulation transcriptionnelle des geénes de ferritines (Fig. 28). Par ailleurs, les
données indiquent que le faible role inhibiteur de BTS sur les ferritines en carence en fer
n’était probablement pas du a ILR3. En effet, le profil d’accumulation des transcrits des génes
de ferritines chez bts n’est pas le méme que celui retrouvé pour les mutants de /LR3. D’autre
part, j’ai mis en évidence que ILR3 étaient bien un régulateur central de 1’homéostasie du fer,
jouant un role particulier sur I’expression de geénes impliqués dans la compartimentation
cellulaire du fer ou la balance du fer chloroplastique (Fig. 29). Par des expériences de ChIP-
gqPCR j’ai pu établir que les interactions entre ILR3 et les promoteurs des génes cibles étaient
directes (Fig. 30). L’ensemble de mes données expérimentales placent ILR3 comme un
inhibiteur transcriptionnel de certains geénes impliqués dans le maintien de I’homéostasie du
fer. Ce facteur avait été tres largement caractéris€é comme étant un inducteur de 1’expression

de ces génes cibles (Zhang et al., 2015 ; Li et al., 2016), ce qui supposait qu’un partenaire
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Figure 32 : Représentation schématique de la régulation de I’homéostasie du fer chez Arabidopsis.

BTS, ILR3 et PYE se présente comme centraux dans le maintien de I’homéostasie du fer. Ils sont tous les trois avec bHLH34 et
bHLH104 (sous-groupe Ivc) induit en réponse a la carence en fer. Tous excepté BTS modulent transcriptionnellement leurs
cibles. ILR3 interagit avec les autres bHLH du sous-groupe IVc¢ afin d’induire les bHLH du sous groupe Ib qui vont eux méme
induire transcriptionnellement /RT1 et FRO?2 pour le prélévement du fer dans le milieu. ILR3 interagit physiquement avec PYE
et cette interaction pourrait mener a I’inhibition de I’expression de NEET, des VTLs et des ferritines. ILR3 seul pourrait induire
I’expression de NEET et ainsi moduler 1’équilibre en fer chloroplastique. En modulant le prélévement, la production de ROS, et
le stockage/tampon du fer, ILR3 se place comme le régulateur central pour le maintien de I’homéostasie du fer chez
Arabidopsis thaliana.
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protéique, inhibiteur, interagissait avec ILR3 pour lui conférer cette fonction. Parmi les
protéines connues pour interagir avec ILR3, PYE se présentait comme étant le candidat le
plus vraisemblable. En effet, ’ensemble des genes cibles d’ILR3 sont surexprimés dans le
mutant pye (Fig. 31). Toutefois, I’implication directe de PYE dans ces régulations reste a étre
¢tablie. Sur la base de mes résultats complémentaires, j’ai pu mettre en place un nouveau

modele de régulation transcriptionnelle de I’homéostasie fer chez Arabidopsis (Fig. 32).
3.1 L’homéostasie du fer chez Arabidopsis est régulée transcriptionnellement.

Comme cela a été abordé dans I’article soumis pour publication (Cf. §2.1),
I’homéostasie du fer est régulée post-transcriptionnellement chez les animaux alors qu’elle est
majoritairement transcriptionnelle chez les végétaux. Les deux voies, bien que trés diverses
sont toutes les deux intégrées par une protéine, senseur direct du fer de type E3-ligase :
FBXLS5/BTS (Salahudeen et al., 2009 ; Selote et al., 2015). Les différences dans les
mécanismes de régulation moléculaire situés en aval de FBXLS5/BTS peuvent s’expliquer par
le fait que les animaux peuvent moduler leur alimentation alors que les plantes doivent
s’adapter a leur environnement afin de s’y développer. Chez Arabidopsis, la fagon dont BTS
dégrade ses cibles (les PYE-LIKEs) n’est pas parfaitement comprise. En effet, cette protéine
inhibitrice est clivée en présence de fer mais reste active en absence de fer (Selote et al.,
2015). Or, c’est dans cette situation que ses cibles sont exprimées et viennent induire le
prélevement du fer (Fig. 32). Ce constat implique que le role de BTS est trés dynamique et
probablement complémentaire des inductions transcriptionnelles. Il est probable que BTS
inhibe certaines cibles dans le but de les empécher de se dimériser avec d’autres protéines.
Pour vérifier cette hypothése, une série d’immunoprécipitations dans différentes
configurations de stress ferrique serait envisageable. Ainsi, on pourrait identifier si en
carence, BTS dégrade plus fortement bLH115 pour permettre au bHLH104 de se dimériser
avec ILR3 afin d’induire la réponse moléculaire a la carence (Fig. 32). Le bHLH34 non ciblé
par BTS pourrait également intervenir dans cette induction mais plus ponctuellement, et avec
un moindre effet sur I’expression des génes cibles (Li et a/ ., 2016). Une fois le fer préleve,
BTS pourrait mener a la dégradation de bHLH104 pour laisser ILR3 libre d’interagir avec
PYE. Ce complexe pourrait alors réprimer transcriptionnellement les A¢FERs ou les VTLs afin
de laisser le fer disponible au fonctionnement de la cellule. PYE est également induit
fortement par la carence en fer et dégradé par BTS (Selote et al., 2015). Dans un troisiéme
temps, le fer libre en exces serait reconnu par les domaines HHE et ménerait a la dégradation

de BTS. D’autre part, le fer induirait a son tour transcriptionnellement les ferritines par la voie
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dépendante de I’/DRS et le dimére ILR3/PYE serait dégradé peu a peu afin de laisser
progressivement les mécanismes de stockage s’instaurer. Cette voie de régulation reste
hypothétique mais renforcerait 1’idée que les inductions transcriptionnelles prédominent sur
les autres types de régulations impliquées dans le maintien de I’homéostasie du fer chez les

plantes.
3.2 Le chloroplaste comme organite central de I’homéostasie du fer.

ILR3, et probablement PYE, réguleraient ensemble 1’expression de AtNEET et des
ferritines, un ensemble de génes dont les protéines ont une fonction considérable dans le
chloroplaste. De fagon intéressante, ILR3 induit A¢/NEEt alors qu’il est responsable de la
répression des ferritines. Mes données sont bien corrélées avec celles de la littérature. En
effet, les mutant i/r3-3 présentent une sous-accumulation des protéines AtNEET et une plus
grande concentration d’H,O; (Aparicio et Pallas, 2016). Ainsi AtNEET permettrait de limiter
les ROS chloroplastiques via sa fonction dans le transfert des clusters [Fe-S] a d’autres
protéines (Nechushtai et al., 2012). 1l est probable encore une fois que le role d’ILR3 sur ses
cibles chloroplastiques se déroule en plusieurs temps. Lorsqu’ILR3 meéne son rdle d’inducteur
transcriptionnel en permettant le prélévement du fer, il génére potentiellement la néosynthése
de AtNEET afin de permettre au chloroplaste d’utiliser le fer disponible de fagon efficiente.
Dans le méme temps, ILR3 viendrait avec son partenaire inhiber les ferritines afin de ne pas
piéger le fer dans cet organite. Apres cette étape, et afin que le fer ne génere pas de ROS, les
ferritines serait dé-réprimées et stabiliseraient 1’homéostasie chloroplastique. En parall¢le a
I’induction des ferritines, il est possible que le fer soit excrété du chloroplaste vers le
cytoplasme par les YSL4 et 6 (YELLOW STRIPEI-LIKE 4 et 6), eux méme induits par
I’exces de fer (Divol et al., 2013). De fagon intéressante, les mécanismes qui inhibent ou
induisent transcriptionnellement les YSLs ne sont pas les mémes que pour les ferritines. En
effet pour leur inhibition, ces génes ne sont pas des cibles directes d’ILR3 (données non
présentées de ChIP-qPCR), et, aucune séquence /DRS n’a été identifiée dans leurs promoteurs
pour leur induction transcriptionnelle.

Par ailleurs, en lien avec les chloroplastes et le maintien de 1’homéostasie du fer, le
jasmonate (JA) se place comme un signal hormonal central. En effet, des études ont
clairement démontré 1I’implication du JA dans I’homéostasie du fer. Par exemple, dans leurs
travaux en lien avec un stress biotique (Alfalfa mosaic virus), Aparicio et Pallas (2016)
démontrent que ILR3 est un inhibiteur de la voie de biosynthése des JA. Par ailleurs, il a été

démontré que le JA était un inhibiteur de I’expression d’/RT1 et de FROZ2 indépendant de FIT
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(Maurer et al., 2011). Ainsi ILR3 pourrait d’une facon non encore caractérisée, inhiber la
synthése de JA et induire le prélévement du fer. Plus récemment, il a ét¢ démontré que les JAs
avaient un réle positif dans la réponse précoce a la carence en fer chez le riz (Kobayashi et al.,
2016). Alors quHRZ (ORYZA SATIVA HAEMERYTHRIN MOTIF-CONTAINING
REALLY INTERESTING NEW GENE (RING)- AND ZINC-FINGER PROTEIN;
I’orthologue de BTS) inhiberait la syntheése de JAs lors d’une réponse précoce a la carence en
fer, les facteurs de transcription IDEFs (IDE-BINDING FACTOR) qui sont des cibles de
HRZ, seraient induits par les JA et viendraient induire les génes de la réponse a la carence au
fer (Kobayashi et al., 2016). Sans savoir si ce mécanisme est conservé chez Arabidopsis, ces
données montrent encore une fois I’aspect trés dynamique des réponses a la carence en fer et
confirment I’importance des JAs dans cette voie. Une autre étude menée par Manzano et al.,
(2016) met encore une fois en lumiére une corrélation entre les JAs et I’homéostasie du fer. Ils
ont montré que la FPS (FARNESYL DIPHOSPHATE SYNTHASE), enzyme impliquée dans
la synthese des stérols dans le cytoplasme serait impliquée dans le contrdle de la viabilité des
chloroplastes. En effet, il a été observé une dégradation des chloroplastes chez des plantes
sous-exprimant les FPSs. Une approche transcriptomique chez ces plantes a démontré une
forte augmentation de 1’accumulation des transcrits des génes impliqués dans la synthése des
JAs (Manzano et al., 2016). En paralléle, ce transcriptome a également mis en évidence que
les génes de réponse a la carence en fer étaient induits alors que AtFERI, AtFER4, NEET et
VTLS5 étaient eux réprimés. L’ensemble de ces données renforce 1’idée que le chloroplaste via

les JAs serait I’organite sieége pour la perception et la nutrition en fer de la plante.
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Figure 34 : Analyse de I’accumulation des transcrits d’A¢FERI et d’AtLncFERI en réponse a un exces
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intron (Cf. Fig. 38). Les barres d’erreur correspondent aux écarts-types (n=3).



1. Introduction

A ce jour, il a été observé que la transcription est un phénomeéne trés général qui
semble s’appliquer a une grande partie du génome d’un organisme donné, alors que la
traduction ne concerne qu’une partie relativement modeste des transcrits produits. Chez
I’Homme, par exemple, 73% du génome est transcrit et non traduit (Djebalis et al., 2012). La
fonction de la diversit¢ de ces ARNs commence a étre particulierement étudiée. Parmi eux,
les mécanismes de régulation impliquant un LncRNA (Long non-coding RNA) restent peu
compris. Leur importance dans certains processus biologiques commence a ¢€tre établie, mais
beaucoup reste a découvrir. Il a été montré que les LncRNAs peuvent participer a la régulation
de leur geéne cible a différents niveaux selon leur configuration dans le génome (Fig. 33 ;
Wilusz et al., 2009).

(i) Les LncRNAs peuvent étre dans la méme orientation que leurs geénes cibles et
réguler ce dernier transcriptionnellement et/ou modifier son environnement chromatinien
(Fig. 33.1 et 2 ; Rinn et al., 2007).

(ii) Les LncRNAs peuvent étre en orientation inverse (anti-sens) ou bidirectionnelle et
moduler I’épissage de leur cible ou générer des petits ARNs dépendants des DICERs (Fig.
33.3 et 4 ; Golden et al., 2008).

Les mécanismes associés aux modifications de I’environnement chromatinien ou a la
production de petits ARNs décrits dans les points (i) et (ii) sont susceptibles d’impliquer la
polymérase IV (Zhang et al., 2007).

(iii) Les LncRNAs peuvent étre localisés dans les séquences intergéniques et moduler
I’activité de la protéine codée par le gene cible, ou modifier sa structure, ou bien encore
altérer sa localisation (Fig.33.5, 6 et 7 ; Mercer et al., 2009). Les LncRNAs localisés dans les
séquences intergéniques peuvent aussi étre impliqués dans la production de précurseurs de
petits ARNs impliqués dans la régulation de I’expression de leur géne cible (Fig.33.8).

Chez les plantes, une campagne de séquencage haut débit de cDNA a mis en évidence
I’existence d’un LncRNA au locus d’AtFERI (Castelli et al., 2004). 1l s’agit d’un transcrit
anti-sens de type NAT (Natural Antisens Transcript ; At5g01595 : AtLncFERI) chevauchant
la séquence génomique d’AtFERI. Lors d’une étude précédente, il a été montré que
I’expression d’AtFERI et d’AtLncFERI était inversement corrélée (Arnaud, 2007).
Cependant, aucun lien direct entre I’expression de ces deux « genes » n’a été identifié. J’ai

donc cherché par la caractérisation de mutants, a identifier s’il existe un role pour At5g01595

77



Accumulation relative >
des transcrits

12000
10000
8000
6000
4000
2000

I—Pl 1
" i I -

AtFER1 AtLncFER1

14 -

B wWT
Odcl2, 3,4

T Oago1-27
B

ON P~ O 0O
1

Control +Fe Control +Fe

7000

W

6000
5000
4000
3000
2000

Accumulation relative
des transcrits

1000

6h

AtFER1 . AtLncFER1

16 -

¥ b el

10 - Odcl2, 3,4

Oago1-27

— —

10h 14h 18h 22h 2h 6h 10h 6h 10h 14h 18h 22h 2h 6h 10h

SN AN O
1

Figure 35 : Analyse de I’accumulation des transcrits d’A¢Ferl et d’AtLncFERI au cours du temps chez le
sauvage et les mutants dcl2,3,4 et agol-27 (affectés dans la synthése des petits ARNs). Des plantes sauvages
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transcrits a ¢té¢ quantifiée par qPCR. Les amorces qPCR utilisées pour A¢LncFERI encadrent le premier intron (Cf.
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Figure 36 : Analyse de I’accumulation des transcrits d’A¢Ferl et d’AtLncFERI au cours du temps chez le
sauvage et le mutants nrpdl-4 (mutant de la polymérase IV). Les plantes sauvages (WT) et mutantes (nrpdi-4)
agées de 14 jours ont été traitées avec 500 uM de fer durant 24 heures, puis récoltées. L’accumulation des
transcrits a été quantifiée par qRT-PCR. Les amorces qPCR utilisées pour A¢LncFERI encadrent le premier intron
(Cf. Fig. 38). Les barres d’erreur correspondent aux écarts-types (n=3).



dans le contrdle de I’expression d’A¢FERI, que ce soit au niveau transcriptionnel, post-

transcriptionnel ou post-traductionnel.

2. Résultats

2.1 Etude de P’accumulation des transcrits d’AtLncFERI par rapport a
AtFERI.

Afin d’évaluer s’il existe une régulation de AtLncFERI sur I’expression d’AtFERI,
j’ai tout d’abord confirmé les profils d’accumulation des transcrits de ces deux genes par
gRT-PCR dans des plantes sauvages (Col-0), apres addition de fer exogene (Fig. 34). Les
plantes ont été cultivées en milieu hydroponique durant 14 jours avant I’addition de fer-citrate
(500 uM final) dans le milieu. Dans les feuilles, en condition contrdle, la quantité d’ARNm
d’AtFER]I est 50 fois supérieure a celle de AtLncFERI (Fig. 34). Dans les racines, ce rapport
est approximativement de 30. Aprés addition de fer, I’accumulation des transcrits d’AtFER]
augmente fortement et rapidement alors que celle de AtLncFERI diminue (corrélation
inverse). Ces résultats confirment bien le rapport identifié¢ précédemment entre 1’accumulation

des ARNm d’A¢tFER]I et du AtLncFERI (Arnaud, 2007).

2.2 Caractérisation d’un mécanisme potentiel de régulation de I’expression

d’AtFERI impliquant AtLncFERI.

2.2.1 Un role pour les petits ARNs ?

Dans le but de comprendre via quelle voie le AtLncFERI pourrait avoir un role sur
I’expression d’AtFERI, j’ai mis en place des expériences de quantification de transcrits en
réponse a un exces de fer et au cours du temps (conditions diurnales ; Fig. 35.A et B) chez des
mutant affectés dans la synthése des petits ARNs. L’accumulation des transcrits d’A¢tFERI et
d’AtLncFERI dans les triple mutants dicer2, 3, 4 et dans le mutant agol-27 n’est pas
différente de celle du sauvage en condition contrdle (50uM de fer ; Fig. 35A), en condition
d’exces de fer (500uM de fer ; Fig. 35A), et au court du temps (condition diurnale ; Fig. 35B).
Ces données suggerent que si AtLncFERI est impliqué dans le controle de 1’expression

d’AtFERI, ce mécanisme ne serait pas dépendant des petits ARNSs.

2.2.2 Un role pour la polymérase IV ?

Afin de déterminer si AtLncFERI pouvait réguler I’expression d’AtFERI via la

polymérase IV, j’ai mis en place une expérience de quantification de transcrits en réponse a
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Figure 37 : Analyse de ’accumulation des transcrits d’A¢IRT1 et A’AtLncFERI en réponse a une carence en
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un exces de fer a différents temps (Fig. 36). L’accumulation des transcrits d’A¢FERI et
d’AtLncFERI dans le mutant nrpdl-4 (mutation affectant la polymérase 1V) ne differe pas de
celle du sauvage. Des expériences en condition diurnale ont été réalisées (prélevement toutes
les quatre heures comme pour la figure 35 ; résultats non présentés) et n’ont pas permis
d’identifier de différence. Ces données suggerent que si AtLncFERI est impliqué dans le
controle de I’expression d’AtFERI, ce mécanisme ne serait pas dépendant de la polymérase

IV.

2.3 Etude de I’accumulation des transcrits d’AtLncFERI en réponse a la

carence en fer.

Une autre supposition était que le A¢tLncFERI pourrait étre induit en réponse a la
carence en fer pour inhiber I’accumulation des transcrits d’A¢FERI. En effet, I’accumulation
des transcrits d’AtLncFERI étant diminuée en réponse a 1’exceés de fer, cette hypothése
donnait un réle physiologique de réponse au fer du A¢tLncFERI. Afin de déterminer si une
telle régulation existait, j’ai quantifié les transcrits d’A¢tLncFERI en réponse a une carence en
fer. Dans cette expérience, AtIRT] a ét¢ utilisé comme geéne marqueur de la carence (Fig. 37).
J’ai pu observer que la carence en fer n’induit pas une augmentation de 1’accumulation des
transcrits d’AtLncFERI. Cette nouvelle expérience renforce 1’idée que si une régulation

existe, cette derniere serait indépendante du statut nutritif en fer de la plante.
2.4 Caractérisation d’une lignée mutée pour AtLncFERI

En paralléle aux approches précédentes (Cf. § 2.2. & 2.3.), j’ai caractérisé¢ une lignée
mutée pour AtLncFERI (AtLncferl : Sail 269 H10). Cette lignée comporte un T-DNA inséré
au niveau du site d’initiation de la transcription d’A¢tLncFERI mais n’affecte pas AtFERI
(Fig. 38). En condition standard de culture, I’accumulation des transcrits d’A¢tLncFERI est
augmentée dans la lignée AtLncferl par rapport au sauvage (Fig. 39A). Ce constat peut
s’expliquer par le fait qu’un fragment du T-DNA (e.g. présence du promoteur 355) active de
facon aspécifique la transcription d’AtLncFERI dans la lignée AtLncferl. L’analyse de
I’accumulation des transcrits d’A¢FERI dans le mutant A¢Lncferl est diminuée par rapport au
sauvage (Fig. 39A). J’ai par la suite confirmé ces observations au niveau protéique par
Western blot, et pu montrer une diminution de I’accumulation des ferritines dans le mutant
AtLncferl (Fig. 39B). Ces données nous indiquent que le AzLncFERI pourrait agir comme un

répresseur de I’accumulation des messagers d’AtFERI. Cependant, on ne peut pas exclure que
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Figure 40 : Accumulation des transcrits d’A¢FER1, d’AtFER3 et d’AtLncFERI en réponse a différents
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cela soit du a une compétition entre les séquences promotrices des deux génes AtFERI et
AtLncFERI pour le recrutement de la machinerie transcriptionnelle.

J’ai par la suite réalisé la méme expérience mais cette fois ci en réponse a un exces de
fer. J’ai observé que les messagers d’A¢tFERI sont suraccumulés en réponse a un exces de fer
dans le sauvage comme dans le mutant 4£5g071595 (Fig. 40A). Toutefois, le mutant présente
une moindre quantit¢ d’ARNm d’AtFERI, ce qui confirme les résultats précédents. De fagon
intéressante, le profil observé pour les messagers d’AtFERI n’est pas retrouvé pour AtFER3,
lui-méme induit en réponse a I’exces de fer (Fig. 40A). Chez le mutant A¢5g01595, aucune
différence des accumulations de transcrits d’AtFER3 n’est constatée. Ces résultats démontrent
fortement que I’impact de la suraccumulation des AtLncFERI chez At5g01595 n’affecte
qu’AtFER] a son propre locus.

2.5 Les lignées pAtFERI::gLncFERI ne sont pas affectées dans la quantité de
messagers d’AtFERI.

Dans le but de comprendre si la régulation potentielle du AtLncFERI sur AtFERI était
locus dépendant et si le niveau d’expression du AtLncFERI pouvait affecter celui d’AtFERI,
j’ai étudié¢ D'expression d’AtFERI et du AtLncFERI dans des lignées surexprimant le
AtLncFERI. Ces lignées transgéniques expriment la séquence génomique du AtLncFERI sous
le controle du promoteur d’AtFERI (pAtFERI::glLncFERI). Chez ces plantes, aucune
différence significative de la quantité de transcrits d’A¢tFERI n’a été observée par rapport au
sauvage, que ce soit en condition controle ou en réponse a un exces de fer (Fig. 40B).
Toutefois ces lignées suraccumulent bien les transcrits du AtLncFERI (Fig. 40B), avec une
accumulation plus importante en réponse a un exces de fer (i.e. I’induction en réponse a un
exces de fer étant associée a 1’activité du promoteur d’AtFERI). Ces données démontrent que
si une régulation entre le AtLncFERI et AtFERI existe, elle est locus dépendant, et est

probablement due a une compétition de la machinerie transcriptionnelle au locus.
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3. Discussion

Au cours de cette étude j’ai pu confirmer qu’il existe une corrélation inverse entre la
quantité¢ de messagers d’A¢tLncFERI et celle d’AtFERI (Fig. 34). J’ai démontré que si une
telle régulation existait, cette derniére serait indépendante des mécanismes connus de synthese
des petits ARNs (Fig. 35). De plus, j’ai établi que la transcription de la polymérase IV n’avait
pas de role dans ce systeme (Fig.36). Si le AtLncFERI est réprimé quand A¢tFERI est induit,
j’ai supposé que I’inverse pouvait étre possible. J’ai donc observé la quantité des messagers
du AtLncFERI en réponse a la carence en fer, condition expérimentale ou les transcrits
d’AtFERI sont au niveau le plus bas. J’ai démontré que le AtLncFERI n’était pas induit en
réponse a la carence (Fig. 37). J’ai par la suite caractéris€ une lignée mutée pour le
AtLncFERI (Sail 269 H10; Fig. 38) et ai démontré que cette lignée suraccumule les
transcrits du AtLncFERI et sous-accumule ceux d’A¢tFERI au cours du temps (Fig. 39). La
méme observation a été réalisée en réponse a un exces de fer (Fig. 40A). Cette relation est
spécifique d’AtFERI car dans le mutant AtLncferl, les ARNm d’A¢tFER3 ne sont pas
accumulés de fagon différentielle avec le sauvage (Fig. 40A). Enfin, par la caractérisation de
lignées pAtFERI::gLncFERI, j’ai démontré que la corrélation inverse entre 1’accumulation
des transcrits d’A¢tFERI et ceux d’AtLncFER]I était locus dépendant (Fig. 40B). Une analyse
fonctionnelle du promoteur potentiel du LncFERI m’a également démontré que méme
complémenté d’une séquence 35S minimum, ce dernier n’avait pas d’activité quantifiable ou
observable (Données non présentées).

L’ensemble de ces résultats me permet de conclure que I’accumulation des transcrits
du AtLncFERI par rapport a ceux d’A¢tFERI serait due a une compétitivité de la machinerie
transcriptionnelle : lorsque AtFERI est transcrit, AtLncFERI le serait moins, et inversement.
Cette conclusion remet en cause la fonction potentielle d’AtLncFERI dans le contrdle de
I’expression d’AtFERI. Elle pose également la question de savoir si AtLncFERI joue un
quelconque role dans le controle de 1’expression des geénes, ou de la croissance et du
développement de la plante. Une hypothése qui serait intéressante a développer serait de
déterminer comment la polymérase va choisir sa cible entre A¢tFERI et AtLncAtFERI, mais
celle-ci reste vaste et compliquée a étudier. Plus généralement, il convient de se demander si
le LncFERI n’est pas tout simplement un bruit de fond du génome transcrit de maniere non

spécifique et sans lien direct avec AtFERI.
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Chapitre 1V : Identification
d’un réseau de genes
impliqués dans la réponse a

I’exces de fer.
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Chapitre IV

1. Introduction.

L’importance du fer dans le métabolisme des végétaux est particulierement bien
illustrée en cas de carence par le phénomene de chlorose internervaire, qui correspond a une
diminution de la quantité des chlorophylles dans les parties aériennes de la plante. Cette
diminution se traduit par un jaunissement des feuilles et une baisse de la productivité (Briat et
al., 2015a). Cependant, le fer peut étre toxique sous forme libre dans les cellules de par sa
capacité a produire des radicaux hydroxyles (OH') via la réaction de Fenton, ce qui provoque
un stress oxydatif pouvant €tre fatal pour I’organisme. A 1’état naturel, chez le riz, un exces de
fer provoque le « bronzing du riz » c’est-a-dire un brunissement des feuilles. Cette toxicité
ferreuse, essentiellement retrouvée dans des sols anoxiques a pH acide, est un symptome lié¢ a
la présence de fortes concentrations de fer a 1’état réduit (Fe™), qui est soluble dans la
solution du sol et assimilable. Cette configuration est retrouvée dans les cultures de riz au Sri
Lanka et en Afrique de I’Ouest et peut entrainer de lourdes pertes de rendement, voir méme
provoquer la perte totale de la récolte. Ce probléme est également associé a la production de
blé en Australie (pour 1/3 des surfaces dédiées a cette culture) et au Brésil (en association
avec d’autres métaux ; Khabaz-Saberi et Rengel, 2010). D’une maniére générale, I’exces de
fer dans les sols est peu fréquent, mais il est trés probable que localement (échelle de quelques
complexes argilo-humiques), I’hétérogénéité des sols en nutriments soit associé¢e a de fortes
concentrations en fer. Dans ce cas, la plante pourra s’adapter en modulant la croissance de son
systéme racinaire (Reyt et al., 2015). Plus globalement, travailler sur la tolérance a I’exces de
fer est un enjeu majeur pour 1’avenir. En effet, I’appauvrissement des sols en phosphate (un
chélateur important du fer) conduira probablement a une suraccumulation de fer ferreux dans
les sols, et donc a un exces de fer généralisé. D’autre part, la population humaine connait de
nombreux cas de carence en fer (Cf. Introduction §1.). A ’avenir, comprendre comment les
plantes pourraient suraccumuler cet €lément et ainsi servir d’aliments enrichis en fer
(biofortification) pourrait apporter des solutions pour faire face a cette carence nutritive.

Enfin d’un point de vue plus fondamental, I’excés de fer représente une condition
particulierement intéressante pour identifier et caractériser les mécanismes de stockage ou de
transport dépendant du fer, contribuant au maintien de son homéostasie. Il peut mettre en
évidence I’existence de différentes voies de signalisation qui meneraient a I’expression de
genes indispensables a la nutrition des plantes. Comme il a ét¢ montré dans le Chapitre I,

certaines régulations transcriptionnelles des génes modulant ’homéostasie du fer n’étaient
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Figure 41 Mesure de la croissance végétative de plants d’Arabidopsis thaliana en fonction de la
concentration en fer présent dans le milieu.

Des plantes de trois semaines ont été cultivées en hydroponie puis ont subi différents traitements de citrate de
fer durant deux semaines. Le plan de croissance est présenté (A). Les plantes ont ensuite été phénotypées via
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et I’efficacité photosynthétique du PSII (n=3) leur correspondant sont présentées.
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perceptibles qu’en condition d’exces de fer. De facon plus focalisée, les études en condition
d’exceés pourraient permettre d’identifier les régulateurs transcriptionnels responsables de la
dé-répression d’AtFERI via I’IDRS.

Dans ce contexte, afin d’identifier toutes les voies potentiellement impliquées, il a été
choisi de travailler a 1’échelle du génome, et plus particulierement du transcriptome, en
prenant en compte I’aspect dynamique de cette réponse. En effet, la réponse des plantes aux
variations environnementales est un phénomene qui s’effectue a différents pas de temps,
depuis la perception du stress (quelques secondes) jusqu’a la rééquilibration du métabolisme
et du programme développemental (plusieurs heures/jours).

Cette approche a consisté dans un premier temps, a mettre en place une cinétique
d’induction par le fer en me basant sur les niveaux d’accumulation des transcrits d’A¢FERI.
Dans un second temps, nous avons généré des données de transcriptomique (via des puces a
ADN Affymetrix) nécessaires a 1’identification des réseaux de régulation impliqués. Enfin,
nous avons identifi¢ des geénes candidats impliqués dans la réponse précoce a un exces de fer
(avant que I’expression d’A¢tFERI ne soit induite). L’analyse de ces données nous a permis
d'identifier de nouveaux genes sentinelles impliqués dans la régulation de I'homéostasie du
fer. Parmi ces geénes, nous avons porté une attention particuliére aux facteurs de transcription,
ces derniers jouant un role central dans 1’établissement et le fonctionnement des réseaux de

régulation qui controlent I’homéostasie du fer chez les plantes.

2. Résultats.

2.1 La réponse phénotypique des plantes a I’exces de fer.

Dans le but de comprendre I’impact d’un exces de fer sur le développement
d’Arabidopsis, des plantes ont été cultivées en hydroponie et ont subi différents traitements
ferriques allant de 25 uM a 500 uM (Fig. 41A). Les plantes se développant a 25, 50 et 100
uM de Fe-Citrate présentent une masse fraiche qui augmente proportionnellement au
traitement. La quantité de chlorophylle totale augmente également dans ces trois conditions
alors que I’efficacité photosynthétique stationnaire du PSII atteint son maximum a 50 uM de
Fe-Citrate dans le milieu, puis diminue pour les concentrations plus ¢élevées (Fig. 41B). Ces
données suggerent que pour des plantes agées de trois semaines évoluant dans ces conditions,
la concentration optimale de fer se situe entre 50 et 100 uM. Au-dela de 100 uM de Fe-
Citrate, la masse fraiche des plantes diminue pour atteindre un minimum a 500 pM. La

quantité de chlorophylle augmente par rapport & 100 uM et parvient a un plateau a partir de
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Figure 42 : Accumulation des transcrits d’AtFER]1 et d’AtAPX1 dans les racines et dans les feuilles.
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I’application du traitement. Les différences significatives par rapport au contrdle (K-Citrate) ont été¢ déterminées
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250 uM jusqu’a 500 uM (Fig. 41B). Enfin, I’efficacité photosynthétique stationnaire du PSII
diminue proportionnellement au traitement pour atteindre un minimum a 500 uM (Fig. 41B).
Ces données confirment expérimentalement chez Arabidopsis qu’un exceés de fer inhibe la

croissance de la plante et diminue sa capacité photosynthétique.

2.2 Cinétique d’induction de DP’accumulation des transcrits d’A¢tFERI et

d’AtAPXI en réponse a un exces de fer.

Nous avons choisi d’étudier la réponse précoce des plantes a I’exces de fer au travers
d’une cinétique de réponse a ce dernier (prélevements 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 90, 120,
150 et 180 min apres le début du traitement) sur des plantes agées de 13 jours, cultivées en
hydroponie en condition stérile. A¢/FERI a été utilisé comme géne marqueur car son
expression est directement reliée a la quantité de fer disponible pour la plante (Reyt et al.,
2015). I a été observé par PCR quantitative (deux expériences indépendantes), que
I’accumulation des transcrits d’A¢FERI ¢était augmentée en réponse a 1’ajout de fer (sous
forme de citrate de fer : 500 uM final), a la fois dans les racines (en contact avec le milieu) et
dans les parties aériennes (Fig. 42A et B). A I'inverse aucune induction n’a été constatée en
réponse a ’ajout d’une méme molarité de citrate de potassium. Une augmentation de
I’accumulation des ARNm d’A¢tFERI, deux fois plus importante que pour la condition
controle, a été observée dans les racines 60 min apres 1’ajout de fer. 30 minutes plus tard, les
transcrits d’A¢tFER1 représentent deux fois et demie la quantité observée en condition contrdle
dans les parties aériennes (soit 90 min apres 1’ajout de fer). Ce délai d’induction entre ces
deux tissus s’explique par le fait que le fer est appliqué au niveau des racines. Le maximum
d’accumulation des transcrits d’A¢FERI a été observé a 120 min dans les feuilles et 150 min
dans les racines apres 1’ajout de fer. Cette augmentation est respectivement 8 fois et 7 fois
plus importante que I’accumulation relative des transcrits de la condition contrdle (Fig. 42A et
B). Enfin, la quantité des transcrits d’AtFERI diminue progressivement dans les deux tissus
jusqu'a 180 min apres I’ajout de fer. En moyenne, les niveaux d’accumulation des transcrits
d’AtFERI mesurés dans les racines sont cinq fois inférieurs a ceux mesurés dans les parties
aériennes (Fig. 42A et B).

Un second geéne marqueur de la réponse a I’exces de fer a été utilisé afin de valider
notre schéma expérimental (Fig. 42A et B). Il s’agit &’APX] (ASCORBATE PEROXIDASE 1)
qui code une enzyme impliquée dans la détoxification des especes réactives de 1’oxygeéne (ou
ROS), et plus particuliérement du peroxyde d’hydrogeéne (Fourcroy et al., 2004). Comme

dans le cas d’AtFERI, nous avons observé une augmentation de I’accumulation des transcrits
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d’APX]I dans les racines puis dans les parties aériennes, c’est-a-dire, respectivement a 30 et a
60 min apreés I’ajout de fer. Le maximum d’accumulation des ARNm, qui est 4,5 fois
supérieur a I’accumulation des transcrits de la condition contréle, est atteint dans les racines
150 min apres le début du traitement avant de chuter a 180 min. A I’inverse, dans les parties
aériennes, 1’accumulation des transcrits est toujours sur la pente ascendante, 180 min apres
I’ajout de fer, et elle est 4,5 fois supérieure a celle de la condition contrdle. Comme dans le
cas d’AtFERI, les niveaux d’accumulation des transcrits d’4APX/ mesurés dans les racines

sont deux fois inférieurs a ceux mesurés dans les parties aériennes (Fig. 42A et B).

2.3 Analyse transcriptomique de la réponse précoce a un exces de fer.

2.3.1 Identification des genes différentiellement régulés en réponse a un exces de
fer.

Les échantillons de deux réplicats biologiques (parties aériennes) de deux expériences
indépendantes ont été utilisés pour les approches de puces a ADN. Nous avons ciblé notre
analyse sur les parties aériennes car 1I’ensemble des réponses moléculaires observées était plus
fort et mieux caractérisé dans ces organes (Cf. §2.2). De plus, en visualisant la cinétique de
réponse, plus de points de prélévement étaient possibles dans les feuilles avant 1’induction
d’AtFERI. Les points de la cinétique que nous avons retenus correspondent au début de
I’expérience (temps zéro), au maximum d’accumulation des transcrits d’A¢FERI (120 min
aprés le début du traitement), et & deux temps avant le début de ce dernier (20 et 60 min apres
le début du traitement). Dans un premier temps, 1’analyse a porté sur I’identification de genes
dont I’accumulation des transcrits est différente entre les deux traitements (citrate de fer
contre citrate de potassium). Dans un second temps, les niveaux de transcrits des genes
identifiés ont été comparés a celui du temps zéro (avant traitement).

Nous avons ainsi identifié trois listes de génes dont I’accumulation des transcrits est
significativement différente entre les deux traitements (et différente du temps zéro ; ANOVA
avec un seuil de 5%) a 20, 60 et 120 min apres le début de I’expérience et comportant 12, 78
et 77 génes, respectivement (soit 167 geénes au total).

D’une maniere générale, nous avons observé peu de génes communs a ces trois listes
excepté WRKY33 (facteur de transcription de type WRKY ; Fig. 43). Un géne en commun
entre les listes 20 et 60 (A71G23390 : F-box a domaine Kelch), et un autre entre les listes 20
et 120 min (475G35735 : « Auxin-responsive family protein ») ont été identifiés. Enfin, sur

les 16 genes communs aux listes 60 et 120 min apres le début du traitement, trois facteurs de
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transcription ont ét¢ mis en évidence. Il s’agit de WRKY40, ZAT10 (aussi nommé STZ ;
classe des zinc fingers de type C2H2) et MYBS51 (classe des R2R3-MYB).

2.3.2 Classification fonctionnelle des genes différentiellement régulés en

réponse a un exces de fer.

Les geénes que nous avons identifiés ont été classés sur la base des annotations GO
(Gene Ontology). Nous les avons ainsi répertorié¢ selon le processus biologique dans lequel ils
sont impliqués, leur fonction moléculaire, ou bien encore le compartiment cellulaire ou ils
sont prédits pour €tre adressés. Parallelement a ces classifications, nous avons déterminé s’il
existait des enrichissements spécifiques dans chacune de ces classifications (Fig. 44).

Les geénes différentiellement accumulés en réponse a 1’exces de fer 20 min apres le
début du traitement sont essentiellement des facteurs nucléaires impliqués dans la réponse aux
stress biotiques et abiotiques, ainsi que dans le transport. A 60 et 120 min, la plupart des
processus biologiques, des fonctions moléculaires et des compartiments cellulaires sont
significativement impactés en réponse a 1’exces de fer. On observe cependant, que les génes
impliqués dans le métabolisme des protéines, la transduction du signal, ou encore liés a la

paroi cellulaire sont plus induits 120 min apres le début du traitement.

2.3.3 Identification de groupe de genes (clusters) potentiellement impliqués dans

le controle transcriptionnel de la réponse précoce a un exces de fer.

Les données d’expression (des deux expériences) des 167 geénes identifiés a partir de
I’analyse précédente ont été converties en carte thermique (ou heat map). Elle a permis de
déterminer ’existence de patrons de variation d’accumulation de transcrits spécifiques a
certains groupes de geénes au cours du temps (0, 20, 60, 120 min ; Fig. 45).

Au niveau global, 37 genes (22%) présentent une accumulation des transcrits qui
diminue au cours du temps en réponse au traitement fer. Dans ce groupe, aucun régulateur
transcriptionnel n’a été identifié. La plupart des génes sont, soit associés au métabolisme
général de la plante (photosynthése, dégradation des protéines, transport d’auxine), soit de
fonction inconnue. On notera cependant la présence d’EIN2 (ETHYLENE INSENSITIVE 2),
un régulateur clef de la réponse a 1’éthyléne. EIN2 a été décrit comme étant associé a la
réponse a I’exces d’aluminium, le mutant perte de fonction ayant une résistance accrue a ce
métal (Zhang et al., 2014).

Parmi les groupes de génes qui présentent une accumulation de transcrits augmentant

au cours du temps, deux ont particuliérement retenu notre attention.
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Le premier est celui dans lequel est présent AtFERI. Ce groupe est compos¢ de quatre
genes tres fortement induits 120 min apres le début du traitement (début d’accumulation des
60 min). Il ne contient pas de régulateur transcriptionnel. Les trois autres genes qui composent
ce groupe sont ATSIK (codant une protéine kinase régulateur négatif de la réponse au stress
osmotique), CB5-E (CYTOCHROME B5 ISOFORM E code I’isoforme E du cytochrome b5,
protéine contenant un atome de fer associ€¢ a un noyau héme) et SEC8 (SUBUNIT OF
EXOCYST COMPLEX 8 code une protéine du complexe exocyste, impliqué dans le trafic
des vésicules entre I’appareil de golgi et la membrane plasmique).

Le second groupe est composé de neuf génes dont cing régulateurs de la transcription
(Fig. 45). Ce groupe inclut WRKY33, WRKY40 et MYB51. Ces trois facteurs de
transcription ont ¢été initialement décrits comme étant associés a la réponse aux stress
biotiques (pathogénes). Cependant, des études récentes ont montré leur implication dans la
réponse a des stress abiotiques (Dubois et al., 2013 ; Van Aken et al., 2013). WRKY33 est
associ¢ a la réponse au stress hydrique, osmotique et salin alors que WRKY40 joue un rdle
central dans la signalisation ABA (acide abscissique ; phytohormone associé¢e a la réponse
aux stress abiotiques). MYBS51 est un régulateur positif de la biosynthése des glucosinolates
(composés aux propriétés anti-herbivores) et a récemment été décrit comme étant induit en
réponse a un stress hydrique. Dans ce méme groupe, deux autres régulateurs de la
transcription sont présents, il s’agit de JAZ1 et JAZ6 (JASMONATE ZIM-DOMAIN 1 et 6).
Les protéines JAZ sont des régulateurs négatifs de 1’expression des genes. Elles interagissent
avec certains facteurs de transcription afin de prévenir 1’activation des genes cibles de ces
derniers. En présence de jasmonate (JA), les protéines JAZ sont dégradées. Trois autres genes
présents dans ce groupe sont associés au maintien du potentiel redox de la plante en condition
de stress (Berrin et al., 2005 ; Blokhina et al., 2003 ). Il s’agit de MDAR2
(MONODEHYDROASCORBATE REDUCTASE 2), NADK1 (NAD KINASE 1) et LOX4
(LTIPOXYGENASE 4 ; enzyme a atome de fer). Le dernier membre de ce groupe correspond
au géne AR781 qui code une protéine de fonction inconnue.

Enfin, d’autres facteurs de transcription, dont 1’accumulation des messagers est
modifiée en réponse au fer, sont présents dans ces listes. Parmi eux, nous retrouvons deux
facteurs de transcription impliqués dans I’homéostasie du phosphate, PHR1 (régulateur positif
de I’expression d’AtFERI ; Bournier et al., 2013) et WRKY6 (répresseur de I’expression du
transporteur de phosphate PHO1, PHOSPHATE 1 ; Chen et al., 2009). Deux autres facteurs
de transcription associés aux réponses aux stress biotiques et abiotiques ont aussi été

identifiés, NAC062 (NAC DOMAIN CONTAINING PROTEIN 62 ; réponse aux pathogenes
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et au stress froid) et ZAT10 (STZ, SALT TOLERANCE ZINC FINGER ; impliqué dans la
tolérance aux stress hydrique, salin et thermique). Pour finir, un facteur de transcription
impliqué dans le développement embryonnaire et la germination de la graine a aussi été
identifié, il s’agit de GATA8 (GATA TRANSCRIPTION FACTOR 8 ; protéine a doigts de

zinc).

2.3.4 Validation des facteurs de transcription candidats par RT-PCR

quantitative.

Suite a 1’analyse préliminaire des puces a ADN, des PCR quantitatives ont été
réalisées avec un double objectif : valider les résultats de ’analyse dans les parties aériennes
et étudier les profils d’accumulation des transcrits de ces méme genes dans les racines. Pour
cela, j’ai sélectionné quatre facteurs de transcription (WRKY33, WRKY40, ZAT10 et MYB51)
et nos deux genes de référence (AtFERI et APXI). Pour cette étude complémentaire, nous
nous sommes basés sur les mémes points de cinétique que ceux retenus pour ’analyse
préliminaire des puces a ADN (0 et 20, 60 et 120 minutes apres traitement ; Fig. 46). Dans un
premier temps, nous avons observé, en accord avec les données de la littérature et celles des
puces a ADN, une forte accumulation des transcrits d’A¢FERI et ’APX1 en réponse a I’exces
de fer, 120 minutes aprés le début du traitement, dans les deux tissus testés (Fig. 46A et B).
Les profils d’accumulation des transcrits observés pour WRKY33, WRKY40 et ZATI0 en
réponse au traitement citrate de fer sont tres similaires que ce soit dans les feuilles ou dans les
racines (Fig.46C, D et E). Nous observons un maximum d’accumulation 20 min apres le
traitement, puis une diminution progressive (on notera que le maximum d’accumulation des
messagers de WRKY40 dans les racines est décalé a 60 min). Dans les racines, le retour au
niveau initial est atteint 120 min apres le début du traitement alors que dans les parties
aériennes, cette diminution est moins rapide (I’accumulation a 120 min est 2 a 5 fois
supérieure au niveau initial selon le géne considéré). Par contre, I’intensité de 1’induction au
maximum d’accumulation des transcrits varie en fonction du géne considéré et du tissu : 3,5
fois supérieure a la valeur d’accumulation de la condition contrdle dans les racines et 10 fois
dans les feuilles pour WRKY33, 5 fois supérieure dans les parties racinaires et 7 fois dans les
parties aériennes pour WRKY40, et enfin, 3 fois supérieure dans les racines et 6 fois dans les
parties aériennes pour ZAT10 (Fig. 46C, D et E). Pour MYBS51, si le profil d’accumulation
des transcrits dans les parties aériennes est semblable a celui décrit pour WRKY33, WRKY40
et ZATI0 en réponse au traitement citrate de fer, on observe une nette différence dans les

racines (Fig. 46F). En effet, dans ces derniéres, le niveau d’accumulation des transcrits reste
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stable jusqu’au point 60 min apres traitement, puis chute a 120 min (d’un facteur 4,5). Enfin,
il semblerait que globalement, pour les génes étudiés, le traitement au citrate de potassium
induise plutdt une baisse de 1’accumulation des transcrits. Cependant, I’intensité de cette
diminution par rapport au niveau de départ reste tres faible comparée aux niveaux d’induction

associés au traitement citrate de fer.

2.3.5 Analyse globale du jeu de données.

Dans le but d’avoir une vision plus globale de notre jeu de données, nous avons mis en
place un test Annova a 1%o incluant I’effet du traitement, le temps par rapport au traitement et
excluant le traitement par rapport a I’expérience. Ainsi tous les geénes significativement
différents du contrdle, ou du point de cinétique précédent ont été identifiés. Ils sont au nombre
de 1500 genes différentiellement exprimés (Fig. 47). Parmi eux, nous avons noté trois groupes
particulicrement intéressants. Le premier groupe identifi¢ est celui dont les génes se
comportent comme AtFERI, notre géne modele. Ce groupe est compos€¢ de 74 genes liés
notamment a la transduction du signal, a la réponse hormonale et a la paroi cellulaire. Il
contient aussi AtFERI, AtFER3 et SAPX (STROMAL ASCORBATE PEROXIDASE ; qui code
une enzyme cytoplasmique détoxifiant le peroxyde d’hydrogeéne). On retrouve également
JAZ2, JAZ6, JAZ9 (JASMONATE ZIM-DOMAIN 2, 6 et 9), ILL6 (IAA-LEUCIN
RESISTANTE-LIKE6) ou encore LOX2 (LIPOXYGENASE2) qui sont des génes liés au
jasmonate. Un grand nombre de génes HSP (70 et 90 ; HEAT SHOCK PROTEIN) codant des
protéines chaperonnes, marqueurs de stress, sont ¢galement présents dans cette liste (Wirth et
al., 2003).

D’autre part, cette approche a mis en avant le fait que I’expression de certains genes
est modifiée trés rapidement apres ’application du fer. Un groupe de 31 geénes répond a ce
stimulus dans les 5 minutes qui suivent le traitement (Fig. 47). Parmi eux, ERF5, ERF6
(ETHYLENE RESPONSIVE ELEMENT 5 et 6), MKK9 (MAP KINASE KINASE 9), WRKY40
ZATI10 et ZAT12, sont tous induits. Ce sont des génes de réponse au stress induits par les ROS
(Dubois et al., 2013 ; Wang et al., 2013 ; Rizhsky et al., 2004). Etonnamment, un groupe de
55 génes voit son expression modifiée apres seulement 2 minutes d’exces de fer. Ce groupe
de génes est notamment composé de ERF11, SZF1 (SALT-INDUCIBLE ZINC FINGERI) et
NACO062 qui sont des genes identifiés comme liés aux stress biotiques et abiotiques mais
¢galement aux signaux calciques. L’analyse de ces données a permis de montrer que la
réponse a I’exces de fer était un phénomene trés dynamique qui impliquait un réajustement de

I’expression de nombreux geénes a des temps tres courts. De plus, dans notre expérience une
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tendance semble indiquer que la réponse génique est plus importante aux temps précoces (de
I’ordre de quelques minutes) qu’au temps plus long (de une a deux heures). Dans I’ensemble,
cette étude montre les mécanismes des variations de transcrits permettant aux plantes de faire
face a I’exces de fer. Enfin, cette approche a également confirmé que certains mécanismes
impliqués dans la réponse a différents stress biotiques ou abiotiques étaient communs avec la

réponse a I’exces de fer.

2.3.6 Le comportement des ARNm des genes du maintien de I’homéostasie du fer

en réponse a l’exces.

Dans le but d’identifier si certains ARNm des génes du maintien de I’homéostasie du
fer étaient modifiés en réponse a 1’exces de fer dans des temps trés courts, nous avons
représenté les accumulations mesurées a partir des puces a ADN (via le logiciel R). D’une
facon intéressante, seule I’accumulation des transcrits d’AtFERI, d’AtFER3, et d’APXI
augmente en réponse a un exceés de fer (Fig. 48). Curieusement, les ARNm d’AtFER4 ne
semblent pas affectés. Pour tous les autres génes contribuant au maintien de ’homéostasie du
fer testés (seuls 12 sur les 29 testés sont représentés dans la figure 48), aucun ne présente une
modification dans I’accumulation de ses messagers. Ces données suggerent que les ferritines
sont induites indépendamment des autres geénes de 1’homéostasie du fer et renforcent I’idée
que la voie « Fe/IDRS » des AtFERs est indépendante de la voie de régulation associée a

ILR3.

3. Discussion

3.1 Les facteurs de transcription clefs de la réponse précoce a I’exces de fer.

L’objectif de 1’étude visait a identifier les réponses transcriptionnelles précoces mises
en place par les plantes pour maintenir I’homéostasie du fer lorsqu’il est en exces. Le but était
d’identifier les réseaux de genes impliqués dans cette réponse, notamment les facteurs de
transcription majeurs. C’est dans ce contexte que nous avons réalisé une cinétique de réponses
a un exces de fer, et analysé I’impact de celui-ci sur I’expression des geénes par une approche
transcriptomique (puces a ADN couplées a la RT-PCR quantitative). L’étude d’une partie des
données a permis d’identifier quatre facteurs de transcription qui pourraient agir de facon
précoce dans la réponse a I’excés de fer (maximum d’expression 20 minutes apres traitement ;

Fig. 43). 1l s’agit de WRKY33, WRKY40, ZAT10 et MYBS51. Plusieurs études ont montré que
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ces régulateurs de la transcription sont associés dans la réponse aux stress biotiques et
abiotiques.

WRKY33 et WKY40 sont des facteurs de transcription de type WRKY possédant un
domaine de liaison a I’ADN a l'extrémité N-terminale et une structure en doigts de zinc a
'extrémité C-terminale (Rushton ef al., 2010). Ces facteurs de transcription interagissent avec
leurs cibles via des éléments cis-régulateurs appelés « W-box » (TGCAS/r). WRKY33 est
impliqué dans la réponse a différents stress biotiques (bactéries et champignons pathogenes)
et abiotique (stress salin). Il semble également étre dépendant de la voie de signalisation de
I’acide abscissique (ABA ; Jiang et Deyholos, 2009). Par ailleurs, 1’expression de WRKY33
est induite par I’accumulation de ROS dans les tissus de la plante et fait intervenir ERF5 et
ERF6 (ETHYLENE RESPONSE FACTOR 5 et 6; facteurs de transcription de type
APETALA2 : AP2/ERF ; Pitzschke et al., 2009). Dans notre jeu de données, WRKY33 est
fortement induit en réponse au traitement citrate de fer. On peut donc supposer que ce facteur
de transcription serait induit par ERF5 et ERF6 lors de fortes concentrations en fer afin de
permettre la détoxification de la cellule des ROS qui sont produits par I’exces de fer. WRKY40
joue un role dans la réponse aux stress abiotiques (stress salin et stress hydrique) notamment
via son implication dans la voie de signalisation ABA (inhibition de 1’expression d’4ABI4 et
ABI5, ABA INSENSITIVE 4 et 5 ; Liu et al., 2012). L’ABA ainsi que ’acide jasmonique, les
cytokinines et les brassinostéroides sont des inhibiteurs de 1’acquisition du fer induite lors de
carence (Brumbarova et al., 2015). WRKY40 a été récemment décrit comme étant impliqué
dans le contrdole de I’expression de genes chloroplastiques codés par le génome nucléaire en
réponse a un stress lumineux, générateur de stress oxydatif (Van Aken et al., 2013). De
maniére générale, WRKY4( agit comme un répresseur des réponses de la plante afin de lutter
contre les stress. Les études citées ont montré que les variations d’accumulation des transcrits
des genes cibles de WRKY33 et WRKY40 étaient modifiées 60 a 120 minutes apres le début du
traitement, ce qui est en adéquation avec les pas de temps observés dans nos analyses.
L’ensemble de ces données suggere donc que WRKY33 et WRKY4( pourraient étre impliqués
dans la réponse précoce a un exces de fer, probablement via une étape impliquant la
génération de ROS.

ZATI0 et ZATI2 sont des facteurs de transcription a doigts de zinc de type C,H,
comportant un domaine de répression de la transcription de type EAR (ERF-ASSOCIATED
AMPHIPHILIC REPRESSION). ZAT10 est impliqué dans la réponse des plantes au stress
oxydatif provoqué par des stress abiotiques tels que la forte lumiére (Mittler et al., 2006 ;

Rizhsky et al., 2004). Ce facteur de transcription stimule l'expression de génes impliqués dans
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la détoxification des ROS et améliore la tolérance des plantes a la salinité, a la chaleur et au
stress hydrique. L’activité de ZAT10 améliore la tolérance des plantes aux stress notamment
en favorisant 1'expression de génes impliqués dans la détoxification des ROS (Mittler et al.,
2006) tels que FSDI (FE SUPEROXIDE DISMUTASE 1) et APX2 (ASCORBATE
PEROXIDASE 2). ZATI0 serait donc induit lors d’un excés de fer afin de permettre la
dégradation des ROS. ZAT12 est impliqué dans la réponse au stress oxydatif également. Il a
¢té montré que l'expression d’4APX1 est dépendante de ZAT12, et que ce dernier joue un role
central dans la signalisation des ROS (Rizhsky et al., 2004). Plus récemment, ZATI12 a été
identifi¢ comme interagissant physiquement avec FIT (le facteur bHLH29 qui induit les
mécanismes de prélévement du fer) afin de mener a sa dégradation (Le et al., 2016). Dans nos
conditions expérimentales, FIT n’est pas réprimé en réponse a 1’exces de fer, ce qui valide le
lien entre ces deux acteurs en réponse a un long stress (de 1’ordre de plusieurs jours). Il a
¢galement été établi que la dégradation de ZAT12 était modulée par au moins 2 voies, 1’'une
dépendante des ROS et I’autre de son domaine d’interaction avec FIT (EAR ; Brumbarova et
al., 2016). Ces données mettent en évidence la complexité et la dynamique de la perception
du statut en fer des plantes, avec la balance entre la production de ROS et les mécanismes de
réponse a la carence en fer.

MYBS51 quant a lui, est un facteur de transcription de type R2ZR3-MYB (caractérisé par
un domaine de liaison a I’ADN composé de deux répétitions MYB localisées dans la partie N-
terminale), initialement identifi¢ comme un régulateur positif de la biosynthése des
glucosinolates (Gigolashvili et al., 2007). Plus récemment, MYBS51 a été décrit comme étant
associé a la réponse au stress hydrique (Dubois et al., 2013). 1l a aussi été montré que ce
facteur de transcription était accumulé lors de stress oxydatif. Cependant, aucun lien direct
entre MYB51 et les ROS n’a clairement ét¢ identifié.

L’ensemble de ces données suggere que la réponse précoce a I’exces de fer impliquant
les facteurs de transcription identifiés, est une réponse associée a un signal ROS et au stress

oxydatif engendré.
3.2 Les intégrateurs de la réponse transcriptionnelle a I’exces de fer.

Les données disponibles sur chacun des facteurs de transcription identifiés supportent
I’idée qu’ils sont impliqués dans la réponse a I’exces de fer, notamment via la détoxification
des ROS. Dans cette expérience, la découverte d’ERF5 et ERF6 renforce I’implication d’une
voie ROS dépendante. En effet, il a été montré que ces deux acteurs, activés en réponse aux

ROS, sont des régulateurs transcriptionnels qui agissent trés en amont de la réponse des
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plantes a un stress hydrique. Ils vont réguler, d’une part, I’inhibition de la croissance foliaire
(voie des gibbérellines) et d’autre part, la mise en place des mécanismes de tolérance a ce
stress. Parmi les cibles d’ERFS5 et ERF6, on retrouve WRKY33, ZAT10 et MYB51, génes qui
ont été identifiés comme étant impliqués dans les mécanismes de tolérance aux stress (Dubois
et al., 2013). Cette observation indique qu’ERFS5 et ERF6 pourraient donc faire partie des
premiers acteurs impliqués dans la mise en place des réseaux de régulation trancriptionnelle
associés a la réponse a un exces de fer. L’inhibition de la croissance foliaire, mise en relation
avec les phénotypes des plantes en réponse a I’exces de fer (Fig. 41) pourrait placer ERFS et
ERF6 comme acteurs centraux de la réponse a ce stress. Pour tester cette hypothése, il serait
intéressant de quantifier les gibbérellines dans des plantes ayant subi un exces de fer. Nous
pourrions aussi potentiellement mettre des plantes double mutantes erf5erf6 en condition
d’exces et évaluer leur développement ainsi que leurs quantité/répartition de ROS.

D’autre part, I’activit¢ d’ERF5 et ERF6 dépend de leur état de phosphorylation, cette
derniére étant assurée par deux kinases, MPK3 et MPK6 (MITOGEN-ACTIVATED
PROTEIN KINASE 3 et 6). Il a été montré que 1’action de MPK3/MPK6 sur ERF6 induit
I’expression de génes impliqués dans la réponse aux ROS, tels que WRKY33 (Wang et al.,
2013). Ces observations indiquent qu’une voie MPK3/MPK6-ERF5/ERF6 joue un role dans
la réponse précoce a I’exces de fer, via les ROS. Cette hypothése est renforcée par le fait que
I’activation de MPK3 et MPK6 (formes phosphorylées) est directement reliée a la présence de
ROS (peroxyde d’hydrogene, H,O,) dans la cellule (Kovtun et al., 2000). De facon
intéressante, les MPK ne sont pas retrouvés dans notre étude. Toutefois, MKK9 est publi¢
comme un inducteur transcriptionnel de ERF5 et ERF6. L’expression de MKK9 est induite
aprés 5 minutes d’exces de fer et de fagon intéressante sa protéine est connue pour activer
MPK6 et MPK3 pour induire différentes réponses. En effet, MKK9 avec MPK3 et MPK6
sont tous les trois décrits comme participant a la réponse des plantes a divers stimuli tels que
la senescence des feuilles (Zhou et al., 2009), I’acquisition du phosphate (Lei ef al., 2014) ou
encore la réponse a 1’éthyléne (Yoo ef al., 2008). D’autre part, I'importance de ERF5 et ERF6
dans la réponse précoce a 1’exces de fer est aussi supportée par une étude récente (Son et al.,
2012). En effet, les auteurs ont montré que ERF5 pouvait interagir physiquement avec
WRKY33, ERF6, MPK3 et MPK6 et que ERF6 pouvait interagir avec SCLI13
(SCARECROW-LIKE 13 ; un facteur de transcription de type GARP), ERF5, MPK3 et
MPKG6. Dans cette méme étude, un réseau d’interactions plus large entre divers facteurs de
transcription de type WRKY a été établi, dans lequel figure WRKY40, notamment associé a
WRKY6 et WRKY72. Cette étude suggere que SCLI3, WRKY6 et WRKY72 pourraient étre
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Figure 49 : Exemple de module de régulation transcriptionnelle potentiellement activée en réponse a
un exces de fer. Un exces de fer génere ’accumulation d’especes réactives de 1’oxygene (ROS) qui vont
induire I’activité des facteurs de transcription ERF5 et ERF6. Ceux-ci vont d’une part, inhiber la croissance
du systéeme foliaire et d’autre part, activer I’expression de trois autres facteurs de transcription : WRKY33,
ZAT10 et MYBS51. Ces derniers vont a leur tour induire I’expression de génes (comme APX2 : ASCORBATE
PEROXYDASE 2) impliqués dans la détoxification des ROS. D’autres facteurs de transcription agiraient
aussi dans cette voie, soit en I’inhibant (via WRKY40 et WRKY6), soit en activant un geéne détoxifiant la
cellule des ROS (via ZAT12). 1l restera a démontrer si ce module intervient dans la régulation de
I’expression d’AtFERI. Ce mode¢le est basé sur les données d’expression générées par les puces a ADN et

sur les travaux de Dubois et al., 2013, Mittler et al., 2006 et Wang et al., 2013.
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des geénes régulateurs de la réponse a I’exces de fer, agissant dans le méme réseau de
régulation transcriptionnelle qu’ERFS et ERF6 (certains pouvant étre a la fois des cibles et
des partenaires). L’ensemble de ces relations géniques peut €tre considéré comme un module
d’expression en réponse a I’exces de fer et plus spécifiquement au ROS (Fig. 49).

Si ERF5 et ERF6 semblent coordonner une partie de la réponse a I’exces de fer
(dépendante des ROS), il est fort probable que d’autres modules puissent étre impliqués dans
cette réponse. Certains modules pourraient étre plus spécifiquement associés a la régulation de
la croissance ou au réajustement du métabolisme, ou bien encore a I’homéostasie de divers
macro- (comme le phosphate) et micro- (comme le zinc) ¢léments. De fagon intéressante, de
nombreux genes HSP (HEAT SHOCK PROTEIN) ont été identifiés dans notre expérience. Les
HSP ont par exemple été reliés aux stress métalliques chez I’humain en étant eux méme
induits transcriptionnellement en réponse au CuCl,, ou encore au ZnSOy4 (Steiner ef al., 1998).

D’un autre point de vue, si ’exceés de fer génére des réponses transcriptomiques
aspécifiques, il ne module pas pour autant les génes du maintien de I’homéostasie (au moins
ceux déja décrits dans la littérature). Parmi les genes testés, aucun ne voit ses transcrits
réprimés ou induits en condition d’exces. Seul les genes de ferritines (AtFERI et AtFER3)
répondent de facon précoce a un stress ferrique ce qui renforce I’idée de I’induction
transcriptionnelle des AtFERs par une voie fer, indépendante de celle impliquant ILR3. Cette
observation place les ferritines en un point central de la réponse des plantes a la disponibilité
en fer en étant acteur contre le stress oxydatif, mais également pour le maintien de 1’équilibre
ferrique chez les plantes. Il se peut dans ce contexte que I’induction des A¢FERs dans les
parties aériennes soit due au ROS et non au fer. Dans le but de tester cette hypothése, une
expérience d’exces de fer sur des mutants frd3 (affectés dans le transport xylémien du fer)
pourrait étre réalisée. Ainsi une quantification des transcrits des AtFERs chez ces plantes
permettrait de mettre en évidence si le fer est ’acteur responsable de 1’induction des génes de
ferritines dans ces conditions. D’autre part, dans I’analyse préliminaire de ce transcriptome,
aucun gene identifié ne se place comme candidat potentiel régulateur des A¢tFERs.

Ces résultats trés encourageants restent toutefois préliminaires. A court terme, la poursuite des
analyses bioinformatiques des données issues des puces a ADN devra porter sur 1’ensemble
du jeu de données en considérant 1’ensemble des points de la cinétique. Le but sera
d’identifier d’autres modules de régulation potentiellement impliqués. Cette approche
permettra d’identifier les facteurs de transcription qui jouent un réle clef, en modulant
I’expression des genes de structures potentiellement impliqués dans 1’adaptation des plantes a

un exces de fer (comme des transporteurs par exemple). Il s’agira aussi de rechercher les
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séquences cis-régulatrices qui sont associées aux facteurs de transcription qui auront été
précédemment identifiés. Finalement, pour les modules qui n’auront pas encore ¢té décrits
dans la littérature, il s’agira de valider les interactions qui existent entre les génes régulateurs

et leurs cibles, et de déterminer la fonction précise de ces derniers.
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Figure 50 : PDRY est un transporteur dont la fonction est d’excréter des composés phénoliques
(coumarines) dans le sol afin de favoriser ’acquisition du fer. Des plantes de Brassica napus de 10
jours ont été placées 7 jours dans un milieu carencé en fer (-Fe) ou sont restées en condition controle
(+Fe). Les plantes ont été observées a la lumicre blanche et/ou aux UV a 365nm. Sous UV, une
fluorescence a été observée dans le milieu en condition —Fe, correspondant aux composés phénoliques qui
ont été excrétés par les racines (A). Des plantules d’Arabidopsis thaliana ont été cultivées verticalement
sur boite de pétri pendant 15 jours en présence de 0, 5, 10 et SOuM de Fe-EDTA, puis ont été observées en
lumiére UV a 365nm. On constate que seules les racines des plantes carencées en fer présentent de la
fluorescence, correspondant a la biosynthése de composés phénoliques (B). La voie de biosynthése de la
scopoletine (composé phénolique majeur excrété par les racines de plantes soumises a une carence en fer)
est dépendante des enzymes : C3’H (p-coumarate 3’hydroxylase), CCoAMT1 (CoA O-methyltransferase
1) et F6’H1 (féruloyl-CoA 6'-hydroxylase 1), et dérive de la voie de biosynthése des lignines. L’étape
catalysée par la F6’H1 est spécifique a la biosynthése des composés phénoliques qui sont excrétés dans le
milieu en réponse a une carence en fer, et conduit a la formation de composés coumarines, tels que la
scopoletine. (C). Les plantes de pdr9-2 et f6°'hl-2 excrétent moins de coumarines dans le milieu que les
plantes sauvages (D). D’aprés Fourcroy et al., 2014 et Kai et al., 2008.
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1. Introduction

Le fer est essentiellement présent dans le sol sous forme d’hydroxydes ferriques
Fe(OH)s. Ces composés sont tres stables et peu solubles a pH neutre. Lorsque la concentration
en fer présente dans la solution du sol diminue, les plantes pergoivent cette carence et
induisent I’expression d’une série de genes dont la fonction est de faciliter le prélévement du
fer. Chez les dicotylédones, la réductase FRO2 va réduire le fer ferrique (forme insoluble) en
fer ferreux (forme assimilable) et IRT1 va transporter le fer ferreux du sol vers I’intérieur des
racines (Brumbarova et al., 2015). Ce processus est accompagné par une acidification du
milieu extérieur via la sécrétion de protons par I’H -ATPase AHA2 afin de faciliter la
solubilisation du fer présent dans le sol sous forme d’hydroxydes.

En parall¢le a ce systéme de transport racinaire, il a ét¢ récemment montré que la
nutrition en fer était couplée a la synthése et a I'excrétion de composés phénoliques par la
plante. Ces composés sont fluorescents aux UV (365nm) et sont essentiellement excrétés dans
le milieu en absence de fer (Fig. S0A et B). Parmi les exsudats, plusieurs composés de type
coumarines ont été identifiés tels que I’esculine, la scopoletine, la fraxetine ou encore
I’isofraxetine (Fourcroy et al., 2014 ; Clemens et Weber, 2016). La voie de biosynthese et de
sécrétion de ces composés phénoliques commence a étre assez bien détaillée. Elle place la
F6’H1 (FERULOYL-CoA 6'-HYDROXYLASE 1) comme centrale dans cette voie pour la
synthése de la scopoletine (Kai et al., 2008 ; Fig. 50C), et PDR9 (PLEIOTROPIC DRUG
RESISTANCE 9) comme le transporteur responsable de son excrétion dans le sol (Fourcroy
et al., 2014). De fagon intéressante, les plantes pdr9 et f6’hl (perte de fonction) excretent
moins de coumarines dans le milieu que des plantes sauvages (Fig. 50D). Les deux geénes,
F6°HI et PDRY sont induits transcriptionnellement par le facteur de transcription FIT, celui-la
méme qui induit ’expression de FROZ2 et IRTI en réponse a la carence en fer (Rodriguez-
Celma et al., 2013). Cette observation suggérant que la synthése des composés phénoliques et
les mécanismes de prélévement du fer sont probablement liés, voir méme dépendant 1’un de
’autre.

Lorsque j’ai débuté ma these, le role de ces composé€s phénoliques n’était pas
clairement établi. Il était proposé qu’ils puissent réduire et complexer le fer extracellulaire
(Cesco et al., 2010) ou moduler ’activité de la réductase FRO2 (Higa et al., 2010). Dans une
autre étude, il avait été démontré que ces composé€s phénoliques pouvaient participer a la
remobilisation du fer apoplasmique (Jin et al., 2007). Plus récemment, ces composés
phénoliques ont été identifiés pour solubiliser, chélater et réduire le fer présent dans le sol
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(Bashir et al., 2011 ; Ishimaru et al., 2011 ; Rodriguez-Celma et al., 2013). En revanche,
comment le fer solubilisé par I’intermédiaire de ces composés phénoliques était assimilé par
la plante restait une question ouverte.

Pierre Fourcroy, un chercheur de notre équipe qui a identifi¢ PDR9 comme étant le
transporteur impliqué dans la sécrétion par les racines de ces composés phénoliques chez
Arabidopsis thaliana, avait observé par imagerie spectrale (couplée a la microscopie
confocale) que ces composés phénoliques étaient stockés a I’intérieur des vacuoles des
cellules racinaires. Cette accumulation était trés prononcée chez le mutant pdr9 en condition
de carence en fer (accumulation bien plus forte qu’en condition contrdle). L hypothese était
que I’accumulation de composés phénoliques dans la cellule pouvant étre toxique, la plante
devait les stocker dans les vacuoles. C’est par exemple le cas pour une autre classe de
composés phénoliques, les proanthocyanidines ou tannins (avec 1’implication du transporteur
TT12 ; Marinova et al., 2007).

Afin de caractériser précisément le role de PDR9 dans la réponse a la carence en fer
des plantes, nous avons mis en place trois approches différentes en collaboration avec Pierre
Fourcroy :

(1) Nous avons validé la répartition sous-cellulaire des composés phénoliques dans les
racines de plantes d’Arabidopsis par imagerie spectrale en microscopie confocale
(collaboration avec Genevieve Conejero, plateforme d’imagerie RIO Imaging, Montpellier).

(i1) Dans le but de mieux comprendre comment se met en place le stockage vacuolaire
des composés phénoliques, nous avons cherché a identifier un/des transporteur(s)
responsable(s) de ce phénomene en réalisant des expériences de transcriptomique comparant
les racines du mutant pdr9 a celles de plante sauvage, en réponse a une carence en fer.

(ii1) Nous avons cherché a identifier par des approches de génétique et de physiologie
s’il existait un lien entre le systtme de prélevement du fer FRO2/IRT1 et les composés
phénoliques/PDR9. FROZ2, IRTI et PDR9 étant induits transcriptionnellement par FIT, il y
avait de fortes chances qu’ils participent a un mécanisme commun de prélévement du fer. Il
s’agissait de répondre a trois questions : Existe-il un transporteur spécifique pour des
complexes phénoliques-fer ? Le fer li¢ aux composés phénoliques est-il le méme que celui
prélevé par IRT1 ? Les composés phénoliques peuvent-ils a eux seuls réduire le fer ferrique

du milieu sans I’implication de FRO2 ?
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Figure 51 : Les composés phénoliques dans les racines de plantes sauvages et pdr9-2, révélés par
imagerie spectrale couplée a la microscopie confocale.

Des plantes d’Arabidopsis transgéniques p35S:TIP2;3:GFP (marqueur du tonoplaste) dgées de 3
semaines, ont été placées 7 jours en milieu carencé en fer (-Fe) et on été observées en miscroscopie
confocale a 470nm (vert : GFP) et aux UV a 365nm (bleu : composés phénoliques) (A). Des plantes
sauvages (WT) et mutantes pdr9-2 agées de 3 semaines ont été placées 7 jours en milieu carencé en
fer (-Fe) ou sont restées en milieu suffisant en fer (50uM), puis ont été observées aux UV afin de
révéler la présence de composés phénoliques dans les racines. Barres d’échelle = 50um (B). Des
reconstitutions de coupes transversales de racines ont été réalisées a partir de la superposition des
images des coupes longitudinales présentées panel B. Fléches = présence de composés phénoliques
dans les cellules du cortex. Pointillés = représentation des contours des cellules de 1’épiderme (C).




Chapitre V

2. Résultats

2.1 Localisation racinaire des composés phénoliques.

Plusieurs études ont montré une forte accumulation des composés phénoliques dans
les racines des mutants pdr9 (Rodriguez-Celma et al., 2013 ; Fourcroy et al., 2014). Dans le
but d’étudier plus finement la répartition racinaire des composés phénoliques, nous avons
observé par imagerie spectrale au microscope confocal des racines de plantes ayant subi une
carence en fer (Fig. 51). L’ensemble des images obtenues sur des plantes sauvage en carence
en fer montrait une fluorescence marquée dans les vacuoles des cellules épidermiques
comportant des poils racinaires (Fig. 51). Afin de confirmer la localisation vacuolaire des
composés phénoliques, des observations ont été réalisées sur des racines de plantes
transgéniques exprimant un marqueur du tonoplaste (p35S:TIP2;3:GFP) soumises a une
carence en fer (Fig. 51A). Une importante fluorescence a I’intérieur des vacuoles dans les
cellules du cortex et de I’endoderme a été observée, confirmant le stockage vacuolaire de ces
composés. Pour évaluer le role de PDR9 dans la dynamique de la répartition des coumarines,
des racines de plantes sauvages et mutantes pdr9 ont été¢ observées en condition suffisante de
fer ou aprés 7 jours de carence (Fig. 51B). A la différence des plantes sauvages qui
accumulent en condition standard de culture (50uM de fer) les composés phénoliques dans
certaines cellules de 1’épiderme (Fig. 51B et C; WT +Fe), les plantes pdr9 présentent une
fluorescence plus forte dans les cellules allant du cortex jusqu’a celles composant
I’endoderme. Chez ces mutants, une fluorescence est méme observée dans les cellules
composant les tissus vasculaires (Fig. 51B et C ; pdr9-2 +Fe et —Fe). La répartition globale
des composés phénoliques observée dans le mutant pdr9 en condition contrdle (+Fe) est tres
semblable a celle observée dans les racines des plantes sauvages lors d’une carence en fer. En
absence de fer, la répartition des composés phénoliques dans les racines du mutant pdr9 ne
change pas (ou trés peu) comparée a la condition contrdle, seule I’intensité de la fluorescence
est augmentée, et donc la quantité des composés phénoliques stockés dans les vacuoles (Fig.
51B et C). Aucune fluorescence dans 1’épiderme de ces racines n’est observée excepté chez
les plantes sauvages en condition contrdle. Cette observation indique que lors d’une carence
en fer, les composés phénoliques ne sont pas stockés (ou trés briévement) au niveau de
I’épiderme. Cela démontrant que leur sécrétion est concomitante a leur production selon un
flux continu entre synthése au niveau du cortex (et/ou de I’endoderme) et sécrétion au niveau
de I’épiderme. Enfin, ces données suggerent que la sécrétion des composés phénoliques est un

phénoméne complexe qui fait intervenir différents types cellulaires racinaires et probablement
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Figure 52 : Analyse trancriptomique du mutant pdr9-2 : validation des échantillons.

Des plantes d’Arabidopsis sauvages (WT) et mutantes pdr9-2 ont été cultivées en hydroponie durant
3 semaines, puis ont été carencées en fer pendant 3 ou 7 jours. Pour chacune de ces conditions, les
racines ont été récoltées séparément. Les plantes ayant subi 7 jours de carence présentent un
phénotype de chlorose (A). L’accumulation des transcrits de PDR9 (B) et d’IRT1 (C) a été obtenue
par RT-qPCR. Les différences significatives par rapport au jour d’initiation du traitement ont été
déterminées par un test de Student (*= P<0,05, **= P<0,01, ***= P<0,001.)
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plusieurs transporteurs dont les activités sont lies les unes aux autres (mécanismes de

rétrocontrole).

2.2 Analyse transcriptomique des racines du mutant pdr9-2.

2.2.1 Mise en place du systeme expérimental.

Afin d’identifier les acteurs moléculaires responsables de la répartition des composés
phénoliques dans les racines, nous avons appliqué une carence en fer a des plantes sauvages et
pdr9 agées de 3 semaines, puis nous avons prélevé leurs racines 3 et 7 jours apres ’initiation
du traitement. Nous avons ciblé notre analyse sur les racines de plantes cultivées en
hydroponie car c’est dans ces organes que les composés phénoliques sont stockés. Les plantes
carencées en fer durant 7 jours présentent un phénotype de chlorose indiquant que le stress a
bien été ¢établi (Fig. 52A). La quantification des ARNm d’A¢tPDR9 nous a permis (i) de
confirmer la perte de fonction du mutant pdr9, et (i1) de démontrer que le stress était percu par
la plante dés 3 jours apres le début du traitement (augmentation des transcrits dans les plantes
sauvages ; Fig. 52B). Cette dernicre observation a été validée en analysant 1’accumulation des
messagers d’AtIRT1 apres I’établissement du traitement. Les ARNm d’A#/RT1 augmentent en
réponse a la carence en fer pour les 2 génotypes testés, avec une moindre accumulation pour
pdr9-2. Le maximum de 1’accumulation des ARNm est observé comme pour AtPDRY a 3
jours chez le sauvage (Fig. 52C). Ces résultats ont permis de valider le systéme expérimental

que j’ai mis en place pour les analyses transcriptomiques du mutant pdr9-2.

2.2.2 Identification de groupes de genes (clusters) potentiellement impliqués

dans la répartition racinaire des composés phénoliques.

Les données d’expression de nombreux genes identifiés a partir de ’expérience
précédente ont été converties en carte thermique (heat map). Un test Anova a 1% incluant
I’effet du traitement et celui du traitement par rapport a la mutation a été réalisé¢ sur les
données issues des puces a ADN. Cette approche a mis en évidence plusieurs patrons
d’expression, 21 au total. Parmi eux, 2 sous-groupes de geénes présentent des profils
d’accumulation intéressants, c’est-a-dire avec une expression plus forte lors d’une carence en
fer dans les mutant pdr9-2 a 3 jours ou a 3 et 7 jours par rapport aux sauvages (Fig. 53A et B).
En effet, c’est le profil d’expression que nous attendons pour des geénes impliqués dans le
stockage/transport des composés phénoliques lors d’une carence en fer, et dont I’expression

serait induite en réponse a ce stress chez pdr9.
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Figure 53 : Carte thermique des génes différentiellement exprimés entre racines de plantes
sauvages et pdr9-2, soumis ou non a 3 ou 7 jours de carence en fer, constituant les groupes 1 et 2.
Un test ANOVA a 1% incluant I’effet de la mutation et celui du traitement /mutation a été réalisé sur
I’ensemble des données issues de 1’analyse transcriptomique et a permis d’isoler les genes
différentiellement exprimés. Nous nous sommes focalis€és sur deux sous-groupes de genes, dont
I’accumulation des transcrits é€tait induite dans les racines du mutant pdr9-2 en carence en fer par
rapport au sauvage. Les genes composant les sous-groupes ont €été¢ organisés de manicre hiérarchique
(dendrogramme ) en fonction de leurs profils d’expression (A et B).
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Le premier sous-groupe (n°1) représente les genes dont les ARNm sont suraccumulés
a 3 et 7 jours apres le début de la carence en fer. Ce groupe contient 32 genes (Fig. 53A).
Parmi les génes appartenant a ce cluster, plusieurs sont associés a la régulation de 1’expression
des genes en réponse a différents stress. C’est le cas pour JA4Z3 (JASMONATE ZIM-
DOMAIN3) un inhibiteur de MYC2, associé a la signalisation jasmonate (Cf. Chapitre IV §
2.3.3). C’est aussi le cas pour GI (GIGANTEA), un facteur de transcription impliqué dans la
régulation de I’horloge circadienne, la réponse au stress hydrique, et modulant le transport du
cuivre chez les plantes (Ke et al., 2016 ; Perea-Garcia ef al., 2016). Plusieurs transporteurs ont
aussi été identifiés. C’est le cas de NRT1.1/NPF6.3 (NITRATE TRANSPORTER1/ NRT1/ PTR
FAMILY 6.3) ou AMTI1,;3 (AMMONIUM TRANSPORTER 1;3), deux geénes impliqués dans
I’homéostasie de I’azote et dont I’activit¢ module la morphogénése racinaire en fonction du
statut en azote de la plante (Bouguyon ef al., 2016 ; Lima ef al., 2010). Ce cluster contient
aussi le géne CLC-C qui code pour un transporteur tonoplastique (Brini et Masmoudi, 2012)
permettant de séquestrer le CI” dans les vacuoles et dont la fonction semble associée a la
résistance aux stress salins (Jossier ef al., 2010). Enfin, un ensemble de génes particulierement
présents dans ce sous-groupe code pour des glutathiones S-transférases de classe tau ou zeta
(respectivement GSTU19 et GSTZ1 ; Fig. 53A). Ces enzymes sont décrites dans la littérature
comme ¢étant impliquées dans le métabolisme secondaire, ou elles participeraient au stockage
vacuolaire de toxines (détoxification) ou de pigments tels que les flavonoides. Elles
interviennent également dans les réponses au stress (stress oxydatif), ainsi que dans la
translocation de signaux (perception des UV) et le métabolisme primaire (Dixon ef al., 2010).

Le second sous-groupe (n°2) représente les génes dont les ARNm sont suraccumulés 3
jours apres le début de la carence en fer. Ce groupe contient 60 geénes. Plusieurs geénes
potentiellement impliqués dans la répartition des composés phénoliques dans les racines ont
¢été identifiés. Parmi eux, il y a des génes codant des GST de classe fau (GSTU 1, 8 et 6) qui,
comme nous 1’avons vu pourraient étre potentiellement impliquées dans la relocalisation des
coumarines dans la racine. Ce sous-groupe contient également MRP2 (MULTIDRUG
RESISTANCE-ASSOCIATED PROTEIN 2) qui code pour un transporteur de type ABC
permettant notamment le stockage vacuolaire de I’arsenic (Song et al., 2014) et ALFS5
(ABERRANT LATERAL ROOT FORMATION 5), un transporteur d’efflux de type MATE
(MULTIDRUG AND TOXIN EXTRUSION) fortement exprimé dans I’épiderme racinaire, et

impliqué dans la tolérance des plantes a certaines toxines (Diener et al., 2001).
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AGI Nom
At3g59140 ATMRP14, MRP14, multidrug resistance-associated protein 14
At3g21250 ATMRP6, MRP6, multidrug resistance-associated protein 6
At3g23560 ALF5, MATE efflux family protein
At5g10820 Maijor facilitator superfamily protein
At2g34660 ATMRP2, EST4, MRP2, multidrug resistance-associated protein 2
At59g23810 AAP7, amino acid permease 7
At3g45720 NPF, NRT1/PTR Family protein
At5965380 MATE efflux family protein

Tableau 3 : Liste des geénes candidats potentiels pour la distribution des composés phénoliques dans les
racines.

Parmi les 2 groupes de génes significativement différents chez pdr9-2 par rapport au sauvage, une liste de
transporteurs candidats potentiels est présentée dans ce tableau (Cf. Fig. 53).
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2.2.3 Les transporteurs candidats pour la distribution des composés

phénoliques.

L’approche transcriptomique a mis en évidence une grande variation de profils
d’accumulation des ARNm pour de nombreux génes. Afin de mettre en place une analyse plus
ciblée, une liste de transporteurs extraits des sous-groupes de génes exprimés de manicre
significativement différente chez pdr9-2 en carence en fer par rapport au sauvage (condition
controle ou carence en fer), ou par rapport a pdr9-2 en condition controle (Cf. §2.2.2) est
présenté dans le tableau 3. Cette liste comprend 8§ transporteurs appartenant a 6 groupes
différents :

- MULTIDRUG RESISTANCE-ASSOCIATED PROTEIN (MRP 2, 6, et 14),

- MAJOR FACILITATOR SUPERFAMILY

- AMINO ACID PERMEASE (AAP?7)

- NRT1/PTR FAMILY (NPF, At3g45720)

- MULTIDRUG AND TOXIN EXTRUSION (MATE, At5g65380)

- ABERRANT LATERAL ROOT FORMATION (ALF5)

D’un point de vue plus global, cette analyse transcriptomique montre que de

nombreux genes (candidats), potentiellement associés au transport et a la distribution des

composés phénoliques sont induits en réponse a la carence en fer et dans le mutant pdr9-2.
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2.3 PDRY et IRT1/FRO2, une seule machinerie pour I’assimilation du fer.
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Facilitated Fe Nutrition by Phenolic Compounds
Excreted by the Arabidopsis ABCG37/PDR9
Transporter Requires the IRT1/FRO2 High-Affinity
Root Fe** Transport System

Dear Editor,

Iron (Fe) is an essential metal nutrient for plant productivity and
plant product quality (Briat et al., 2015). Fe exists under two
forms, ferrous (Fe®*) or ferric (Fe*), and is very reactive with
oxygen, explaining why Fe plant nutrition is dependent upon
both Fe chelation and Fe reduction. Fe availability in the soil is
pH dependent, this metal being particularly insoluble in its ferric
form in calcareous soils, representing one-third of the world’s
cultivated soils. Consequently, plants grown on these soils, in
particular non-graminaceous plants, often suffer from Fe defi-
ciency, which alters their growth.

In response to Fe shortage, these plants have evolved a
reduction-based mechanism to mine Fe from the soil. In
Arabidopsis, Fe(lll) chelates are reduced by the root FERRIC
REDUCTION OXIDASE 2 (FRO2) activity, and the generated
Fe?* is subsequently transported across epidermal cells through
the IRON-REGULATED TRANSPORTER 1 (IRT1) (Robinson et al.,
1999; Vert et al., 2002; Brumbarova et al., 2015). In addition to this
transport system anchored at the root epidermal cells, it was
reported that Fe nutrition was facilitated by the synthesis and
excretion of phenolic compounds (aromatic molecules issued
from plant secondary metabolism) in red clover (Jin et al.,
2007), belonging to the coumarin subfamily (i.e. plant-derived
phenylpropanoids characterized by a 2H-1-benzopyrane-2-one
backbone) as recently characterized in Arabidopsis (Rodriguez-
Celma et al., 2013; Fourcroy et al., 2014; Schmid et al., 2014).
In Arabidopsis, feruloyl coenzyme A 6'-hydroxylase 1 (F6'H1)
has been shown to be a key enzyme for the synthesis of these
phenolics in response to Fe deficiency, and the ABCG37/PDR9
transporter is responsible for their secretion in the external
medium (Rodriguez-Celma et al., 2013; Fourcroy et al., 2014;
Schmid et al., 2014). Both the F6'H71 and ABCG37/PDR9 genes
are transcriptionally induced in response to Fe deficiency by
the same transcription factor (FIT1, FE-DEFICIENCY INDUCED
TRANSCRIPTION FACTOR 1) as the IRT1 and FRO2 genes en-
coding the high-affinity Fe®* transport system (Rodriguez-
Celma et al., 2013; Schmid et al., 2014). In red clover, these
phenclics were able to remobilize Fe(lll) trapped in the cell wall
(Jin et al, 2007). In Arabidopsis the root exudates of Fe-
deficient plants were able to mobilize 17-fold more Fe (present
as Fe hydroxide at alkaline pH) than exudates of Fe-sufficient
plants, and this was almost abolished in exudates from Fe-
deficient f6'h1 mutant plants (Schmid et al.,, 2014). The Fe(lll)
mobilization capacity of these root exudates was associated
with the formation of Fe(lll) complexes with catechols (aromatic
compounds containing a 1,2-dihydroxybenzene moiety allowing

the formation of stable complexes with various di- and trivalent
metal ions), and was significantly decreased after passing
through a Sep-Pak C18 column (Schmid et al., 2014). Sep-Pak
C18 columns are used to adsorb hydrophobic molecules from
aqueous solutions, including phenolic compounds (Fourcroy
et al, 2014). It has been therefore hypothesized that the
increased secretion of phenolics by Fe-deficient plants could
help to mobilize Fe(lll) precipitates found in calcareous soils. In
red clover, Jin et al. (2007) reported that the ferric reductase
activity and acidification of the medium (two well-known
responses of non-graminaceous plants to Fe deficiency) were
increased upon phenolics removal from the culture medium,
leading these authors to conclude that enhanced reductase
and proton extrusion are likely not involved in taking up cell wall
Fe(lll) solubilized by secreted phenolics.

This raised the question of the mechanism(s) by which secreted
phenolics facilitate Fe nutrition of Fe-deficient plants. If it is well
established that these coumarin derivatives could act by
chelating Fe(lll) (Jin et al., 2007; Schmid et al., 2014), it remains
to be determined, as suggested by Rodriguez-Celma and
Schmidt (2013), whether or not: (1) the resulting complexes
could be translocated into the roots through the activity of an
unknown transporter present at the plasma membrane of root
epidermis cells, (2) the resulting complexes could be used as
substrate for the FRO2 reductase, or (3) that coumarins could
reduce Fe(lll) to Fe(ll).

To discriminate between these three possibilities, we have set up
an experimental design (Supplemental Figures 1 and 2) in which
root exudates from Fe-deprived Arabidopsis plants were used to
complement growth defects associated with the presence of a
low amount of Fe in a poorly available form for plants (FeCls at
alkaline pH, in the culture media).

In this experiment, 4-week-old Arabidopsis wild-type, fro2,
and irt1 plants were transferred for 7 days to media deprived of
Fe. As expected, this led enhanced expression of the /RT7 and
FROZ2 genes encoding the high-affinity root Fe?* transport sys-
tem and of the ABCG37/PDR9 gene encoding the phenolic trans-
porter (Figure 1A-1C and Supplemental Figure 1). Following this
treatment, plants from each genotype were divided into five
pools, each of them being transferred to a different culture
medium (Supplemental Figure 2 and Figure 1D). Medium
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Figure 1. The Positive Effect of Secreted Phenolic Compounds on Fe Acquisition Requires the FRO2 Reductase and the IRT1

Transporter.

(A-C) Quantitative RT-PCR analysis of the IRT7 (A}, FRO2 (B}, and ABCG37/PDRS (C) mRNA levels measured in roots of wild-type (Wt), and irt7 and fro2
loss-of-function mutants prior and 4 and 7 days after iron deprivation (-Fe).
(D) Wt, irt1, and fro2 rosette phenotype after 10 days of treatments (Supplemental Figure 2). Arrowheads in magenta indicate leaves that were sampled for
chlorophyll measurements (i.e. same leaf rank for all genotypes and treatments).
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supplemented with Fe(lll)-EDDHA (Fe form easily assimilated by
the plant) was used as positive control, whereas media deprived
of Fe or supplemented with FeCl; at pH 7.5 were used as negative
controls. Lastly, growth media from Fe-deprived Arabidopsis
wild-type plants supplemented with FeCl; at pH 7.5, filtered or
not through a Sep-Pak C18 column, were assayed (i.e. deprived
or not deprived of root phenolic exudates, respectively;
Supplemental Figure 1). Because it is known that chlorophyll
content is correlated with the amount of iron present in the
plant, chlorophyll measurement is an appropriate indicator of
the iron status of the plant (Thoiron et al., 1997). Therefore,
after 10 days of growth in these different media, Fe status of
each genotype was assessed through the measurement of
chlorophyll contents (Figure 1E). As expected, and regardless
of the genotype, the plants grown on Fe(lll)-EDDHA displayed a
higher chlorophyll content than plants grown on growth media
lacking Fe or supplemented with FeCl; at pH 7.5. We also
confirmed that wild-type plants grown on growth medium from
Fe-deprived Arabidopsis plants supplemented with FeCl; at pH
7.5displayed a chlorophyll content comparable with that in plants
grown on excess Fe(lll)-EDDHA. Conversely, when wild-type
plants were grown using the same growth medium but filtered
through a Sep-Pak C18 column, the measured chlorophyll con-
tent was comparable with that of plants grown in the absence
of Fe, or in the presence of FeCl; at pH 7.5. This observation
confirmed the role played by the phenolic compounds present
in root exudate of Fe-deprived Arabidopsis plants in remobilizing
insoluble Fe(lll) chelates present in the growth media. In contrast,
the chlorophyll content measured for irt7 and fro2 mutant plants
grown on growth medium from Fe-deprived Arabidopsis plants
supplemented with FeCl; at pH 7.5 filtered on a Sep-Pak C18
column was undistinguishable from that in plants grown on the
unfitered medium (Figure 1E). This latter observation indicates
that the IRT1/FROZ2 high-affinity root Fe®* transport system is
necessary for the plant to assimilate the insoluble Fe(ll)
present in the growth medium that is remobilized by the
phenclic compounds present in the root exudate.

The involvement of the phenolic compounds present in the
root exudate in remobilizing the insoluble Fe(lll) present in the
growth medium is unambiguous; however, it cannot be ruled
out that additional molecules could play a role in this process,
because of the properties of Sep-Pak C18 columns which are de-
signed to non-specifically adsorb hydrophobic molecules from
aqueous solutions.

In conclusion, the positive effect of secreted phenolic com-
pounds on Fe acquisition requires the FRC2 reductase and
the IRT1 transporter. Here, we demonstrate that the function of
these molecules for Fe nutrition is to facilitate Fe(lll) availability
for the FRO2 reductase to generate Fe®* that will be then trans-
ported through IRT1 activity (Figure 1F). The contribution of the
phenolics to Fe(lll) reduction is unlikely because they do not
complement the fro2 mutation, and the existence of a putative
Fe(lll)-phenolic complex transporter is also improbable because
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a functional IRT1 is required to observe the positive effect of
the phenolics on Fe nutrition (Figure 1D-1F).
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Figure $1. Preparation of growth media (GM) from wild type plant subjected to iron (Fe) deprivation. Wild type
{Columbia) Arabidopsis plants were hydroponically grown using the Hoagland nutnent solution for 4 weeks (in
presence of 25 uM of Fe(lll}-EDTA), and were then transferred to fresh media containing either 25 pM of Fe{lll}-EDTA
({control condition) or deprived of Fe. 4 days after the beginning of the freatments, roots of a subset of plants were
collected, from which guantitative reverse transcription-polymerase chain reaction (gRT-PCR) analysis of the IRTY,
FRO2 and FDRY mRNA levels were carried out. The observed increased transcript abundance for these 3 genes in
response to Fe deprivation was ensuring that the stress was successfully applied. After 7 days of culture, growth
medium (GM) of the remaining plants grown in the absence of Fe was collected, filtered (0.2 pm pores - removal of
microorganisms), supplemented with 10 pM of FeCl;, and the pH was adjusted to 7.5 (using HEPES as buffering
agent) (blue circle 1). Half of the medium was then filtered through a Sep-Pak C18 column in order to remove the
phenolic (i.e. coumarins) compounds present in root exudates (blue circle 2). Both media were then stored at 4°C
before. Blue amows: phenolic exudates; red dots: Fe in a low solubility form (FeCl; at pHT .5).
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Figure S2. Experimental design used to demonstrate that the positive effect of secreted phenolic compounds
on Fe acquisition requires the FRO2 reductase and the IRT1 transporter. Wild type, irt1 and fro2 (all in Columbia
background) Arabidopsis plants were hydroponically grown using the Hoagland nutrient solution for 4 weeks (in
presence of 25 uM of Fe(lll)-EDTA), and then transferred to fresh media deprived of Fe for an additional week. Plants
were then separated into 5 pools, and transferred to 5 different media for an additional 10 days. At the end of the
experiment, plants were collected and chlorophyll content measured. GM: growth media described in Figure S1. Blue
arrows: phenolic exudates; red dots: Fe in a low solubility form (FeClz at pH7.5).
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3. Discussion

La caractérisation du mutant pdr9 a permis de mettre en évidence qu’il existait une
dynamique au niveau spatiotemporel des composés phénoliques dans les racines des plantes
en réponse a la carence en fer. Avant cette étude, cette dynamique n’était pas soupgonnée.
L’hypothese étant que les composés phénoliques étaient synthétisés 1a ou ils étaient excrétés,
c’est a dire au niveau de 1’épiderme. Ces composés phénoliques sont fluorescents aux UV et
sont amassés dans les vacuoles des cellules racinaires au niveau de la zone de maturation (Fig.
51A). En condition de fer suffisant, les coumarines s’accumulent dans les vacuoles des
cellules de I’épiderme et plus spécifiquement dans celles qui deviendront des poils absorbants
(Fig. 51B). En carence, ces cellules excrétent les composés dans le sol via PDR9Y, et c’est
alors que leur production augmente dans la zone du cortex et de ’endoderme (Fig. 51B et C).
Il est a noter que cette production passe par une €tape faisant intervenir le compartiment
vacuolaire, probablement afin d’éviter une suraccumulation de ces composés dans la cellule
qui serait toxique pour cette derni¢re. Dans le cas des mutants pdr9 en condition suffisante en
fer, les composés sont absents de 1’épiderme, en revanche, ils s’accumulent comme chez le
sauvage en carence, c’est-a-dire dans la zone du cortex et de ’endoderme (Fig. 51B et C).
Cela semble indiquer que la perception du mutant pdr9 (indépendamment de la concentration
en fer dans le milieu) pour la répartition des coumarines est similaire a celle de la plante
sauvage carencée en fer. Or chez un mutant pdr9 en condition contrdle, les mécanismes
moléculaires de réponse a la carence ne sont pas induits (Fig. 52C). Prises dans leur ensemble,
ces observations laissent a penser que I’activit¢ de PDR9 (au travers de 1’accumulation des
composés phénoliques au niveau de 1’épiderme) exerce un rétrocontrole sur les mécanismes
de transport des composés phénoliques, de leur lieu de production vers celui de leur excrétion.
Ce type de rétrocontrdle a déja été décrit pour d’autres métabolites secondaires associées a la
voie des phénylpropanoides. Il a par exemple été montré qu’une dérégulation de 1’activité des
genes spécifiquement dédiés a la biosynthése des tannins dans la graine d’Arabidopsis
thaliana affectait en retour 1’expression des geénes (situés en amont) impliqués dans la
biosynthése des précurseurs nécessaires a la production des tannins (Dubos et al., 2008).

La nutrition en fer via les composés phénoliques dépend des mécanismes de
prélevement gouvernés par IRT1 et FRO2 (Cf. article §2.3). Toutefois, le lien réciproque n’est
pas ¢établi. Les données bibliographiques indiquent que F6'HI et PDRY sont
transcriptionnellement induits par le facteur de transcription FIT, tout comme FRO?2 et IRT]

(Rodriguez-Celma et al., 2013). Ce constat laisse donc a penser que FIT gouvernerait le
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prélevement du fer en impliquant sa solubilisation par les composés phénoliques. Une
nouvelle fois, la dynamique et la complexité des réponses moléculaires a la carence en fer
sont mises en évidence. FIT est actuellement le seul facteur de transcription de type bHLH
induit transcriptionnellement en carence en fer indépendamment des mécanismes gouvernés
par BTS et les bHLH du sous-groupe IVc. 1l est méme établi que FIT, en réponse a la carence
en fer, induit transcriptionnellement NAS4, alors que dans un méme temps PYE 1’inhibe
(Palmer et al., 2013). La sensibilit¢ du mutant perte de fonction nas4 sur des sols alcalins
pourrait témoigner du lien entre les composés phénoliques et les réponses modulées par FIT.
En lien avec ces données, il a ét¢ montré que comme pour le géne NAS4, MYB72 est
responsable de 1’induction transcriptionnelle de PDR9 (Zamioudis et al., 2014). Dans cette
méme voie, un autre géne impliqué dans la sécrétion des composés phénoliques en réponse a
la carence en fer a aussi était décrit comme étant une cible de MYB72. 11 s’agit de BGLU42,
un géne codant une B-D-Glucosidase de la famille GH1 (Glycoside Hydrolase 1) impliqué
dans la glycosylation des composés phénoliques (Garcia et al., 2010). Cette étape pourrait
notamment mener a leur excrétion. MYB72 (comme MYB10, son homologue fonctionnel) est
une cible de FIT (Palmer ef al., 2013), il n’est donc pas exclu que 1’expression de F'6 ’HI soit
régulée par ce facteur de transcription. Par ailleurs, MYB72 agit de mani¢re redondante avec
MYBI10 pour réguler I’expression de NAS4. 1l serait donc intéressant de réaliser une analyse
d’accumulation des transcrits pour PDR9 et la F6’HI chez le double mutant myb10myb72. En
effet, cela permettrait d’évaluer I’importance relative de ces deux facteurs de transcription
dans D’expression de PDRY et de la F6’HI. Ces expériences permettraient potentiellement
d’intégrer les régulations de la voie de synthése et d’excrétion des composés phénoliques au
transport longue distance du fer impliquant NAS4, et plus généralement aux mécanismes
moléculaires qui gouvernent I’homéostasie du fer.

L’analyse transcriptomique a montré que I’expression de nombreux geénes était
modifiée dans le mutant pdr9 (Fig. 53A et B). Parmi les génes identifiés, plusieurs codaient
pour des glutathiones S transférases (GSTs). Les GSTs participent a la détoxification des
cellules en catalysant 1’assemblage du glutathion (GSH) avec des molécules toxiques
¢lectrophiles. Cette fonction est notamment rencontrée pour les métaux lourds afin de les
stoker dans les vacuoles ce qui, d’un point de vue global, modifie la distribution du fer dans la
plante (Mendoza-Coézatl et al ., 2008). Par ailleurs, les GST interviennent également dans la
séquestration vacuolaire des anthocyanes (Alfenito et al., 1998). Ces enzymes ont aussi une
activit¢ de peroxydase (détoxification de 1’H,O,) ou d’isomérase (comme pour la

thiadiazolidine par exemple) afin de protéger la cellule (Jablonkai et al. 1997). L’ensemble de
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Figure 54 : Mod¢le hypothétique représentatif de la dynamique des composés phénoliques en
fonction de la disponibilité en fer du sol. En condition contréle (+Fe), les plantes accumulent
faiblement les composés phénoliques dans la vacuole des cellules de I’épiderme racinaire. Les
précurseurs des composés phénoliques excrétés sont transportés depuis la zone ou se développent les
tissus vasculaires vers le cortex et I’épiderme, selon un mécanisme encore inconnu. C’est au niveau du
cortex et de 1I’épiderme que prend place la premicre étape spécifique a leur biosynthése, catalysée par
la F6’H1. En situation de carence, toute la voie de synthése va étre induite, depuis la CCoAOMT1
localisée dans les tissus vasculaires jusqu’a la F6’HI. De la méme maniére BGLU42 et PDR9 sont
induits au niveau de I’épiderme afin de, respectivement glycosyler et excréter les composés
phénoliques dans le milieu. Enfin, lorsque la carence est prolongée (--Fe), ces composés semblent se
relocaliser dans les cellules du cortex et de ’endoderme. 1’épaisseur des fléches correspond a
I’intensité supposée du flux de composés phénoliques au travers des tissus/cellules de la racine. Le

format du caractére employé pour nommer les enzymes correspond au taux d’activité supposé de ces
dernieres.



Chapitre V

ces fonctions nous suggérent fortement que les GSTs interviendraient dans le stockage
vacuolaire des coumarines. D’autre part, plusieurs types de transporteurs ont également ¢été
identifiés. C’est par exemple le cas de trois transporteurs de type MRPs, dont I’expression est
fortement induite dans le mutant pdr9. Ces transporteurs sont impliqués dans la translocation
de composés secondaires glutathionés (comme les anthocyanes) dans les vacuoles des plantes
(Martinoia et al., 1993 ; Yazaki 2006). Les MRPs interviendraient donc en aval des GSTs
pour transporter les composés phénoliques glutathionés dans les vacuoles des cellules,
notamment au niveau du cortex. Dans notre expérience, il est probable que les GSTs couplés
aux transporteurs de type MPRs servent au maintien de 1’intégrité cellulaire en évitant aux
coumarines d’étre suraccumulées dans le cytoplasme et d’engendrer des réactions néfastes
pour la cellule. Le systéme de rétrocontrdle potentiel, impliqué dans 1’induction des
mécanismes de stockage des composés phénoliques dans les vacuoles du mutant pdr9, reste a
étre identifié et pourrait impliquer la voie GST/MRP.

Parmi les génes codant pour des transporteurs que nous avons identifiés, CIC-C
semble étre un candidat particulierement intéressant. Principalement exprimé dans les cellules
de garde et le pollen, il I’est également faiblement dans les racines et plus particulierement
dans les cellules du cortex ou de I’épiderme (Jossier et al., 2010). L’expression de C/C-C est
induite chez le mutant pdr9-2, ce qui suggere qu’il pourrait contribuer a la répartition des
composés phénoliques en modulant le potentiel de turgescence de certaines cellules. En effet,
ce transporteur vacuolaire indispensable a I’homéostasie du CI interviendrait par exemple
pour charger les vacuoles des cellules de 1’épiderme en CI', ce qui augmenterait leur potentiel
de turgescence et orienterait les composés phénoliques vers I’intérieur de la racine. Un autre
transporteur, At3g45720, membranaire cette fois, pourrait contribuer a cette voie en
transloquant du Cl” de cellule a cellule (Li et al., 2015). En paralléle a ces mécanismes
osmotiques, plusieurs transporteurs identifiés pourraient intervenir dans la répartition des
composés coumarines (Tableau 3). ALF5 et At5g65380, deux transporteurs de type MATE
serviraient eux a extraire les composés phénoliques afin qu’ils ne s’accumulent pas dans
certaines cellules (Diener et al., 2001). Au vu de leurs domaines d’expression, ALFS5
permettrait le déchargement des cellules de 1’épiderme pendant que At5g65380 gérerait celui
de certaines cellules du cortex ou de I’endoderme. Ainsi le fonctionnement des cellules
épidermiques, siege de I’absorption minérale, ne serait pas bouleversée par I’accumulation de
composés phénoliques dans le cytoplasme.

Un ensemble d’hypothéses sur les flux intercellulaires racinaires est représenté dans le

modele présenté Figure 54. Lorsque la plante se développe sur un milieu suffisant en fer, les
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composés phénoliques synthétisés dans les cellules internes des racines par la CCoAOMT1
vont étre accumulés dans la vacuole de certaines cellules de I’épiderme pour permettre
ponctuellement la solubilisation du fer. Aucune fluorescence n’étant observée (des cellules
vasculaires jusqu’a celles composant le cortex) et connaissant le domaine d’accumulation de
la F6’H1, nous supposons que ce sont les précurseurs des composé€s phénoliques (les
Feruloyl-Coa), qui transitent (Fig. 54). Il est trés probable que la F6’H1 soit active dans le
cortex, ce qui impliquerait un transport des coumarines vers les cellules de 1’épiderme. Dans
la configuration ou la plante se développe sur un milieu dépourvu de fer (-Fe), les composés
phénoliques vont étre glycosylés par BGLUA42 et excrétés par PDRY dans le sol. Cette carence
en fer va induire 1’expression de BGLU42, PDRY, F6’HI et CCoAOMTI, geénes codant les
acteurs de la synthése ou de I’excrétion des coumarines. Lors d’une carence plus marquée ou
plus longue (--Fe), les composés sont suraccumulés dans les vacuoles des cellules du cortex et
de I’endoderme. Le fait qu'une fluorescence soit observée a cette localisation implique qu’il
existerait un mécanisme « d’internalisation » de ces composés phénoliques vers des couches
cellulaires plus internes. Cette supposition n’est valable que si on fait I’hypothése que les
composés phénoliques visualisés en imagerie spectrale sont les composés excrétés et non pas
leurs précurseurs. Pour y répondre, il serait intéressant de réaliser des observations en
imagerie spectrale sur les mutants f6°'hl, ccoaomtl et bglu42. Ainsi, si le mutant f6’hl
présente le méme phénotype en imagerie spectrale que pdr9, cela signifierait que les
fluorescences observées sont témoins des précurseurs, et non des coumarines elles-mémes.
Enfin, en parallele a ce travail, 1’utilisation de cette méme approche pour les mutants des
transporteurs identifiés dans I’approche transcriptomique pourrait permettre d’identifier ceux

qui- ont un r6le dans la  distribution des composés  phénoliques.
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Discussion et perspectives

Au début de ma these, I’étude de la nutrition ferrique chez les plantes se scindait en
deux études bien distinctes. La premicre s’intéressait aux mécanismes des plantes pour faire
face a la carence en fer, et la seconde portait sur leurs réponses a I’exces afin d’éviter le stress
oxydatif. Au cours de mes recherches, j’ai mis en place une étude intégrant a la fois la carence
et I’exces afin de comprendre au mieux I’homéostasie ferrique des plantes. Mes travaux de
thése contribuent a la compréhension des processus modulant a la fois 1’acquisition, la
distribution et le stockage du fer chez la plante. Cette partie de discussion générale vise a
soulever les nouvelles questions apportées et les perspectives a mettre en place pour la

continuité scientifique de mon projet de recherche.

1. L’homéostasie du fer chez Arabidopsis.

La principale découverte de mon travail de these est I’identification d’ILR3 comme un
régulateur global de la nutrition ferrique. Ce facteur de transcription était connu pour jouer un
role direct dans I’acquisition du fer par les racines, en induisant transcriptionnellement /R7'/
et FRO2 via les facteurs de transcription bHLHs du sous-groupe Ib (Fig. 55 ; Zhang et al.,
2015). Mon travail a mis en évidence que ILR3 intervient également dans I’inhibition
transcriptionnelle des geénes des FERs et des V'TLs dans le but de moduler la répartition en fer
dans I’organisme. C’est I’assemblage d’ILR3 avec ses partenaires protéiques qui semble
déterminer la spécificité de ses cibles, et par conséquent influe sur la balance entre 1’activation
du prélevement et la répartition cellulaire du fer (Fig. 55). Parmi les interactants connus
d’ILR3, PYE est le candidat le plus évident pour co-inhiber certaines des cibles
transcriptionnelles d’ILR3, comme les FERs ou les VTLs. PYE est fortement induit en réponse
a la carence en fer et il code pour un inhibiteur transcriptionnel de FRO3, NAS4 et ZIF1 (Long
etal., 2010).

Indépendant transcriptionnellement, mais intégré aux mécanismes régulés par ILR3,
FIT a un rdle considérable dans la nutrition ferrique. En effet, alors qu’il interagit avec les
bHLHs du sous-groupe Ib pour induire /R7/ et FRO?2 (gouvernant I’acquisition), FIT induit
transcriptionnellement la voie de solubilisation du fer via ’activation de la F6’HI, BGLU42,
et PDRY (Fig. 55). Ces derniéres régulations pourraient se mettre en place par 1’intermédiaire
de MYB10 et MYB72 qui sont également capables d’induire transciptionnellement NAS4. Par
ailleurs, FIT a été identifi¢ comme interagissant physiquement avec ZAT12 (dont le géne est
induit aprés un exces de fer) afin de le mener a sa dégradation (Le et al., 2016). Cette

découverte renforce I’existence de I’intégration moléculaire des mécanismes de réponse a la
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carence en fer et ceux de I’exceés couplés aux ROS chez les plantes. Plusieurs questions
restent cependant a élucider pour mieux interpréter les interactions géniques qui maintiennent
I’homéostasie du fer.

Elles concernent particulierement les régulations spatio-temporelles régissant notre
modele d’étude a travers ’ensemble de la plante. Les génes des bHLHs composant le sous-
groupe IVc (bHLH34, bHLH104, bHLHIO5/ILR3) sont exprimés dans les cellules
périvasculaires des racines et des partie aériennes (Zhang et al., 2015 ; Li et al., 2016). Leurs
cibles transcriptionnelles, les quatre bPHLH Ib (bHLH38, bHLH39, bHLHI100, bHLH101) sont,
elles, exprimées dans les parties aériennes et dans les racines de la zone allant de I’endoderme
vers I’épiderme. Ce premier point met en ¢évidence qu’un mécanisme moléculaire non
identifi¢ viendrait activer transcriptionnellement les bHLH Ib en condition de carence. Des
analyses ChIP-qPCR ont montré un lien direct entre les bHLH IVc et les promoteurs de leur
cible, les PHLH Ib (Zhang et al., 2015). Cette observation indique que les bHLH IVc ont tres
probablement la capacité de migrer de cellules a cellules pour activer 1’expression de leurs
cibles. Ce type de migration entre cellules a déja ét¢ décrit pour la formation des poils
absorbants. En effet, le déplacement de facteurs bHLH IIf (b HLH1/GL3, bHLH2/EGL3,
bHLH12/MYC1) entre les cellules de I’épiderme joue un rdle central dans la détermination du
devenir de ces dernieres (Bernhardt et al., 2004 ; Grierson et al., 2014). La méme suggestion
est a faire concernant 1’induction des génes /RT1 et FROZ2 dans les cellules de I’épiderme par
les bHLH Ib. En effet, I’expression de ces derniers se situe essentiellement au niveau du
cortex, et ponctuellement dans 1’épiderme (Wang et al., 2007). Cependant, la localisation
préférentielle au niveau du cortex de ces facteurs de transcription suggere qu’ils pourraient
avoir une fonction au niveau de cette localisation. En lien avec mes travaux, il est cohérent de
se demander si les bHLH Ib ne joueraient pas un réle dans la répartition des composés
phénoliques, comme c’est le cas pour leur interactant protéique FIT. Cette question qui reste
ouverte pourrait se vérifier facilement par I’observation microscopique des racines des
mutants pour les bHLH Ib.

Actuellement, la/les voie(s) d’induction transcriptionnelle en carence en fer activant
les bHLH IVc (contenant ILR3) et BTS n’est/ne sont pas identifiée(s). Il est possible que ces
mécanismes transcriptionnels inconnus ciblent a la fois les bPHLH IVc, BTS, les bHIH Ib et
FIT. En supposant que I’induction de ces génes soit dépendante des mémes mécanismes, il
serait intéressant de présenter un alignement de leurs promoteurs afin d’identifier les
séquences cis conservées. Ainsi, des candidats potentiels en trams pourraient étre

potentiellement identifiés. D’autres analyses bioinformatiques reposant sur des études
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d’expression large échelle pourraient aussi €tre mises en place pour identifier des genes
potentiellement inducteurs en condition de carence en fer (Krouk et al., 2010 ; Vidal ef al.,
2013). Cependant, compte tenu de leur position tres en amont dans la cascade de régulation
transcriptionnelle de la réponse a la disponibilité en fer, il est probable que les mécanismes
impliqués soient plutdt de niveau post-traductionnel.

Notre modele de régulation a été établi a partir de liens moléculaires publiés ou
démontrés durant ma these, et se focalise essentiellement sur la racine. Or I’ensemble des
acteurs précédemment cités sont également exprimés dans les parties aériennes (Wang ef al.,
2007 ; Zhang et al., 2015, Li et al., 2016 ; Selote et al., 2015). Ces données suggerent que
notre schéma de régulation se met en place dans les parties aériennes de la plante, ce qui pose
de nouvelles questions, notamment sur le role des bHLH Ib dans ces organes. En effet, si ces
facteurs de transcription sont impliqués dans 1’acquisition du fer présent dans le sol par les
racines, leur role dans les parties aériennes reste a ¢lucider.

Enfin, ’aspect temporel n’est pas pris en compte dans notre modele. Au vu de la
complexité des mécanismes et des découvertes contradictoires (BTS dégrade ses cibles en
carence en fer ; NAS4 est induit et réprimé en réponse a la carence), il est certain qu’une part
dynamique et temporelle intervient dans notre modéle de régulation. Pour caractériser
cinétiquement notre modele, des traitements a la Cycloheximide (blocage de la traduction)
pourraient €tre mis en place dans différents fonds mutants, en fonction de différentes
cinétiques de carence en fer. Toutefois, ce genre d’approche semble trés complexe car de
nombreuses voix, faisant intervenir beaucoup d’acteurs, interviennent et maintiennent la

stabilité de I’homéostasie.

2. Les régulations des voies de nutrition minérale présentent des
mécanismes similaires.

La nutrition minérale des végétaux repose sur des acteurs moléculaires clefs qui vont
intégrer a la fois la disponibilité pour le végétal en un nutriment donné et le statut nutritionnel
de la plante pour ce méme nutriment. Le réle de ces intégrateurs est d’éviter toute carence ou
exces, néfastes pour [’organisme. Non seulement pour la nutrition ferrique (citée
précédemment), on trouve aussi le cas pour ’homéostasie du phosphate ou le facteur de
transcription PHR1 joue un réle central (Briat ef al., 2015b). Dans le cas d’une carence en
phosphate, PHR1 est sumoylé par I’E3 SUMO (Small Ubiquitin-like MOdifier) ligase SIZ1

afin d’activer les génes associés a la réponse a cette carence (Miura et al., 2005). Dans le cas
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d’une perception suffisante en phosphate, les protéines SPX1 et 2 (SPX domaine 1 et 2)
interagissent avec PHR1, I’empéchant d’induire transcriptionnellement ses cibles (Wang et
al., 2014). PHR1 régule également en partie ’homéostasie du fer en induisant 1’expression
d’AtFERI en réponse a une carence en phosphate (Bournier ef al., 2013). Ce constat place
PHR1 avec le phosphate au méme niveau que ILR3 avec le fer, et permet de mettre en
évidence I’interaction moléculaire entre les deux voix nutritionnelles. D’autres intégrateurs
associés a la nutrition minérale ont été caractérisés, c’est le cas par exemple pour la nutrition
azotée ou le transporteur NPF6.3 (NRT1/ PTR FAMILY 6.3) joue a la fois le role de
transporteur et de senseur (Liu ef al., 2015). C’est plus particuliérement sa phosphorylation
dépendante du statut azoté qui va moduler son activité. De plus, ce transporteur est retrouvé
dans I’analyse du transcriptome de pdr9, ce qui démontre 1’existence d’un lien entre la
nutrition azotée et la carence en fer via les composés phénoliques. D’autres mises en
¢vidence d’intégrateurs ont été proposées pour la régulation de 1’homéostasie de micro-
nutriments tels que le cuivre ou le zinc (Penarrubia et al., 2015 ; Bouain et al., 2014). De
manicre tres intéressante, 1’expression de PHRI et BTS est induite en réponse a une carence
en zinc, ce qui semble indiquer qu’ils puissent jouer un role plus large dans le contrdle de
I’homéostasie entre plusieurs nutriments (Bouain et al., 2014 ; Kobayashi et al., 2013).
Lorsque I’on considére I’homéostasie du fer, il faut garder a 1’esprit que I’ensemble du
transport se met en place de maniére aspécifique, c’est-a-dire qu’au méme titre que le fer, un
panel de micronutriments est transité par les mémes acteurs a 1’échelle de la cellule comme
dans la plante enti¢re (Bashir et al., 2016 ; Palmer ef al., 2013). Ce constat, en plus de mettre
en ¢évidence I'importance des intégrateurs, confirme la dépendance des différentes
homéostasies minérales.

Le contrdle de I’équilibre d’un nutriment chez les plantes impliquent (i) le transport
membranaire du nutriment du milieu extérieur vers l’intérieur de la plante, (ii) une ou
plusieurs protéine(s) « senseur(s) » du statut minéral (iii) et des voies de régulation du
transport ou du stockage du nutriment. Comme nous 1’avons vu, certaines protéines semblent
étre impliquées dans le contrdle de 1’homéostasie de plusieurs nutriments. Il serait donc
intéressant de caractériser plus en détail ces liens moléculaires et physiologiques, par exemple
en réalisant des études multi-stress. Il s’agirait par exemple de coupler différentes
configurations de traitement fer/phosphate ou fer/zinc. Ce type d’approche commence a étre
mis en place dans mon équipe, en couplant notamment I’étude des interactions entre le fer et
le soufre. Les résultats obtenus indiquent que la carence en soufre impacte négativement la

mise en place des mécanismes de réponse a la carence en fer en inhibant 1’accumulation des
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messagers de BTS ou encore de FIT. Cette répression indirecte induit une diminution de
I’assimilation aspécifique de microéléments tels que le manganéese et le zinc, montrant une
nouvelle fois les liens entre les différentes voies impliquées dans le contréle de nutrition
minérale. Il apparait donc que les acteurs du maintien de la balance en fer s’intégrent dans
d’autres homéostasies, et d’'une maniére plus générale aux mécanismes de réponses aux stress
abiotiques dans leur ensemble.

D’autre part, des étude ont montré qu’il existait un lien étroit entre ’homéostasie du
fer chez les plantes et la réponse aux stress biotiques (Dellagi, et al. 2005 ; Segond, et al.
2009 ; Aznar et al. 2014 ; Aparicio et Pallas, 2016). En effet, lors de Dl’attaque d’un
pathogeéne, une « course a la nutrition » se met en place (Aznar, et al. 2015). A partir du
moment ou la plante percoit un pathogene, elle va appauvrir en fer le tissu concerné (feuilles),
notamment en vidant les vacuoles via D’activation de NRAMP3 et 4. Le fer libre
cytoplasmique va contribuer a amplifier la production de ROS, ce qui inhibe la croissance du
pathogene (Segond, et al. 2009). Ce mécanisme va induire les genes de ferritines, afin que ces
derni¢res séquestrent le fer et le rendent indisponible pour le micro-organisme pathogene.
Dans un second temps, les genes de prélévement /RT7 et FRO2 vont étre fortement induits
afin d’assimiler le fer, probablement pour le développement des parties non contaminées
(Segond, et al. 2009). Une autre étude met en évidence que la localisation de ILR3 est
modulée par un stress biotique (Aparicio et Pallas, 2016). Le Alfalfa mosaic virus (AMV)
interfére avec 1’activité de ce facteur de transcription ce qui induit spécifiquement les voies de
signalisation de 1’acide salicylique (SA). La régulation de I’homéostasie du fer se place donc
comme un mécanisme central dans la réponse aux stress biotiques, notamment pour la
limitation de I’infection. L’étude des interactions pathogénes/plantes couplée a différents
niveaux de nutrition ferrique permettrait d’étudier plus en détail ce mécanisme, en se
rapprochant des conditions naturelles, dans lesquelles les plantes sont constamment soumises

a de multiples stress.

3. La nutrition ferrique des plantes est un mode¢le d’adaptation.

L’homéostasie du fer est controlée de maniere différente selon les organismes vivants.
Chez les procaryotes, la nutrition ferrique est régulée par un intégrateur nommé Fur (Ferric
uptake regulation). Ce systéme peut contrdler 1’expression de nombreux genes impliqués dans
la nutrition ferrique (jusqu’a 90 geénes chez Escherichia coli ; Hantke, 2001). La présence de

fer permet 1’adressage de Fur sur le promoteur de ses cibles afin de les réprimer
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transcriptionnellement. En absence de fer, les apo-Fur se délient des promoteurs des génes
cibles, permettant leur expression et donc 1’acquisition de cet ¢élément (Andrews et al., 2003).
Chez la levure (Saccharomyces cerevisiae), les facteurs de transcription Afts (Activator of
ferrous transcription) jouent un role central dans le maintien de I’homéostasie du fer (Kaplan
et Kaplan, 2009). Le statut en fer va moduler la localisation d’Aftl qui va induire I’expression
des genes impliqués dans le prélevement du fer en réponse a une carence. Dans le cas ou la
disponibilité en fer est suffisante, Aftl va interagir avec les Glutaredoxines Grx3 et Grx4 dans
le cytoplasme, I’empéchant d’induire 1’expression de ses genes cibles. Enfin, chez les
mammiféres la régulation est majoritairement régulée post-transcriptionnellement par le
systtme IRE/IRP avec FBXLS5 qui est le senseur du fer (Cf. Introduction § 4.1.2). Dans
chaque systeme, un intégrateur prend place et module les génes de réponse a la carence (pour
I’acquisition) ou les mécanismes de stockage. Les systemes des procaryotes ou des levures
pour le maintien de I’homéostasie du fer présentent quelques similitudes avec ceux des
plantes. Toutefois, la complexité, la répartition spatio-temporelle et la dynamique des
régulations identifiées chez les végétaux mettent en évidence un systéme tres stable faisant
intervenir de nombreux acteurs pouvant faire face a des conditions extrémes. Méme si les
végétaux ont un ancétre commun avec les animaux (remontant a environs 1,6 millions
d’années), leur évolution indépendante et I’acquisition de leur capacité photosynthétique en
ont fait des organismes particulicrement efficients avec des capacités considérables
d’adaptation a leur environnement (Meyerowitz, 2002).

En conclusion, les résultats de ma thése apportent de nouvelles données sur la
régulation de ’homéostasie du fer chez les plantes. Mes travaux montrent que certains acteurs
sont cruciaux pour percevoir le statut en fer et déclencher les réponses adaptées. De plus, mes
résultats démontrent I’existence de modules transcriptionnels mis en place pour faire face a un
exces de fer en quelques minutes. Enfin, ils permettent de montrer que la solubilisation du fer
dans le milieu est dépendante des mécanismes modulant son acquisition. L’ensemble de mes
données souléve de nombreuses questions, concernant notamment 1’aspect topologique de
mon modele de régulation, sa variation au cours du développement de la plante et ses

implications avec d’autres voies minérales, ou en réponse aux stress biotiques.
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1. Matériel végétal et conditions de culture.

1.1 Matériel végétal.

L’écotype sauvage utilisé dans mes expériences est Columbia-0 (Col-0). Les plantes
mutantes ou transformées sont toutes dans un fond génétique Col-0. Parmi les mutants étudiés
dans le chapitre II et non présentés dans ’article soumis : bts-10 et bts-12 ont été fournies par
T. Long (Selote et al., 2015) et ilr3-1 par B. Bartel (Rampey et al., 2006). Dans le chapitre IV
les mutants dcl2,3,4, agol-27 et nrpdl-4 ont été fournies par T. Lagrange (LGDP, Perpignan).
Les autres mutants ¢tudiés lors de ma these proviennent du NASC et ont été caractérisés avec

les amorces présentées dans le tableau S1.
1.2 Conditions de culture.

Pour I’amplification de graines les plantes d’Arabidopsis thaliana sont cultivées en
chambre de culture et/ou en serre avec en jours longs (16h de jour a 20°C et 8h de nuit a

19°C) a une hygrométrie de 70/ou 55% respectivement.

1.2.1 Traitement pour [’exces de fer.

La solution mere d’exceés de fer citrate (Fe-Citrate) est préparée a 1’aide d’un mélange
en volume équivalent d’une solution de Najs-citrate 200mM et d’une solution de
FeSO4 100mM dissout dans du HC1 0,1M. La solution mére est diluée dans du milieu de

culture en fonction de la concentration finale souhaitée.

1.2.1 Culture en hydroponie.

Les plantes ont été cultivées en chambre de culture dans deux types de conditions :

(i) Pour les miccroarrays en réponse a I’exces de fer (Chapitre IV), les graines sont
mises a germer et cultivées en condition d’hydroponie (stérile) pendant 13 jours dans des
Phytatray® (Sigma) en condition de jours longs (16h de jour a 150 umol.m?s” et 4 23°C / 8h
de nuit a 20°C). Le milieu Hoagland (pH 5,7, tamponnée avec du MES) est utilisé pour ces
cultures (Hoagland et Snyder, 1933). La mise en place de la cinétique d’induction par le fer se
déroule en deux étapes. Premicrement, 10 jours apres le semis, le milieu est changé afin
d’imposer une carence en fer. Cette étape a pour but d’accentuer I’amplitude des réponses qui
vont étre mises en place par la plante lorsque 1’excés en fer est appliqué. Pour cela, le milieu

de culture initial (contenant S0uM de fer) est remplacé par un milieu dépourvu de fer sur
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lequel les plantes sont cultivées pendant trois jours. Deuxiémement, au treiziéme jour, le
traitement est appliqué. Il s’agit, soit d’ajouter au milieu de culture du Fe-Citrate (condition «
exces de fer »), soit du K-Citrate (condition « contrdle ») a une concentration finale de
500puM.

(ii) Pour les cultures hydroponiques sur plantes adultes, les graines sont mises a
germer sur milieu Hoagland gélosé pendant 7 jours en condition de jours courts (8h de jour a
23°C / 16h de nuit a 20°C). Ensuite, les plantules sont transférées sur milieu Hoagland
liquide. La solution nutritive est renouvelée tous les quatre jours. Apres 3 semaines de culture,
les traitements de carence en fer ou d’exces (jusqu’a 500uM) sont appliqués. Pour les
conditions contrdle, les milieux sont complémentés de Fe-Citrate a une concentration de

50uM finale.

1.2.3 Culture in vitro.

La stérilisation des graines (méthode « Vapor-Sterilisation ») se fait a 1’aide d’une
solution d’eau de javel (100ml) et d’acide chlorydrique 37% (4ml). Le mélange de ces deux
solutions génere un dégagement de dichlore (Cl,), qui est I’agent stérilisant. Les graines sont
alors placées dans une boite hermétique pour une durée de 12h a température ambiante. Elles
sont ensuite semées sur des boites de Pétri contenant du milieu MS/2 (Murashige and Skoog
dilué Y5, Agar 6 g/1) et stratifiées durant 48h a 4°C.

Apres 10 jours de culture, les plantes sont transférées sur milieu MS/2 liquide afin de
subir différents traitements. Les plantes carencées en fer ou en fer/phosphate subissent
plusieurs ringages puis sont cultivées 3 ou 5 jours respectivement, en milieu MS/2 liquide.
Celles subissant un exces de fer (500uM) sont cultivées pendant 6h pour les analyses de

transcrits ou 24h pour les quantifications d’activité enzymatique.

2. Construction des vecteurs plasmidiques.

Afin d’étudier les régulations transcriptionnelles du promoteur d’A¢tFERI, j’ai effectué
une série de délétions du promoteur. Elles ont été réalisées d’une part en 5°, pour des tailles
finales de 1,5Kb, 1Kb, et 0,5Kb et d’autre part en 3’, avec insertion d’un promoteur 35S
minimum situé¢ en aval de ces délétions. Ce promoteur permet de créer un site d’initiation de
la transcription tout en ne surexprimant pas le géne. Une autre approche a consisté a générer
des mutations. Dans ce but, au sein du promoteur minimal (500pb en amont de I’ATG)

d’AtFERI, des mutations dirigées sur les éléments régulateurs putatifs qui le composent ont
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été effectuées. Pour cela, la méthode de mutagénése dirigée par PCR (Polymerase Chain
Reaction) a été utilisée. Elle nécessite 1’utilisation de 2 paires d’amorces, un couple d’amorces
mutées et complémentaires (1 et 2) et 2 amorces bordant le segment d’ADN a modifier (3 et
4), ainsi que la réalisation de 3 réactions PCR. Lors de la premi¢re PCR, I'utilisation des
amorces | et 4 permet d’obtenir un fragment partiel d’ADNc muté sur la région souhaitée. En
parallele, une deuxieme réaction PCR est réalisée. Elle utilise les amorces 2 et 3 pour obtenir
de la méme fagon un fragment d’ADNc partiel et muté. Enfin, une troisieme PCR est réalisée
grace aux amorces 3 et 4 des extrémités. Ces 2 fragments s hybrident par leur partie
complémentaire, ce qui permet I’obtention d’un fragment complet comportant la mutation
désirée sur les deux brins. Ce dernier est cloné par recombinaison homologue en utilisant le
systtme GATEWAY® (Invitrogen). Cette recombinaison s’effectue en deux étapes. La
premigere, la réaction BP clonase GATEWAY®, consiste a cloner le fragment d’ADN muté
dans un vecteur d’entrée, pDONR207. Puis la deuxiéme, la réaction LR clonase
GATEWAY® permet de transférer la séquence d’intérét (séquence promotrice) dans le
vecteur binaire pGWB3 en amont du geéne rapporteur GUS. L’activit¢ du promoteur est
observée dans la plante en suivant I’expression du gene GUS.

Dans le but de mettre en évidence si ILR3 interagissait directement avec certains
promoteurs, des lignées exprimant la séquence génomique d’/LR3 fusionnée a la GFP (Green
Fluorescent Protein) sous son promoteur endogene ont été réalisées. Pour cela, le fragment du
promoteur de 1,8Kb avec la séquence génomique d’ILR3 a été amplifi¢ par PCR et cloné par
recombinaison homologue en utilisant la technique du GATEWAY® (Invitrogen). Cette
expérience a permis de transférer la séquence d’intérét dans un vecteur binaire pGWB4 en
amont de la GFP.

Afin de caractériser le role potentiel du LncRNA sur AtFERI, des lignées exprimant la
séquence génomique du LncFERI sous le contréle du promoteur d’AtFERI ont été réalisées.
La région promotrice d’AtFERI (1,5Kb) amplifiée par PCR a été insérée dans un vecteur
binaire pBIBHYG (Becker, 1990) par des étapes de digestion/ligation en amont de la cassette
GATEWAY®. A la suite, la séquence génomique du LncFERI a également été amplifiée par
PCR et insérée par recombinaison homologue en utilisant la technique du GATEWAY®

(Invitrogen). Les amorces pour les réactions PCR sont détaillées dans le tableau S1.
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3. Transformation stable d’Arabidopsis thaliana.

Pour transformer les plantes d’A4. thaliana, I’agrobactérie Agrobacterium tumefaciens
(souche GV3101) est utilisée. Les bactéries sont pré-cultivées dans 10ml de LB (Luria Broth)
contenant trois antibiotiques (Rifampicine, Gentamycine et Kanamycine a des concentrations
respectives de 25 mg/l, 25 mg/l et 50 mg/l) durant 24h a 30°C sous agitation. Apres 24h
d’incubation, une culture de 250ml de LB supplémentée des trois antibiotiques indiqués
précédemment, est préparée a partir de 2,5ml de pré-culture et incubée a 30°C sous agitation.
Lorsque la DO a 600 nm atteint 1,6, la solution bactérienne est centrifugée a 5000rpm a 4°C
pendant 15min. Le surnageant est ¢liminé, et le culot bactérien est repris dans la solution de
trempage (Pour 1 litre : 100ml MS 10X, 0,5g de MES, 25g de saccharose, 100ul de Silwett).
Pour réaliser la transformation, les plantes d’A. thaliana doivent étre agées de 4 a 5 semaines
afin de posséder des hampes florales et des jeunes fleurs. Ces hampes florales sont alors
immergées dans la solution d’agrobactéries pendant 2 minutes. Les plantes sont ensuite
placées dans une atmosphére humide et confinée pendant 24h. La récolte des graines
(génération T1) s’effectue lorsque les siliques issues des fleurs transformées sont séches. Des
lignées résistantes mono-insertionnelles sont sélectionnées (utilisation d’un antibiotique) dans

la descendance pour mes expérimentations.

4. Le crible simple hybride en levure.

Dans le systeme simple hybride utilisé, la détection d’une interaction ADN/protéine
est basée sur I’activation du geéne rapporteur HIS3 (HISTIDINE3). Dans le cadre de mon
projet, quatre constructions différentes du promoteur associé¢ au géne HIS3 ont été générées.
Les premieres comprennent la séquence promotrice initiale (ELEM3 ou J5), les secondes
constructions sont mutées dans les sites pouvant étre ciblés par les facteurs de transcription.
La recherche d’interactants a été réalisée a partir d’'une banque normalisée contenant 900
facteurs de transcription ou chaque facteur de transcription est exprimé dans une seule colonie
de levure. Il s’agit de la banque REGIA (REgulatory Gene Initiative in Arabidopsis ; Paz-
Ares et REGIA Consortium, 2002) et de la collection de facteurs de transcription de type
R2R3-MYB d’Arabidopsis (Kelemen et al., 2015).

Tout d’abord, il est nécessaire d’obtenir une souche de levure contenant le produit
d’assemblage, c’est-a-dire le géne rapporteur HIS3 fusionné a la région promotrice d’A¢tFER]

d’intérét. Les versions mutées et les versions non mutées des ¢léments ont été synthétisées
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chez SIGMA®. Chaque séquence de 20 nucléotides est répétée 6 fois. Ces constructions ont
ensuite été intégrées au vecteur pHisi par la méthode LIC (Ligase Independent Cloning ;
fusion ELEM3 et 5 avec HIS3) et transférées de maniere stable dans des levures de type a
EGY48 (Kelemen et al., 2015 ; Kelemen et al., 2016) . Les levures transformées ont été
sélectionnées sur milieu SD base (Synthetic Dextrose) dépourvu d’uracile (-URA). Les
souches obtenues ont été validées par amplification PCR et séquencage des amplicons. Les
facteurs de transcription sont répartis sur 17 boites de Pétri carrées (une levure de type « a »
contient un seul facteur de transcription compris dans le plasmide pDEST22). L’ensemble des
levures est ensuite croisé a 1’aide d’un «réplicateur » sur milieu YPDA (Yeast Peptone
Dextrose Adenine). Ce milieu est non sélectif, ce qui permet d’obtenir une forte croissance.
Les levures obtenues issues du croisement, sont repiquées sur milieu SD -UW (dépourvu
d’uracile et de tryptophane) afin de sélectionner uniquement les levures diploides. Ces levures
diploides sont ensuite transférées sur milieu SD -UWH (dépourvu d’uracile, tryptophane et
d’histidine) contenant différentes concentrations de 3-AT (3-amino-1,2,4-triazole). En effet,
certaines souches sont capables d’auto-activer 1I’expression du gene HIS3, et ainsi induire leur
croissance sur milieu dépourvu d’histidine, et donc de générer de faux positifs. C’est
pourquoi, le 3-AT, qui est un inhibiteur de la biosynthese d’histidine est utilisé (sélection plus
stringente). Les différentes concentrations de 3-AT choisies sont de 0, 5, 7,5 et 10mM. Cette
derniére étape nous permet de sélectionner les levures qui possédent une interaction physique
entre la région promotrice et le facteur de transcription. Ces interactions sont ensuite validées
en comparant les souches contenant le promoteur non muté a celles contenant le promoteur
muté. Tous les repiquages des levures sur les différents milieux sont effectués selon le méme
modele. Les levures sont resuspendues dans 100ul d’eau déminéralisée stérile, puis apres
stérilisation du « réplicateur » a la flamme (bec Bunsen), elles sont repiquées sur le milieu
adéquat. Enfin les levures sont mises en culture a 37°C durant 48h avant analyse. Ce
protocole pour le crible simple hybride est publié dans un chapitre de livre méthode présenté

en Annexe : Kelemen et al., 2016 (Methods in Molecular Biology).

126






Materiel et méthodes

5. Analyse d’expression.

5.1 Géne rapporteur GUS.

5.1.1 Révélation histochimique.

Le géne uidA code I’enzyme pf-glucuronidase (activit¢é GUS). En présence de son
substrat, I’acide 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glucuronide (X-Gluc), la B-glucuronidase
génere 1’apparition d’un produit de couleur bleue (le diX-indigo) due au clivage du substrat.
Une corrélation positive existe donc entre I’activité du promoteur et la quantité¢ de composé
bleu observée. Cette technique permet de visualiser ’activité du promoteur et de déterminer la
localisation de I’expression du géne rapporteur dans la plante.

La coloration GUS est réalisée sur des plantes agées de 2 semaines et ayant subi les
différents traitements cités précédemment (Cf. §1.2.3). Les plantes sont immergées dans une
solution de coloration (tampon phosphate 0,1M pH 7, Triton 0,5%, X-gluc 2mM). Suite a
cette immersion, les plantes sont placées sous vide 3 fois Smin avant d’€tre incubées a
I’obscurit¢ a 37°C pour une durée de 12h. Ensuite, les plantules sont immergées
consécutivement dans un bain d’eau déminéralisée, un bain de solution de décoloration a base
d’acide acétique (14%) et d’éthanol a (86%) durant 3h sous agitation modérée, puis 3 bains
successifs d’éthanol (75%). Lorsque la décoloration des plantes est totale les plantes sont
conservées dans de 1’éthanol (75%) jusqu’a leur observation. La prise des images témoignant

de l’activit¢ GUS dans les parties aériennes et racinaires se fait a la loupe binoculaire

(Olympus).
5.1.2 Dosage de [’activité enzymatique.

L’activité enzymatique est quantifiée sur des échantillons (100 mg) de jeunes plantules
agées de 14 jours. Les tissus sont congelés dans ’azote liquide puis broyés par agitation en
présence de billes d’acier (deux agitations de 30 sec a 30 agitations/sec ; broyeur Retsch
Mixer Mills MM400). L’extrait protéique brut est obtenu par ajout de 500uLl. de tampon
d’extraction (tampon phosphate 0,IM pH 7, DTT 5mM, EDTA 0,5M pH 8, Triton 0,5%,
sodium lauryl sarcosyl 0,1%), puis est centrifugé (4°C, 13000g, 15min). Le surnageant est
centrifugé une seconde fois dans les mémes conditions afin d’éliminer tous les débris restant.
Le surnageant de cette seconde centrifugation est utilisé pour mesurer 1’activité enzymatique.
La quantité totale de protéine est déterminée a I’aide de la coloration Pierce (Thermo

Scientifique®) selon les recommandations du fournisseur. L’activité enzymatique est mesurée
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a 37°C en présence du substrat 4-methylumbelliferyl glucuronide (1mM). La vitesse initiale
d’apparition du produit de la réaction, le 4-methylumbelliferone est mesurée en plaque 96
puits par fluorimétrie (excitation/émission : 355nm/460nm, Wallac Victor2 1420 Multilabel
Counter). L’activité enzymatique ainsi mesurée est rapportée au mg de protéine totale pour

chaque extrait.

5.2 Mesure de ’accumulation des transcrits.

5.2.1 Extraction des transcrits.

Avant extraction, les échantillons ont été broyés par agitation a I’aide d’un broyeur
Retsch Mixer Mills MM400 (deux agitations de 30sec a 30 agitations/sec). Les ARNs totaux
ont ét¢ extraits a I’aide du kit RNeasy® Plant Mini de Qiagen® selon les recommandations du
fabriquant. L’ADN génomique résiduel présent dans nos échantillons a été éliminé par
traitement a la DNase RNase-Free (Qiagen®). Une fois extraits, les ARNs totaux sont dosés
(micro-spectrophotometre Nanodrop ND-1000) afin de déterminer leur concentration et leur
pureté (ratio DOyep/DOssp). Les échantillons sont ensuite dilués a une concentration de
200ng/ul. Pour les analyses de RT-PCR quantitative, une seconde étape de validation est
ensuite réalisée par migration de 1ul d’ARN dilué sur gel d’agarose (1,2%, TAE 0,5x). Pour
les analyses de puces a ADN, cette seconde étape de validation est réalisée par €électrophorese
capillaire (systéme « Agilent® RNA 6000 Nano kit» couplé au «Agilent 2100

Bioanalyser »).

5.2.2 Syntheése des ADNCc.

Toutes les réactions sont réalisées dans un «Eppendorf® Mastercycler». La conversion
des ARNs messagers en ADNc est réalisée a 1’aide du kit « RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit » (Thermo Scientific®) selon les recommandations du fabricant. Briévement,
cette étape se décompose de la facon suivante: des oligos dT (5°-T(18)-3”; Sigma®) sont
ajoutés a chaque échantillon (1pg), puis un choc thermique est appliqué au mélange (Smin a
65°C puis dans la glace) afin d’éliminer les structures secondaires. Enfin, la transcriptase
inverse est ajoutée et le mélange incubé a 42°C pendant lh pour permettre la synthése des
ADNec. La réaction est stoppée en incubant le mélange Smin a 65°C. Les échantillons sont

dilués deux fois par I’ajout d’eau RNase-Free.
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Figure 56: Description des premiéres étapes de préparation du Microarrays. Les ARNs sont rétrotranscrits une
premicre fois en ADNc a partir du Master Mix du kit (enzyme et tampon avec les amorces dégénérées contenant le
promoteur T7). Ils sont placés 60min a 25°C puis 60min a 42°C. Une seconde étape de rétrotranscription est réalisée de
nouveau a partir du Master Mix du kit (ADN polymérase, RNASE H et tampon). Les échantillons sont placés 60min a
16°C et 10min a 65°C. Les ADNc ainsi obtenus sont synthétisés en ARNc par transcription in vitro par une ARN
polymérase T7, le tout étant incubé 16h a 40°C. Les ARNc sont purifiés grace a des billes aimantées et une plaque
magnétique puis quantifiés. Ils sont ensuite rétrotranscrits en ADNc contenant des sites de coupure dUTP. IIs sont
placés Smin a 70°C, 5min a 25°C puis 2min a 4°C. Aprés un traitement au RNASE H afin d’hydrolyser I’ARN, les
ADNCc sont incubés a 37°C pendant 45min, purifiés avec les billes puis quantifiés. Ils sont ensuite fragmentés par les
enzymes UDG et APEIL, placés 60min a 37°C puis 2min a 93°C. Chaque fragment va étre associé a une biotine,
(incubation 60min a 37°C et 10min a 70°C) qui va permettre 1’hybridation avec une molécule fluorescente.
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5.2.3 RT-PCR quantitative.

L’amplification par PCR quantitative est réalisée a 1’aide du kit SYBR Green
contenant les ANTPs, ’ADN polymérase et le Master mix TAKARA (Ozyme) SYBR Premix
Ex Taq (Tli RNAse H Plus) selon les recommandations du fournisseur, avec 1ul d’ADNCc et
0,5uM de chaque amorce pour un volume total de 10ul. Les séquences des amorces utilisées
sont présentées dans le tableau S1. Les conditions d’amplification sont : Smin a 95°C, 45
cycles de 10sec a 95°C, 10sec a 60°C et 10sec a 72°C ; Ssec a 95°C ; Imin a 65°C. Le geéne
PP24 (Atlgl13320) est utilis¢ comme gene de référence (Czechowski et al., 2005). Les Cp
(Crossing point) ont été calculés par le logiciel LightCycler480 (Roche) avec la méthode du
maximum de la dérivée seconde. Ils correspondent au nombre de cycles a partir duquel
I'amplification devient linéaire. Ils rendent compte du nombre initial de copies d’ADNc. Les
niveaux relatifs de transcrits (RTL) sont calculés par la méthode du 2", Cette méthode

permet de calculer la quantité relative d'un géne d’intérét par rapport a un géne de référence.
5.3 Puces a ADN (exces de fer).

Le choix des échantillons analysés sur puces a ADN a été fait en fonction de quatre
critéres principaux : le nombre de puces 8 ADN disponibles (54 au total), le nombre de points
dans la cinétique d’induction (par 1’ajout de fer) de 1’expression d’AtFERI avant que
I’expression de ce dernier ne soit induite, le nombre de répétitions biologiques et enfin, le
nombre de répétitions techniques. Sur cette base, nous avons choisi de focaliser nos analyses
sur les parties aériennes et sur le point de cinétique initial (point 0) ainsi que tous les points de
cinétique de 2 a 120min pour la condition traitée et les points 20, 60 et 120min pour la
condition contrdle. Nous avons pris deux réplicats (réplicats techniques) par point de
cinétique, sur les deux cinétiques indépendantes qui ont été réalisées (réplicats biologiques).

Les puces a ADN (Affymetrix GeneAtlas®) ont été traitées selon les
recommandations du fabricant. L’obtention des données d’expression (accumulation des
transcrits) se déroule en trois phases (Figure 56). La premiere phase consiste en la préparation
des échantillons pour les hybridations sur les puces. Cette phase est-elle méme composée de
plusieurs étapes. Tout d’abord les ARN sont rétrotranscrits en ADNc simple brin par une
reverse transcriptase (RT). Lors de cette étape, 1’amorcage de la RT fait intervenir un
oligonucléotide poly-A qui contient le promoteur T7. Ensuite, les ADNc double brin sont
synthétisés (traitement a I’ADN polymérase couplé a la RNase H) et amplifiés en ARNc (a
I’aide d’une T7 ARN polymerase). Les ARNc ainsi obtenus sont purifiés et quantifiés avant

de servir de matrices pour une nouvelle rétrotranscription. Apres traitement a la RNAse H, les
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ADNCc simple brin sont purifiés et quantifiés. Enfin, les ADNc sont fragmentés (a 1’aide d’une
Uracil-DNA Glycosylase ou UDG et de I’endonucléase APE1), et les fragments ainsi obtenus
sont biotinylés au niveau du site de clivage. La seconde phase consiste en I’hybridation
proprement dite des puces a ADN. Les fragments d’ADNc biotinylés sont déposés sur les
puces 2 ADN et sont incubés 18h a 48°C dans la station d’hybridation (GeneAtlas®
Hybridization Station). Les puces sont ensuite lavées, incubées avec les solutions de
marquage, et de nouveau lavées. Ces trois étapes ont lieu dans un équipement dédi¢, le
GeneAtlas® Fluidics Station. Enfin, les puces sont scannées (GeneAtlas® Imaging Station).
La troisiéme phase se décompose en deux temps, le controle qualité des puces et 1’extraction

des « données d’expression ».

6. Analyse de I’accumulation des protéines.

6.1 Extraction des protéines totales.

Les protéines totales sont extraites a partir de 500mg de matériel végétal congelé, puis
broyées a 1’aide d’un broyeur Retsch Mixer Mills MM400 (deux agitations de 30sec a 30
agitations/sec). Une solution de PMSF 200mM (Phenylmethylsulfonyl fluoride : inhibiteur de
protéases) est réalisée, et 10ul sont ajoutés a Iml de tampon d’extraction (Tris-HCl 100mM,
SDS 1%, EDTA 25mM, B-mercaptoéthanol 5%) juste avant utilisation. Ce mélange est ajouté
a la poudre obtenue lors du broyage dans les proportions de 250ul pour 100mg de poudre puis
soniqué (sonicateur & sonde plongeante OSI instruments), réglé a 80% de sa puissance

maximale en 2 cycles de 10sec. Apres centrifugation, le surnageant est récupéré.
6.2 Western blot.

La quantité de protéines totales est déterminée a I’aide de la coloration Pierce (Thermo
Scientific®) selon les recommandations du fournisseur. Les gels de « stacking » et de
séparation contiennent 4,5% et 13% d’acrylamide, respectivement. Dans un premier temps,
les échantillons sont dilués de maniére a obtenir 0,5 ug/ul de protéines dans 20ul. Le mélange
est dénaturé Smin a 90°C. Puis le gel est chargé et la migration est réalisée a 30mA par gel.
Apres migration, les protéines sont transférées sur membrane (1h a 100V) en chambre froide
dans du tampon Tris-glycine et éthanol 10%. Apres le transfert, un blocage des sites libres de
la membrane est réalis€ avec une solution bloquante (TBS : Tris Buffer Saline, Tween-20
0,1%, BSA 1%). Enfin, les hybridations avec I’anticorps primaire puis avec l’anticorps

secondaire sont réalisées. La détection des ferritines est réalisée a 1’aide d’un sérum
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polyclonal de lapin dirigé contre les protéines FER purifiées (Arnaud et al., 2007). Les sérums
sont utilisés dilués au 1/10000éme dans du tampon PBS (Phosphate Buffer Saline : tampon
KH,PO4/K;HPO4 10mM, NaCl 150mM, pH 7,4) Tween-20 0,1%, BSA 1%). Un premier
lavage de 10min dans 30ml de solution bloquante est réalisé, suivi d’un second de 5min dans
30ml de TBS 1X et Tween-20 0,1%, puis un dernier lavage de Smin dans 30ml de TBS 1X.
Apres ces différents lavages, 1ml de solution de révélation Luminata Forte (Millipore) est
placé sur chaque membrane. Aprés Smin d’incubation, les résultats sont révélés au LAS-3000

(DujiFilm).

7. Quantifications physiologiques.

7.1 Dosages des chlorophylles et des caroténoides.

Pour les plantes adultes en hydroponie, cinq disques foliaires de 3,5 millimétres de
diametre sont prélevés sur des jeunes feuilles. Pour les jeunes plantules, les parties aériennes
completes ont été pesées puis prélevées. L’extraction des chlorophylles se fait dans 1ml
d’acétone. Les tubes sont agités 48h a température ambiante dans 1’obscurité, avant lecture de
la densit¢ optique (DO) a trois longueurs d’onde (644,8nm ; 661,6nm ; 470nm) au
spectrophotométre (Beckman Coulter DU 520 General Purpose UV/Vis Spectrophotometer).
La formule suivante est utilisée pour déterminer la quantit¢ de chlorophylles (a et b) et de
caroténoides :

> ((DO644,8*18,09)+(D0661,6%7,05)) (ug.ml™") * volume (ml) / surface (cm?) ou
masse fraiche (mg)

ou volume = 1ml et surface = 1,923cm2
7.2 Dosage du fer.

Des plantules de 14 jours sont prélevées et placées dans une étuve a 65°C. Apres
séchage, les échantillons sont broyés a 1’aide d’un mortier. La minéralisation des échantillons
a lieu par digestion acide au « Speedwave » et est réalisée sur 20mg de poudre repris dans 1ml
d’un mélange d’acide nitrique 65% (750ul) et d’H,O, 30% (250ul). Aprés minéralisation, les
échantillons sont dilués avec 4ml d’eau milli-Q. Le fer est alors dosé¢ au MP-AES (Microwave

Plasma - Atomic Emission Spectroscopy, Agilent).
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7. Chromatin Immunoprecipitation.

Des plantules de 14 jours exprimant ILR3 couplé a la GFP sous le contrdle de son
promoteur endogene (pILR3::gILR3:GFP ; 2 lignées indépendantes) ou exprimant la GFP
sous le controle du promoteur 35S (p35S::GFP ; pour le controle négatif) ont été fixées dans
une solution de formaldehyde 1%, sous vide, pendant 15min. La fixation est stoppée par ajout
de de Glycine (125mM ; concentration finale en solution). Les échantillons sont congelés puis
broyés au mortier dans le tampon d’isolation des noyaux (20mM PIPES-KOH pH7,6, 1M
hexylene glycol, 10mM MgCl,, 0,1mM EGTA, 15mM NaCl, 60mM KCI, 0,5% Triton X100,
SmM f-mercaptoethanol, inhibiteur de protéase : complete tablets EASYpack, Roche®). Les
¢chantillons sont filtrés puis centrifugés 2 fois (1500xg, 10min) et sont transférés dans du
tampon de lyse (50mM Tris-HCL pH8, 10mM EDTA, SDS 1%, inhibiteur de protéase:
complete tablets EASYpack, Roche®) afin de subir une sonication (Bioruptor; 10 fois
30sec). Les échantillons sont prélavés avec des billes magnétiques (INVITROGEN® :
Dynabeads protein G) puis sont immunoprécipités toute la nuit a 4°C en utilisant un anticorps
anti-GFP (Abcam, ab290). Les échantillons sont lavés avec des billes magnétiques (les méme
que celles du prélavage), puis les ADN sont purifiés avec le kit IPURE (Diagenode®) selon
les recommandations du fabriquant. L’enrichissement des ADN est analysé¢ par RT-PCR
quantitative. Les amorces utilisées sont détaillées dans le tableau S1. Les valeurs sont

exprimées en pourcentage de la quantité¢ d’ADN total des échantillons.
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Tableaux Supplémentaire 1 :

Tableau S1

Génotypages

Amorce Sequence 5'->3'

phr1-3-F GGGCTGACCATTTGATCACT

phrl-3-R CCTTTCTGGCGAACCTGTAG

phl1-2-F GTTTCATCAGAGGACCAGCTCAGCGGCAG
phl1-2-R TAATCTTCTCTGACACGTTTCCTTGATG
tic-2-F GCCTTCCTACAATGGGGTATG

tic-2-R GAGCTGTCTCTGAGCTTTTGG

irl3-1-F AGAAATCGCTATGGAATTGTTTATGGTTCT
irl3-1-R CATTGTTCAACAGATAACAGTTACGATGAT
irl3-3-F TCAATCAATTCCCGAATCAAG

ir13-3-R CTTGCCACTATACCGATTTTG

bhlh104-1-F GGGGAAAGGTTGTGTCTTTTG

bhlh104-1-R GCCTGAGTTCTTGATCACGAG

bhlh104-2-F TCATCGGTTTTATTCGGTCTG

bhlh104-2-R GAGGAACTAAAGCGTGTCGTG

pye-1-L TTCAAGACCTCATTCACTGGC

pye-1-R GGGGATTGATTATGTTTGGTG

bts-1-L CCAAATGCGTTCGTAGGTAAG

bts-1-R TCAGATTTACACAAATTTGCAGC

bts-10-L AGAAATCTCTTCCGCGTCATC

bts-10-R AGTAAACCTTGGAGCACATGC

bts-12-L ATCGACATGGTGACCAGTAGC

bts-12-R TTAGATTACGAACGGGTGCTG

bhlh34-F TGGAAATCTTGAGCAAGTTTGT

bhlh34-R ATCACATCAAACAACGAAATGG

bhlh115-F CGCTGAGGTAATTCCTCTTCC

bhlh115-R CAGAGGAACGTAAGCAAAACG

SAIL_269 H10 LP

AGAAGGACAAGCTGGTCACTG

SAIL 269 H10 RP

AGAGGAGGAGGACGACGATAG

NRPD1a-4-F TGGGTTTGCCATTTTCATATC
NRPD1a-4-R GCATGCTTGAGTAAAAGGTGC
DCL2-F TGAATCATCTGGAAGAGGTGG
DCL2-R CTTCACAGGAGTTTTTGGCTG
DCL3-F ACAGGTAACCTTGCCATGTTG
DCL3-R TGGAAAAGTTTGCTACAACGG
DCL4-F TTTGCCAGTCTTACAAGTGGG

DCL4-R

GAGGCACCATATAGCAGCTTG







Clonages

Tableau S1

Nom

Sequence 5'->3'

pFER1-1,478Kb-B1

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcettcccactctcgeaccgttggattcg

pFERI1-1Kb-B1

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcettcgectacccttgtetttgtec

pFER1-496bp-B1

gggeoacaagtttgtacaaaaaagcaggcettcectatgtcaatatgtgtcacagg

pFER1-239bp-B1

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcTTAACGTGGATCGAATATCC

pFER1-217bp-B1

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttc ACGTTCACACTATCCCATTGG

pFER1-202bp-B1

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcCATTGGATGTAGCACGAGGCCG

pFER1-169bp-B1

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcTACATCTGGCTTTCATATCC

pFER1-155bp-B1

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttc ATATCCACCCTCCACGTGGATC

pFER1-137bp-B1

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcGATCTCAATCCAACGGTGACC

pFER1-120bp-B1

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcGACCACACGCCTTTTCCCTC

pFERI -B2 ggggaccactttgtacaagaaagetgggtcCGTTGGAAAATGTAGAAGAGG
ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcgtcctetccaaatgaaatgaacttccttatatagaggaagg
pFERI-l Kb-35mB2 gicttgcgcacaaagacaagggtagge
ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcgtectctccaaatgaaatgaacttccttatatagaggaagg
pFERI 496pb3 SmB2 gtcttgeectgtgacacatattgacatagg

pFER1-496bp-mELEM2F

AatggatATCaAtggaCtTCACGTTCACACTATCCCATTGG

pFER1-496bp-mELEM2R

GAaGtccaTtGATatccatTAACATCTCTCCAAATAAAG

pFER1-496bp-mELEM3F

ATCCTCAaGtTCcCAgTAatCCATTGGATGTAGCACGAGG

pFER1-496bp-mELEM3R

GatTAcTGgGAaCtTGAGGATATTCGATCCACGT

pFER1-496bp-mELEM4F

atgGAGGCCGCggatCGCCCCTACATCTGGCTTTC

pFER1-496bp-mELEM4R

GGGCGatccGCGGCCTCcatCTACATCCAATGGGATAGTG

pFER1-496bp-mELEMS5F

ATgTCCACCCTCatggatGATCTCAATCCAACGGTGACCAC

pFER1-496bp-mELEMSR

TCatccatGAGGGTGGAcCATGAAAGCCAGATGTAGGGG

pFER1-496bp-mELEMG6F

acATCCtACGGgGACCACACGCCTTTTCCCTC

pFER1-496bp-mELEMG6R

GTGTGGTCcCCGTaGGATgtAGATCCACGTGGAGGGTGGA

pFER1-496bp-mELEM7F

atggatGCTTcCATATCCACCCTCCACGTGGATCTCAATCC

pFER1-496bp-mELEM7R

GTGGATATGgAAGCatccatTAGGGGCGTGTGGCGGCCTC

pFER1-496bp-mGATAR

TCatccatGAGGGTGGATATGAAAGCCAGATGTAGGGG

pFER1-496bp-mGboxF

ATgTCCACCCTCCACGTGGATCTCAATCCAACGGTGACCAC

pFER1-496bp-mGboxR

TCCACGTGGAGGGTGGACATGAAAGCCAGATGTAGGGG

pFER1-496bp-

mNewIDRSF

CGGTGACatgACGCCTTTTCCCTCTTATATAAACCCTTCCTCC

pFER1-496bp-

mNewIDRSR

GGCGTcatGTCACCGTTGGATTGAGATCCACGTGG







Clonages

Tableau S1

Nom

Sequence 5'->3'

pFER1-496bp-mABRE-F

Aatggat ATCGAATATCCTCACGTTCACACTATCCCATTGG

pFER1-496bp-mABRE-R

GAGGATATTCGATatccatTAACATCTCTCCAAATAAAG

pFER1-496bp-mP1BS-F

AACGTGGATCaAtggaCtTCACGTTCACACTATCCCATTGG

pFER1-496bp-mP1BS-R

GAaGtccaTtGATCCACGTTAACATCTCTCCAAATAAAG

pFER1-496bp-mTbox-F

ATCCTCAaGtTCACACTATCCCATTGGATGTAGCACGAGG

pFER1-496bp-mTbox-R

GGATAGTGTGAaCtTGAGGATATTCGATCCACGT

pFER1-496bp-mFeRE-F

ATCCTCACGTTCcCAgTAatCCATTGGATGTAGCACGAGG

pFER1-496bp-mFeRE-R

GatTAcTGgGAACGTGGAGGATATTCGATCCACGT

pFER3-1478bp-B1

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcCACCTGAGCTCTCTAAGCTGAAG

pFER3-1247bp-B1

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcAACTGGCTTTACATTGTGTTG

pFER3-946bp-B1

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcaaatagtgtctctttcatcaag

pFER3-496bp-B1

ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcttaaggticgagattatttaaatcc

pF ER3-B2 ggggaccactttgtacaagaaagctgggtctttgttttcctgtgtgegacg

pIRL3-1 SKb-B1 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttc AGCAACAGGAGGACGAAGGACATG
gILR3-B2 ggggaccactttgtacaagaaagetgggtc AGCAACAGGAGGACGAAGGACATG
pF ER1-1478bp-F tctctcgagaaaggatagag

pFERI1-R CGTTGGAAAATGTAGAAGAGG

ganRN A-B1 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttc TTCATCCCCAAACAACTACG

gL.ncRNA-B2

ggggaccactttgtacaagaaagctgggtc I TATAGTAAACAATTGTATTTG







qPCR |

Nom Sequence 5'->3'

ILR3-Q1 GCAACCTATTGGTGTTTCTTCTAACTC
ILR3-QQ2 CCAGGTTCTTTGCTAGCTTCTGA
bHLH104-Q1 CCAGCTGCATTTAACCACAACA
bHLH104-Q2 TTAAGCAGCAGGAGGCCTGAG
PYE-Q1 CAGGACTTCCCATTTTCCAA
PYE-Q2 CTTGTGTCTGGGGATCAGGT
BTS-Q1 ACCATGTCGATCTCCGGCTG
BTS-Q2 CAAGAGAATATGTTTGCGCTACATT
bHLH34-Q1 TCGTCATCTGTTGGAGCTGT
bHLH34-Q2 GTTTCTCGCGACAGGCTTTG
PP2-F TAAGGTGGCCAAAATGATGC
PP2-R GTTCTCCACAACCGCTTGGT
FERI1-F TCGTTGAGAGTGAATTTCTGG
FER1-R ACCCCAACATTGGTCATCTG
FER3-F AGAGTGTGTTTCTGAACGAAC
FER3-R CCAAACTGCGAGATTACAGC
FER4-F AGAGCGAGTTTCTGACAGAG
FER4-R CACAGTAGACACAAGACTCC
IRT1-F CGGTTGGACTTCTAAATGC
IRT1-R CGATAATCGACATTCCACCG
VTL1-Q1 AGTGTGGAAAGGCCACTTGTG
VTL1-Q2 GCTTACAAAGAGATCCCATTACTATCAA
VTL2-Q1 GATGGGAGTTGGAGCTGTGAA
VTL2-Q2 CCTGCGAATCCGGAGAGAA
VTL5-Q1 CATGCAAATCTAGAGGCTCTTTCA
VTL5-Q2 CAAACATAACGGAACACTAGTTGTGA
NEET-Q1 TCGTTGTCACCGAGCTTTCC
NEET-Q2 ACGTCCCCGACCTCCAA
LncRNA-FER1-Q1 TTCCCTGAGAGTCCCGGAAG
LncRNA-FER1-Q2 CACTTTCCACCGAGAAGGACA
APX1-Q1 GGTGCATGGACATCAAACCC
APX1-Q2 ACAGGGTCGTCCAATAGTGC
WRKY33-Q1 CTCGTGGTAGCGGTTACGCC
WRKY33-Q2 CCTTTGCTCTAGAGAATCCACC
WRKY40-Q1 CTTGACTGTGCCGGTGACTA
WRKY40-Q2 GAAGAAGCCATTTGCTCCAC
MYBS51-Q1 GGCCAATTATCTTAGACCTGACA
MYB51-Q2 CCACGAGCTATAGCAGACCATT
ZAT10-Q1 TTTCCACCACCAAAACCTCACT

ZAT10-Q2

GTAGCTCAACTTCTCCACCGCC

Tableau S1






ChIP-qPCR

Tableau S1

Nom

Sequence 5'->3'

ProbHLH39-F

CCAGTCTACTTGTGACTAGACCTTG

ProbHLH39-R

AACCAAAACTTTAAAAATTCGCAAA

ProFITF GCTTGTGACAACTAAACCAGTTGAC
ProFIT-R ATCGATCAGACCGTATTAAAAAGGT
ProFerl-a-F TGCACTATTCCTGCAGCCAA
ProFerl-a-R AGTTGTAATGTTGGCAAGGACA
ProFerl-b-F TCCGATTTCCTATGTCAATATGTGT
ProFer1-b-R ATTTCCGGTTCCTACTCTCGC
ProFerl-c-F CAACGCGAGAGTAGGAACCG
ProFerl-c-R AGAGGATAGTGTTGAGCCGC
ProFer3-a-F TCTCTGTCTTTTGAGCACAGTGA
ProFer3-a-R TGTGTGAGCATTTTCATTCTTTACA
ProFer3-b-F GCCAAAATTACACAAATACCAACGG
ProFer3-b-R TGTGCGACGAAATTGGAGGA
ProFer4-a-F TCTTCAATTTGAGGAATGTGCCA
ProFer4-a-R AGAGTGCATAAGGAAAACAATTTGGT
ProFer4-b-F AGTGAAAGAGATTTTGAAGCTGCA
ProFer4-b-R AGGAAAGTTTTCTTCGCGAGA
proNEET-a-F GCCTATGACCAAATCCTTTGCA
proNEET-a-R TTGTTCTCAAATTCGTCTAACTAAGT
proNEET-b-F ACTTAGTTAGACGAATTTGAGAACAA
proNEET-b-R AGCGTGTGTATGAGATGGAAGA
ProVTL1-a-F TGTGTGCAAACAAGTGACGA
ProVTL1-a-R TGATGGATTGGTGAATTGGA
ProVTL1-b-F TACCAACCACACTCCGATCA
ProVTL1-b-R CATTCCTTTTGGCAGCTGTA
ProVTL1-c-F CCCCTTTCGGTCTCTCAAAT
ProVTL1-c-R AAAAAGTTGATTGCCGCGTA
ProVTL2-a-F CAGTGTACAAAGTGATGTACAAACGA
ProVTL2-a-R CGGTGTAGAAGGTGATTTATGG
ProVTL2-b-F TGTGACTGGATTTTGGCAAT
ProVTL2-b-R TTTGTAGTCGGTGCATAACGA
ProVTLS-a-F TTGCAAGTTTATTAACGAATCAACTCA
ProVTL5-a-R TCGAACTTTTGAATGCGACCTG
ProVTLS-b-F AGATTATGCATGTCATGATGTTAGCA
ProVTLS5-b-R ACCAGGTTAAAGTGATTCTGGA
ProYSL4-a-F TTGACCGTTTGAACTTTGAAGA
ProYSL4-a-R TTGATGACGAATTGCGGTTA
ProYSL4-b-F TATAACCGCAATTCGTCATCA
ProYSL4-b-R AAAAATTGAGAATTTCCTGCAGAT
ProYSL6-a-F AGCATCATTCGAATTATTTGGACTCT
ProYSLé6-a-R GGCTGGGCCTTGCTATTAAT
ProYSL6-b-F TCGCTTTGATGTAACAAGATTAACGT
ProYSL6-b-R TGAGTTTGACGGATTTTGGAGG
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Introduction adapt the phase of rhythms in plants to local environmental
changes through the central oscillator. The central oscillator is a
Circadian clocks control various daily rhythms in organisms, complex network of interlocked feedback loops involving numer-
providing them with a competitive advantage [1]. Input signals ous transcriptional regulators. Central to this network is a feedback

loop that connects the morning and evening part of the circadian
clock regulatory circuit. This loop is composed of two morning-

* Corresponding authors at: Bat 7, Campus INRA/SupAgro, Place Viala, 34060 expressed Rl /Z_MYB transcription factors [2] CIRCADIAN CLOCK

Montpellier Cedex 1, France. Tel.: +33 04 99 61 26 13/29 32. ASSOCIATED 1 (CCA1) and LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY),
E-mail addresses: briat@supagro.inra.fr (J.-F. Briat), and of the evening-phase transcriptional repressor TIMING OF CAB
christian.dubos@supagro.inra.fr (C. Dubos). EXPRESSION 1/PSEUDO-RESPONSE REGULATOR 1 (TOC1/PRR1)
1 Present address: Université de Lorraine, Interactions Arbres - Microorganismes, [3] Although most of the regulations of the clock occur at the
UMR1136, F-54500 Vandoeuvre-1és-Nancy, France. transcriptional level, post-transcriptional and post-translational
2 Present address: Génétique, Reproduction et Développement, CNRS UMRG293, .p » P p p K
Clermont Université, INSERM U1103, 24 avenue des Landais, 63171 Cedex Aubiére, regulations are also concerned. For example, the evening loop com-
France. ponent ZEITLUPE (ZTL) is a F-box protein that targets the highly
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Fig. 1. Schematic representation of the reciprocal interaction existing between iron
homeostasis and the circadian clock. The regulation of plant iron homeostasis is
under circadian regulation, controlling optimal distribution of iron pools at the cel-
lular and sub-cellular levels throughout plants. Iron status of the plant is modified
depending on iron availability in the soil solution, which in turn alter circadian clock
periodicity that adapt plant physiology to its new environment.

phosphorylated forms of TOC1 for ubiquitylation and subsequent
degradation by the proteasome [4]. Conversely, the interaction of
TOC1 with PRR3 prevents its ZTL-mediated degradation [4].

Light and temperature are the major inputs of the clock [5].
Many biological processes including stomatal opening [6], photo-
synthesis [1], and flowering [7] are outputs of the circadian clock,
through the re-programming of expression of various gene sets
[8]. More recently, nitrogen, copper, magnesium [9-11] as well as
iron [12,13] mineral nutrition has been shown to be regulated by
the clock. They constitute another important input acting on the
expression of central oscillator genes (Fig. 1) [12-14].

Photosynthesis efficiency is also dependent upon mineral nutri-
tion in addition to light, temperature and the circadian clock. Fe,
among metals, has a major role in this process because of its redox
properties within proteins of the electron transport chain. Altered
Fe homeostasis in Arabidopsis thaliana mutants lacking the iron
storage protein ferritin in their leaves had impaired carbon assim-
ilation, resulting in a decrease in biomass production [15]. Because
Fe homeostasis and photosynthesis are interdependent and both
are regulated by the circadian clock ([ 16]; Fig. 1), it is a major issue
to understand how these various determinants of biomass pro-
duction are integrated into the physiology of plants. In addition
to its major role in the photosynthesis process, Fe is also required
for respiration, DNA synthesis, nitrogen and sulphur assimilation,
and hormone synthesis. Furthermore, Fe being highly reactive with
oxygen, it can produce reactive oxygen species (ROS), which are
potentially toxic for cell structures [15]. As a consequence Fe con-
tent, speciation and distribution in plants need to be finely tuned
through the control of Fe homeostasis.

This paper highlights recent new developments that put for-
ward a link between Fe homeostasis and the circadian clock. The
principal aim is to propose a critical review of our understanding
of the control of Fe homeostasis by the clock, and the impact of Fe
nutrition on the expression of clock components. To what extent
clock and Fe regulatory circuits can be integrated into a compre-
hensive scheme will contribute to improve our understanding of
the mechanisms by which plants adapt to their fluctuating envi-
ronment.

Clock regulation of Fe homeostasis

Fe homeostasis in plants results from the action of integrated
regulatory pathways controlling the expression of genes at the
transcriptional and post-transcriptional levels. The activation or
repression of these genes depends on Fe availability, namely Fe
scarcity or Fe excess [17]. These genes encode proteins that are
required for Fe uptake by the roots, Fe distribution throughout the
whole plant body, and intracellular compartmentation and storage
[18,19].

Graminaceous plants (cereals) use a chelation strategy to
acquire Fe from the soil. Their roots secrete methionine deriva-
tives from the mugineic acid family of phytosiderophores (MAs),
which chelate and solubilize Fe(Ill) in the rhizosphere. The resulting
Fe(IlI)-MAs complexes are taken up by root cells. This MA secretion
by roots fluctuates throughout the day in a diurnal manner [20]. For
example, MAs secretion from barley roots occurs within 2-3 h after
sunrise under Fe-deficient conditions. This rhythmic secretion of
phytosiderophoresin cereals is mainly mediated by changes in light
rather than temperature [21]. Furthermore, large-scale expression
analysis of Fe-deficiency stressed barley roots revealed that among
the genes whose mRNA steady state level was increased, 25% exhib-
ited different abundance levels in Fe-deficient roots at noon and at
night [22]. However, these studies do not address whether these
regulations are driven by light independently of the circadian clock.
In addition, among the genes highlighted by this transcriptomic
approach, no Arabidopsis orthologous genes encoding clock com-
ponents (e.g. CCA1, LHY, etc.) have been identified.

The first molecular evidence that Fe homeostasis was connected
to the clock came from a genetic screen designed to search for reg-
ulators of the expression of the Arabidopsis AtFer1 ferritin gene,
encoding a Fe storage protein located in the plastids [23]. TIME FOR
COFFEE (TIC), a previously described regulator of the circadian clock
[24,25], repressed AtFer1 expression. This finding prompted deter-
mining whether AtFer1 was a cycling gene (i.e. whose expression is
rhythmically regulated by the circadian clock). Indeed AtFer1 cycles
with peak expression at dawn. Cycling is abolished in genetic back-
grounds mutated for genes of the central oscillator such as ccal-11
or lhy-21. Regulation of ferritin genes (AtFer1, AtFer3 and AtFer4)
expression by the clock was confirmed by showing that they are
direct transcriptional targets of PRR7, a central clock component
[26]; PRR7 being involved in the adaptation to iron excess. Fur-
thermore, the promoter activities of AtFer1 and two other genes
involved in the Fe deficiency response (namely IRT1, for IRON-
REGULATED TRANSPORTER 1, the major FeZ* transporter in roots,
and bHLH39, a key transcription factor involved in this process) are
under circadian control [27].

Fe as an input regulating the clock

Three independent studies have recently demonstrated that the
period length of the circadian clock is directly modulated by the iron
status of Arabidopsis plants. The period is longer under Fe-deficient
conditions and shorter under Fe-excess conditions [12-14].

The impact of iron status on the periodicity of the expres-
sion of key central oscillator genes was evaluated through the
analysis of their promoter activity using the luciferase reporter
gene (Tables 1 and 2). This analysis demonstrated that the period
length of all the studied circadian clock genes was affected in a
Fe-dependent manner, with a greater effect on CCA1 and TOC1 pro-
moter activities [12-14]. These variations in the period length are
quantitative and directly dependent on the amount of Fe actu-
ally available for the plant. This finding was also observed at the
mRNA steady state levels [12]. However, the periodicity of the cir-
cadian oscillations is also regulated at the post-translational level
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Table 1

Growth conditions and genetic backgrounds used in the three studies that have demonstrated the reciprocal interaction between iron homeostasis and the circadian clock

[12-14].

[12] [13]

[14]

Experimental design
Growth conditions - Half MS medium, L/D: 12h/12h

- Treatments on 8 days old seedlings for 36 h
prior analysis (LUC)

- Treatments on 12 days old seedlings for 3

- Minimal medium deprived of Fe, L/D:
12h/12h

- Treatments on 6 days old seedlings (LUC)
- Treatments on 10 days old seedlings

- Hoagland medium deprived of Fe, L/D:
16h/8h

- Fe treatment from plating (LUC)

- Other treatments from germination (LUC)

days prior analysis (QRT-PCR) (qRT-PCR)
Iron treatments - Ferrozine (100 wM) - Ferrozine (300 M) - Ferrozine (300 wM)
- Agar - Agar - Fe-free agar (EDTA washed)
- Fe(IlI)-EDTA (50 M) - FeHBED gradient (0.25-100 wM)
Other metals -Cu -Zn -Cu
-Mn -Zn+Fe -Mn
-Zn -Zn
Other treatments - CPTIO - pH modification
- L-NAME - Haem
- Tungstate - Erythromycin
- GSNO - Kanamycin
- Lincomycin - Lincomycin
- Darkness - Chloranphenicol
- Norflurazon
- Darkness
Mutant alleles used
Circadian clock - ccal-1(Col) - prr5-1(Col) - ccal-1(Col)
- Ihy-101 (Col) - ztl-4 (Col) - lhy-20 (Col)
- toc1-101 (Col) - prr7-3 prr9-1 (Col) - toc1-101 (Col)
- elf4-101 (Col) - ccal-1 lhy-20 (Col) - elf3-1 (Col)
- gi-2 (Col) - ccal-11 lhy-21 (WS) - ztl-4 (Col)
- prr7-11 (Col) - gi-201 (Col)
- prr9-10 (Col) - prr7-3 (Col)
- ccal-1 lhy-101 (Col) - prr9-1 (Col)

- prr7-11 prr9-10 (Col)

Iron homeostasis

- fit1-2 (Col)
- frd1-1 (Col)

- prr7-3 prr9-1 (Col)
- ccal-1 lhy-20 (Col)
- ccal-11 lhy-21 (WS)
- fit1-2 (Col)

- irt1 (Col)

- irt1-1 (Col)
- fer1 fer3 fer4 (Col)

Additional mutants

- gun1-7 (Col)

- guni-9 (Col)

- gun2-1 (Col)

- hy6 (Col)

- gun4-1 (Col)

- gun5-1 (Col)

- fc-2 (Col)

- hy2WIs¢ (Col)

- gun1-9 gun5-1 (Col)
- phyB amiR (Col)

- phyA-211 phyB-9 (Col)
- hmr-2 (Col)

- prmd5-54 (Col)

Mutants for which more than one allele was used are in bold. L: light, D: dark, MS: Murashige and Skoog, LUC: LUCIFERASE reporter gene, qRT-PCR: quantitative reverse
transcription-polymerase chain reaction, EDTA: ethylene diamine tetraacetic acid (iron chelating compound), HBED: hydroxyl benzyl ethylene diamine (iron chelating
compound), Cu: copper, Mn: manganese, Zn: zinc, CPTIO: 2-(4-carboxyphenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide (nitric oxide scavenger), L-NAME: N®-nitro-
L-arginine methyl ester hydrochloride (nitric oxide synthesis inhibitor), GSNO: S-nitrosoglutathione (nitric oxide donor). The ecotype for the different mutant alleles is given

in parenthesis (Col: Columbia-2, WS: Wassilewskija).

by affecting the localization, the activity or the degradation of key
central oscillator proteins [28]. In this regard, it would be very infor-
mative to determine the impact of Fe status on the stability and
localization of clock proteins, in addition to measuring promoter
activity and/or transcript abundance of their corresponding genes
[12-14].

Interestingly, ZTL (F-box protein involved in the targeting of
TOC1 and PRR5 proteins to the proteasome) was a circadian clock
target of the response to Fe deficiency, since the ztl-4 mutant was
defective in lengthening the period of CCA1 promoter activity in
response to Fe deficiency [13]. This observation prompted these
authors to propose that the expression of CCA1 and LHY could be
the ultimate targets of Fe status signalling via ZTL. This assumption

is supported by an absence of effect of Fe deprivation on the peri-
odic expression (i.e. mRNA level over a 78 h period) of TOC1 in the
gi (gigantea) mutant [12]. GI encodes a protein whose activity is
intricately related to ZTL through the formation of heterodimers
allowing reciprocal co-stabilization essential for robust circadian
oscillations [27]. How ZTL (and/or GI) could act as a signal interme-
diate between Fe and CCA1/LHY is unclear, since ZTL is at a distance
from CCA1/LHY in models of the oscillator system. Genetic data
indicate that neither TOC1 nor PRR5 are involved [26]. In such a
context it could be useful to assay toc1 prr5 double mutants.
Nevertheless, this attractive hypothesis to explain the regula-
tory mechanisms that reprogram the circadian clock in response to
Fe status will require further investigation because contradictory
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Table 2

Summary of the promoter activities and mRNA steady state measurements carried out in the three studies that have demonstrated the reciprocal interaction between iron

homeostasis and the circadian clock [12-14].

[12] [13]

[14]

Promoter activities (Luciferase)

Circadian clock -TOC1 in WT -TOC1 in WT - TOC1 in WT, ccal-1, lhy-20, toc1-101, ztl-4,
- CCA1in WT - CCA1 in WT, ztl-4, prr5-1, prr7-3 gi-201, prr7-3 prr9-1, irt1, fit1-2, fc2, hy6, phyB
- LHY in WT. prr9-1, ccal-1 lhy-20, ccal-11 lhy-21, amiR, ccal-1 lhy20, phyA-211 phyB-9 & hmr-2
- PRR5 in WT irt1-1, fit1-2, frd1-1, fer1 fer3 fer4 - CCA1in WT & gun2-1
- PRR7 in WT - LHY in WT, gun4-1 & gun5-1
- PRR9 in WT - PRR7 in WT
-Glin WT
- ELF4in WT
Circadian clock output - CAB2 in WT - CAB2 in WT, gun1-7, gun1-9 & ccal-1 lhy20
- CAT3in WT - CAT2 in WT
- CAT3 in WT & prmt5-54
- FKF1 in WT
Iron homeostasis - IRT1 in WT, ztl-4 & prr7-3 prr9-1,
irt1-1, fit1-2
- bHLH39 in WT
- FER1 in WT
Expression analysis (mRNA steady state levels)
Circadian clock - TOC1 in WT & gi-2
- CCA1in WT
- LHY in WT
- PRR5 in WT
- PRR7 in WT, ccal-1 lhy-101 & gi-2
- PRR9 in WT
- Gl in WT, ccal-1, lhy-101, ccal-1 lhy-101,
prr7-11, prr9-10, prr7-11 prr9-10, toc1-101 &
elf4-101
- ELF4in WT
Iron homeostasis - IRT1 in WT
- bHLH39 in WT
- FER1 in WT

WT: wild type, CAB2: CHLOROPHYLL A/B-BINDING PROTEIN 2 (clock-controlled gene), CAT2: CATALASE 2 (clock-controlled gene), CAT3: CATALASE 3 (clock-controlled gene),

FKF1: FLAVIN-BINDING, KELCH REPEAT, F BOX 1 (clock-controlled gene).

results were described in another study in which the period of
TOC1 promoter activity was lengthened by Fe deficiency in the ztl-4
and gi-201 mutants [14]. However different growth conditions and
reporter luciferase lines were used between these various experi-
ments that may explain these divergent results [29]. Nevertheless,
two of these studies [ 12-14] clearly revealed by the use of (double)
mutants (i.e. ccal-1 lhy20 and ccal-11 lhy-21) that CCA1 and LHY
are required for the modulation of the circadian period length in
response to Fe status, indicating that these genes are most likely the
main integrators of the Fe signal into the central oscillator [12,13].

The finding that the Fe status acts as an input of the clock is
sustained by these three papers [12-14], which contain robust
and convincing data. However, in these three studies [12-14] only
one loss of function allele was studied for the TOC1 (i.e. toc1-101),
EARLY FLOWERING 3 (i.e. elf3-1), ELF4 (i.e. elf4-101), PRR5 (i.e. prr5-1)
and ZTL (i.e. ztl-4) genes (Table 1). As a consequence, it cannot be
excluded that the observed variation in the Fe response in these
mutants may be due to another genetic factor linked to a second
mutation [30] or to the used mutant allele itself (i.e. hypomorphic
mutation causing a partial loss of gene function, dominant negative
allele generating a new function). For example, the Fe response was
altered in opposite manners by two independent loss-of-function
mutants of the GUN1 (GENOME UNCOUPLED 1) gene (i.e. guni-7
and guni1-9 [14]), a key gene of the retrograde signalling pathway
occurring between the chloroplast and the nucleus [31]. In this
case, gunl-7 may correspond to a dominant-negative allele, as it
carries a missense mutation in the first pentatricopeptide repeat
of the protein and not a premature stop codon. As such, it would
be useful to use various alleles of the above mentioned circadian
clock genes in order to firmly conclude on their respective role
in this specific biological process that is the response to Fe defi-
ciency.

Towards the identification of the signal coupling Fe
homeostasis to the circadian clock

The three papers analyzed above [12-14] agree that the period
of the Arabidopsis circadian clock varies as a function of Fe avail-
ability, but do not answer the question of what Fe-dependent signal
modulates the period of the circadian clock.

Several lines of evidence strongly suggested that chloroplast-
mediated retrograde signalling might be involved in the longer
circadian period induced by Fe-deficiency. Chloroplasts of mature
photosynthetic Arabidopsis leaves are the major Fe sink, contain-
ing up to 80% of the whole leaf Fe content [32]. Furthermore,
chloroplast integrity is necessary to entrain the circadian system
since the crb Arabidopsis mutant defective in the CHLOROPLAST
RNA BINDING (CRB) protein has an altered chloroplast structure
correlated to a phase delay in its circadian rhythm [33]. A recent
review stresses the interplay between cellular metabolism and iron
signalling in plants, and the potential roles that chloroplasts could
play in generating and transducing retrograde signals that con-
trol Fe homeostasis [34]. Fully developed functional chloroplasts
are required for circadian Fe sensing [12,14]. Etiolated seedlings
or light-grown plants treated with plastid translation inhibitors
(i.e. erythromycin, kanamycin, and lincomycin) were not able to
respond to changes in Fe supply (as revealed by the analysis of TOC1
promoter activity [14]). Similar results were also observed when
the plastid and mitochondrial protein translation inhibitor chlor-
amphenicol was used [14]. Conversely, norflurazon (an inhibitor
of carotenoid biosynthesis that ultimately inhibits chloroplast bio-
genesis) as well as erythromycin, lincomycin and chloramphenicol
caused longer circadian period when plants were grown on Fe-
replete condition (as revealed by the analysis of CCA1 and TOC1
promoter activities [12]). However, the lengthening of the clock
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Fig. 2. Schematic representation of the molecular mechanisms involved in the coupling of iron homeostasis to the circadian clock. The iron status of the plant is a key
factor that directly modulates the period length of the circadian clock oscillations. This regulation involves a chloroplast-mediated retrograde signalling. Several lines of
evidence suggest that this chloroplast signal integrates into the central oscillator through ZTL (ZEITLUPE) and GI (GIGANTEA), by affecting either genes expression or proteins
activity (e.g. ZTL and/or GI post-translational modifications, nucleus translocation of GI). These modifications in turn impact on CCA1 (CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1) and
LHY (LATE ELONGATED HYPOCOTYL) activity, and ultimately could reset the balance of iron homeostasis. To established such a reset, direct measurements of the Fe status
(concentration, speciation, localization), in various genetic background affected in the circadian clock would need to be performed, which is not the case in the various
papers discussed within the frame of this review. The nature of the Fe signal involved in this chloroplast-to-nucleus retrograde signalling still needs to be characterized.
Nevertheless, it was shown that nitric oxide, haem synthesis or catabolism, and the retrograde tetrapyrrole pathway are not involved. Similarly, the actual mechanisms by
which the central oscillator directly affects the expression of genes involved in iron homeostasis remain to be identified. It is suggested that this process may probably involve
two key transcription factors belonging to the basic helix-loop-helix family, namely bHLH29/FIT1 and bHLH39/ORGS3. Circadian Fe responses require also the translocation
of photoactivated phytochromes (P ) into the nucleus to regulate clock genes. Pg. nuclear relocation involves HMR (HEMERA) activity. Phy: phytochrome A and B. Dashed
lines: putative regulatory interactions, Double arrows indicate molecular interactions.

period in response to these drugs was lower than what was
observed in response to Fe deficiency. In addition, a non-additive
effect was observed between the drugs and the Fe deficiency
treatments. Altogether these data, independently reported by two
research groups, strongly suggest that the alteration of the length
of the circadian period in response to Fe-deficiency signals involves
plastid-to-nucleus retrograde signalling (Fig. 2) [12].

Nitric oxide (NO) is an obvious candidate to be considered for
retrograde signalling. NO is a major component of the signalling
pathway in Fe acquisition under Fe-deficient conditions [35]. Fur-
thermore, chloroplasts could have an essential role in the control of

NO levels [36]. A rapid NO burst occurs in chloroplasts in response
to Fe excess [37]. This NO burst is required to abolish the repres-
sion of the expression of the clock regulated AtFer1 gene [23,37,38].
However it has been clearly demonstrated that NO is not involved
in signalling the plant Fe status to the clock [12]. Iron imbalance is
known to induce oxidative stress in cells by promoting the gen-
eration and accumulation of ROS, causing oxidation of cellular
components, hindering metabolic activities, and affecting organelle
integrity [17]. Furthermore, it has been well documented that the
response to oxidative stress was regulated by circadian rhythms
[39]. In plants, ROS could therefore play a role in the production
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of the retrograde signal linking Fe homeostasis to the clock. This
hypothesis is further sustained by the fact that TIC, the first molec-
ular actor reported to link Fe homeostasis and the clock in plants
[23],is involved in the control of the redox status, since tic mutants
exhibited hypersensitivity to oxidative stress and had anincrease in
total glutathione content [40]. Moreover, CCA1 has recently been
shown to play a central role in regulating ROS homeostasis and
oxidative stress responses [39], which is in agreement with the
increased sensitivity to Fe excess of the ccal-11 lhy-21 double
mutant when compared to wild type plants [26].

Chloroplast integrity is required to couple Fe sensing with
the circadian clock [12,14]. Furthermore chloroplast differentia-
tion, including the regulation of nuclear encoded photosynthesis
genes expression is under the control of a retrograde pathway.
Tetrapyrroles are likely signalling intermediates in this pathway,
although the precise nature of the signal molecule is still unclear,
due to the many negative feedbacks and flux changes [41]. Although
this retrograde pathway has been challenged [42], there are strong
genetic arguments that favour it, based on the characterization of
gun mutants exhibiting a de-repression of the LIGHT HARVESTING
COMPLEX B (LHCB) gene expression in the presence of norflurazon.
Most gun mutants are defective in tetrapyrrole biosynthesis, there-
fore potentially affecting Mg-protoporphyrin IX production. It is
thus an attractive hypothesis that the “protoporphyrin retrograde
pathway” is responsible of the coupling between the control of Fe
homeostasis and the circadian clock.

The function of the clock NUCLEAR RECEPTOR SUBFAMILY 1
GROUP D MEMBER 1 (NR1D1)receptor in coordinating mammalian
circadian and metabolic pathways (i.e. glucose homeostasis and
energy metabolism) depends on its interaction with haem [43].
It was showed that circadian Fe responses were affected in the
gun2/hy6/ho1 (haem oxygenase) mutant [14]. A globally constant
free-running period (i.e. a circadian rhythm that is not entrained
by any kind of external time cues, such as the natural dark-
light cycle) was observed in this mutant, independently of the
Fe concentration present in the media. Similarly, the circadian
phase during entrainment did not lag under Fe deficiency condi-
tion. The gun2/hy6/hol mutant plants accumulate haem [44], are
de-regulated in their chloroplast-to-nucleus retrograde signalling
[31], and lack active phytochromes [45]. It was then investigated
whether these gun2/hy6/hol effects were involved in linking Fe
homeostasis to the circadian clock. The haem content was almost
constant over the range of Fe concentrations tested and was not
correlated with the free-running period [ 14]. In addition, variations
in the haem content of seedlings did not interfere with the con-
trol of the circadian period [14]. Various other gun mutants (gun
4-1, gun 5-1, and gun 1-9; see [46] for details) were used. Although
gunl mutants are not defective in tetrapyrrole biosynthesis, the hy2
mutant is, and was used to further rule out the role of haem in the
Fe signal [14]. The gun2/hy6/ho1 mutant is much more pleiotropic
than hy2, since it suffers from negative feedback on tetrapyrrole
biosynthesis from the accumulation of haem. These data ruled out
the possibility that a defect in tetrapyrrole biosynthesis prevents
circadian Fe responses. These results strongly suggest that circa-
dian Fe responses are unlikely to be dependent on haem synthesis
or catabolism, and on the retrograde tetrapyrrole pathway.

Finally, gun2/hy6/ho1 mutants have no active phytochromes,
and do not adjust their free-running period to Fe supply as observed
with etiolated wild-type seedlings. This led to examining the role, if
any, of the phytochromes in the circadian Fe responses [ 14]. Various
genetic backgrounds mutated in PHYTOCHROME (PHY) genes (phyB-
9single and phyA-211 phyB-9 double mutants) showed that only the
double phyA phyB mutant had a short free-running period irrespec-
tive of Fe supply, as observed with the gun2/hy6/ho1 mutant. The
role of HEMERA (HMR), a protein necessary for phytochrome tar-
geting to the nucleus and photomorphogenesis initiation upon light

exposure [47], was then explored. Consistent with the role of HMR,
circadian Fe responses in hmr-2 mutant were partially altered and
reminiscent of those observed in etiolated seedlings in which func-
tionality of the chloroplasts was impaired [ 14]. These later findings
demonstrate that circadian Fe responses require the translocation
of photoactivated phytochromes into the nucleus to regulate clock
genes (Fig. 2).

Epigenetic effectors

Numerous studies have demonstrated the importance of epi-
genetic regulations in the control of various aspects of plant
growth and development. Among these “epi-regulations”, histone
post-translational modifications are of central importance. Such
epigenetic “marks” affect the state of chromatin, between the open
and trancriptionally active (euchromatin) and the condensed and
trancriptionally inactive forms (heterochromatin).

The demonstration that the circadian clock pace was regu-
lated at the epigenetic level came from the study of the TOC1
promoter locus [48]. It has been demonstrated that the cyclic accu-
mulation of TOCT mRNA was positively correlated with histone
H3 acetylation (AcH3) level present at the TOC1 promoter locus.
It was also reported that the presence of AcH3 post-translational
“mark” (leading to the formation of euchromatin) is dependent
on STRUCTURE SPECIFIC RECOGNITION PROTEIN 1 (SSRP1) activ-
ity and the photoperiod. Further studies showed that AcH3 level at
the TOC1 promoter locus was dependent on the opposite effect of
two R1/2-MYB proteins involved in the regulation of the circadian
clock pace [49], namely CCA1 (facilitating H3 hypo-acetylation)
and REVEILLE 8/LHY-CCA1-LIKE 5 (REV8/LCL5, favouring H3 acety-
lation). Histone H3 methylation (e.g. H3K4 trimethylated) is an
additional epigenetic “mark” that is also involved in the regula-
tion of the expression of key circadian clock components such as
TOC1, CCA1 or LHY. This later regulation most probably involves
the SET DOMAIN GROUP 2/ARABIDOPSIS TRITHORAX RELATED 3
(SDG2/ATXR3) histone methyltransferase [49]. Along the same line,
JM]J30 histone demethylase (a JUMON]JI C domain-containing pro-
tein) has also been identified as a clock component controlling the
circadian period [49].

Iron homeostasis is also regulated at the epigenetic level.
Recently, Fe deficiency has been shown to affect the distribution
of histone H4 post-translational modifications, thus affecting chro-
matin conformation at specific loci [50]. As a consequence, the
expression of key transcription factors involved in the regulation
of iron homeostasis is induced, as well as the expression of their
target genes (e.g. IRT1 and FRO2, FERRIC REDUCTION OXIDASE 2).
These transcription factors belong to the bHLH subgroup bHLH39,
bHLH100 and bHLH101. Conversely, when plants are grown under
Fe sufficient conditions, the expression of these transcriptional
regulators is repressed. This repression is associated with con-
formational changes in their promoter region that are associated
with the symmetric dimethylation of histone H4 at arginine 3
(H4R3sm2). H4R3sm2 post-translational modification depends on
PROTEIN ARGININE METHYLTRANSFERASE 5/SHK1 BINDING PRO-
TEIN 1 (AtPRMT5/SKB1) activity.

Interestingly, AtPRMT5/SKB1 is also part of a feedback regula-
tory loop within the central oscillator [51]. AtPRMT5/SKB1 activity
modulates CCA1, LHY and TOC1 timing of expression, and con-
versely AtPRMT5/SKB1 expression is regulated by the circadian
clock. AtPRMT5/SKB1 involvement within the circadian clockrelies,
at least in part, on its ability to methylate splicesomal proteins in
addition to histones. AtPRMT5/SKB1 dependent alternative splicing
controls the proportion of PRR9 mRNA isoforms that present pre-
mature stop codon, PRR9 being a negative regulator of CCA1 and
LHY expression [52].
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Together, findings on AtPRMT5/SKB1 activities provide a direct
molecular link between plant iron status and circadian clock period.
It also suggests that the interaction between these two pathways
involve regulations occurring at the post-transcriptional (alter-
native splicing) and post-translational (chromatin modification)
levels. However, AtPRMT5/SKB1 is not playing a major role under
Fe deficient conditions as the period of the circadian clock in
prmt5-54 mutants is lengthened in a similar manner to that of wild-
type plant [14]. This is in agreement with AtPRMT5/SKB1 function
as H4R3sm2 post-translational modification occurs in Fe replete
condition and as PRR9 is not involved in the lengthening of the
circadian period in response to Fe deprivation [50,52].

Nevertheless, epigenetic regulations encompass many pro-
cesses beyond chromatin’s modifications that remain to be
explored which could link iron homeostasis with the control of the
circadian system.

Conclusion

Fully developed and functional chloroplasts as well as early light
signalling events, involving phytochromes, are essential to cou-
ple the clock with Fe responses. Chloroplast encoded protein(s)
which remain to be identified are also involved. Known mem-
bers of the chloroplast-to-nucleus retrograde signalling pathway
involving the tetrapyrrole biosynthesis pathway are not required
for these Fe responses to take place. Therefore, some unknown or
not yet fully characterized elements of the chloroplast-to-nucleus
retrograde signalling pathway are involved in the reciprocal
interaction between iron homeostasis and the circadian clock
(Fig. 2).

Why iron regulates the circadian rhythms and what is the phys-
iological relevance of lengthening the period under Fe deficiency?
It was suggested by the authors of one of the papers reviewed
above [12-14] that lengthening the period under Fe deficiency may
help plants to continue to accumulate Fe by remaining in the vege-
tative stage, thereby reducing the chances of forming immature
fruits and seeds. They concluded that such a mechanism might
therefore be an adaptive strategy that would improve progeny fit-
ness under Fe deficiency. It has to be kept in mind that one of the
major physiological consequences of Fe deficiency is interveinal
leaf chlorosis, which is an outcome of chloroplast structure dis-
organization and alteration of the photosynthetic activity. In that
respect Fe deficiency has to be first considered as a “chloroplast
disorganiser”. Chloroplasts are also altered by CO, depletion or
by the use of 3-(3,4-dichlorophenyl)-1-1-dimethylurea (DCMU), an
inhibitor of photosystem II (PSII), and such conditions have recently
been shown to increase the period of the clock by 2.5-3h [53],
whichis very reminiscent of what was reported under Fe deficiency
[12-14]. This lengthened period was suppressed by the addition
of exogenous sugars, indicating that endogenous sugars produced
by photosynthesis can entrain circadian rhythms in Arabidopsis. Fe
deficiency could therefore impact the clock because it alters photo-
synthesis and sugar production. CO, depletion or DCMU treatment
modulate the expression of key circadian clock genes [53]. As
observed under Fe deficiency conditions, CCAT mRNA abundance is
heavily decreased inresponse to CO, depletion or DCMU treatment.
Because the PRR7 gene expression was observed to be up-regulated
under CO, depletion, it was hypothesized that PRR7 repressed CCA1
expression. This is likely not what is occurring under Fe deficiency
since PRR9 and PRR7 gene expression are down regulated, as CCA1
expression, under such conditions [12-14]. Therefore, although it
clearly emerges that chloroplast integrity and functional photosyn-
thesis are a common platform to sense environmental cues and
to adapt plant physiology via the circadian clock, there are some
specificities in the observed responses which are dependent upon

the nature of the stimulus used to promote chloroplast disorgani-
zation. It is well established that the ability of a stimulus to reset the
clockis a function of the time of day and also of the light intensity at
which the stimulus is administered. For example CO, depletion or
DCMU treatment have a much stronger impact on the clock at low
light than at high light [53]. Because Fe metabolism and light are
deeply integrated to achieve photosynthesis, the reset of the clock
under Fe deficiency is likely dependent of the light conditions and
this point would deserve to be investigated in future studies.
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Phosphate and sulfate are essential macro-elements for plant growth and development,
and deficiencies in these mineral elements alter many metabolic functions. Nutritional
constraints are not restricted to macro-elements. Essential metals such as zinc and
iron have their homeostasis strictly genetically controlled, and deficiency or excess
of these micro-elements can generate major physiological disorders, also impacting
plant growth and development. Phosphate and sulfate on one hand, and zinc and
iron on the other hand, are known to interact. These interactions have been partly
described at the molecular and physiological levels, and are reviewed here. Furthermore
the two macro-elements phosphate and sulfate not only interact between themselves
but also influence zinc and iron nutrition. These intricated nutritional cross-talks are
presented. The responses of plants to phosphorus, sulfur, zinc, or iron deficiencies
have been widely studied considering each element separately, and some molecular
actors of these regulations have been characterized in detail. Although some scarce
reports have started to examine the interaction of these mineral elements two by two,
a more complex analysis of the interactions and cross-talks between the signaling
pathways integrating the homeostasis of these various elements is still lacking. However,
a MYB-like transcription factor, PHOSPHATE STARVATION RESPONSE 1, emerges as
a common regulator of phosphate, sulfate, zinc, and iron homeostasis, and its role as a
potential general integrator for the control of mineral nutrition is discussed.

Keywords: PHR1, mineral homeostasis, phosphate, zinc, iron, sulfate, crosstalks, integration

Introduction

Among environmental constraints, mineral nutrition plays a key role for plant growth and develop-
ment. Variations in soil nutrient composition and availability are the rule and plants have evolved
mechanisms to cope with conditions ranging from extreme deficiency to toxicity due to excess.
Plant breeding was oriented these last 50 years to provide crops to modern agriculture with high
intrinsic growth rates and yields, under the condition that mineral nutrition was not limiting. Such
condition was obtained by the massive use of fertilizers, in particular considering nitrogen (N),
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phosphorous (P), and potassium (K) (Lopez-Arredondo et al.,
2013). The future of agriculture will undoubtedly require to use so
far uncultivated lands, some of them exhibiting unfavorable soil
mineral composition, and to reduce the use of fertilizers in order
to promote sustainable practices. In such a context of lower input
into the environment, new cultivated plant genotypes will need
to be selected in a way improving their mineral use efficiency.
Reaching such a goal would be facilitated by a knowledge-based
approach rooted in the understanding of how plants sense and
signal changes in the availability of nutrients (Lopez-Arredondo
etal, 2013).

A wealth of knowledge was obtained these last 20 years on the
physiological and morphological adaptation of plants in response
to variations in availability of a given mineral element (Maathuis,
2009; Krouk et al., 2011; Gruber et al., 2013; Briat et al., 2014;
Giehl and von Wirén, 2014). Genes encoding proteins involved
in uptake, translocation, assimilation, and storage of macro and
micro-elements have been characterized and the regulation of
their expression in response to mineral status has started to be
elucidated (Schachtman and Shin, 2007; Giehl et al., 2009; Gojon
etal., 2009; Liu et al., 2009; Pilon et al., 2009; Hindt and Guerinot,
2012; Vigani et al., 2013). More recently multi-level studies inte-
grating transcriptome to metabolome and to enzyme activities
data enabled to begin to understand how plants reprogram vari-
ous metabolic pathways in response to removal and/or resupply
of mineral nutrients. It gives an insight into how plants inte-
grate metabolism adaptation to mineral nutrition deficiency to
growth (Amtmann and Armengaud, 2009; Kellermeier et al.,
2014). However, it is well known that interactions between nutri-
ents for uptake can cause imbalances if one of them is deficient
or in excess (Marschner, 1995; Rouached et al., 2010). Multi-level
interactions between the various mineral elements need therefore
to be studied in order to understand how the different sensing and
signaling pathways activated in response to changes in availability
of one element are coordinately integrated with the ones of other
elements.

In such a context, the principal aim of this paper is to review
interactions between phosphorus (P) and sulfur (S) on one hand,
and between zinc (Zn) and iron (Fe) on the other hand. In addi-
tion, phosphate (Pi) and sulfate (SO4) not only interact between
themselves but also influence Zn and Fe nutrition, and these
intricated nutritional cross-talks are presented, pointing out the
emerging role of transcription factors (TFs) belonging to the
MYB family.

The MYB Family of Transcription
Factors and its Role in Abiotic Stress
Responses

Due to their sessile nature plants must face and adapt to a vari-
ety of biotic (e.g., bacteria, fungi, etc.) and abiotic (e.g., cold,
drought, etc.) stresses throughout their life cycle. As a conse-
quence plants have evolved molecular mechanisms allowing a
tight control of their growth and development. This process is
complex and dynamic, and requires the coordinated expression
of several thousands of genes.

Transcription factors are sequence-specific DNA binding pro-
teins that play a key role in the control of genes expression by
acting as transcriptional activators, repressors or both. TFs pos-
sess a modular structure that is characterized by two key domains,
a DNA-binding domain (DBD) and a transcriptional regulatory
domain. TFs have been categorized into various families on the
basis of some specific amino acid signatures mostly present in
their DBD (Charoensawan et al., 2010).

Among the various classes of TFs found in plants, the MYB
family is one of the largest and most diverse (Riechmann et al.,
2000; Dubos et al., 2010). MYB proteins are characterized by their
DBD (Figure 1), or MYB domain. It is composed of different
numbers (from 1 to 4) of imperfect repeats (R) of approximately
50 amino acids (Lipsick, 1996). Each repeat forms a helix-turn-
helix (HTH) structure containing three evenly spaced tryptophan
residues. These residues form a hydrophobic core playing a key
role in the sequence-specific binding to DNA. The MYB gene
family is divided into various groups according to the number
and the type of repeat(s) found in their DBD (Stracke et al., 2001;
Du et al., 2013).

To date, no biological role directly related to plant responses
to abiotic stresses has been clearly reported for the 3R- and 4R-
MYB proteins. 3R-MYBs are found in all eukaryotic cells where
they participate to the control of the cell cycle. In contrast, the
role of the plant specific 4R-MYBs remains elusive.

The R2R3-MYB class (two repeats) is the largest group of
MYB-proteins exclusively found in plant species. For instance,
out of the 196 MYB genes found in the Arabidopsis thaliana
genome, 126 encode R2R3-MYB proteins (Dubos et al., 2010).
R2R3-MYBs are specifically involved in the transcriptional con-
trol of plant-specific processes, including plant responses to
various abiotic stresses, such as cold or drought. This TF sub-
family has been extensively studied in Arabidopsis allowing to
determine the biological role played by more than half of its
members (Dubos et al., 2010). For example, AtMYB14 and
AtMYBI5 are involved in the plant response to cold stress
(Agarwal et al., 2006; Chen et al., 2013). AtMYB60 and AtMYB96
act through the ABA signaling cascade to modulate plant
response to drought, by controlling stomatal movement, and root
growth and cuticular wax deposition, respectively (Cominelli
et al., 2005; Seo et al., 2009, 2011). In contrast, AtMYB2 and
AtMYB44/AtMYBRI regulate the expression of their target genes
in response to drought in an ABA-dependent manner (Abe et al,,
2003; Jaradat et al., 2013). AtMYB88 and AtMYB124/FLP par-
alogs are key regulators of stomata differentiation. They have
recently been shown to be involved in sensing and/or trans-
ducing salt stress (and most probably other abiotic stresses; Xie
et al., 2010). AtMYB20 and AtMYB73 are also involved in salt
stress tolerance, whereas AtMYB108/BOS1 displays a less spe-
cific role as it is required in the response to both pathogens
and abiotic stresses, including drought, salinity, and oxida-
tive stress (Mengiste et al., 2003; Cui et al., 2013; Kim et al,
2013).

Last, the single MYB repeat proteins forms a heterogeneous
group that gather genes that can be classified into five major
subgroups: the CPC-like, the CCA1l-like/R-R, the I- box-like,
the TRF-like, the TBP-like, and the GARP (Du et al., 2013). To
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FIGURE 1 | The plant MYB protein family. (A) Schematic representation of
the different MYB protein classes based on the number (from 1 to 4) and the
type (i.e., R1, R2, R3, R1/2, R1/2-like, and R3-like) of adjacent MYB repeat (R).
It must be noted that the position of the R1/2 MYB repeat alongside the
polypeptide chain of the proteins may vary between the different 1R-MYB
subclasses that contain this domain (i.e., CCA1-like/R-R, TRF-like, and
TBP-like). (B) Sequence alignment of MYB repeats from different classes of
MYB proteins. Conserved tryptophan (W) residues are highlighted in orange.
Specific amino acid signatures of the GARP, the CCA1like/R-R, TRF-like, and
TBP-like, and the I-box-like 1R-MYB classes are highlighted in red, blue, and

METC1

green, respectively. a-Helices are shaded in gray. The a-helix 3 is the recognition
helix that makes direct contacts with DNA nitrogen bases (i.e., interacting with
cis-regulatory sequences). Protein sequences were downloaded from TAIR
(except for OsMYBS3, GenBank: accession AAN63154). (C) Phylogenetic
relationship (unrooted tree, neighbor joining method) between the different
classes of MYB repeats. The corresponding protein name is given at the
extremity of each branch of the tree. The GARP, the CCA1like/R-R, TRF-like,
and TBP-like, and the I-box-like repeats are shaded in red, blue and green,
respectively. R1, R2, and R3 repeats are shaded in gray. (Adapted from Stracke
et al., 2001, Dubos et al., 2010, and Du et al., 2013).
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date, only 1R-MYBs belonging to the CPC-like (also called R3-
MYB), and CCA1-like/R-R subgroups, have been associated to
plant abiotic stress responses. The Arabidopsis AtMYBL2 is a
CPC-like MYB protein whose activity is decreased under high
light stress, and which acts as a negative regulator of anthocyanin
biosynthesis (which provide a natural sunscreen for plants), and
(Dubos et al., 2008). Amongt the CCA1-like/R-R group of MYB
proteins, OsMYBS3 has been shown to be involved in cold toler-
ance in rice (Oryza sativa), whereas AtMYBL plays a role in the
Arabidopsis response to salt stress (Su et al., 2010; Zhang et al,,
2011). AtMYBCI1 that belongs to the GARP subgroup was found
to be a negative regulator of freezing tolerance in Arabidopsis
(Zhai et al., 2010).

Nutrients availability is also an important environmental fac-
tor which modulates plant growth and development, and there-
fore crop productivity. Consequently, deficiencies in nutrient
supplies are abiotic stresses against which plants have evolved
signaling cascades aiming to improve nutrient acquisition and
homeostasis. Similarly to the above-mentioned abiotic stresses,
MYB proteins have also been found to be involved in the plant
response to nutrient deficiencies. For example, two homologous
R2R3-MYB proteins (namely AtMYB10 and AtMYB72) have
been shown to play a key role in improving growth under Fe-
limiting conditions (van de Mortel et al., 2008; Palmer et al., 2013;
Zamioudis et al., 2014). However, most of the MYB proteins iden-
tified so far as involved in the regulation of mineral nutrition were
associated with Pi starvation. For example AtMYB62 participates
in the response to Pi shortage (Devaiah et al., 2009), whereas
AtETC1 (ENHANCER OF TRY AND CPC 1) is a CPC-like
MYB TF acting to modulate root hair density under Pi limited
conditions (Savage et al., 2013).

PHOSPHATE STARVATION RESPONSE 1 (PHRI1) and
PHR1-Like 1, (PHL1) are two homologous GARP MYB proteins
that play a critical role in the adaptation of plant to Pi (inor-
ganic phosphate) deficiency. Originally, PHR1 was first identified
as a regulator of Pi nutrition in Chlamydomonas reinhardtii, and
named PSRI. It is required for the transcriptional induction of
Pi-deficiency responsive genes in this green algae (Shimogawara
et al., 1999; Wykoft et al., 1999). A genetic screen enabled to
identify a PSR1 ortholog in Arabidopsis, AtPHRI (Rubio et al.,
2001). Several years later a redundant gene to AtPHRI was char-
acterized and named AtPHLI (Bustos et al., 2010). These two
TFs are able to interact, and they recognize the same cis ele-
ment located in the promoter sequence of their target genes.
A consensus sequence of this element, called PHRI Binding Site
(P1BS), has been defined as 5-GNATATNC-3' (Rubio et al., 2001;
Bustos et al., 2010; Figure 2). Transcriptome analysis revealed
that most of the genes induced in response to Pi deficiency lost
this ability in phrl phll double mutant plants. Furthermore, the
frequency of occurrence of the P1BS element is much higher in
the promoter region of genes induced in response to Pi defi-
ciency than in others (Bustos et al., 2010). Interestingly, two
Arabidopsis PHR1 orthologs, OsPHRI, and OsPHR2, have been
characterized in rice (Zhou et al.,, 2008), and functional PIBS
cis-elements have been reported in barley (Schiinmann et al,
2004a,b). These data indicate that the regulatory pathway involv-
ing PHRI to activate the expression of some genes in response

to Pi starvation is likely to be conserved between monocotyle-
donous and dicotyledonous plants. It is noteworthy that a recent
study has pointed out that the expression of AtFerl, a key gene
involved in Fe homeostasis, was transcriptionally regulated by
AtPHR1 and AtPHLI, providing a direct molecular link between
Fe and Pi homeostasis (Bournier et al., 2013, and see below
the “PHRI involvement in Pi and Fe homeostasis interactions”
section).

PHR1 and the Control of Pi Nutrition

P is an essential macronutrient required by living organisms.
It is found in essential biological molecules including nucleic
acids, ATP (a major energy carrier) and phospholipids. P is
intimately linked with energy metabolism, the production of
numerous metabolic intermediates, and the post-translational
modification of proteins (a key parameter in signal transduction
cascades; Poirier and Bucher, 2002). Its deficiency has deleteri-
ous effects on plant growth and development, evidenced by a
strong decrease in shoot growth, and by the accumulation of
anthocyanins. Plants acquire P by their roots as inorganic Pi.
Pi concentration is heterogeneous in the soil, and often very
low at the root/soil interface (Poirier and Bucher, 2002). Root
architecture responds to Pi deficiency by inhibiting primary
root growth and by increasing lateral root density. This is an
adaptive strategy to explore more soil volume, resulting in an
increased Pi uptake capacity of the plants. After having crossed
the plasma membrane of epidermal and cortical root cells, Pi is
distributed throughout the plant under the control of a cascade
of Pi transporters belonging to the PHT and PHO1 families. For
an extensive review of the Pi transporter gene family, readers are
referred to Poirier and Bucher (2002), and to Nussaume et al.
(2011). Plant adaptation to Pi deficiency involves wide changes in
gene expression. It implicates several TFs. Few of them have been
identified including WRK75, ZAT6, bHLH32, MYB62, and PHR1
(Yi et al., 2005; Chen et al., 2007; Devaiah et al., 2007a,b, 2009;
Svistoonoff et al., 2007; Ticconi et al., 2009). So far, the major
regulations of the expression of numerous Pi deficiency-induced
genes was attributed to PHR1, via the PHR1-PHO2-miRNA399
pathway described below (Figure 2). In addition to this pathway,
plants respond to Pi deficiency through pathways involving
phytohormones and various metabolites (Buchner et al., 2004).
Among phytohormones, cytokinins suppress the up-regulation
of several genes in response to Pi deficiency, including Pi uptake
transporters. It requires the cytokinin receptor CYTOKININ
RESPONSE 1/WOODEN LEG/ARABIDOPSIS HISTIDINE
KINASE 4 (CRE1/WOL/AHK4) pathway (Maruyama-Nakashita
et al., 2004; Franco-Zorrilla et al., 2005). Among the metabolites,
carbohydrates are involved in the Pi deficiency response. The
expression of Pi transporters is sensitive to the carbon status
of the plant, either upstream or downstream of the hexokinase
(HXK) activity in glycolysis (Lejay et al., 2008).

At a molecular level Pi deficiency is regulated both at the
transcriptional and post-transcriptional levels. The major actors
coordinating these various regulations are PHR1 and PHL1, two
TFs likely conserved amongst flowering plants.
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FIGURE 2 | Schematic representation of the regulatory pathways
required for plant adaptation to Pi deficiency. Under low Pi nutrition
conditions (left) the transcriptional activation of a set of genes necessary for
Pi uptake by the roots (PHT7, PHOT), occurs through binding of the
transcription factor (TF) PHOSPHATE STARVATION RESPONSE 1(PHR1) to
its cis-target present in the promoter region of these genes. Under low Pi
conditions, PHR1 is sumoylated by SIZ1, and this post-translational
modification is likely important for PHR1 activity because Pi-deficient
regulated genes are no more induced in siz7 mutant under this condition
(Miura et al., 2005), although the mechanism of this regulation is unknown.
Post-transcriptional regulators of Pi transporter proteins (PHT1.1, PHO1.H1)
are also transcriptionally up-regulated through PHR1 activity under
Pi-deficiency. Among them the miRNA miR399 negatively regulates the
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ubiquitin E2 conjugase PHO2 responsible of the ubiquitination of PHT1 and
PHO1 proteins in order to target them for proteasome degradation.
miR399-dependent inhibition of PHO2 can be titrated under high Pi through
RNA mimicry via its appariement to /PS7, a non-coding RNA positively
regulated by PHR1 under Pi deficiency. Under high Pi nutrition conditions
(right) PHR1 target genes are transcriptionally repressed and PHO?2
expression is activated promoting Pi transporters degradation. This
transcriptional repression under these conditions is mediated through Pi
sensing of nuclear SPX proteins which interact with PHR1 via their SPX
domain in Pi-dependent manner in order to inhibit PHR1 binding to its P1BS
cis-acting sequence found in the promoter region of Pi responsive genes.
Green: transcripts, red: proteins, black: post-translational modifications,
arrows thickness is proportional to the strength of the considered flux.

Indeed, sensing of the Pi status of the plant is likely con-
served between mono- and dicotyledonous plants, as recently
reported (Wang et al., 2014a). Expression of AtPHRI and of its
rice orthologous gene OsPHR2, are not responsive to Pi, raising
the question of how plants sense the intra-cellular variations of
Pi concentrations. In this context, Wang et al. (2014a) recently
reported that rice OsSPX1 and 2, which are nuclear proteins
whose expression is itself activated by OsPHR2 under low Pi
conditions, interact with OsPHR2 by their SPX domain in a
Pi-dependent manner. This interaction results in the inhibition
of OsPHR?2 binding on its cis-acting P1BS sequence (Figure 2).
Therefore, this mechanism constitutes a very efficient transcrip-
tional regulatory feedback loop to fine tune the PHR1 dependent
expression of Pi responsive genes, according to the intracellular
fluctuations of Pi concentrations.

Among the genes transcriptionally regulated by PHR1/PHL1
in response to Pi deficiency are the PHT1 genes (Figure 2). They
encode plasma membrane high-affinity H*/Pi co-transporters
(Okumura et al., 1998; Mudge et al., 2002), preferentially
expressed in the root epidermal or cortical cells, and there-
fore directly involved in Pi acquisition (Karthikeyan et al., 2002;
Mudge et al., 2002). Once Pi has entered the root, it is loaded into
the xylem sap for translocation to the shoots via PHO1, which is
specifically expressed in the pericycle (Hamburger et al., 2002).
PHTI1 and PHOL transporters are also post-translationally reg-
ulated during their intracellular trafficking to the plasma mem-
brane, and the C terminus phosphorylation of PHT1 proteins
retains them at the ER upon Pi refilling (Bayle etal., 2011). During
the post-ER trafficking, the ubiquitin E2 conjugase PHO2 modu-
lates the ubiquitination status of PHT1 and PHOL1 transporters
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in order to control their rate of degradation by the protea-
some. PHO?2 expression is itself post-transcriptionally repressed
by miR399, a small non-coding RNA up-regulated by Pi defi-
ciency at the transcriptional level through PHR1/PHLI activity
(Fujii et al., 2005; Aung et al., 2006; Bari et al., 2006; Chiou et al,,
20065 Liu et al., 2014; Figure 2). Post-translational control of Pi
loading into the xylem via the degradation of PHO1 under Pi-
sufficient conditions has also been reported to be mediated by
PHO?2 (Liu et al., 2012).

Phosphate Starvation Response 1 is itself regulated post-
translationally in response to Pi deficiency through the action
of SIZ1, a sumo E3 ligase (Figure 2). PHRI can be sumoylated
in vitro by SIZ1, and Pi-deficient regulated genes are no more
induced in sizI mutant in response to Pi deficiency (Miura et al,,
2005). This post-translational regulation of PHR1 could modify
its activity, in order to modulate the transcriptional activation
of its target genes, among which the IPSI gene (Rubio et al,
2001). IPS1 encodes a non-coding RNA whose sequence is in
part complementary of the microRNA miR399, enabling post-
transcriptional regulation via RNA mimicry (Liu et al., 2014).
IPS1-miR399 matching would therefore lead to the inhibition of
the miR399 RNA activity (Franco-Zorrilla et al., 2007) known to
target PHO2 (Figure 2). It could explain the increased expres-
sion of PHT1-8 and PHT1-9 in pho2 mutant plants (Bari et al.,
2006), and the decreased expression of PHOZ2 and of the PHTI-
8 and PHTI-9 Pi transporter genes in miR399 over-expressing
transgenic lines (Aung et al., 2006). The involvement of PHT1-
8 and PHTI-9 in Pi uptake (Remy et al., 2012) and/or in Pi
root-to-shoot translocation (Lapis-Gaza et al., 2014) has been
reported. More recently an iTRAQ based quantitative mem-
brane proteomic approach was used to search for components
downstream of PHO2. It enables to show that PHO2 mediates
the degradation of PHT1 proteins by interacting in the post-
endoplasmic reticulum compartments where ubiquitination of
endomembrane-localized PHT1-1 occurs (Huang et al., 2013).
Finally the systemic effect of miR399 was evidenced by grafting
experiments. It demonstrated the transport of this small RNA
from leaves to root within the phloem sap, explaining why spe-
cific overexpression of the miR399 in leaves led to decrease the
expression of PHO?Z in roots (Pant et al., 2008).

Pi, S, and Their Biological Interactions

Sulfur is an essential element for plant growth and development.
The major source of S for plants is inorganic sulfate (SO4; Leustek
et al., 2000). In the cell, S is involved in different functions and
aspects of plant metabolism. It is found both in reduced (amino
acids, peptides, and proteins, lipoic acid, iron-sulfur clusters),
and in oxidized (polysaccharides, lipids, and sulfonate group
modifying proteins) forms (Kopriva, 2006). Thus S deficiency
has profound effects on plant physiology. When challenged by
SOy deficiency, shoot growth is affected, resulting in a decrease
in the total biomass. Modulation of root system architecture has
also been observed in response to S limitation (Osmont et al.,
2007). The primary root continues to grow, but the lateral roots
form closer to the root tip, with an increased density. During

the last two decades, a comprehensive view of SOy transport
in Arabidopsis and other plant species has emerged. Numerous
“SULTR” genes encoding SOy transporters for uptake as well as
for inter-organs and subcellular distribution have been function-
ally characterized (Takahashi, 2010). The first key step for SO4
uptake in Arabidopsis is mainly carried out by the two high-
affinity SO4 transporters SULTR1;1 and SULTRI1;2 (Rouached
etal., 2009). The possibility that SULTR1;2 may function as a sen-
sor of S status or as a component of a S sensory mechanism has
recently been proposed (Zhang et al., 2014).

Some key regulatory molecular mechanisms and components
involved in the regulation of SO4 transport have been discov-
ered, among which a regulatory pathway requiring miRNAs,
including miR395 (Kawashima et al., 2009). This microRNA con-
tributes to the regulation of SO4 root-to-shoot transfer involving
the SULTR2;1 gene. The transcript abundance of this gene is
strongly decreased under deficient S conditions (Takahashi et al.,
1997, 2000). It can be explained by the increased level of miR395
under such conditions (Kawashima et al., 2009), leading to a
strictly restricted expression of the SULTR2;1 gene in the xylem
(Kawashima et al., 2009). miR395 acts downstream of the TF
SULFUR LIMITATION 1 (SLIM1), also known as ETHYLENE-
INSENSITIVE3-LIKE 3 (EIL3; Maruyama-Nakashita et al., 2006;
Kawashima et al., 2009).

Plants have evolved tightly controlled mechanisms allowing
the coordination of the S transport and homeostasis with photo-
synthesis and the carbon status, in a similar manner to Pi trans-
port system (Lejay et al., 2008). In addition to these mechanistic
similarities in the regulation of the Pi and SOy transport systems,
plants have developed coordinated and tightly controlled mech-
anisms to maintain intracellular homeostasis of both elements in
response to their external availability. It has been reported that
plant cells operate a rapid replacement of sulfolipids by phos-
pholipids under S deficiency, and the replacement of phospho-
lipids by sulfolipids during Pi deficiency (Essigmann et al., 1998;
Hartel et al., 1998; Yu et al.,, 2002; Sugimoto et al., 2007). Such
a metabolic switch attests the P/S nutritional interdependency.
Interestingly, two genes necessary for the replacement of phos-
pholipids by sulfolipids in Pi-deficient plants, SQDI and SQD2,
contain a PHR1 binding sequence (P1BS) in their promoter, and
are up-regulated by Pi deficiency in a PHR1-dependant man-
ner (Franco-Zorrilla et al., 2004; Stefanovic et al., 2007). The
accumulation of SO4 and Pi was affected in Arabidopsis lines
characterized by a very low inositol-6-phosphate (phytic acid,
PA) content (Belgaroui et al.,, 2014). The expression of genes
involved in the SO4 and Pi transport or signaling was altered
in these low PA mutants. PA emerged thus as a component of
the co-regulation of SO4 and Pi homeostasis. Hsieh et al. (2009)
reported that the increased accumulation of miR395, known to
be up-regulated by SOy starvation, is suppressed in Pi-deficient
plants. It could be therefore a mean to increase the S translo-
cation from root to shoot by SULTR2;1, enhancing thus the
sulfolipid biosynthesis in replacement of phospholipids under Pi
deficiency. Evidences for co-regulation of Pi and S signaling path-
ways are starting to emerge from recent data. Rouached et al.
(2011a) reported that the SO4 concentration increases in roots
and decreases in shoots of Arabidopsis Pi-deficient plants. These
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results indicate an adaptive regulation of the SO4 transport pro-
cess upon Pi deficiency in plants, and particularly the inter-organ
SOy distribution. Interestingly, PHRI is required for this pro-
cess to take place, likely through its positive regulatory role on
SULTRI;3 expression (Rouached et al., 2011a). PHRI has also a
negative effect on the expression of SULTR2;1 and SULTR3;4 in
response to Pi deficiency (Rouached et al., 2011a). Noteworthy,
such a function is also preserved in Chlamydomonas reinhardtii
via the PHRI ortholog PSR1 (Moseley et al., 2009). An integra-
tive model for the regulation of the expression of genes involved
in intracellular and inter-organ SOy transport under Pi deficiency
in Arabidopsis has been proposed, in which PHRI plays an inte-
grative role (Rouached, 2011). Considered together, these data
reveals an unsuspected level of complexity and interconnection
in the regulation of SO4 and Pi homeostasis in plants.

Fe, Zn, and Their Biological
Interactions

Zn is an essential microelement for cell life. It is the only metal
represented in all six classes of enzymes: oxidoreductases, trans-
ferases, hydrolases, lyases, isomerases, and ligases (Coleman,
1998). It also plays a structural role in regulatory proteins (Berg
and Shi, 1996). Despite its essentiality, high concentrations of Zn
can be toxic for the cell, and cause oxidative stress, a decrease in
accumulation of ATP, disintegration of cell organelles, and bio-
genesis of vacuoles (Sresty and Madhava Rao, 1999; Xu et al.,
2013).

Zn deficient plants exhibit deformed and chlorotic leaves,
and interveinal necrosis, leading to decrease biomass produc-
tion. Transport across the plasma membrane is achieved by
transporters belonging to the ZIP (ZRT, IRT-like protein) fam-
ily (Méser et al, 2001) such as AtIRT1 (Vert et al, 2002;
Barberon et al, 2011). A passive Zn influx can also occur
through the depolarization-activated non-selective cation chan-
nel (DA-NSCC; Pifieros and Kochian, 2003), or by the voltage-
independent NSCCs (VI-NSCCs; Demidchik and Maathuis,
2007). Zn loading into the xylem sap involves plasma membrane
transporters which are members of the P1B-ATPases family,
namely AtHMA2, and AtHMA4 (Hussain et al., 2004; Verret
et al., 2004). For further information on the Zn transport in
plants, readers are referred to Sinclair and Kramer (2012). So far,
how plants sense and transmit the signal of Zn deficiency remains
poorly understood.

Fe, as Zn, is essential. It is also potentially toxic when in
excess because of its reactivity with oxygen which catalyzes the
formation of free radicals able to oxidize organic molecules, ulti-
mately leading to cell death (Briat et al., 2010b). Fe is a key
element to ensure the electron flow through the PSII-b6f/Rieske-
PSI complex. It is therefore essential for CO, fixation by the
photosynthesis process. Indeed it has been well documented that
Fe is a limiting factor for biomass production, as well as for
the quality of plant products (Briat et al.,, 2014). Fe enters the
plant via the roots, from where it is distributed within the plant.
According to the plant family considered - i.e., graminacea plants
versus other plants - two mechanisms prevail for mining Fe

from the soil solution. They involve, respectively, chelation of
the ferric iron (Fe>T) by small organic molecules, among which
methionine derivatives constitute the mugineic acid (MAs) fam-
ily, or its reduction in its ferrous form (Fe?™) prior to transport
across the plasma membrane of root epidermal cells (Curie et al.,
2009; Morrissey and Guerinot, 2009; Conte and Walker, 2011).
This transport is achieved by transmembrane proteins exhibiting
transporter activities, such as YS1 responsible of the transport of
Fe3T-MAs complexes in graminacea, or IRT1 responsible of the
root uptake of Fe?* by non-graminacea plants (Curie et al., 2001;
Vert et al., 2002). Many other transporters, as well as soluble pro-
teins, responsible for Fe long distance distribution, sub-cellular
compartmentation, and storage have also been characterized this
last decade (Morrissey and Guerinot, 2009; Briat et al., 2010a;
Kobayashi and Nishizawa, 2012). The expression of these genes
encoding proteins responsible of Fe homeostasis at the whole
plant level is precisely regulated through integrated pathways
modulated by the sensing of the Fe status of the plant. These
controls mainly operate at the transcriptional level via a net-
wotk of TFs, most of them belonging to the bHLH family (Ivanov
etal., 2012; Kobayashi and Nishizawa, 2012; Hindt and Guerinot,
2012), but also at the post-transcriptional level (Ravet et al., 2012).
How plants sense their Fe status is now the new frontier in this
field of research. It could be achieved, at least in part, by some
TFs and/or by Hemerythrin motif-containing Really interesting
new gene and Zinc-finger proteins (HRZs)/BRUTUS (BTS), that
were recently identified both in rice and Arabidopsis, respectively
(Kobayashi and Nishizawa, 2014).

Fe deficiency in Arabidopsis leads to the activation of expres-
sion of IRTI, the primary transporter responsible of root Fe
uptake. IRT1has a weak substrate specificity and contributes
therefore to the accumulation of a broad range of divalent tran-
sition metals including Zn (Vert et al., 2002; Arrivault et al,
2006; Haydon et al., 2012). Conversely, excess Zn causes phys-
iological Fe deficiency. Early studies reported an absence of
IRT1 protein in Arabidopsis roots from plants grown under
Zn excess conditions (Connolly et al., 2002), suggesting that
the known post-translational regulation of IRT1 protein levels
through ubiquitin-mediated proteasomal degradation (Kerkeb
et al., 2008; Barberon et al, 2011) might predominate under
this condition. However, it was reported more recently that
IRT1 protein in Arabidopsis grown under excess Zn increased
in abundance, comparatively to plants grown under standard
Zn nutrition conditions (Fukao et al., 2011; Shanmugam et al,,
2011). IRT1 could therefore be a major contributor to Zn defi-
ciency.

MTP3 (a member of the Cation Diffusion Facilitator fam-
ily), HMA3 (belonging to the P1B-type ATPase family), and
ZIF1 (a member of the Major Facilitator Superfamily trans-
porters) are vacuolar membrane proteins required for Zn toler-
ance, and encoded by genes which are transcriptionaly activated
in response to excess Zn or Fe deficiency (Becher et al., 2003;
Arrivault et al., 2006; van de Mortel et al., 2006; Haydon and
Cobbett, 2007; Haydon et al., 2012). Indeed MTP3 and HMA3
gene expression is decreased in the fit mutant. This mutant lacks a
bHLH TF that activates root Fe deficiency responses, in particular
the transcriptional up-regulation of the Fe(III)-chelate reductase
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FRO2 and of the Fe?* transporter IRT1 (Colangelo and Guerinot,
2006). Interestingly, transcriptional regulation of the ZIF1 gene
under Fe deficiency is independent of Fe deficiency-induced
Zn accumulation (Arrivault et al., 2006; Haydon et al., 2012).
The bHLH TF POPEYE, controlling a set of genes expressed
in the stele and important for the control of Fe homeostasis
was reported to directly interact with the ZIF1 promoter and
to repress its transcription, although there is a concurrent net
increase in ZIF1 transcript levels, under Fe deficiency (Long et al.,
2010).

These results evidence the complexity of the cross-talks
between the pathways at work to regulate Fe deficiency and
Zn excess in order to establish an integrated response, and
the necessity of additional work in the future to decipher
them.

The two macro-elements Pi and S on one hand, and the two
metals Zn and Fe on the other hand, do not only interact between
themselves as reported above. Indeed Pi and S status of the plant
can also influence Zn and Fe nutrition, and these aspects will now
be reviewed below.

S and Fe Homeostasis Interactions

From a biochemical point of view, Fe and S are known to
interact for the building of Fe-S clusters, which are a major
sink for Fe, and known to be essential for photosynthesis,
respiration, and many cellular enzymatic reactions (Couturier
et al.,, 2013). However, it is only recently that Fe and S inter-
actions have been documented at physiological and molecular
levels, although the cross-talks between the pathways regulat-
ing the integrated homeostasis of these two elements remain
to be deciphered. It is well established that leaf Fe concen-
tration decreases in S-deficient tomato, comparatively to S-
sufficient control plants. This is consistent with the observation
that the expression level of the LeFROI gene encoding a root
Fe3*-chelate reductase, the activity of this reductase, and the
reduction based of *’Fe uptake, are decreased in response to S
starvation (Zuchi et al., 2009). In agreement with these obser-
vations a strong repression of expression of the Arabidopsis
thaliana IRT1 Fe?* transporter in response to S deficiency was
recently reported (Forieri et al.,, 2013). Reciprocally, it has been
observed that Fe starvation modifies S uptake and assimila-
tion. At a genome wide level, data mining of transcriptomes
from Fe deficient Arabidopsis plants revealed a cluster of S-
metabolism related genes (including genes encoding plasma
membrane and tonoplast S transporters, and enzymes of the S
assimilation pathway such as adenosine phosphosulfate reduc-
tase) co-expressed with Fe-deficient genes (Schuler et al., 2011).
Also, the high affinity S transporter SULTRI; I mRNA abun-
dance is 2.5-fold lower in absence of Fe (Forieri et al., 2013).
However, a contrasted report was recently published concern-
ing this last point (Paolacci et al., 2014). It indicated that the
expression of most of the group 2 and 4 S transporters were
up-regulated in Fe starved tomato plants. It turned out to be
also the case of the SIST1;1 and SIST1;2 tomato high affinity
transporters of the group 1, to which belongs the SULTRI;1

transporter from Arabidopsis. Resolution of these discrepan-
cies concerning the impact of Fe deficiency on the regulation
of expression of high affinity SO4 transporters clearly requires
further work.

The interaction between Fe and S metabolisms has not only
been studied in plants acquiring Fe from the soil through a
reduction-based strategy as it occurs in tomato (Solanum lycop-
ersicum) or Arabidopsis. It has also been investigated with gram-
inaceous plants. Synthesis of Fe>*-chelators of the MAs family
(Kobayashi and Nishizawa, 2012) and their release in the rhi-
zosphere were reduced in barley (Hordeum vulgare L.) plants
grown under S starvation (Kuwajima and Kawai, 1997; Astolfi
et al., 2006). However, transcript abundance of the YSI gene
encoding the Fe3t-MAs transporter (Curie et al., 2001) increased
in response to Fe deficiency at the same level, whatever the S
nutrition conditions imposed (Astolfi et al., 2012). The modifi-
cations of S metabolism occurring in response to Fe deficiency
have also been investigated in durum wheat (Triticum turgidum
L.; Ciaffi et al., 2013). These authors have shown that Fe defi-
ciency under S sufficient nutrition conditions led to a S deficiency
response at a molecular level. This response was characterized
by an increase in abundance of some of the transcripts encoding
enzymes of the S assimilation pathway, including APS reductase,
ATP sulfurylase, sulfite reductase, and serine acetyltransferase.
Furthermore, the activity of the corresponding enzymes was
also found to be increased by Fe shortage. However, changes
in mRNA abundance of some other genes of the S assimilation
pathway, and the activity of the corresponding enzymes, were
observed to be uncoupled in their response to Fe or S depri-
vation. In addition, the expression of the wheat SULTRI;3 high
affinity SO4 transporter was significantly increased in roots and
shoots in response to both S or Fe shortage, with the high-
est expression level observed under Fe deficiency conditions.
In contrast, the expression of the SULTRI.1 transporter gene,
mainly expressed in roots, was strongly induced in response
to S deficiency, but unaffected by Fe deficiency (Ciaffi et al.,
2013).

In conclusion, the interactions between Fe and S metabolisms
are attested both in graminaceous and non-graminaceous plants.
These interactions have started to be documented at a molecu-
lar level, reporting that Fe deficiency modifies the expression of
genes involved in S transport and assimilation, and vice-versa.
Nevertheless, the characterization of these interactions is still in
its infancy, and more work is needed to understand the com-
plexity of the integration of the various pathways involved. Of
particular interest would be the study of a possible role of the
synthesis of Fe-S cluster, and of their relative abundance in
response to various nutritional stress, as driving forces of the Fe-S
interactions (Couturier et al., 2013; Forieri et al., 2013).

PHR1 Involvement in Pi and Fe
Homeostasis Interactions

Clear physiological links have been established between Fe and Pi
(Hirsch et al., 2006; Ward et al., 2008). The complexation of Fe
by Pi in soils leads to the formation of precipitates, decreasing the
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FIGURE 3 | Schematic representation of the macro- and
micronutrients homeostasis crosstalks. The interactions between
phosphorus (P), sulfur (S), iron (Fe), and zinc (Zn) homeostasis are indicated
by left right arrows. At a molecular level, the PHR1 transcription factor was
initially identified as a key regulator of the expression of phosphate starvation
induced (PSI) genes, including phosphate transporters PHT1,1, PHO1,H1,
and genes involved in phosphate deficiency sensing and signaling including
SPX1, miR399, and miR827. PHR1 appeared also as a regulator of the
expression of genes involved in sulfate transport including the sulfate
transporters SULTR1,3, SULTR2;1, and SULTR3;4. The arrowheads and flat
ended lines indicate the positive and negative effects of PHR1, respectively.
The transcriptional regulation of some genes involved in maintaining Fe and Zn
homeostasis has also been shown to be PHR1-dependent; it includes the
FERT gene encoding the Fe storage protein ferritin, and the ZIP2 and ZIP4
genes encoding zinc transporters.

availability of these two elements for plants. As a consequence,
the high affinity root Fe?T uptake system, which is induced by
Fe deficiency, is also activated under Pi excess conditions (Ward
et al., 2008). Conversely, Pi starvation promotes metal accumu-
lation in plants, mainly aluminum, and Fe (Misson et al., 2005;
Hirsch et al., 2006; Ward et al.,, 2008). From a developmental
point of view, it is also well documented that a decrease of pri-
mary root growth under Pi deficiency is partly due to Fe toxicity
(Ward et al., 2008; Ticconi et al., 2009). Once taken up by the
roots, Pi is translocated to the shoots, and Fe can interact with Pi
inside roots leading to a reduced Pi translocation to the shoots
(Cumbus et al., 1977; Mathan and Amberger, 1977). The same
kind of interaction has been described in leaves in which high
Pi content favors chlorosis, even if the leaf Fe level is sufficient
(Dekock et al., 1978). Finally, in seeds Fe is stored in vacuoles
under the form of globoids composed in part of phytate (inosi-
tol hexakisphosphate = IP6)-Fe complexes (Lanquar et al., 2005).
These observations indicate that Pi is a very efficient Fe chela-
tor. As a consequence, changes in Pi homeostasis will strongly
influence Fe availability.

At the molecular level, transcriptome analysis of Pi defi-
cient plants revealed an increase in abundance of transcripts

from Fe excess responsive genes, and reciprocally a decrease in
abundance of transcripts from Fe deficiency responsive genes
(Misson et al., 2005; Miiller et al., 2007; Thibaud et al., 2010).
In this context, the induction of expression of the AtFERI gene,
encoding the Fe storage protein ferritin, in response to Pi defi-
ciency was interpreted by some authors as a consequence of an
increase in available Fe under such conditions (Hirsch et al.,
2006). Indeed this interpretation is likely wrong since the abun-
dance of AtFERI mRNA in response to Pi starvation was recently
shown to be mediated by PHR1 and PHL1, through their binding
to a PIBS cis-element found in the AtFERI promoter, inde-
pendently of the plant Fe nutrition conditions (Bournier et al.,
2013). Furthermore, the Fe-dependent IDRS cis-acting element
present in the AtFERI proximal promoter (Petit et al., 2001a)
is not required for Pi-deficient induction of AtFERI expression
(Bournier et al., 2013). Moreover, AtFER3 and AtFER4 ferritins
genes, lacking P1BS cis-element in their promoter and known to
be induced by Fe excess (Petit et al., 2001b), have their expres-
sion unchanged by Pi starvation (Bournier et al., 2013). Finally,
induction of AtFERI expression in response to Fe excess is not
altered in phrl (Bournier et al., 2013) nor in phrlxphll (Bustos
etal.,, 2010) mutant plants.

At a cellular level, Fe distribution around the vessels was
abnormal in phrlx phll double mutant (Bournier et al., 2013),
suggesting that PHR1 and PHL1 may link Fe and Pi homeostasis
not only by regulating AtFER1 gene expression, but also by having
a broader regulatory function of Fe metabolism. Indeed, genome
wide analysis of Pi starved wild-type (Misson et al., 2005; Miiller
et al., 2007; Thibaud et al., 2010) and double phrixphll mutant
(Bustos et al., 2010) plants revealed other Fe homeostasis related
genes such as NAS3 (NICOTIANAMINE SYNTHASE 3) and
YSL8. These genes were induced upon Pi starvation in wild type,
and exhibit a decreased induction in the double mutant plants.
Moreover, Fe deficiency responsive genes, including FRO3, IRT1,
IRT2, NASI, and FRO6 were repressed upon Pi starvation in wild
type and miss-regulated in the phrixphll double mutant plants.
These observations strengthen a global role of PHR1 and PHL1
in the overall control of Fe homeostasis that is, by this mean,
integrated to the Pi status of the plant.

PHR1 Involvement in Pi and Zn
Interactions

Pi and Zn homeostasis in plants are known to strongly interact
(Loneragan et al., 1982; Cakmak and Marschner, 1986; Huang
et al., 2000; Zhu et al., 2001; Misson et al., 2005; Bouain et al.,
2014a; Khan et al., 2014). Nevertheless, the molecular bases of
the Pi-Zn interactions remain so far poorly understood. Long-
term Pi deprivation leads to Zn over-accumulation (Misson et al.,
2005), and inversely Zn starvation appears to cause an over-
accumulation of Pi (Loneragan et al., 1982; Huang et al., 2000;
Bouain et al, 2014a; Khan et al., 2014). Transcriptome data
from roots of Pi- or Zn-deficient Arabidopsis plants (Hammond
et al., 2003; Wintz et al, 2003; Wu et al, 2003; Misson
et al, 2005; van de Mortel et al., 2006; Miiller et al., 2007;
Bustos et al., 2010; Rouached et al., 2011b; Woo et al., 2012),
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FIGURE 4 | A wider role for PHR1 and PHL1 in the regulation of plant (http://www.bioinf.ebc.ee/EP/EP/EPCLUST/). (A yellow square): Genes whose
mineral nutrition. Transcript abundance values of genes involved in iron (Fe) mRNA abundance is positively dependent (at least) on PHR1 activity in
homeostasis or that respond to phosphate (Pi) or sulfur (S) deficiency in wild  shoots and roots, or in shoots only (dashed lines); (B pink square): Genes
type or phr1 and phr1 ph/1 mutants, in the presence or absence of Pi, were whose mMRNA abundance is negatively dependent (at least) on PHR1 activity
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hierarchically clustered using EPCLUST with the default parameters (Continued)

Frontiers in Plant Science | www.frontiersin.org 10 April 2015 | Volume 6 | Article 290






Briat et al.

PHR1-dependent mineral nutrition

FIGURE 4 | Continued

revealed that Zn deficiency Genes whose mRNA abundance is positively
dependent on PHR1 activity but negatively dependent on PHL1 activity both
in shoots and roots or in shoots only (dashed lines). (D orange square): Genes
whose mRNA abundance is negatively dependent on PHR1 activity but pos-
itively dependent on PHL1 activity both in shoots and roots. (E blue square):
Genes whose mRNA abundance is negatively dependent on both PHR1 and
PHL1 activities in shoots and roots or in shoots only (dashed lines). Red
star, Pi deficiency response; blue star, S deficiency response; green star, Fe
homeostasis.

could induce the expression of many Pi-related genes (van de
Mortel et al., 2006), and that Pi starvation modifies the expres-
sion of genes involved in the maintenance of metal homeostasis
such as Zn and Fe (Misson et al., 2005; Bustos et al., 2010).
Considered together, this transcriptome data reinforce the evi-
dence of a cross-talk between Pi and Zn signaling pathways in
planta. Cross-analysis of these expression data showed that Pi and
Zn deficiencies often act in anopposite manner on these sets of
genes. Many genes induce by Zn deficiency are repressed by Pi
deficiency (Bustos et al., 2010; Bouain et al., 2014b). Interestingly,
it was observed that most of these genes were further repressed in
the phrl mutant genetic background (Bustos et al., 2010; Bouain
et al.,, 2014a). This observation further supports the implication
of PHRI in the regulation of expression of Pi-related genes under
Zn limitation in Arabidopsis (Bouain et al., 2014b). It agrees
with a report by Khan et al. (2014) showing the involvement of
AtPHRI in the cross-talk between Pi and Zn homeostasis. As
aforementioned, PHR1 was already known as a major regulator
of Pi deficiency signaling through its involvement in the PHR1-
miR399-PHO2 regulatory pathway (Bari et al., 2006). However,
this regulatory pathway is not involved in the over-accumulation
of Pi in the shoot in response to Zn deficiency (Khan et al.,
2014). The Zn-responsive signaling pathway in which PHR1 is
involved thus remains to be elucidated. Khan et al. (2014) also
identified two additional genes that are involved in the control
of Pi accumulation in response to Zn deficiency, namely PHOI
and its homolog PHOI1;H3. PHOL is a well-characterized root-
to-shoot Pi transporter (Hamburger et al., 2002). It is likely one
of the final targets of the Zn-deficiency signaling pathway. Since
its level of expression is unchanged in response to Zn deficiency,
one favorite hypothesis is that its activity would be regulated
through a protein-protein interaction, considering that a sim-
ilar mechanism involving PHO1 and PHO?2 has already been
reported (Liu et al., 2012). The PHOI;H3 gene appeared to be
specifically and strongly induced by Zn deficiency (Khan et al,,
2014). PHOL;H3 constitutes thus an interesting entry point to
study Pi-Zn crosstalk and the regulation of Pi transport under
Zn limitation. A first model illustrating Pi-Zn crosstalk in plant
has been proposed (Bouain et al., 2014b; Kisko et al., 2014). In
the future, this model would benefit from an in depth charac-
terization of the molecular mechanisms underlying the effect of
Pi starvation on Zn nutrition, together with the effects of Zn
deficiency on Pi nutrition. The identified and characterized key
genes and mechanisms acting in the coordination of Pi and Zn
transport and signaling in plants could help to point to specific
mutants or genetic variants that could be used in breeding pro-
grams. Taken together, this knowledge should have important

consequences for both basic and applied research in agronomy
and should be valuable to plant biologists, agronomists and
breeders.

PHR1 as an Integrator of Multiple
Nutrition Signals and Beyond

PHRI was initially described as a major transcriptional reg-
ulator of Pi homeostasis. It activates the transcription of Pi
deficiency responsive genes encoding Pi transporters (Rubio
et al, 2001), as well as regulatory RNA (Fujii et al., 2005)
and proteins involved in the post-transcriptional and post-
translational regulation of these transporters, respectively (Aung
et al., 2006; Bari et al., 2006; Liu et al.,, 2012; Figure 2). More
recently, few reports indicated that PHRI regulated also the
expression of genes required for S, Fe, and Zn transport and
homoeostasis (Rouached et al.,, 2011a; Bournier et al., 2013;
Khan et al, 2014), linking the metabolism of these nutri-
ments to Pi nutrition (Figure 3). PHR1 is therefore the first
molecular link common to various pathways controlling min-
eral nutrition of both macro- and micro-elements. It can be
extended to some aspects of the control of plant response to
water stress, for which AtPHL1 activity is required (Elfving
et al., 2011). As mentioned above, in response to Pi starva-
tion PHR1 controls the transcription of post-transcriptional and
post-translational regulators such as miR399, IPS1, and PHO2
(Figure 2). Whether or not these PHR1-dependent regulators
play a role in the regulation of S, Fe, or Zn metabolisms is
unknown, and would deserve to be investigated. Furthermore,
the requirement of PHR1 has been documented in the case of
two by two interactions of only some of the elements consid-
ered: Pi and S, Pi and Fe, Pi and Zn but to our knowledge no
reports mentioned a direct role of PHR1 in the Fe-S or Fe-Zn
interactions.

PHRI has been the most studied regulator of Pi deficiency
response, but it is known that other regulators are involved.
Among them TFs including WRKY75 (Devaiah et al., 2007a),
ZAT6 (Devaiah et al.,, 2007b), MYB62 (Devaiah et al., 2009),
PTF1 (Yi et al, 2005), bHLH32 (Chen et al., 2007), and
WRKY45 (Wang et al., 2014b) have been reported. Furthermore,
not only additional TFs have to be considered. In addition
to the well-characterized role of miR399 in the regulation
of Pi homeostasis in Arabidopsis, other miRNAs (miRNA778,
miRNA827, and miRNA2111) were reported to be specifi-
cally and strongly induced in response to Pi starvation (Fujii
et al,, 2005; Hsieh et al., 2009; Pant et al., 2009). The role
of these miRNA in the potential cross-talks between path-
ways regulating homeostasis of various mineral nutriments has
already been suggested for miRNAS82, involved in the cross-
talk between Pi-limitation and nitrate-limitation signaling path-
ways affecting anthocyanin synthesis (Pant et al, 2009; Liu
et al., 2014). Finally, chromatin modification could also be con-
cerned through H2A.Z histone deposition via the nuclear actin-
related protein ARP6 in order to activate the expression of
many genes related to the Pi deficiency response (Smith et al.,
2010).
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Integration of pathways controlling two by two nutri-
ment homeostasis has started to be documented. However
a survey of transcriptome data reveals that the role played
by PHRI and PHL1 in these interactions could be wider
(Figure 4). Indeed PHRI1 and PHLI control transcript accu-
mulation of key genes of Fe homeostasis as well as genes
whose expression is directly dependent on S or Pi avail-
ability. In consequence, a major challenge in the future
will be to consider mineral nutrition as a system, and to
develop tools enabling to model integrative gene networks
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RESUME

Le fer (Fe) est un élément indispensable a la vie. Sa capacité a perdre ou a gagner un électron lui permet d’étre un cofacteur de choix
pour de nombreuses réactions enzymatiques telles que la photosynthése, la synthése d’ADN ou la respiration. Cependant, le fer est trés
réactif et potentiellement toxique pour la cellule. Les plantes doivent donc strictement réguler leur homéostasie en fer afin d’éviter toute
carence ou tout excés préjudiciable pour leur organisme. Parmi les acteurs du maintien de 1’équilibre ferrique, les ferritines jouent un role
majeur. Chez les végétaux, elles sont principalement régulées transcriptionnellement. Le géne mod¢le des ferritines, AzFERI, est régulé
par au moins trois voies indépendantes (I’excés de fer, la carence en phosphate, et 1’alternance jour/nuit). Toutefois, la fagon dont ces
signaux s’intégrent au niveau de son promoteur n’est pas formellement établie.

Mon travail a consisté a mettre en place une étude fonctionnelle du promoteur d’AfFERI en caractérisant des lignées stables
d’Arabidopsis thaliana exprimant le géne rapporteur GUS (B-glucuronidase) sous le controle de différentes versions du promoteur
d’AtFERI (délétions en 5’ et en 3°, mutagénése dirigée) selon différents traitements (e.g. disponibilité en fer). Cette approche a mis en
évidence le role clef de certains éléments cis du promoteur. Des cribles simple hybride chez la levure sur ces éléments ont permis
I’identification du facteur de transcription bHLH105/ILR3 comme régulateur potentiel d’AzFERI. Une caractérisation moléculaire et
physiologique des mutants i/r3 a démontré I’implication de ce facteur dans la réponse des plantes a ’excés de fer. Elle a aussi mis en
évidence qu’ILR3 avait un role central d’intégrateur dans 1’homéostasie du fer chez les plantes. D’autre part, des données suggéraient
qu’un long ARN non codant (4¢5g01595) pouvait potentiellement réguler AzFERI. Une caractérisation des mécanismes potentiellement
impliqués a démontré que cette régulation n’était pas avérée.

Les mécanismes moléculaires et physiologiques mis en place par les végétaux en réponse a une carence en fer sont relativement bien
décrits. A D’inverse, peu d’informations sur la réponse des plantes & un « excés » de fer sont disponibles. Dans ce contexte, une
expérience visant a décrypter, au niveau du transcriptome (puces a ADN), la dynamique de la réponse précoce (de quelques minutes a 2
heures) a un exces de fer a été mise en place. Une analyse de variance a été réalisée sur les données d’expression générées afin
d’identifier les genes dont 1’expression est affectée par le traitement. Nous nous sommes plus particuliérement focalisés sur
I’identification de facteurs de transcription, acteurs majeurs du maintien de I’homéostasie du fer. Parmi eux, WRKY33, WRKY40, ZAT10
et MYB51, tous liés a la réponse au ROS, semblent avoir un role clé dans la réponse précoce au fer.

D’autre part, un mécanisme clé de I’homéostasie du fer est le prélevement. Une précédente étude a montré que la nutrition en fer était
facilitée par la synthese et la sécrétion de composés phénoliques via le transporteur PDR9. Une caractérisation des mutants pdr9 a permis
d’établir que d’une part (i) ses composés pouvaient étre stockés dans les vacuoles des cellules racinaires, et d’autre part (ii) qu’ils
permettaient I’entrée de fer via le systéme de prélévement gouverné par le mécanisme FRO2/IRTI.

Mes travaux de thése ont permis d’apporter des éléments nouveaux sur les mécanismes moléculaires et physiologiques impliqués dans le
contrdle de I’homéostasie du fer chez Arabidopsis.

Mots clés : homéostasie du fer, ferritine, ILR3, facteurs de transcription, PDR9, Arabidopsis thaliana.

ABSTRACT

Iron (Fe) is an essential micronutrient required for life. Since it can transfer electrons, Fe is a crucial cofactor for several enzymatic
reactions such as photosynthesis, DNA synthesis or respiration. However, Fe is potentially toxic for the cells as it can react with oxygen
and generate ROS (Reactive Oxygen Species). Therefore plants have evolved robust strategies to monitor Fe homeostasis in order to
avoid Fe deficiency or excess that could be detrimental for their growth and development. Among the molecular actors involved in Fe
homeostasis sensing, ferritins are central actors. In plants, ferritins are mainly transcriptionally regulated. A¢#FERI (model of ferritin
genes in Arabidopsis thaliana) is regulated by at least three independent environmental pathways (Fe excess, phosphate deficiency and
diurnal/circadian rhythms). However, how these environmental signals are integrated at AzFER] promoter remains elusive.

During my PhD, I have functionally characterized the AtFERI promoter in different growth conditions (i.e. Fe availability), using GUS
as a reporter gene. This approach leads to the identification of specific cis-regulatory sequences within the 4¢#FERI promoter. Yeast one-
hybrid screens using these cis-regulatory elements allowed the identification of the transcription factor bHLH105/ILR3 as putative
transcriptional regulator of AzFERI expression. In addition, molecular and physiological characterization of i/r3 mutants (gain- and loss-
of-function mutations) brought out the involvement of ILR3 in plant responses to Fe excess and confirmed that ILR3 is a central
integrator of Fe homeostasis in plants. I have also investigated the potential role of a long non-coding RNA in controlling AtFERI
expression. A deep characterization of the mechanisms potentially involved in this process demonstrated that this long non-coding RNA
is most probably not involved in the control of A¢FER1 expression.

The molecular mechanisms by which plants face and adapt against Fe deficiency are well documented, however, very few data are
available with regard to Fe excess. In this context, we set up a transcriptome analysis (microarrays) aiming at deciphering the dynamics
of the early response (i.e. prior AtFERI expression is induced) to an excess of Fe in 4. thaliana. An analysis of variance was performed
on the expression data generated in order to identify genes whose expression is affected by the treatment. We particularly focused on the
identification of transcription factors that are major players in the regulation of gene expression in response to Fe and ROS excess.
Among them, WRKY33, WRKY40, ZAT10 and MYB51 have been identified.

Finally, I have been investigating the mode of action of PDRY, a transporter involved in the secretion of phenolic compounds in response
to Fe deficiency. Through the characterization of pdr9 mutants, I have shown that the secreted phenolic compounds (i) allow the entrance
of Fe via the FRO2 / IRT1 mechanism and (ii) that these compounds are stored in the vacuoles of the root cells before secretion.

In conclusion, my PhD brings new elements on the molecular and physiological mechanisms involved in maintaining Fe homeostasis in
Arabidopsis.

Key words: iron homeostasis, ferritin, ILR3, transcription factor, PDRY, Arabidopsis thaliana.



