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ABA acide abscissique

ABC ATP-binding cassette

AP aspartique protéase

APX ascorbate peroxydase

CAT catalase

CDF cation diffusion facilitator
CNGC cyclic nucleotide gated channel
CP cystéine protease

DHAR déhydroascorbate réductase
EDTA ethylene diamine tetraacetic acid
GR glutathion réductase

GSH glutathion

GSHS glutathion synthase

GST glutathion S-transférase

H-EDTA hydroxylethylene diamine tetraacetic acid

HSP heat shock protein

IPTG isoprpyl-beta-D-thiogalactoside

MDHAR monodéhydroascorbate réductase

MT métallothionéine

NRAMP natural resistance associated macrophageiprot
Pb(NG), nitrate de plomb

PC phytochélatine synthase

PLDa phospholipase

pUBQ polyubiquitine

ROS reactive oxygen species, espéeces activéesxggéne
RwWC relative water content, contenu relatif en eau
SOD superoxide dismutase

TI tolerance index, indice de tolérance

ZIP ZRT, IRT-like protein
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Introduction

INTRODUCTION GENERALE

Un des problémes majeurs en environnement esti@mination de I'atmosphere, des eaux
et des sols par de nombreux éléments et compasésiés comme le plomb. Sur le territoire
francais uniqguement, 751 sites contaminés par denlplont été recensés en 2007 (source
BASOL http://basol.ecologie.gouv.fr/). Ces contaations découlent, dans leur immense
majorité, des activités humaines. L'exploitation digers types de gisements en sous-sol
aboutit & 'accumulation de plomb en surface. Ai &ajoute la pollution due aux rejets
industriels atmosphériques ou solides contenamiaub. Ainsi les sols, I'air et les eaux sont
concernés. Chez I'homme, l'intoxication par le ploprovoque le saturnisme, une maladie

aux conséquences graves.

En 2007, le gouvernement a mis en place un textéstériel relatif aux modalités de gestion
et de réaménagement des sites pollués, qui préosenent identifier et gérer un site

(potentiellement) pollué.

Différentes techniques de décontamination des smhé disponibles, les plus couramment
utilisées relevent de la physico-chimie. Elles pettent de traiter le sol pollué sur site @u
situ grace a des techniques faisant intervenir desuggodhimiques, comme des chélateurs et
des méthodes physiques telles que le pompage chaldgfage. Depuis peu, des techniques
basées sur I'emploi de microorganismes ou de pdaotd €té mises au point pour la
dépollution des sols et des eaux. Ces techniqueshaemediation » sont moins invasives et
moins colteuses que les techniques physico-chimimaes elles impliquent l'identification
des especes bactériennes ou végétales aux capaaité&silieres. En ce qui concerne les
plantes il s’agit de « phytoremédiation ». Poue é&ttilisées dans ce cadre, les plantes doivent
tolérer la présence du contaminant présent pagoisoncentration élevée. De plus, pour
certaines applications, elles doivent étre capatbl®scumuler le polluant dans leurs racines

ou dans leurs parties aériennes.

Des telles especes végétales sont connues poainsegtéments métalliques toxiques tels que
le nickel ou le cadmium. En ce qui concerne le fpmeu d'especes tolérant et/ou

accumulant cet élément ont été identifiées.

Lathyrus sativus est une Fabacée (lIégumineuse) ubiquiste, cultidée nos jours

principalement en Inde, au Bangladesh et en Ethiopimoindre échelle, sa culture se fait
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également sur le pourtour méditerranéen. Cettecespégétale présente de formidables
capacités de résistance a de nombreuses contrabitggjues telles qu’une forte salinité du

sol, I'inondation et la sécheresse. En conséqueredravail a été mené afin d'une part

d’étudier divers aspects des réponses de cetteesmgeétale a la présence de plomb et
d’autre part de déterminer si elle présente le rmimtesuffisant pour étre inclue dans des
systémes phytoremédiateurs.
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1. Pollutions par les métaux lourds : le cas du plomb

Actuellement, dans I'environnement une importardengne de contaminants existe, tels que
les métaux lourds, les substances combustiblesjdekets dangereux, les explosifs et les
produits pétroliers. lls se divisent en deux catéga les composés organiques et
inorganiques.

Les contaminants inorganiques majeurs sont lesuxétards. lls représentent un probleme
différent des contaminants organiques : contrairgraeces derniers, ils ne peuvent pas étre
dégradés par les microorganismes, ils doivent«€inemobilisés » ou extraits.

Il existe plusieurs définitions du terme « métairtb», ou élément trace métallique (ETM) : il
s’agit en général d’éléements métalliques naturetgsactérisés par une masse volumique
élevée, supérieure a 5 gftifMorlot, 1996). Quarante et un métaux correspondenette
définition générale. D’autres définitions existelgs métaux lourds peuvent concerner les
éléments métalliques compris entre le cuivre @ldenb dans la classification périodique des
éléments (excluant alors le fer, le chrome); iutpaussi s’agir de tous les éléments
métalliques a partir de la quatrieme période drdssification des éléments.

Cependant l'appellation « métal lourd » est uneclgdipn courante qui n'a ni fondement
scientifique, ni application juridique (rapport mformation au Sénat francais N° 261, déposé
le 5 avril 2001 : http://www.senat.fr/rap/|00-2643+261.html).

En se basant sur la premiére définition, les métaurds les plus fréquents sont le cadmium
(Cd), le chrome (Cr), le cuivre (Cu), le plomb (Pkarsenic (As), le nickel (Ni) et le zinc
(Zn). lls contaminent de nombreux sites a travensibnde. Ils proviennent de la combustion
des charbons, pétroles, ordures ménageres, dadaga de boues sur les sols agricoles et de
certains procédés industriels (métallurgie des axéteon ferreux notamment) (Chanetal,
1997).

1.1. Caractéristiques du plomb
Le plomb est un élément chimique classé dans hegtaux pauvres » : ayant un point de
fusion bas (600,61 °K). Il appartient a la catégaies métaux lourds car sa densité (ou masse
volumique) est de 11,3 g.6mSa masse atomique est de 207,2 u (unité de raamségue),
son rayon atomique de 180 pm et son volume motkiré8,26.16 m*>.mol™. Il existe sous
deux états d’oxydation : 2 et 4. Sept isotopes HZBPDb, 2%Pb, 2%Pb, 2°Pb, 2°Pb, 2%Pb,
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21%p) existent mais seulement quatre se retrouvéigtai naturel : >*Pb (1,4 %),2°Pb
(26,1 %),°Pb (22,1 %)?®°Pb (52,4 %).

1.2.Origines des pollutions par le plomb
Les pollutions de I'eau, de l'air et du sol peuvénte dues a des sources de plomb (Pb)
naturelles ou anthropiques.
A I'état naturel, le Pb se retrouve dans I'envirement sous forme de galéne (sulfure de Pb),
de cérusite (carbonate de Pb), et d'anglésiteatgutfe Pb). La forme la plus abondante est la
galéne et la cérusite et I'anglésite apparaissesatde I'oxydation de la galéne. Des gisements
de Pb se retrouvent a travers le monde et notamemefRtance, ce minéral étant toxique, il
peut participer a la pollution des sols dans ces nditions
(http://www.mineralinfo.org/Substance/Plomb/Plontinj
Certaines activités humaines induisent une contatioim par le Pb de I'atmosphere, de I'eau
et du sol (http://chimie.ineris.fr/fr/lespdf/metogiehron/plomb2.pdf). La pollution de lair
par le Pb a considérablement diminué depuis I'atedt essences plombées, cependant elle
atteignait néanmoins 387 tonnes en 2002 (Sourc&RATtraitement OPECST). A ce jour,
les principales sources de contaminations en Pblesnejets anthropiques. lls proviennent
principalement des industries qui extraient et fami le Pb naturel et qui recyclent les
composants contenant du Pb comme les batterieeuss Iretombées atmosphériques
contaminent les sols. A ceci s’ajoute les déchadsistriels et la détérioration des peintures
extérieures a base de Pb. Des rejets provenanindastries sidérurgiques ainsi que les
réseaux de canalisations de distribution d’eaueamas, contenant du Pb, contaminent les
eaux. Dans les sols des concentrations en Pb supgsia 110 mg par kg de sol traduisent

I'existence d’une source polluante a proximité {desal, 1995) (Tableau 1).
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Tableau 14 Concentration de Pb dans le sol de différem¢s siontaminés ou non par des métaux lourds.

Quantité totale de Pb dans le sol

Nom du site Localisation Etat du site . Référence
pg Pb/g de masse séche de sol
Felixstowe Suffolk, UK site non contaminé 26 (¥eal, 1997)
Wisbech Norfolk, UK site non contaminé 55 (¥eal, 1997)
Mai Po World Wildlife Hong Kong site non contaminé 32 (¥eal, 1997)
Fund Reserve
site E districte de Sa' ka' province d%ite non contaminé 55.3 (Tanhetral, 2007)
Kanchanaburi, Thailande
sol agricole faubpurg de .Hangzhou, province cihfte considéré comme non contaminé par 1872 (Islanet al, 2007)
Zhejiang, Chine l'auteur
site contaminé par des eaux de drainage
Sheffield South Yorkshire, UK enrichis en métaux provenant d'usines 434 (Yeet al, 1997)
d’usines de couverts de cuisine
site contaminé par des eaux de drainage
Cavendish Mill Derbyshire, UK enrichis en métaux provenant "fuorspar 18894 (Yeet al, 1997)
tailings dam"
. . site contaminé par les effluents provenant
Shaoguan Guangdong Province, PR Chine d'une mine de Zn et de Pb 5686 (Yeet al, 1997)
Plombiére Belgique site contaminé par le travail d'une ancienne 10277 (Yeet al, 1997)
mine de Pb
Bo Ngam districte de Thon.gphapum, PIOVINCEie contaminé par une mine de Pb de 39979.3 a32643 (Tanharwt al, 2007)
de Kanchanaburi, Thailande
site minier province de Zhejiang, Chine site contaminé par une mine de Pb et de 10167.0 (Islanet al, 2007)

Cu
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1.3. Disponibilité du plomb dans le sol
Dans le sol, le Pb peut se retrouver sous forméuen dissout, ou lié plus ou moins
fortement aux particules (Raskin et Ensley, 20Q0accumulation de Pb, provenant des
retombées atmosphériques, ou de déchets contamidgpesés sur le sol, se fait
principalement dans les horizons de surface (Stemeket al, 2000) et plus précisément
dans les horizons riches en matiéres organiquestelneurs en Pb diminuent, ensuite, plus en
profondeur (de Abreet al, 1998). Ceci s’explique par le fait que le Pbpesi mobile. Etant
principalement associé aux argiles, aux oxydes,hgdroxydes de fer et d’aluminium et a la
matiere organique, il n’est mobile que lorsqu’itrfee des complexes organiques solubles
et/ou que le sol a dépassé sa capacité de sopaionie Pb (Morlot, 1996; Raskin et Ensley,
2000).
Etant donné que le Pb se lie facilement aux pdeticdu sol, les quantités de Pb accumulées
dans les sols different selon la composition, notamt en argile, sable et matiére organiques
du sol. Le pH du sol est également un facteur détemt puisqu’une variation de pH modifie
les liaisons du Pb aux différents éléments prédans le sol. Par exemple, dans un sol ou le
pH est compris entre 5,5 et 7,5 la solubilité¢ dueBb contrélée par les phosphates et les
carbonates avec lesquels il précipite, et trésdee®b est libre (BH). Plus le pH est acide
moins ces liaisons se font donc plus le Pb esbodibfe et plus le pH est basique plus le Pb
est oxydé.
Par ailleurs, si le Pb est solubilisé, il peut dassivé jusqu’a la nappe phréatique ou étre

absorbé par les plantes (Bliefert et Perraud, 2001)

1.4. Effets toxiques du plomb sur les étres vivants
Les métaux lourds ont des effets toxiques sur lEsisrganismes vivants (humains, animaux,
végétaux, microorganismes). Les métaux qui contamiites sols et les aliments peuvent
s’accumuler dans ces organismes, tout au long d#hd@ne alimentaire. Une étude de la
Direction Générale de la Santé réalisée en Frand®82 a mis en évidence chez I'Homme
un apport moyen par les aliments de 48ug de Pjopar
(http://chimie.ineris.fr/fr/lespdf/metodexpchrordpib2.pdf). En plus de cela, 0.1 ng de Pb/m
d’air passent par la respiration (IUCLID, 1996; HB[2000).
Chez 'lhomme, l'intoxication par le Pb induit ldwwaisme. Cette maladie peut entrainer une
néphropathie chronique, I'atteinte rénale étangéreral associée a d'autres manifestations :
digestives, neurologiques, hématologiques. La leti® du travail et la surveillance des

7
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populations exposées a considérablement réduitdénce du saturnisme professionnel. De
rares cas sont mentionnés chez les peintres, ptospltiavailleurs sur batteries d'automobile.
Le saturnisme non professionnel a comme sourcagkusli’eau circulant dans de vieilles
canalisations ou I'emploi de récipients encore ugeots de Pb, ou bien un environnement
pollué dans des zones défavorisées (€eid, 1998; Linet al, 1999).

En France, des normes existent afin de limiteccésd’intoxication. La quantité de Pb dans
les eaux de consommation ne doit pas dépasser/LQDégret n°2001-1220), dans l'air la
limite est de 0.5 pg/fen concentration moyenne annuelle mais avec uectibfle 0.25
ng/nt (Décret n°2002-213). La norme « sol » n'est pasartaent définie : elle correspond &
I'arrété ministériel du 8 janvier 1998 pris pourcentrole de I'épandage des boues de station
d’épuration ou des boues de curage. Elle est de m@0de Pb par kg de terre

(http://www.nord-nature.org/environnement/pollusésols/metaleurop_3.htm).

2. Dépollution des sols pollués par le plomb

La dépollution des sols contenant du Pb vise dnandtion de sa dispersion afin de limiter
les contaminations. Cette objectif est soutenulg@éinistére de I'Ecologie, de I'Energie, du
Développement durable et de I'Aménagement du deggiqui a émis a ce propos un texte
relatif a la prévention de la pollution des soldaagestion et au réaménagement des sols
pollués (note ministérielle du 8 Février 2007 ;  phttvww.sites-

pollues.ecologie.gouv.fr/Approche.asp).

2.1.Les différentes techniques de dépollution des sols
Les techniques les plus utilisées pour décontant@sesols pollués par les métaux lourds sont
les techniques physico-chimiques (http://www.tata/fr/). Elles se fonin situ ou ex situ
Dans le premier cas, elles consistent en la firaties métaux dans le sol, a l'aide de liants,
tels que du ciment ou de la chaux, ou en leur etitra Il existe plusieurs types d’extraction
des métaux dont I'extraction électrique pour labpudes électrodes poreuses sont implantées
dans le sol et le courant généré fait migrer les imétalliques vers la charge opposée a la
leur, les polluants sont ensuite récupérés par pgmplL’extraction utilisant une solution
acide, afin de solubiliser les éléments métalligess aussi possible. Si les sols ne peuvent
pas étre traités sur le site ils sont excavés elapsuite soit stockés dans des décharges soit

8
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traités, par exemple par un lavage sous hauteipnedidau ou par lavage avec de l'eau
additionnée de tensioactifs (Paff et Bosilovich939Chandra Sekhat al, 2005).

En paralléle, il existe des processus biologiquesr mépolluer les sols. Méme s’ils sont
moins utilisés, il est possible de décontaminesairgrace a des microorganismes (Berthelin,
1983; Gadd, 1990) ou a des plantes (Yengl, 2005).

2.2.La phytoremédiation
La « phytoremédiation » est un cas particulier de«lbioremédiation » qui consiste en
I'emploi d’étres vivants pour réhabiliter des solsdes eaux polluées.
Le principe de la phytoremédiation est d'utilis&rsdplantes pour dépolluer des sites (sols,
eaux) contaminés par divers polluants (organiqueseganiques).
L'idée est née au 9°siecle, lorsque Baumann (Baumann, 1885) a idérgifur la premiére
fois deux especes végétaleRhlaspi caerulescenand Viola calaminaria comme étant
capables d’accumuler de fortes quantités de Zn Bams feuilles. Ensuite, en 1935, Byers
étudia I'accumulation du sélénium chéatragalusspp. Dix ans plus tard, Minguzzi et
Vergnano (1948) identifierent des plantes capablascumuler jusqu’a 1 % (m/m) de Ni
dans leurs parties aériennes. Aujourd’hui plus @@ pglantes sont connues pour leur capacité
d’accumulation des métaux (Baledral, 2000).

2.2.1. Les techniques de phytoremédiation utilisées en cake pollution par le
plomb

Chez les plantes, il existe une variété de répoases environnement contaminé. Elles
correspondent a une tolérance ou non et sontdigesn a une capacité d’accumulation du
métal (Clemens, 2006). Différentes technologiesl@sontamination basées chacune sur une
réponse particuliere ont pu étre développées. Hiast regroupées sous le nom de
phytoremédiation et sont classées en cing catégoléephytodégradation, la phytoextraction,
la phytostabilisation, la phytovolatilisation etHaizofiltration. Toutes ces technologies sont
non exclusives donc complémentaires (Yahgl, 2005).
Dans le cas de la pollution par le Pb la technigmeisageable pour les sols est la
phytoextraction et pour les eaux, la rhizofiltratio
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a. La phytoextraction
La phytoextraction, parait la meilleure approchearmpéiminer les contaminants du sol et les
isoler sans détruire la structure et la fertilite bl (Ghosh et Spingh, 2005; Pilon-Smits,
2005). Les especes végetales concernées absodwmgEimigntrent et stockent les meétaux
toxiques du sol contaminé dans leurs organes @é(kges, feuilles, etc.) (Henry, 2000;
Gisbert et al, 2003; Eapen et D'Souza, 2005). Les plantes ls glouvent utilisées
appartiennent aux familles dBsasicaceagdesFabaceaeou deBrassicaceae
Une décontamination par la phytoextraction néocessie répétition de cycles de culture avec
récolte de la biomasse a la fin de chaque cycls. dyeles se succedent jusqu'a ce que la
concentration de métal dans le sol atteigne uneuvahcceptable, ce qui conduit a
I'accumulation de biomasse végétale potentiellerdangereuse. Celle-ci doit étre stockée de
maniere a ne présenter aucun risque de contammnptiar I'environnement (Blaylock et
Huang, 2000). La biomasse peut étre traitée papostage, par compaction, par combustion,
par gazéification ou par pyrolyse (Kumetral, 1995; Raskiret al, 1997; Bridgwateet al,
1999; Blaylock et Huang, 2000; Garbisu et Alko&@01). Les processus de combustion et de
gazéification impliquent d'importantes sources @gie thermique et électrique (Ghosh et
Spingh, 2005).

b. La rhizofiltration
Certaines especes terrestres ou aquatiques absartiecentrent et stockent les contaminants
des eaux polluées (Ghosh et Spingh, 2005; PilortisS2005), mettant en jeu leurs systemes
racinaires d’ou le terme de rhizofiltration. Laztiiltration, est utilisée pour le traitement des
rejets industriels et des effluents agricoles. E#lst particulierement efficace pour
I'élimination du Pb, Cd, Cu, Ni, Zn et Cr, élémengtenus dans les racines (Chaudétral,
1998). Cette méthode présente I'avantage de poétr@irappliquée-situ ou ex-situavec des
especes Vvégétales pas nécessairement hyperacaises)atelles que le tournesol, la
moutarde indienne, le tabac, le seigle, les éptatde mais (Raskin et Ensley, 2000). Le
joncs, le roseau et l'iris sont couramment utilidaas les bassins filtrants. Lorsque les racines
de ces plantes arrivent a leur capacité maximaleamtion, elles sont récoltées. De méme
gue pour la biomasse obtenue lors de la phytodidracles racines des plantes

rhizofiltratrices sont traitées par des procestss

10
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2.2.2. Avantages et limites de I'utilisation des plantestpytoremédiatrices
La phytoremédiation est une « technologie verteiegt aussi bien écologique qu’esthétique,
lorsqu’elle est convenablement implantée. Elledegplus bien acceptée par le public. Sa mise
en ceuvre ne requiert pas d’équipements colteue @exsonnel hautement spécialisé, et est
relativement simple & mettre en ceuvre. Son avamtegeur reste son faible colt par rapport
aux méthodes classiques de décontamination desParisexemple, le colt de dépollution
d’'un acre (4047 1) de sol argilo-sableux contaminé sur 50 cm degméur est quatre & six
fois plus faible avec des plantes que par excavatiassique (Henry, 2000; Ghosh et Spingh,
2005).
En regard de ses nombreux avantages, la phytorativddne présente que peu de limitations.
Cependant l'efficacité de cette technique est émipar la longueur des racines des plantes
remédiatrices, et par le climat. Un climat défabtealimite la croissance des plantes, la
production de biomasse et donc l'efficacité du eayst. De plus, la phytoremédiation fait
intervenir des processus lents : plusieurs années recessaires pour dépolluer un site de
déchets dangereux et la contamination peut ne pastéalement éliminée. Un autre
inconvénient est que lintroduction d'especes valgst non natives sur les sites de

phytoremédiation peut affecter I'écosystéeme a lenge (Henry, 2000).

2.2.3. Caractéristiques des plantes accumulatrices et hypgccumulatrices
Parmi les plantes accumulatrices certaines sontperaccumulatrices ». Une plante est
considérée comme hyperaccumulatrice quand elle stecker 0,1% (m/m) de Ni, de Co, de
Cu ou de Pb, 1,0% de Zn et 0,01% de Cd (Baker@ik®; 1989; Bakeet al, 2000). Plus de
400 espéeces vegetales ont été recensées comme h§faertaccumulatrices, certaines
appartenant aux familles dBsasicaceagcommeAlyssumspp, Thlaspispp etBrassicaspp,
desViolaceag commeViola spp, des-abaceage commeAstragalusspp. Ces plantes sont
connues pour absorber de fortes concentrationsétigum lourds et de radionucléides (Reeves
et Baker, 2000).
Dans le cas particulier du plomb, les quantités Rle accumulées par les plantes
accumulatrices ou hyperaccumulatrices peuventrégmupées, de maniére non exhaustive,

dans deux catégories en fonction du substrat, esdllibleau 2) ou liquide (Tableau 3).
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Tableau 15 Quantité de Pb accumulée dans les différensn@g de plantes cultivées sur un substrat sollbex®actible: fraction de Pb extractible avec du
DTPA (diethylene triaminepenta acetic acid) congid&comme accessible pour les plantes. ND : narrdité.

quantité de Pb dans le milieu

quantité de Pb accumulée

espéce végétale famille nature du substrat (Mg de Pb / kg de sol sec) durée du traitement _(mg de Pb / kg de masse seche)Référence
Pb total Pb extractible (DTAP) racines tiges feill
sol contaminé par 434 31 . hpla;Tltes . 35 ND 4.7
des eaux de drainage 18894 1558 echantilionnees 3659 ND 32
enrichie en métaux g5ggg 00 dwectement surle 08 0
Typha latifoliaL. Typhaceae ° 1007 site 11 ND 4 (Yeetal, 1997)
mélange de sols
contaminés 8462 24 39 1047 248
artificiellement
mélange 90% sol et
. 10% cendres 4.8 _ 16.8 18.1 Gupta et al,
Phaseolus vulgarik. Fabaceae , 90 j '
mélange 75% sol et 36 10.3 293 2007)
25% cendres ' ' '
39979.3 1938.4 plantes 774.7 220.5
sol contaminé par ~ 117728.4 2087.0 échantillonnées 652.6 1100.8 (Tanhan et al,
Chromolaena odorata. Asteraceae . .
une mine de Pb 56165.4 1980.2 directement surle  1093.8 369.4 2007)
164332.7 25035 site minier 4238.0 1376.7
Elsholtzia argyi (écotype . sol cc_)ntaminé par (Islam et al
) . . - Lamiaceae une mine de Pb et de 10167.0 193.8 299.6 184.1 99.1 ?
issu d'un site minier) Cu 2007)
Thlaspi rotundifolium . 6350 79 (Huang et
. , sol contaminé .
Thlaspi caerulescens Brassicaceae g 2500 4 sem 5010 58 Cunningham,
o . artificiellement
Triticum aestivum 1890 120 1996)
100 uM 2.3 0.02 ND 0.2
1000 pMm 10.4 0.08 ND 0.4
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Tableau 3 Quantité de Pb accumulée dans les différensnag de plantes cultivées en culture hydroponigDe. non déterminé, NA : non applicable.

quantité de Pb dans forme du Pb  durée du traitement renouvellement

guantité de Pb accumulée

espéce végétale famille » o . L (mg de Pb / g de masse seche) Référence
le milieu ajouté (jours) du milieu - - -
racines tiges feuilles bulbes
Medicago sativd.. Fabaceae 200 uM Pb(NQ), 10 aucun 51.0 10.0 0.1 (Lopetzal, 2005)
. 10 pg/mi . 108.0 0.5 NA
Typha latifoliaL. Typh Pb(N 21 t les 3 Yeetal, 1997
ypha latifolia yphaceae 20 pg/ml (NGy), ous les 3 jours 134.7 07 NA (Yeetal, )
5 mgl/l . 10.1 0.3 0.2 NA
Chromolaena odoraté.  Asteraceae 10 r?lg/l Pb(NG;), 15 tous les 3 jours 60.6 17 01 NA (Tanharet al, 2007)
isholtzi L 50 uM =~ 30.0 =1.0 =0.2 NA
Elsholtzia argyi (€cotype | , 1iaceae 100 M Pb(NOY), 12 tous les 4 jours = 29.0 ~1.2 ~0.3 NA (Islamet al, 2007)
issu d'un site minier)
200 uM ~42.0 ~1.7 ~0.3 NA
Elsholtzi L 50 uM ~33.0 ~0.3 ~0.1 NA
Elsholtzia argyi (écotype Lamiaceae 100 uM Pb(NG;), 12 tous les 4 jours = 38.0 ~0.3 ~0.1 NA (Islamet al, 2007)
issu sol agricole)
200 uM ~40.0 ~04 ~0.1 NA
Brassica juncea.. Brassicaceae 500 uM Pb(NQ)» 3 138.0 ND ND NA (Meyerst al, 2008)
Helianthus annuuk. Asteraceae 125 uM Pb(NQ)» 6 21.0 ND ND NA (Tandyt al, 2006)
- 200 pmol/l =7.8 =27 0.5 NA
Sedum alfredii Crassulaceae 400 pmoll Pb(NG;), 21 <77 ~18 ~04 NA (Huanget al, 2008)
Pisum sativunt.. Fabaceae 1000 uM Pb(NG), 4 50.0 2.0 0.9 NA (Piechala&kt al,, 2003)
Ambrosia  artemisiifolial 20 UM flux continu de 4.7 0.09 NA (Huan et
Asteraceae 50 uM Pb(NG;), 14 solution ~13.0 ~0.08 NA ng
L. " Cunningham, 1996)
100 pM nutritive ~25.0 ~0.03 NA
20 uM 2.3 0.4 NA H ;
- - uang e
Zea mayi.. Poaceae 50 uM Pb(NG;), 14 ~3.4 ~0.4 NA Cunningham, 1996)
100 uMm ~5.0 ~0.6 NA
Thlaspi rotundifolium 28.7 0.2 NA H ;
- . uang e
Thlgspl caerullescens Brassicaceae 20 uM Pb(NQ), 14 26.2 0.06 NA Cunningham, 1996)
Triticum aestivum 5.3 0.1 NA
Allium sativumL. Alliaceae 10 uM Pb(NQ), 20 tous les 5 jours 0.4 0.01 ND 0.004 (etual, 2008)
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2.3.Les systemes de culture utilisés pour I'étude de absorption et de
I'accumulation du plomb par les plantes

La culture sur sol natif ou sur « substratum » ¢tah a base de sol mais dont la structure et la
composition sont modifiées), est celle qui se rapipe le plus d’'un sol pollué. Cependant son
utilisation est difficile car des analyses préadabsont indispensables afin de déterminer la
concentration en Pb disponible pour les planteshas# que celles ci pourront en plus
‘désorber’ une partie du Pb lié aux composantsotlu s
D’autres substrats existent comme la laine de rotd® gels d’agar, l'argile expansée
(vermiculite, perlite). Dans le cas de I'étude @bsorption par les plantes d’'un métal lourd
comme le Pb, ils ne sont pas adaptés car une padiéons Pb s’adsorbent sur le substrat et
sont indisponibles pour la plante, et donc la gtéde Pb disponible reste indéfinie.
Une autre possibilité est la culture hydroponigeie, milieu nutritif liquide, qui permet de
faire abstraction des interactions sol / Pb. Des plas logiciels permettent de modéliser les
formes chimiques de chacun des éléments en saluietie technique permet des études

préliminaires qui pourront ensuite étre étenduescaltures sur sol.

3. Les mécanismes d’absorption et d’accumulation du pimnb

Le plomb n’est pas le métal lourd le plus étudigsdies interactions plantes / métaux lourds
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/). Ceci est amoiment du au fait que ce métal a une
forte capacité de liaison avec les particules duilsest donc plus difficilement extractible par
les plantes, rendant le travail expérimental paragiqué.

Il existe néanmoins chez les plantes des mécanidiabsorption et d’accumulation du Pb

dont certains ont été caractérisés.

3.1. Absorption et transport des ions PB*
La mobilité des éléments minéraux est un facteuitdint si bien que les bactéries et les
plantes exsudent des chélateurs (externes) afimalaliser ces éléments et les rendre
disponibles. Ce systeme naturel est copié en phytédiation, notamment en
phytoaccumulation et rhizofiltration, par I'ajou¢ @omposés chimiques. Dans le cas ou l'ion
métallique entre, libre, dans la plante, il ess gm charge par des molécules qui s’apparentent

a des chélateurs internes.
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3.1.1. Les chélateurs externes
Certains chélateurs sont naturellement synthétiaésa plante en réponse aux déficiences en
nutriments. C’est le cas des graminées qui sédrdenphytosidérophores comme les acides
mugénique et avénique lors d'une culture dans unpaavre en fer (Faret al, 1993;
Kinnersely, 1993).
Ainsi, de nombreux chélateurs artificiels ont &stés pour leur capacité a lier le Pb : 'EDTA
(ethylene diamine tetraacetic acid) (Fig. 1), I'HE® (hydroxylethylene diamine tetraacetic
acid), le DTPA (diethylene triamino pentaaceticdacie CDTA (trans-1,2-cyclohexylene
dinitrilo tetraacetic acid), 'EGTA (ethylene bis{gethylenetrinitrilo] tetraacetic acid),
'EDDHA (ethylenediamine-N,NObis(o-hydroxyphenyliec acid), I'HEIDA (N-(2
hydroxyethyl)iminodiacetic acid) et 'HBED (N,NO{@-hydroybenzyl) ethylene diamine
N,NO-diacetic acid). Tous ces chélateurs n'ont lpasiéme efficacité sur la quantité de Pb
absorbée par la plante. Certains peuvent méme Befbat inverse (Evangeloet al, 2007).
L’EDTA ayant une haute affinité pour le Pb (logkLZ.88 pour PbEDTA), il est le chélateur
le plus étudié (Wet al, 1999).

Lasd-EDTA-chalats
- =0
M '_,5:,::, 1.
/ I"._ e ,:, . .'::'
T2
CHa

o,

PRl

Figure 3: Forme chimique du complexe Pb-EDTA (Meagher, (200

L’EDTA, formant un complexe avec le Pb, induit tmgymentation de I'absorption (Tableau
4) et de la translocation du plomb vers les pag#&tennes de la plante (Blayloekal, 1997;
Jarvis et Leung, 2002). A ceci s’ajoute parfois dimainution des effets toxiques, soit une
inhibition moins forte de la croissance et une taton des zones nécrosées. C’est le cas par
exemple de la moutarde indienne qui, cultivée penhda@h dans un milieu contenant 0.5 mM
de Pb(NQ), et de 0.5 mM d'EDTA, ne présente pas de signesarepfs de toxicité
contrairement aux mémes plantes cultivées sans EQUA elles, présentent des nécroses
(Vassilet al, 1998).

Une mole d’'EDTA se liant a une mole de Pb, la gt@nfEDTA ajoutée dans un milieu de

culture hydroponique doit étre équimolaire a celle Pb, afin que la totalité du Pb et de
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'EDTA forme des complexes. En effet TEDTA libre gransforme en H-EDTA, composé
toxique pour la plante (Vasst al, 1998; Wuet al, 1999; Tandyet al, 2004; Tandyet al,
2006).

Tableau 4: Effet de I'ajout d'EDTA sur la disponibilité deb dans le sol et sur son absorption
(Evangelowet al, 2007).

- Augmentation du Pb  Augmentation du
Quantité dEDTA

o disponible pourla  Pb absorbé par la Espéce végétale Références
ajoutée (mmol.kg)
plante dans le sol plante
3 ~ 23 fois 26 fois Brassica juncea (Epsteinet al, 1999)
_ 27 fois Zea mays
5 496 fois _ ~ (Luoet al, 2005)
70 fois Phaseolus vulgaris
5 50 fois 15 fois Dianthus chinesis (Lai et Chen, 2005)
4 fois 10 3500 fois 59.7 fois Brassica rapa (Grcmanet al, 2003)
3 5.7 fois 2.8 fois Brassica juncea (Wu et al, 2004)
1.39 315 fois 57.4 fois Zea mays (Huanget al, 1997)
5 107 fois 48 fois Sinapis alba (Koset al, 2003)

Malgré les effets positifs induits par I'applicatid’un chélateur artificiel, cet ajout dans le sol
présente des inconvénients. En effet puisque 'ERT4mente la disponibilité du Pb donc sa
mobilité, la contamination peut se propager en@rdéur et atteindre la nappe phréatique. De
plus, 'EDTA libre est peu bio-dégradable. Il suidbsilongtemps dans les sols, et peut devenir
toxique pour les végétaux et les microorganismdis de diminuer cet effet, des chélateurs
facilement bio-dégradables comme le NTA (nitrilatetate) et 'EDDS (S,S-ethylene-
diaminedisuccinic acid) ont été proposés ces damicannées, pour améliorer la
phytoremédiation des sols contaminés par les métamds (Kulli et al, 1999; Kos et Lestan,
2003; Luoet al, 2005; Meer=t al, 2005; Epeldet al, 2008).

3.1.2. Les chélateurs internes
Lors de I'entrée du Pb sous forme d'ion libre démgplante, il est pris en charge par des
chélateurs produits par la plante tels que le dlida, les meétallothionéines, les
phytochélatines, des acides organiques et des sacaeinés ou par des molécules

chaperonnes.
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a. Le glutathion

Le glutathion (GSH ;y-glutamyl-cysteinyl-glycine) est un tri-peptide $lyétisé, dans le
cytosol et les chloroplastes (Noctor et Foyer, }988oartir de molécules de cystéine et de
glutamate par deux enzymes y-tjlutamylcystéine synthétase-ECS) et la glutathion
synthétase (GSHS) (Hell et Bergmann, 1988, 1990stele 1995). Le GSH peut former des
complexes avec les ions métalliques comme le Ple @d (Reddy, 2005). Cette réaction de
conjugaison se fait grace a une enzyme la glutatBitransférase (GST) (Chasseaud, 1979;
Peuke et Rennenberg, 2005). Dans le cas du Caljtildeux molécules de GSH pour un ion
Cd?* (Mendoza-Cézatl et Moreno-Sanchez, 2006). PouPHele nombre de molécules de
GSH nécessaires n'est pas connu. En présence dadijté de la GST est stimulée chez
Macrotyloma uniflorumet Cicer arietinum(Reddyet al, 2005) et la teneur en GSH doublée

par deux cheBesbania drummondjRuleyet al, 2006).

En plus du GSH, de I’homoglutathion (hGSktglutamyl-cysteinyl Balanine) a été retrouve
chez les Fabacées (Iegumineuses) (Klapheck, 1B&3)emiere enzyme+ECS) intervenant
dans la synthese de 'hGSH est la méme que pouW3el mais ensuite la GSHS est
remplacée par I'homoglutathion synthétase (hGSH®tgmoroset al, 2003). Le gene
codant cette enzyme est exprimé dans les nodasiages pamRhizobium les racines et les
feuilles (Matamorot al, 2003). Suivant les organes et la plante, le rapp8H/hGSH est
variable : Vicia faba (Klapheck, 1988)Lupinus albus(Matamoroset al, 1999) etVigna
unguiculata(Cruz de Carvalhet al, soumis) (annexe 1) ne contiennent pas d’hG3sym
sativus et Medicago truncatula(Frendoet al, 1999; Matamorost al, 1999) présentent
autant des deux &lycine maxPhaseolus vulgariet Phaseolus cocciney&lapheck, 1988)
contiennent majoritairement de 'hGSH.

Cet hGSH peut présenter des fonctions similaire&8Hi, il est impliqué dans les défenses
des plantes contre les métaux lourds en entrarst ldapiosynthese des homophytochélatines
(Grill et al, 1986; Klapheclet al, 1995), en interagissant avec la glutathion Ssferase
(Skipseyet al, 1997) et en intervenant dans le traitement dpsoes activées de I'oxygéne
(Daltonet al, 1986; Moraret al, 2000).

17



Etat des connaissances

b. Les métallothionéines et phytochélatines
Les métallothionéines (MTs) sont des protéinesaildd poids moléculaire (6-7KDa) riches
en résidus cystéines présentant trois motifs cgaserCys-Cys, Cys-X-Cys et Cys-X-X-Cys.
La transcription des genes de MT est induite pgmiétaux lourds via des « metal response
element » (MRE) qui sont présents en une ou plusieapie(s) au niveau du promoteur
proximal de ces géenes (Bourdineatdal, 2006). Les MTs sont regroupées en trois classes
basées sur I'arrangement des cystéines (Cobb&olesbrough, 2002). La premiere classe
(MTs 1) contient 20 résidus cystéine hautement eoes, elle est représentée chez les
mammiféres et un grand nombre de vertébrés. Lesddiis arrangement strict des cystéines
sont dans la deuxieme classe de MT (MTs Il), ahetuent les plantes, les champignons et
les invertébrés. Cette classe est divisée en quatégories (types 1 a 4) en fonction de la
position des cystéines. Les phytochélatines soaitdé comme la troisieme classe de MTs
(MTs 1II).
Chez les plantes, les MTs répondent a différemsutittels que les ions métalliques (Chaney
et al, 1997; Mejare et Bulow, 2001), les hormones vdgstdes agents oxydatifs (Akagdti
al., 2004), les chocs thermiques, les infections egala forte salinité, la sécheresse (Akashi
et al, 2004) et les radiations UV (Brkljacat al, 2004). Les MTs interviennent également
dans la réponse aux métaux lourds, comme cela mm@téré pour le Cd chez des tabacs
transgéniques, exprimant une MT | de souris. Patred’expression de cette MT n’a que peu
d’effets sur le transport du métal des racines ey gparties aériennes (Yearganal, 1992;

Elmayan et Tepfer, 1994).

Les phytochélatines (PCs) sont des structures ceéggode deux a 11 répétitions du
dipeptidesy-GluCys. Elles posseédent en C-terminal un aciden@miariable : glyciney-
alanine, serine ou acide glutamique (Cobbett etd€wbugh, 2002) et sont classées en
fonction de cet acide aminé terminal. La synthésse ECs est induite par de nombreux
métaux dont le Pb (Guptt al, 1995; Gupteet al, 1999; Mehra et Tripathi, 2000; Piechalak
et al, 2002): ceux-ci se lient a une enzyme constitutleephytochélatine synthase (PC
synthase) qui catalyse la biosynthése de la PGt& ga gluthation (GSH). Une molécule de
PC se lie & un ion Bb(Mehraet al, 1995; Clemens, 2001). Les complexes PC-métaux
lourds peuvent ensuite étre séquestrés dans lemleac(Cobbett et Goldsbrough, 2002;
Piechalaket al, 2002).
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c. Acides organiques et aminés
En raison de la réactivité des ions métalliquescales atomes de soufre, d'azote et
d’oxygene, les acides carboxyliques et les acidemés sont des chélateurs potentiels. Le
citrate, le malate et I'oxalate sont impliqués dame gamme de processus incluant le
transport des métaux par le xyléme et la séquisirdes métaux dans les vacuoles (Rauser,
1999). Mais des corrélations claires entre les eotmations en acide organique et en métal

n’'ont pas encore été identifiees (Clemens, 2001).

En conclusion, la prise en charge des ions métaligels que Bb par divers chélateurs
externes et internes permet un meilleur transpornétal dans la plante et son stockage dans

des vacuoles.

3.2.Les transports transmembranaires
Le transport apoplastique du Pb dans les racirsgpijau cylindre central de la plante et son
déplacement vers les parties aériennes est fortenm@mnbé par I'endoderme, et
principalement la bande de Caspari, qui joue le di# barriere (Seregin et Ivaniov, 1997,
Verma et Dubey, 2003).
Afin d’étre transporté, il est donc nécessaire tmigplomb, seul ou complexé avec un
chélateur, traverse une membrane afin d’étre prisharge dans le symplasme. Cette entrée
dans la cellule se fait via des transporteurs mandires.
Il existe chezArabidopsis thaliana984 transporteurs protéiques (Nagetal, 2008). Ces
protéines sont classées en trois catégories : degpp@s dépendant de I'ATP, les canaux
ioniques et les transporteurs secondaires. Chebidopsis thalianaelles représentent
respectivement 18, 13 et 67%, et les 2% restant des transporteurs non classés. Les
pompes fonctionnant avec I'ATP témoignent d'un $gort actif permettant le passage de
molécules dans un seul sens, contre un gradiemodeentration, et indépendamment de
I'environnement. Il en résulte la formation d’'unadient d’ions entre les cotés externes et
internes de la membrane. Les canaux ioniques fotnat se ferment en réponse a un signal
électrique ou mécanique, ou a la liaison avec ganlil. Enfin, les transporteurs secondaires
permettent le transport de divers substrats grage gradient formé par des molécules co-
transporteuses, principalement les ions phrfois NA. Suivant le sens du co-transport ces
transporteurs sont des symports, si le substtata-transporteur vont dans le méme sens ou

des antiports dans le cas inverse.
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Parmi tous les transporteurs présents chez legeplarertains permettent le transport des
métaux lourds, ils seront ici classés suivant lecalisation : dans la membrane plasmique, le
tonoplaste ou les deux. Pour chaque localisatien sbnt classés ainsi: les pompes
fonctionnant avec I'ATP, puis les canaux ioniquesrdin les transporteurs secondaires.

Il existe a ce jour peu de transporteurs dontle dans le transport du Pb a été démontré. Par
contre ils sont nombreux a avoir été impliqués dansansport d’autres métaux lourds tels

que le Cd, le Cu, le Zn et le Ni.

3.2.1. Les transporteurs de la membrane plasmique
La membrane plasmique joue un réle essentiel daoméostasie cellulaire en général, par
exemple en régulant les entrées et sorties d’i@ars da cellule. En présence de certains
éléments métalliques, elle est la premiere stractallulaire affectée. Son fonctionnement
peut étre dérégulé ce qui se traduit par 'augntiemtales efflux cellulaires : des ions sortent
de la cellule afin d’équilibrer le gradient chime&ulLes plantes hyperaccumulatrices en
éléments métalliques présentent par rapport awesapiantes une stabilité plus grande de

leurs membranes cellulaires en présence d’'un roéta (Nelson, 1999).

Les transporteurs impliqués dans le transport ddsum lourds ne leurs sont pas spécifiques.
lIs interviennent principalement dans I'absorptaes cations essentiels a la croissance et au
développement de la plante. Une compétition s’'ilestntre les nutriments minéraux sous
forme ionisée et les ions métalligues. De plus,peéisence de métaux lourds certains
transporteurs, ZIP, Nramp, CDF, ABCt, voient lewpmssion modifiée, jouant par

conséquent un role clé dans leur transport (HaNidtams, 2003; Clemens, 2006).
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a. Les ATPases de types P
Les pompes ATPases de type P utilisent I'énerdiérdie par I'hydrolyse de I'ATP pour
transporter une variété de substrats chargés arsrdes membranes biologiques. Elles se
différencient des autres pompes ATPases par laatiwm d’'un intermédiaire phosphorylé
durant le cycle réactionnel (Williamst al, 2000). Chez les plantes les/ATPases sont
impliquées dans le transport de cations, a tralersnembrane plasmique (Axelsen et
Palmgren, 2001). Il existe cing familles d’ATPaslestype P, elles méme divisées en sous
familles dont la P1B ou CPx-ATPases (Hall et Wil 2003). Celle-ci contient un domaine
N-terminal cytoplasmique capable de lier une véridions métaliques (Williamet al,
2000) (Fig. 2), d’ou son réle dans le transportragaux lourds tels que le Cu, le Zn, le Cd et
le Pb (Solioz et Vulpe, 1996; Milkst al, 2003; Bernarekt al, 2004).
Chez Arabidopsis thaliana l'utilisation de mutant « knockout » a permis démontrer
I'intervention de l'une de ces ATPases (AtHMAS) dda compartimentation du Cu (Andrés-
Colaset al, 2006) ; une autre ATPase (AtHMA4) contribue ddl@rance de la plante au Zn
en le pompant vers le xyléme (Husseiral, 2004; Millset al, 2005).
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Figure 4: Structure d'une ATPase de type P (Taka&l, 1997).

b. La famille des CNGC

Une famille de canaux ioniques a relativement réoent été mise en évidence chez les

plantes (Schuurinkt al, 1998; Araziet al, 1999; Kohleret al, 1999; Lencet al, 1999). Elle

présente de fortes homologies avec la famille degckc nucleotide-gated non selective

cation channels » (CNGC) (canaux a cations nonct@lemédiés par des nucléotides

cycliques) des mammiféres, impliquée dans la tnactish du signal C&. Ce canal est formé

de six domaines transmembranaires, d’'un domainéxdéon des nucléotides cycliques
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(CNB) et d’un pore dont le structure est voisinecdkii des canaux K(Kohler et Neuhaus,
2000) (Fig. 3). Ces CGNC végétaux sont des canaati@ns peu sélectifs impliqgués dans le
transport du calcium et du potassium (Kohderal, 1999; Lenget al, 1999; Sunkaet al,
2000). Un ADNc complet (NtCBP4) a été isolé ciNizotiana tabacumnet sa surexpression
dans des plantes transgéniques de tabac a indeiaugmentation de la quantité de plomb
absorbée par les plantes, corrélée a une activdtigransport transmembranaire du Pb (Arazi
et al, 1999; Sunkaet al, 2000).

P loop with pore halix and
salectivity fifher

Cryelic nuclsotide-binding CO0H
ragion with avartapping
CaM-binding site

Figure 3: Structure putative des transporteurs de type CN&cyclic nucleotide-gated non selective
cation channels ») chez les plantes. Le domaine @Q&lByclic nucleotide-binding domain ») est
représenté en rouge ; le pore se situe entre feaides S5 et S6 (Tallat al, 2003)

c. Lestransporteurs de type ZIP
L’abréviation ZIP signifie dans le cas des trangpms « ZRT, IRT-like Protein ». Ces
protéines de transport regroupent deux famillestrdasporteurs. IRT1 (Iron-Regulated
Transporter 1) est un transporteur a haute affipit@r les cations qui est exprimé dans des
plantes dArabidopsiscarencées en fer (Eidd al, 1996). ZRT1 et ZRT2 (Zinc-Regulated
Transporter 1 et 2) sont des transporteurs de &ihaute et a faible affinité chez la levure
(Zhao et Eide, 1996). A ce jour plus de 25 membeeka famille des transporteurs ZIP ont été
identifiés, notamment chez plusieurs especes égédielles quérabidopsis thaliangEide
et al, 1996; Zhao et Eide, 1996)hlaspi caerulescen@enceet al, 2000),Lycopersicum
esculentum Pisum sativum et Oryza sativa(Guerinot, 2000). lls sont classés dans la
catégorie des transporteurs secondaires mais aactransporteur ne leur est connu (Nagata
et al, 2008).

Il a été montré que des ZIPs peuvent transporenu#aux, avec une seélectivité spécifique a
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chacun d’entre eux (Korshunow al, 1999). Les études topologiques prédisent que ces
protéines sont intrinséques dans les membranes @idal, 1996; Grotzet al, 1998;
Guerinot, 2000; Assuncaa al, 2001) (Fig. 4).

L’expression des genes correspondants est stinddée les racines et dans les feuilles
d’Arabidopsis thaliandors d’'une carence en Zn (Gratz al, 1998). Ces résultats suggerent
gue ces protéines peuvent étre impliguées non reeunkedans I'absorption racinaire mais

aussi dans le transport des métaux dans la pladpez-Millanet al, 2004).

QOutside

Ej Inside

Variable Region

N C

Figure 4: Structure des transporteurs protéiques ZIP (iBoigr2000)

3.2.2. Transporteurs de la membrane plasmique et du tonoplste
a. Transporteurs ABC

La famille des « ATP-binding cassette » (ABC) ast dles plus vastes familles de protéines.
On la retrouve dans tous les regnes, des bact@medumains (Higgins, 1992). Tous les
transporteurs ABC possedent une ou deux copiesed& dtructures fonctionnelles : un
domaine transmembranaire hydrophobe et un domiainiel’ATP (NBD : nucleotide binding
domain) (Rea, 1999; Theodoulou, 2000) (Fig. 5)v&uii leur sous famille ils sont situés dans
les membranes plasmiques, mitochondriales ou vaires! (Hall et Williams, 2003). Ces
protéines transportent une grande variété de sbstdes ions, des sucres, des lipides, des
xénobiotiques, des antibiotiques, des pigments, desgues et des métaux lourds
(Theodoulou, 2000; Sanchez-Fernandtzal, 2001). Le génome Arabidopsis thaliana
contient approximativement 130 protéines ABC réparén plusieurs sous familles, mais les
fonctions précises et les substrats spécifiquda gaupart de ces transporteurs restent encore
obscurs (Sanchez-Fernandszal, 2001; Jasinsket al, 2003). Cependant, certaines d’entre
elles interviendraient dans le transport des coxasliglutathion-Cd ou PC-Cd du cytoplasme
vers les vacuoles (Hall et Williams, 2003). Parndosd’'un gene de protéine ABC avec le
gene codant la GFP (Green Fluorescent Protein),etteson équipe ont localis&tPDR12

dans la membrane plasmique et montré, par transgérésurexpression ou silencing, le réle
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de ce gene dans la résistance des planfeslidopsisthaliana a la présence de Pb dans le
milieu de culture. Ces experiences ont montré gueansporteur permet le passage du Pb du
cytoplasme vers I'extérieur de la cellule (Legeal, 2005). L’emploi de mutant Arabidopsis
thaliana a permis de localiser la protéine AtATM3, de lauséamille des ATM (ABC
mitochondriale) dans la membrane mitochondrial@leestnontrer son réle dans I'exportation

des complexes glutathion-Cd de la mitochondrie leecytosol (Kimet al, 2006).

PDR
pleiotropic drug resistance

NH, . COOH

<

F‘
~1400

ATM
ABC transporter of the mitochondrion

NH, . COOH

<+
‘ ~700 ‘

Figure 5: Organisation des domaines putatifs des transpartde type ABC, des sous familles PDR
(pleiotropic drug resistance) et ATM (ABC transgortof the mitochondrion). En rouge sont
représentés les NBDs (nucleotide-binding domaies),gris les TMDs (transmembrane domains)
composeés d’hélices transmembranaires et en jaune le peptide sigrea, (B007).

b. Les protéines NRAMP
Le premier membre de la famille des NRAMP (NatuRakistance Associated Macrophage
Protein) a été nommeé ainsi car il confére une t&@si® bactérienne chez la souris (Vidal
al., 1993). Ces protéines constituent une nouvellallfarde protéines impliquées dans le
transport des ions métalliques divalents (Nagdtal, 2008). Elles sont classées dans la
catégorie des symports et ont comme co-transpolésuions H (Nagataet al, 2008). La
famille des genedlRAMP a été hautement conservée durant I'évolution sthdenologues
ont été retrouvés dans les bactéries, les levigssnsectes, les mammiféres et les plantes
supérieures (Williamset al, 2000). Des geneBIRAMP ont été identifies chez plusieurs
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especes végétale©Oriza sativa(Belouchiet al, 1995; Belouchiet al, 1997),Arabidopsis
thaliana (Alonsoet al, 1999),Thlaspi japonicun{Mizuno et al, 2005),Glycine maxKaiser

et al, 2003) etLycopersicumesculentumBereczkyet al, 2003). Ces proté€ines présentent
douze domaines transmembranaires avec un ‘motisp@t’, entre les domaines 8 et 9 (Fig.
6). Chez les plantes, des protéines Nramp onto&i@isées dans la membrane plasmique
(Clemens 2001) et dans le tonoplaste par un maegaagc la GFP (Thominet al, 2000;
Thomineet al, 2003).

Wei et son équipe ont montré, chddaspi caerulescensgjue I'expression d’'un gedRAMP
était induit par le Cd et le Ni, suggérant que pegéines sont impliquées dans I’homéostasie
métallique (Ouziackt al, 2005; Weiet al, 2008). Chez des plantesAdabidopsis thaliana
carencé en fer, AANRAMP3 induit 'accumulation détal dans les cellules en mobilisant les
ions métalliques de la vacuole au cytosol (Thoneinal, 2003). Le réle de ces transporteurs

dans la réponse au Pb n’'a pas été rapporté arce jou

sl

Figure 6: Structure des protéines NRAMP (Gruenheticl, 1995).

c. Les transporteurs de type CDF
Les membres de la famille des CDF (Cation Diffudt@eilitator) (Nies et Silver, 1995) sont
impliqués dans le transport d’éléments traces (Kiral, 2004). Ces protéines sont formées
de six domaines transmembranaires et possedentomaike de liaison aux cations a
I'extrémité C-terminale (Paulsen et Saier, 1997).
Ces protéines permettent I'efflux d’ ions métalégu comme le Zi, C&*, Cd*, Mn** ou
Ni?*, du cytoplasme vers I'extérieur de la cellule essves compartiments cellulaires comme
les vacuoles (Gaither et Eide, 2001; Palmiter eartdy 2004). Elles sont classées parmi les

antiports et ont comme co-transporteurs les iohstHK” (Nagataet al, 2008).
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La premiere protéine CDF végétale, identifiée dipdiun ADNCc isolé, est le transporteur de
Zn, ZAT, chezArabidopsis thaliangvan der Zaakt al, 1999), qui a plus tard été renommé
AtMTPL1 (A. thalianaMetal Tolerance Protein 1) (Delhaieeal, 2003) (Fig. 7).
ChezArabidopsis thalianale geneZAT est induit par 'augmentation de Zn dans le milieu
culture (van der Zaakt al, 1999). Ce gene a également été identifié chhlaspi
caerulescenu il est principalement exprimé dans les feuibtésdans les racines. Il est
surexprimé chez les plantes poussant sur un sthrmame par le Zn, le Cd et le Pb (Assuncao
et al, 2001). Cependant son role dans la correctioretfets délétéres induits par les métaux

lourds dans les plantes n’a pas été démontré (Qlen26€06).

Figure 7: Structure putative de la protéine MTPAdibidopsis thaliangKramer, 2005).

3.2.3. Autres transporteurs du tonoplaste : les antiportscation/H*
Des antiports cation/Hsont situés dans la membrane de la vacuole eiciparit a la
régulation des concentrations en*Na C&" dans le cytoplasme (Hirschi, 2001; Maeshima,
2001; Gaxiolaet al, 2002). Deux genesAX (cation exchangers), codant pour des
transporteurs de ce type, ont été isolés é&rabidopsis thaliangHirschiet al, 1996). Ces
protéines sont formées de 11 domaines transmemieamh d’'une région centrale hydrophile
(Hirschi, 2001; Maeshima, 2001) (Fig. 8). Parmi ldstransporteurs de types CAX présents
chezArabidopsis thalianaCAX1 et CAX2 sont impliqués dans le transport daf'@ans les
vacuoles. Des plantes mutantes ont permis d’ident€AX2 dans le transport du Mh

(Shigakiet al, 2003). De plus Salt et son équipe ont montréegéédes vésicules enrichies en
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tonoplaste isolées a partir de racines d’avoine, QAX2 était impliqué dans I'accumulation
de Cd dans les vacuoles (Salt et Wagner, 1993)p@eses transgéniques de tabac exprimant
les genesAtCAX2 et AtCAX4 ont permis de démontrer le role de CAX2 et CAXAslia
tolérance du tabac aux fortes concentrations d&Z&et Mn (Korenkowet al, 2007).

Le réle de ces transporteurs CAX n'a pas été miévihence en réponse a I'accumulation de
Pb.

muotif

A Acidic
S e % e et f

Figure 8: Structure type des protéines CAX (Kamiya et Ntams, 2004).

En conclusion, il existe de nombreux transportdntervenant dans le déplacement des
éléments métalligues dans les cellules végétalas @&. Certains permettent aux ions

métalliques de traverser la membrane plasmique,get les CNGC, ZIP, NRAMP et les

pompes ATPases de type P. Une fois entrés dardlldec ces éléments peuvent étre chélatés
ou non a des molécules comme le GSH ou les PGmepss en charge dans le symplasme
ou stockés dans des vacuoles grace a d’autreporamgrs, tels que des CDF, des antiports
cation/H+ et des transporteurs ABC. Certains élésnemétalliques pourront ressortir des

vacuoles grace aux transporteurs NRAMP et aingirétmis en circulation dans le symplasme
ou bien étre exportés a I'extérieur de la celluk eertains transporteurs ABC et CDF. La

localisation des ions métalliques est dépendantewtenature, spécifique de I'espece végétale
et varie donc suivant la teneur en chacun despoateirs dans les cellules. Ceci se traduit
par différents mécanismes de tolérance mis en plactes plantes (voir paragraphe 4.). Dans
le cas du Pb des transporteurs permettant soneettdrgs la cellule ont été mis en évidence.
Cependant, les protéines impliquées dans le transiwo Pb dans les vacuoles n’ont pas

encore été identifiées.
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Figure 9: Schéma récapitulatif des transporteurs de métawgs dans une cellule végétale.

4. Les mécanismes de tolérance des plantes au plomb

4.1. Effets du plomb sur la plante
Les plantes cultivées dans un milieu contaminédg@®&b présentent un ralentissement de leur
développement et une inhibition de la croissancerdeines et des parties aériennes. Leurs
feuilles ont généralement une surface inférieucelte des témoins et des chloroses peuvent
apparaitre. Dans certains cas la présence de Rbmmaer a une mort des cellules (Ernst,
1998; Seregin et Ivaniov, 2001). Différents déragtats physiologiques et moléculaires sont
a l'origine de ces phénomenes.
La présence de Pbdans le milieu extérieur induit une compétitiorales ions minéraux au
niveau des transporteurs cellulaires altérant lampabilité membranaire et induisant une

carence en éléments nutritifs dans les plantesgstiaget al, 1988; Marschner, 1995).
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Le ralentissement de la croissance racinaire pabJeet les métaux lourds en général (Potters
et al, 2007), peut résulter d’une inhibition de la dietscellulaire (Wierzbicka, 1989; Wozny
et Jerczynska, 1991; Ewh al, 2000) et de I'élongation des cellules (Seregitvathov, 1997;
Obrouchevaet al, 1998; Malkowskiet al, 2002). Des études ont permis d’observer une
diminution du taux de transpiration ainsi que duteau en eau dans les plantes (Igbal et
Mushtaqg, 1987; Sharma et Dubey, 2005). Ceci pougtatdu a une fermeture des stomates
induite par l'altération des flux de’Ka travers la membrane et 'augmentation du congenu
ABA. (Bazzazet al, 1974).

La photosynthese est elle aussi inhibée, ceci Btpip par une déformation des structures
chloroplastiques (Stefanost al, 1995), une diminution de la synthese de chlorbphye
plastoquinone, et de caroténoide (Burzynski, 198 )transport des électrons altéré (Rashid
et al, 1994), un manque de G@®t une inhibition de l'activité de certaines enegnlu cycle

de Calvin (Vallee et Ulmer, 1972).

D’autres enzymes peuvent étre affectées par lapcésde Pb car il se lie aux groupements
SH et parfois bloque les fonctions COOH (van Asseh€lijsters, 1990). Les enzymes dont
I'activité est inhibée participent notamment ayathése de la chlorophylle, a la fixation du
CO2, au cycle de Calvin, a l'assimilation de I'azet au métabolisme des sucres (Sharma et
Dubey, 2005). Certaines enzymes sont au contrafieas telles que les hydrolases (comme
les protéases), les phosphohydrolases et les esajineycle ascorbate-glutathion (Sharma et
Dubey, 2005).

D’autre part, la présence de Pb induit indirectemene contrainte oxydative et par
conséquent la production d’especes activées dgdéme (ROS) (Malecket al, 2001). Cette
surproduction de ROS est due au fait que, commeegonse a de nombreuses contraintes
environnementales, les plantes fixent moins del@®® d’une culture en présence de Pb. Ceci
induit une réduction de la régénération du NADQ#r le cycle de Calvin, ayant pour
conséquence une inhibition de la chaine de trahsges électrons photosynthétiques
(Vranovaet al, 2002; Cruz de Carvalho, 2008). Ce phénomene tiradiolis la formation des
radicaux superoxide (Q et des oxygénes singuletsDf) dans les chloroplastes (Krause,
1994). Afin de remédier a cette diminution du tpors des électrons les plantes ont
développé un systéme de photorespiration pour ékgére NADP (Kozaki et Takeba,

1996). Cependant via ce systéeme de®@jsont formés dans les peroxysomes (Someretlle
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al., 2000). De plus la chaine de transport des élestdans les mitochondries est également
inhibée, favorisant la formation 92 (Purvis, 1997).

Cependant d’apres certaines études en microscdpradique, la morphologie des
composants cellulaires tels que les mitochondries, dictyosomes, les ribosomes et le
réticulum endoplasmique ne parait pas affectééaganésence de Pb (Jarvis et Leung, 2002).
Afin de limiter les effets délétéres induits pampl@sence d'ions Bh la plante met en place

différents mécanismes.

4.2. Stratégies développées par les végétaux pour limitkes effets délétéres du
plomb

Afin de contrer les effets déléteres induits paptasence de plomb dans leur milieu de
culture les plantes ont mis en place deux typestidéégie. La premiere est I'évitement qui
consiste : 1) a accumuler le plomb dans I'apoplastfmi 2) a le séquestrer rapidement dans
les vacuoles s'’il parvient jusqu’au symplasme. @ésanismes ne sont pas exclusifs (Yang
al., 2005; Clemens, 2006). Dans la deuxieme stratéggestructures intracellulaires sont
exposées au polluant mais sont peu affectées tdddaiaractéristiques particulieres qui leur
permettent de tolérer des teneurs élevées en Bbm€eanismes peuvent correspondre a une
tolérance constitutive. Ce phénomeéne a été mouttébmratoire dans le cas de la sécheresse.
D’aprés le modeéle construit, une des capacitésitmdest I'autolyse cellulaire adaptative
(ACA) qui permet notamment la dégradation de pr&®i et la remise en circuit de
précurseurs pour la synthése de protéines perrettaptation cellulaire au nouvel
environnement (Zuily-Fodigt al, 1990; Roy-Macaulegt al, 1992; El Maarouét al, 1999;
Cruz de Carvalhet al, 2001; D'Arcy-Lametat al, 2006).

4.2.1. La stratégie d’évitement
Chimiquement, le Pb est classé comme un acide dgslfaible. Il peut se lier par liaisons
covalentes fortes dans les sols et dans les plahtts surface des racines, les ions'Pie
lient aux groupements carboxyles des acides uresiglu mucilage sécrété par les cellules
racinaires. Ainsi, celui-ci forme une barriere puaitice du systeme racinaire (Mol al,
1986). Dans les parois cellulaires, le Pb peutieyeaux groupements carboxyles tels que
'acide galacturonique et l'acide glucuronique (Bkaova et al, 1988). Ces différentes

liaisons immobilisent efficacement le Pb dans ljapeme.
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Si les sites apoplastiques de fixation du Pb ne& pas suffisamment nombreux, I'élément
peut intégrer le symplasme. Les cellules des tissnsernés le séquestre dans des vacuoles
(Antosiewicz et Wierzbicka, 1999) et le rendre mimactif. Le plomb entrant dans les
cellules sous forme ionique est rapidement lié aatelateurs internes tels que le glutathion
ou les phytochélatines. L'ion Pblié au GSH est ensuite transféré a une PC (Mehsd,
1995). Du Pb est retrouvé sous forme de dépotagtétats dans les vacuoles (Wierzbicka et
Antosiewicz, 1993; Meyer®t al, 2008). Il existe donc des transporteurs au niveau
tonoplaste permettant le passage du Pb. Ces medecugtant pas a ce jour clairement
identifiées, il est possible de penser qu'il s’aijide transporteurs du méme type que les
transporteurs ABC impliqués dans la séquestratiooamplexe Cd-PC.

Ainsi la possibilité de fixation du plomb dans [esrois cellulaires et son stockage dans les
vacuoles constituent une forme de tolérance audbéptement (Piechala&t al, 2002).
Cependant des mécanismes de protection plus dpectgent étre mis en jeu par certaines

especes vegetales.

4.2.2. La protection et la tolérance vis a vis des métaururds
Certaines plantes présentent des mécanismes dectpntcontre les ROS produits lors de
nombreuses contraintes abiotiques comme la sécke(&sfandiariet al, 2008), I'ozone
(Dizengremelet al, 2008), les variations de température, la salifhti#ler et al, 2008) et la
présence d'un métal lourd tel que le Pb. lls vise&rna protection de molécules dont les
protéines ; dans le cas ou celles-ci sont endomesagié systeme endoprotéolytique permet

de les dégrader.

a. Deétoxification des ROS
Les radicaux superoxydes formés dans les cellolestsansformés enJ@, par la superoxide
dismutase (SOD) (Sandalio et del Rio, 1987; deleRial, 2003). Ces molécules d:B, sont
ensuite dégradees par la catalase (CAT) et l'asterlperoxydase (APX) dans les
peroxysomes, par la peroxyredoxine et le cycle raste-glutathion (ou cycle d’Halliwell-
Asada) dans les chloroplastes et le cytosol, éesent par le cycle ascorbate-glutathion dans
les mitochondries (Mittleet al, 2004). Ce cycle met en jeu des molécules de GSFASC

et implique différentes enzymes : une ascorbatexmase (APX), une glutathion réductase
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(GR), une monodehydroascorbate réductase (MDHAR)net dehydroascorbate réductase
(DHAR) (Asada, 1996; Noctor et Foyer, 1998) (Fig).1

L’APX réduit une molécule d’bD, en HO, en utilisant deux molécules d’ASC. Cette
réaction génere deux molécules de monodehydroageofllDHA) (Noctor et Foyer, 1998).
Le MDHA peut étre réduit directement en ASC paMR2HAR et le donneur d’électron pour
cette réaction peut étre le NAD(R)HAsada, 1997). Au cours de cette réaction, du
dehydroascorbate (DHA) est formé. Il est réduitASC par la DHAR qui utilise le GSH
comme substrat (Foyer et Halliwell, 1976). Cettduction s’accompagne d’'une production
de glutathion disulfide (GSSH), qui est ensuiteurt@én GSH par la GR en présence de
NADPH (Van Montagu et Inze, 1992; Noctor et Foy€98).

Le GSH peut aussi intervenir directement pour misam|’effet des ROS en capturant les
radicaux oxygénes dans la phase aqueuse protegesines membranes (Barclay, 1988).

En présence de Pb, une augmentation des actiatéa®X, la GR, la SOD et la CAT est
observée chez différentes espéces végétales tpleeSesbania drummond{Ruley et al,
2006), Oryza sativa(Verma et Dubey, 2003Risum sativum(Malecka et al, 2001) et
Ceratophyllum demersuiMishraet al, 2006) traduisant ainsi une augmentation de ksepri

en charge des ROS.
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Figure 10: Le cycle ascorbate-glutathion chez les plant8©D : superoxide dismutase, APX:
ascorbate peroxydase, MDHA : monodehydroascorB4B#HAR : monodehydroascorbate réductase,
DHA : dehydroascorbate, DHAR : dehydroascorbateictesbe, GSH : glutathion, GSSH, glutathion
disulfide, GR glutathion réductase. La stoichioneétrest pas respectée pour toutes les réactions
(Noctor et Foyer, 1998)

b. Les molécules chaperonnes
L’expression de génes codant des HSPs (Heat Shomtkei®) est induite chez tous les
organismes vivants, en réponse a la chaleur (ListigtiCraig, 1988). Les HSP/chaperonnes
(HSP60, HSP70 et HSP90) aident au repliement déipes spécifiques (Hartl, 1996; Bukau
et Horwich, 1998; Buchner, 1999; Frydman, 2001)jntdragissent avec une grande gamme
de protéines co-chaperonnes qui régulent leur igctiWang et al, 2004). Les HSP70
agissent plus particulierement dans la préventienlad formation d’agrégat de protéines
immatures et dans l'aide a leur repliement aussi ki condition normale qu’en condition de
contrainte (Wangt al, 2004).
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Lors de I'exposition a différentes contraintes @#éda et al, 1984) et notamment a des
métaux lourds tels le Cd et le Pb (Vierling, 19Béwis et al, 2001) et a 'augmentation de la
quantité d’'Q accumulée (Efremovat al, 2002; Rauwet al, 2007; Wanget al, 2008), une
augmentation de I'expression et de la quantité @’'Hi$SP70 a été observée chez différentes
especes Vvégétales doRucus serratus Lemna mirror et Vicia faba Les molécules
chaperonnes de type HSP70 interviennent donc dapsotection des protéines contre les

dommages provoqués par le Pb.

c. Les systemes protéolytiques
Les protéines sont une des plus principales citdssROS induisant une augmentation de la
teneur en protéines carbonylées (Deaml, 1997). Le pool de protéines ainsi oxydées doit
étre dégradeé afin d’éviter 'accumulation de pnoési non fonctionnelles (Shringarputeal,
2003). Le systeme protéolytique végétal est compusme les protéases, principalement
localisé dans les lysosomes et organites, et & woiquitine-protéasome, dans le cytosol et le
noyau (Rawling®t al, 2004; Kurepa et Smalle, 2008).
Pena et son équipe ont étudié les effets de phssimétaux lourds dont le Pb sur le
fonctionnement du systéme protéolytiquelelianthus annuuk. (Penaet al, 2008). Tous les
métaux testés inhibent l'activité du protéasome.ZD&ns le cas du Pb cette inhibition ne
semble pas due a la contrainte oxydative et dorg @daccumulation des protéines
carbonylées, comme cela est le cas lors des trasnpar le Cu ou I'Hg. En présence de Pb
une augmentation des protéines conjuguées a l'itimguest observée. Dans les conditions
normales les protéines polyubiquitinées ne s’acdéamiypas dans les cellules puisqu’elles
subissent une protéolyse spécifique par le systelmguitine-protéasome. Le niveau
intracellulaire des protéines ubiquitinées refleedors la balance entre le taux
d’ubiquitinisation des protéines et le taux de dégtion des protéines ubiquitinées. Dans le
cas d'un stress cellulaire I'accumulation des pne® ubiquitinées refléterait plutét une
diminution de l'activité du protéasome qu’une augtagon des processus d’ubiquitinisation
(Vierstra, 2003). En conclusion, les dommages otfigdme semblent pas étre les seuls
responsables de la diminution de I'activité protéas/protéase, dans le cas d’'une contrainte
métallique.
Il a cependant été montré que les protéines catbesysont la cible de protéases comme
certaines endoprotéases (Penal, 2006) qui les dégradent permettant ainsi d’obtdas

acides aminés libres pour la synthese de nouvgitggines (Palmat al, 2002).
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Il existe quatre familles d’endoprotéases : ledgases a serine, les protéases a cystéine, les
protéases a acide aspartique et les métallo-pastéaslles sont impliquées dans la
germination, la sénescence (Huffaker, 1990; BuamadMallaston et Ainsworth, 1997; Palma

et al, 2002) et la réponse a certaines contraintes coransécheresse (Zuily-Foddt al,
1990; Roy-Macaulet al, 1992; Cruz de Carvalhet al, 2001; Drameet al, 2007), la
contrainte oxydative (Solomaat al, 1999).

D’autres études ont montré gu’en réponse aux doresnaixydatifs, les activités des
endoprotéases sont stimulées chez les plantese(@ait al, 2002; Romero-Puertas al,
2002) de méme qu’en réponse a la présence de midwaas tel que le Cd, I'Hg ou le Pb
(Jana et Choudhuri, 1984; McCartétyal, 2001; Garciat al, 2006; Penat al, 2006).

5. Lathyrus sativus L.

5.1. Description
5.1.1. Classification botanique et origine
Le Lathyrus sativusippartient au sous-regne des plantes vasculaidlesmbranchement des
Phanérogames, au sous embranchement des Angiospertaeclasse des dicotylédones, a la
sous classe des Dialypétales, a I'ordrefelsales a la famille des-abaceadqlégumineuses),
a la sous famille dePapilionoideae a la tribu ded-abaeae au genreLathyrusL. et a

I'espece sativus.

Le Lathyrus sativuporte le nom: grass pea au Etats-Unis, gesse camemuFrance, khesari
au Bangladesh, sabberi en Ethiopie, saatplattezbsallemagne ou encore kesare en Inde
(Campbell, 1997).

Plusieurs auteurs ont souligné que l'origine dathyrus sativusest inconnue car sa
distribution naturelle a été masquée par sa miseikuare. Cependant, il semblerait que le sud
ouest et le centre de I'Asie centrale puisse &secentres d'origine (Campbell, 1997). De
plus I'especd.athyrus sativugest probablement dérivée de I'espece saulagfgyrus cicera
(Campbell, 1997). Aujourd’hui cette Fabacée (Iéqwense) est cultivée ou pousse
naturellement en Europe de I'est, autour de la tegdnée, dans la « corne » africaine et en

Asie de I'ouest et du sud.
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5.1.2. Morphologie
Le Lathyrus sativugPlanches | et Il) est une plante herbacée ayantige ailée peu rigide.
Ses feuilles sont opposées, formées par une oufdbobes linéaires et lancéolées terminées
par une vrille rameuse qui permet I'appui sur desiplantes.
Ses fleurs sont typiques deabaceaea cing pétales. Elles mesurent 1,5 cm de diansdtre
sont solitaires sur un pédoncule (de 3 a 5 cm) fleeiss sont bleues, roses ou blanches selon
les variétés.
Le fruit est une gousse ovale de 1,5 cm de largeur 3 cm de longueur. Elle comporte deux
ailes foliacées et contient de trois a cinq graigeses tachetées de marron, d’'un diameétre

compris entre 4 et 7 mm (Campbell, 1997).

Planche I Planche descriptive deathyrus sativus.. : tige, fleur, gousse et graine (Campbell, 1997).

36



Etat des connaissances

Planche II: Lathyrus sativusignée locale ‘Bangladesh’ (a) et ‘Raipur’ (b).

5.2. Composition du Lathyrus sativusL.
5.2.1. Valeur nutritive
Les graines du.athyrus sativusont une valeur énergétique de 362,3 cal/100 g: (1iz6
cal/100 g). Elles sont composées a 31,6% de peséia 2,7% de matiére grasse, 51,8%
d’extrait sans azote et 1,1% de cellulose bruteni@=eell, 1997; Hanburgt al, 1999).

5.2.2. Les protéines toxiques et anti-nutritionnelles
- Le Lathyrus sativusaccumule dans ses graines une substance neurstoXiQDAP
(oxaloacétate L-acide-2,3-diaminopropionique) ldigueconsommée en grande quantité et
pendant une durée prolongée entraine la produa®rprotéines non fonctionnelles et
provoque une maladie neurologique (par dégénéresceles cellules nerveuses): le
lathyrisme (Murtiet al, 1964; Racet al, 1964; Campbell, 1997).
Cette maladie est caractérisée par des troublds aerche accompagnée d’'une hypertonie
musculaire (provoquant un dandinement du corpsqulid une paralysie des membres
inférieurs et parfois la mort du patient (Tecklaitdanotet al, 2005).
- Les tannins du_athyrus forment des complexes avec les protéines, dontmeymes
digestives, qui ne seront alors plus disponiblésrganisme répond par la synthése excessive
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d’enzymes digestives qui entraine une perte ou altégation des mucoprotéines gastro-
intestinales.

- les composés phénoliques sont également aboncteardel athyrus

5.2.3. Fixation de l'azote
Le Lathyrus sativusest une Fabacée (Iégumineuse) donc elle est eaplabfixer I'azote
atmosphérique via les agrobactérisizobium Aussi elle est utilisée fréquemment comme
source d’azote, pour les cultures vivrieres esskedi (Muehlbauer et Tullu, 1997; Hanbwaty

al., 2000). Elle est par exemple cultivée avant laucealdu riz, ou en co-culture.

5.3.Les capacités de résistance a la sécheresse deslssg commune
Le Lathyrus sativusest utilisé dans de nombreuses zones de I'Asisuduet de la Chine
comme culture « dérobée ». Les graines sont seda@ssles cultures de riz en attente. Quand
I'eau est drainée pour la récolte de riz, les grmidelathyrusgerment et utilisent le reste de
I’'humidité pour croitre. Habituellement les ligné&ggant des graines petites sont utilisées dans
ce contexte car elles restent en dormance penesumadndations et présentent une meilleure
germination que les plantes a grandes graines diemdest drainée (Abd ElI Moneiet al,
2001).
Ce type de culture ne nécessite que peu ou pasatiia : non seulement lathyrusutilise
les reliquats d’eau mais également les nutrimesgtant dans le sol. Par ailleursLEthyrus
sativusrésiste bien a la sécheresse, a la salinité etreundations mais par contre, il est
sensible a I'acidité du sol (Kaat al, 1986; Campbekt al, 1993; Hoquest al, 1996).
Sa tolérance a la salinité des sols et a la sés$eedai permet de pousser dans les régions
arides et semi arides, la percolation profondealses racines aide a lessiver le sel accumulé

dans la couche superficielle (Campbell, 1997).

5.4.Le Lathyrus sativuset les métaux lourds
Une seule étude a ce jour a été publiée surakbyrus sativusen temps que moyen de
dépollution. Panda et son équipe (Paatlal, 2006) ont montré que les goussed dthyrus
sativuspeuvent étre utilisées comme ‘biosorbants’. Casges séchées ont été placées dans
un milieu liquide contenant du Cd. Leur capacitgcaumuler ce métal a été comparée avec

d’autres échantillons végétaux, tels que des glaseke graines de riz, des jacinthes d’eau ou
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des poudres de tige de jute. Les goussetatleyrus ont été les plus efficaces, elles ont
absorbé 95 % du Cd présent en solution.

Conclusion

Parmis les différents mécanismes de tolérance egiglhntes peuvent développer, la voie
impiquant les phytochélatines est majoritairemeitisée dans le cas d’'une pollution par le
Cd et I'As (Clemens, 2006). Ces molécules ne pseais pas aussi impliquées dans le cas du
Pb pour lequel le systéme anti oxidatif semble jaurerdle prédominant.

Ainsi cette thése porte sur I'étude de la capatitéathyrus sativusa tolérer la contrainte
induite par le Pb (chélation, ROS, inhibition duveléppement) et a en étudier les
mécanismes. Dans ce but : 1) un systeme de cutlapté a la plante et au Pb a été mis au
point ; 2) des observations et mesures phénologique été faites sur deux lignées de
Lathyrus sativus 3) I'expression de génes codant pour des preséimpliquées dans les
mécanismes d’adaptation décrits precédemmentyield’autolyse cellulaire et la contraintes

oxidative, ont été étudiés.
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1. Matériel végétal

1.1.Culture du Lathyrus sativusL.
1.1.1. Germination

Des graines déathyrus sativud.. correspondant a deux lignées locales « Bangladeet

« Raipur », ont été gracieusement fournies parivehsité de Gand (Belgique). Elles sont

immergées pendant quatre jours dans de l'eau lélesth 4° a I'obscurité avant d'étre

stérilisées pendant 15 min dans de I'éthanol a fluBbpendant 1 h dans de I'hypochlorite de
sodium a 2 % puis rincées trois fois a I'eau déstilstérile. Elles ont été scarifiées avant d’étre
immergées pendant 12 h dans de I'eau distillédestdéma germination se fait sur du papier

humide ou du milieu de culture Murashige et SkobtS)X (Duchefa Biochemie Kalys,

France) en chambre de culture pendant 3 a 8 jol8S at a I'obscurité.

1.1.2. Conditions de culture
a. Conditions contrblées
Apres germination les plantules sont cultivées drytgiron. Les conditions sont les
suivantes :
- humidité relative moyenne de 60 %,
- température de 23° & I'obscurité et 26° a la luenie0.5°,
- photopériode variant selon les expériences (TalB¢au

- intensité lumineuse émise est de 400 pmol de pkotohs™.
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Tableau 5 Conditions de culture des plantesldg¢hyrus sativugn milieu hydroponique suivant I'expérience menée.

changement du milieu tout les 6 jours

1 2 3
durée 6 jours (4 a l'obscurité et 2 a la lumiefe) owgg a la lumiére 6 jours
germination milieu papier humide (KD) milieu MS milieu MS
conditions 22° 22° 22°
durée 3 jours 5jours 8 jours
. - milieu Hoagland dilué 10 fois, milieu Hoagland dilué 10 fois, milieu Hoagland dilué 10 fois,
pré culture milieu - L -
vermiculite vermiculite vermiculite
conditions 23°/26°, 16h/8h, jour/nuit 25°/28°, 12Hi1pur/nuit 25°/28°, 12h/12h, jour/nuit
durée 18 jours 96 h 14 jours
* milieu Hoagland dilué 10 fois
sans phosphate
« eau distillée stérile « milieu Hoagland dilué 10 fois «+0,5mM de Pb(NO3)2
. » milieu Hoagland (D1) * + 0,5 mM de Pb(NO3)2
culture milieux « milieu Hoagland dilué 10 fois (D10) | S&"'S Phosphate +0,5mM EDTA
hydroponique « milieu Hoagland dilué 100 fois (D10¢} * > MM de Pb(NO3)2 «+0,2 mM de Pb(NO3)2
«+0,2 mM de Pb(NO3)2
+0,2mM EDTA
. 1 plante/ pot de 1 14 plantes/ bassine de . 21 plantes/ bassine de 4,
conditions

renouvellement aprés 8 jours

prélévements

4,7,11 et 18 jour

96 h

8 jours et 14 jours

échantillonagdg

rincage des racine

b pas de ringcage

milieu Hoagland dilué 10 fois avec ¢

sans ajout d’'EDTA (1 mM)

milieu Hoagland dilué 10 fois avec oju
sans ajout d'H-EDTA (1 mM)

1 : expérience de mise au point

2 : traitement de courte durée (96 h)

3 : traitement de longue durée (14 jours)
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b. Solution nutritive
Les plantes sont cultivées en hydroponie. La smiutiutritive utilisée est le milieu Hoagland
N°2, pH 5. Sa composition est la suivante: 115.3Lfhgle (NH,),HPO,, 2.86 mg.L* de
B(OH)s, 656.4 mg.[' de Ca(NQ@),.4H,0, 0.08 mg.! de CuSQ@5 H0, 5.32 mg.L} de
Fe(CH40g)3.2 H,0, 240.76 mg.! de MgSQ.7 H,0O, 1.81 mg.[! de MnCh.4H,0, 0.016
mg.L* de MoQ, 606.6 mg.[* de KNG, 0.22 mg.[* de ZnSQ.7 H,0.

1.1.3. Précautions adoptées relatives au plomb
Le plomb est un composé toxique qui nécessiteai@anipulé avec précaution. Le port de
gants est systématique. Lorsque le plomb est soosefde poudre un masque est porté. Tout
les déchets (solides et liquides) contaminés pplol@b sont stockés séparément, identifiés et

traités comme produits dangereux.

1.1.4. Milieux de culture et traitements
Apres germination, les plantules sont placées suadermiculite et arrosées avec du milieu
de base Hoagland N°2 dilué 10 fois. Elles sont ismstansférées dans les différents milieux
de culture liquide dérivés du milieu de base médifi non, avec ou sans phosphate, et avec
ajout ou non de nitrate de Pb (Pb()ip et d’acide éthylene-diamine-tétraacétique (EDTA)
(Tableau 5). Les milieux sont continuellement oxy&get mélangés par bullage.
La durée des cultures varie de 96 h a 18 joursideexpériences. Dans le cas des cultures

les plus longues le milieu est renouvelé tout be®s huit jours (Tableau 5).

1.1.5. Modélisation des formes chimiques
Les formes chimiques des différents éléments duemildont le Pb et I'EDTA, sont
modélisées au moyen du logiciel «Visual MINTEQ wi grédit le pourcentage des

différentes liaisons possibles. Les calculs tieheempte du pH et de la température.

1.2.Echantillonnage du matériel végétal
Les plantes sont échantillonnées séparément. Fragque plante, trois échantillons sont
constitués. lls correspondent aux racines, tigésudtes.
Les racines sont rincées dans du milieu Hoaglarl M10 additionné ou non d’'EDTA (1

mM) ou d’'H-EDTA (1 mM). Dans ces deux derniers aaies sont immergées pendant 1h a

43



Matériels et méthodes

température ambiante avec agitation (100 tour/mies tiges ailées sont découpées en
fragments de 5 cm de long environ. Les vrillesféedles ont été éliminées.

Tous les échantillons sont pesés immédiatemens dépahantillonnage pour obtenir la masse
fraiche.

Les échantillons destinés aux études moléculamas mpidement emballés dans du papier
d’aluminium, congelés a -176° dans l'azote liqueleonservés a -80°.

Les autres échantillons sont placés dans des wrbgdastique, et séchés a 35° pendant une

semaine. lls sont pesés avant d’étre utilisés [gsuanalyses €lémentaires.

2. Analyses morphologigues et physiologigues

2.1.Croissance des racines et des tiges
La croissance des plantes est déterminée par nsesipétées des longueurs moyennes des
racines principales et de la tige (Tableau 6).

Tableau 6 Fréquence des mesures de longueur des racides 8ges deathyrus sativuglans les
différentes cultures

1 2 3

fréequence des mesure
de la longueur des
racines et des tiges

20, 4, 7, 11, 14 ¢4 0, 24, 48, 72 et 96|A 0, 8 et 14 jours de
18 jours de culture | de culture culture

1 : expérience de mise au point
2 : traitement de courte durée (96 h)
3 : traitement de longue durée (14 jours)

De plus diverses observations sont faites telles: qu
- pour les racines : leur couleur, le nombre de raatibns, leur aspect.
- pour les feuilles : leur nombre, leur surface, &at (jaunissement, nécroses...).

Les plantes sont photographiées a chaque poinedamm et avant chaque préléevement.

2.2.Indice de tolérance
Un indice dit de tolérance (Tolerance Index, Thadculé a partir de la longueur des racines.

Il permet de comparer la capacité des plantes ageowans un milieu de culture liquide
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contaminé, dans notre cas par le plomb, par raguoriplantes poussant dans un milieu non
traité. La formule de cet indice est la suivanid (%) = (taille moyenne des racines des

plantes traitées / taille moyenne des racines Beggs témoinsx100 (Wilkins, 1957).

2.3.Contenu relatif en eau
Le contenu relatif en eau est mesuré a partir desses fraiche (FW), turgescente (TW) et
seche (DW) d’'un matériel végétal, les feuilles lgspsouvent. Il est donné par I'équation de
Barrs and Weatheley (1968):
RWC (%) = [(FW-DW)/(TW-DW)K100.

La masse fraiche est mesurée immédiatement apnglkvement des feuilles. La masse
turgescente est obtenue aprés 24h de contact fe@eilie avec du papier filtre humide, en
atmosphere confinée, a 4° et a 'obscurité. La masshe est obtenue aprés 48 h de séchage

dans une étuve a 60° (poids constant).

3. Analyses moléculaires

3.1.Broyage des échantillons
Les échantillons de racines, tiges et feuilles eorés a -80° sont transférés a -176° dans de
I'azote liquide. lls sont broyés en poudre fine glan mortier a I'aide d’un pilon, en présence
d’azote liquide. Les mortiers et pilons, réservasLathyrus sativusont préalablement été
trempés pendant une demie heure dans I'hypochlddatsodium a 2 %, rincés, séchés et
chauffés dans un four & 180° pendant 2 h. Les psusbnt transférées des mortiers dans des

tubes de 2 mL, préalablement refroidis a -176€peservées a -80°.

3.2.Extraction des ARN totaux
Les extractions d’ARN totaux se font avec du matéiérile garanti sans RNase.
Les ARN totaux sont extraits a partir de 100 mgpdedre de racines, tiges et feuilles de
Lathyrus sativud.., a I'aide du kit « RNeasy Plant Mini Kits » @@en, France). A la poudre
est ajouté un tampon contenant de l'isothiocyankgeguanidine (GITC) qui dénature et

inactive les RNases. La solution contenant les Alefdux est déposée sur une colonne
45



Matériels et méthodes

fournie dans le kit. Elle est composée d'un gelsdee, car le kit utilise la technologie
« QIAGEN silica-gel-membrane silice »
(http://Iwww1.qgiagen.com/resources/info/giagen_fmation_technologies_1.aspx).

Les ARNSs se lient sélectivement a la membrane ip@&oh entre le groupement OH des
nucléotides et la silice. Apres lavage de la codpries ARN totaux sont €lués de la colonne
de silice a I'eau distillée sans RNase (50 pL).

Les ARN sont purifiés (RNA cleanup) dans le butlidiéher les ARN de taille inférieure a
200 nucléotides, comme les ARNr 5.8S, les ARNr88=ARNt. Un traitement a la DNase |
(Quiagen) est effectué sur colonne pour élimines feagments d’ADN génomique
éventuellement co-purifiés avec les ARN totaux.

Les ARN totaux des extraites sont ensuite doséspaatrophotometre (Nanodrop, Noryx) a
260 nm Ayg). Pour cette quantification I'équation de Beer-loam est modifiée afin que le
coefficient d’extinction utilisé ait comme unité sleg-cm/ml :c=(A x e)/h Ou ‘c’est la
concentration en acides nucléiqgues (ng/mly Eest I'absorbance, € le coefficient
d’extinction dépendant de la longueur d’onde (ndgdinet b’ est le trajet optique. Dans le
cas des ARNSs la valeur de est 40 ng-cm/ul et celle d&'*1 mm.

3.3.Dessin des amorces pour I'isolement des ADNc d’imi&
Les séquences nucléotidiques correspondant aux A@INgenes d'intérét préalablement
isolés d’espéces végétales proched alinyrus(si possible de Fabacées), sont identifiées et
via GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Les ségces sont alignées grace au
programme « Clustalw » (http://www.infobiogen.frigees/analyseq/cgi-bin/clustalw_in.pl)
et les zones consensus sont identifiées. Dans égiens, des séquences de 18 a 21
nucléotides sont sélectionnées. Des amorces déginéopnt déduites et analysées par le
programme « net primer launch »
(www.premierbiosoft.com/netprimer/netprlaunch/nitpnch.html) afin d’évaluer leur valeur
comme amorces PCR potentielles.
Ce programme détermine :

* le pourcentage de résidus G et C (qui doit étreinale 50 %)

* le Tm (ou melting temperature), c’est-a-dire la pénature a laquelle I'appariement

des oligonucléotides a la matrice d’ADN est optimal
* le delta H des conformations en épingle a cheveahles existent

* le delta H des homodimeres susceptibles de se forme
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* la présence de palindromes
Les séquences oligonucléotidiques retenues sonnamiehées aupres de la compagnie MWG-

Biotech AG (Ebersberg, Allemagne).

3.4.1solement des ADNc partiels et complets
3.4.1. Transcription inverse

La réaction de transcription inverse (RT) est s&aia l'aide du kit « Omniscript RT Kit »
(Qiagen, France). Les ARN totaux sont préalablerobatffés pendant 5 min a 65° afin de
les ‘linéariser’. lls sont traités avec 50 pL delange réactionnel contenant 500 uM de
chaque dNTP, 1 uM d'amorce oligo-dT, 10 unité dulamge d’enzymes (reverse
transcriptase), 25 unités d’inhibiteur de RNase5pt de tampon concentré A0Les
échantillons sont homogénéisés et incubés a 378apeénl h, comme préconisé par le
fabricant. Pour l'isolement d’ADNc partiel deathyrus sativus 500 ng d’ARN totaux
provenant des différents extraits sont utilisésrsLdes analyses d’expression la quantité
d’ARN totaux de départ est de 1400 ng.

3.4.2. Polymerase Chain Reaction (PCR)
Les volumes réactionnels utilisés sont de 20, 25®@uL. lls contiennent entre 5 et 100 ng
d’ADN matrice selon les applications, 10 a 20 pmelchacune des amorces, ¥ volume de
« PCR Master Mix » 2 (Proméga, France) et de I'eau distillée stérie.ACR Master Mix
est composé deagDNA PolymeraseThermus aquaticugolymérase) a 50 unités/ml, de 400
UM de chacun des dNTP, de 3 mM de Mg&ld'un tampon de réaction (pH 8.5).

Les réactions de PCR sont réalisées dans le thgaeoc« Mastercycler Gradient »
(Eppendorf) selon les programmes suivants :
= dénaturation : 95°C, 15min
= 30 ou 35 cycles : dénaturation : 95°C, 40sec ; @g@pe@nt : température variable selon
les amorces, 30sec ; polymérisation : 72°C, 30as&amin 30 sec (selon la taille du
fragment a amplifier)
= extension finale : 72°C, 10min

= conservation : 18°C
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3.4.3. Réaction de RT-PCR
Pour l'isolement des ADNCc, le kit « One step RT-PEEiagen, France) permet de réaliser
les deux réactions de RT puis d’amplification P@Ruge seule étape.
Les mélanges réactionnels se composent, suivaptoi®cole du fabricant, de 10 ul de
tampon % concentré, (contenant 12,5 mM de MgCI2), de 400deMchaque dNTP, de 2 ul
d’'un mélange enzymatique (dont la concentratiorpesriété industrielle de Qiagen), de 15
pmol de chacune des amorces, de 0,5 ug d’extraRN’totaux, qsp 50 ul avec de I'eau sans
RNase.
Les réactions RT-PCR sont réalisées dans le thewtesc « Mastercycler Gradient »
(Eppendorf) selon le programme suivant :
= transcription inverse : 50°, 30 min
= activation initiale de la PCR : 95°, 15 min
= 35 cycles : dénaturation : 94°, 40 sec ; appariem&mpérature variable selon les
amorces, 40 sec; polymérisation: 72 °, 30 secrairl 30 sec (selon la taille du
fragment a amplifier)
= extension finale : 72°, 10 min

= conservation : 18°

3.4.4. Purification des produits PCR (amplicons)
Pour certaines applications, les séquences nutligogtis amplifiées par PCR ont été purifiées
avec le kit « QIAquick PCR purification Kit » (Qu@an, France). Ce systeme basé sur la
chromatographie d’affinité, comprend une colonnesitiee qui adsorbe I'’ADN en présence
d'une forte concentration en sels alors que lestaromants, tels que les amorces, les
nucléotides, les polymérases et les sels, pasbeainent a travers la colonne. Avant d'étre
déposé sur la colonne, le produit PCR est mélangé éampon de liaison qui optimise

I'accroche des fragments d’au moins 100 pb. L’ADftlé&ué dans de I'eau sans nucléase.

3.4.5. Analyses des produits PCR (amplicons)
Les fragments d’ADN amplifiés par réaction PCR ss@parés et analysés par électrophorese
sur gel d'agarose (Sigma, France) a 1% dans dudgampE 1x (Tris 0.04 M ; EDTA 0.001
pH 8.0), contenant du bromure d’ethidium (BET) (0;6g.mL"). Les deux marqueurs de
taille utilisés sont les Smart Ladder® (Eurogente@nce) de 100 a 1000 pb et de 200 a
10000 pb pour le grand.
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3.5.Amplification de I'extrémité 5’ et 3’ de ’ADN complémentaire
Cette technique appelée RACE permettent d’obtenhDNc complet a partir d’'un d’ADNc
partiel. Cette amplification se réalise en plusieétapes avec le kit « 5'/3' RACE Kit"®

Generation » (Roche, France) :

3.5.1. Amplification de I'extrémité 5’ de ’ADNc
1/ Le premier brin d’ADNc est synthétisé dans uitukrce de 20 puL a partir de 0.2 a 2 ug
d’ARN totaux, en utilisant une premiere amorce fgpe anti sens SP1 de ’ADNc partiel
déja isolé, une enzyme (Transcriptor Reverse Trgoiase), un mélange de dNTP, un
tampon de synthese d’ADNCc et de I'eau distilléagy(Ail). Ce mélange est incubé 1 h a 55° et
5 min a 85°.
2/ Ce premier brin d’ADNc est purifié grace au d¢é purification « High Pure PCR Product
Purification Kit » (Roche, France). Les nucléotichem utilisés et les amorces restantes sont
ainsi élimines.
3/ Une queue polyA est ensuite ajoutée a I'extr@itterminale de '’ADNc. Pour cela 19 pL
de I'’échantillon d’ADNCc purifié précédemment sonélangés avec un tamponxL8oncentré
et incubée 3 min a 94°. Ensuite la ‘terminal trarste’ est ajoutée et le tout est incubé 20
min a 37°. L'enzyme est inactivée par passage p&0dant 10 min.
4/ L'amorce « d’accroche » « Oligo dT-anchor », gaipouvoir se lier a la queue polyA, et
une deuxieme amorce speécifique de 'ADNc déja iSIR2 (10 pmol) sont utilisées pour la
premiere amplification PCR. Cette réaction (50 gé)fait a partir de 5 uL d’ADNc ayant la
queue polyA, de 1 uL de dNTP, de 2.5 unités depagmerase, de tampon de réactiorx 10
concentré et d’eau distillée. Le programme PCRidesitique a celui décrit précédemment
(paragraphe 3.4.2.), sauf pour I'étape de dénabargui est plus courte (2 min).
5/ Une seconde PCR est faite afin d'augmenteriasaes d’obtenir le fragment d’intérét. Le
protocole est le méme que pour la premiére PCRmplacant la matrice par 1 pL de produit
de la premiere PCR et avec une amorce spécifique@lego dT-anchor » : « PCR anchor »,

et une troisieme amorce spécifique de '’ADNc dé@é SP3 (10 pmol).
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Synthése du®'

brin d’ADNc ARNm 5 p— (A)n -3
SPI
Dégradation dt ,
, 9 _ ADNc  ~~~7TTTTTTTTTToTTomommomomooes (A)n .3
I'’ARNmM matrice 3’ 5’
Adénylation de ,
'ADNc purifie | 3 - (AN AAA 5
Synthése du® Oligo dgT)n TTTV |
brin d’ADNc 3 - (A)n AAA 5’
—— SP:
Amplification 5 h— 3
PCR de IADNc (A)n AAA
Oligo dT
PCR anchc
2° amplification PCF
5 3
SP:
Oligo dT anchor :
5 GACCACGCGTATCGATGTCGACTTTTTTTTTTTTTTTTVS

PCR anchor:
5'GACCACGCGTATCGATGTCGAC 3

Electrophoréssul geld’agarose
et Clonage

Figure 11: Diagramme des différentes étapes de la réa&ioRACE. Les amorces «oligo dT
anchor » et « PCR anchor » sont fournies avectlébiB’ RACE Kit, Roche, France). Les amorces
SP1, SP2 et SP3 sont des amorces spécifiques duljateérét. V = A, C ou G.
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3.5.2. Amplification de I'extrémité 3’ de ’ADNc
Elle est réalisée avec le kit « 5'/3' RACE KifZeneration » (Roche, France) mais elle est
plus simple car TARN messager (ARNm) possede dé&@ queue polyA a cette extrémité
(Fig. 12).
1/ Le premier brin d’ADNc est synthétisé en utifisd’'amorce d’accroche « Oligo dT-
anchor » qui se fixe a la queue polyA de 'ARNms|[28 uL de solution contiennent : 0.5 a 2
g d’ARN totaux, 4 uL de tampon réactionnel, 2uurdimélange de dNTP, 1 pL de 'amorce
« Oligo dT-anchor », 1 pL de I'enzyme « transchiptverse transcriptase » et d’eau distillée.
Le tout est incubé 1 h a 55° puis 5 min a 85°.
2/ Une PCR est réalisée avec ’ADNc obtenu commeicea I'amorce spécifique de « Oligo
dT-anchor » et une amorce spécifique de 'ADNc depde SP4 (10 pmol). Le protocole est

le méme que pour la 5’Race.
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Synthése du®

ARN ’ '
brin d’ADNc mS AAAA 3

Dégradation de

'’ARNmM matrice 3 TTI'\
5l

Synthése du® Sk« |

. 3 TTT
hrin d’ADNc
\ 51

PCR anchc
1¢" amplification PCF =) 3
=
3 i 5’
2° amplification PCF
PCR anchc

Oligo dT anchor :
5 GACCACGCGTATCGATGTCGACTTTTTTTTTTTTTITTTVS
PCR anchor:

5"GACCACGCGTATCGATGTCGAC 3

Electrophoréssui gel d’agarose
et Clonage

Figure 12: Diagramme des différentes étapes de la réa®@ioRACE. Les amorces «oligo dT
anchor » et « PCR anchor » sont fournies avectl&’#d’ RACE (5'/3' RACE Kit, Roche, France).
Les amorces SP4 et SP5 sont des amorces spécifigugse d'intérét. V = A, Cou G.

52



Matériels et méthodes

3.6.Clonage des produits d’amplification
3.6.1. Ligation de produits d’amplification PCR dans un vecteur de clonage
plasmidique

Le vecteur de clonage utilisé est le pPGEM-TEasyitirga, Frnace) (annexe 3).
Il s’agit d’'un systeme de clonage A/T permettant s#gectionner les clones bactériens
recombinants (blancs) (annexe 3).
Les réactions de ligation se font dans un volum&@gL comprenant :

- 50 ng de vecteur pGEM-TEasy

- une quantité équimolaire de produit PCR, calcubfeada formule :

quantité d'insert (ng) :quantité de tvaeiﬁfglrj(vneggt:ut?i(lll(i)de I'insert (kb)
- du tampon de ligation concentré 2x

- 3 unités d’enzyme « T4 DNA ligase »

- de l'eau distillée stérile

Les réactions se déroulent a température ambiamigapt 1 h ou a 4° pendant 4 h minimum.

3.6.2. Préparation des bactéries compétentes pour la trafmation
Les bactéries sont rendues compétentes apres itemeat au CaGl qui induit une
augmentation de la perméabilité membranaire dages hotes..
Une culture bactérienne Echerichia coliGT869 est faite dans 120 ml de LB (annexe 4) a
37° avec une agitation a 150 tour/min jusqu’a ureoebance a = 600 nm deA = 0.5. Apres
centrifugation pendant 10 min a 4000 tour/min ald°culot est suspendu dans 60 ml de
CaCh 50mM. Ce mélange est maintenu pendant 10 min danka djlace avant d’étre a
nouveau centrifugé 10 min et ressuspendu dansder@laCl2. Cette suspension bactérienne
est agiée toute la nuit dans de la glace dans hemalre froide a 4° avant utilisation. Afin de

conserver les bactéries a -80°, 6 ml de glycérc38bont ajoutés et la solution est aliquotée.

3.6.3. Transformation de bactéries compétentes par choc gmmique
La transformation de cellules Escherichia coliGT869 par choc thermique est réalisée en
mélangeant 100 pL de bactéries GT869 compétenszs2aulL d’'une réaction de ligation, en
suivant le protocole suivant :
o 5 min dans la glace (4°)

o 5mina37°
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o 1 min dans la glace (4°)
400 pL de milieu nutritif riche SOC liquide (annexX@ sont ajoutés. Les cellules sont
cultivées a 37° avec agitation douce (100 rpm) pehd0 min (une génération).
La sélection des transformants est effectuée péargent de 100 pL ou 200uL de suspension
bactérienne sur milieu LB solide (annexe 4) addit®de carbénicilline (100 pg.iiLagent
de sélection), d’'un inducteur de I'opéron lactodeppropyl-beta-D-thiogalactopyranoside
(IPTG ; 100mM), d’'un substrat de la b-galactosiddse-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-

galactopyranoside (X-Gal ; 4 % M/V). Les bactégest ensuite incubées a 37° pendant 16 h.

3.6.4. Préparation de 'ADN plasmidique

La composition du plasmide est analysée aprés fcaplon et purification. Pour la
préparation d’ADN plasmidique, les clones bactérisont isolés et mis en culture dans 3 mL
de milieu LB additionnés de carbénicilline (100 mg), & 37°, pendant 16 heures sous
agitation (150 rpm). L’ADN plasmidique est extrait moyen du kit « Miniprep wizard plus
SV » (Promega, France). La solution « Cell Lysisuon » provoque la lyse des cellules
bactériennes. Une protéase alkaline inactive ledomurcléases et autres protéines
intracellulaires qui pourraient affecter la quati I’ADN isolé. Cet extrait bactérien brut est
déposé sur une colonne d’affinité pour 'ADN pladmmue. La colonne est lavée avec une
solution (« Column Wash »), contenant de I'éthan86%. L’ADN plasmidique est €lué avec
de I'eau sans nucléase.

Les teneurs en ADN plasmidique obtenues sont mesaé Nanodropla= 260 nm.

3.6.5. Séquencage d’ADN
Le séquencage est réalisé sur les deux brins d’diterét a partir des amorces universelles
T7 et SP6 du plasmide héte (Genoscreen ; Lillendea Les séquences sont vérifiees par

examen des chromatogrammes fournis.

3.6.6. Analyse des séquences nucléotidiques
Les séquences nucléotidiques sont analysées sstiXBla
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) et Fastdhttp://www.ebi.ac.uk/fasta33/) pour
I'identification de la séquence d'intérét par abgment de séquences connues.
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3.7.Etudes de I'expression des genes d’intérét par léschniques de PCR semi

quantitative et quantitative (PCR en temps réel ogPCR)

3.7.1. Préparations faites avant les réactions d’amplificaon
Pour étre a méme d'observer les differences d’'esma, certaines précautions ont été
prises :

- Les solutions d’ARN totaux ont systématiquement régmalisées a 60 ng.itLde
sorte qu'un méme volume dextrait d’ARN a été g#lidans les réactions de
transcription inverse (qui ont toutes été réalisépartir de 1400 ng d’ARN totaux).

- Un volume constant de réaction RT a systématiquem@&nutilisé comme matrice
dans les réactions de PCR.

- Les amorces ont été testées afin de vérifier 'atsele diméres.

3.7.2. Choix du géne de référence
Le gene de référence doit étre exprimé de mani@nstante (constitutive) quel que soit le
traitement et I'échantillon. Les genes codant latgine ribosomale S19, la tubuline A et la
polyubiquitine, ont été testés. Seul le géne coldapoblyubiquitine s’est avéré constitutif dans

nos conditions expérimentales, il a été retenu.

3.7.3. Optimisation des réactions de PCR semi-gquantitative
Il est nécessaire d'optimiser la réaction PCR afimiteindre dans la phase linéaire de la
courbe d’amplification du fragment d’intérét.
Les réactions de PCR sont multiparamétriques. besnpetres qu'il est aisé de modifier pour
optimiser les réactions de PCR semi-quantitatioeg sle nombre de cycles, la température
d’appariement des amorces a la matrice, la quani@ématrice RT (sachant que sur
recommandation du fabricant, le volume de prodditri® doit pas excéder 1/10 du volume
réactionnel final). Différents nombres de cycle8, (25, 30 cycles) sont testés afin d’obtenir
celui ou I'amplification se produit au cours deplaase exponentielle et non pas au niveau du
plateau.
La quantité d’amplicons du produit de réaction P&3Rvisualisée par électrophorese sur gel

d’agarose.
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3.7.4. Laréaction de PCR en temps réel
La réaction de PCR en temps réel ou qPCR est wimitpie quantitative qui permet
d’analyser finement I'expression de géenes d’intdrétcourbe d’amplification est donnée par
la fluorescence mesurée a 530 nm en fonction dubr®me cycles. Les valeurs de calcul
pourront donc étre prises avant le point d’inflex@est a dire quand la quantité d’amplicons
mesurée est encore directement proportionnelleyadatité de départ.
Cette reaction est réalisée dans des capillaire20dgL (« Light Cycler® Capillaries » ;
Roche, France). Le mélange réactionnel de 10 pltiesanl ou 2 pL d’ADNc £50 ng
d’ARN totaux), 5 pmol de chacune des deux amorpésiiques et 2 pL de « Light Cycler®
Fast Start DNA Mastéf’® SYBR Green 1 »% contenant le tampon et I'enzyme « FastStart
Taq DNA Polymerase » (Roche, France).
Les réactions de gPCR sont réalisées dans I'appagbiCycler 2.0 (Roche, France) selon le
programme suivant :
= activation initiale de la PCR : 95°, 10 min
= 40 cycles : dénaturation : 95°, 20 sec ; appariem&mpérature variable selon les
amorces, 20 sec ; polymérisation : 72 °, 20 sec
La courbe de fusion est établi entre 54 et 95° alén vérifier pour chaque réaction
d’amplification la spécificité de I'amplification.
L’expression relative du gene d’intérét est donpeiel’€quation suivante :

E (Ct geéne cible de I'échantillon témolrr Ctgéne cible de I'échantillon trahé

Expression relative =
E (Ct géne de référence de I'échantillon témUi‘nCtgéne de référence de I'échantillon tr}lité

Ou E et E’ sont respectivement les efficacités glfination du gene cible et du géene de
référence et Ct le nombre de cycles apres lequitidaescence atteint une valeur seuil fixé

par I'appareil.
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4. Analyse des éléments chimiques contenus dans lesstis de plantes de

Lathyrus sativus

4.1.Minéralisation des tissus végétaux
La minéralisation a pour but de détruire tous l@®gosés organigues des échantillons. Cette
technique n’ayant jamais été utilisée sur des éddluans de Lathyrus sativusle protocole
suivi a été celui utilisé pour les algues par lipgudu Centre d’Enseignement et de
Recherche sur I'Eau, la Ville et I'Environnemen&REVE, Université Paris Est, France).
L'efficacité des procédures de minéralisation etdndlyse des éléments chimiques
élémentaires est veérifiee par référence a un édloantertifié de feuilles de tabac contaminé
par des teneurs pré-établies d'une série d’éléntiadss dont le Pb fait partie (LGC Standars,
France).
Deux techniques de minéralisation ont été utilisese aprés l'autre, ce changement
correspond a un renouvellement de I'équipemenisétpour la minéralisation. La premiere
technique utilisait des bombes en téflon réutilisalet un chauffage avec mise sous pression,
la deuxiéeme quant a elle utilise des tubes jetadties systéeme de chauffage sans mise sous

pression.

4.1.1. Minéralisation sous pression et par chauffage

Les échantillons deathyruspréalablement séchés (approximativement 100 mg) dacés
individuellement dans des bombes en téflon, daesqulles sont ajoutés 8 mL d'acide
nitrique suprapur (65 % m/v; Merck, France), gaient pendant une durée de 12h. Les
bombes sont ensuite hermétiqguement fermées etgkstdin continue sous pression par
chauffage dans un micro-onde. Le programme de fagrifst le suivant 2 min a 250 W, 2
min a 0 W, 5 min a 250 W, 5 min & 400 W et 5 mib0® W. Le volume des échantillons
minéralisé est ensuite ajusté a 30 mL avec de peae (Elga LabWater, France). Dans le but
d’étre réutilisées les bombes subissent un lavage du détergent puis de I'acide nitrique

afin d’éliminer tous les contaminants possibles.

4.1.2. Minéralisation par chauffage
Les échantillons préalablement séchés (approxieratwnt 100 mg) sont placés
individuellement dans des tubes en polypropylen@ell. 5 mL d’acide nitrique ultrapure
(65 % m/v ; Merck, France) sont ajoutés et le vauromplété a 50 mL avec de I'eau pure
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(Elga LabWater, France), le mélange est chauffedg@n2 h 30 min a 95°. Le méme
protocole est répété avec 8 mL d’eau oxygénée (8024 Merck, France). Si nécessaire
(persistance de particules dans I'échantillon)uttes étapes avec 5mL d’acide nitrique sont
réalisées. Le volume des échantillons minéraliséslsuite ajusté a 50 mL avec de l'eau

pure (Elga LabWater, France).

4.2.Analyses élémentaires quantitatives
Les échantillons minéralisés, dilués ou non, soatygés par ICP-OES (inductively coupled
plasma optical emission spectroscopy) avec le ielgicvVarian Vista MPX ». Les différents
éléments quantifiés sont : le Pb, le Ca, I'alunmmi{Al), le bore (B), le cobalt (Co), le chrome
(Cr), le cuivre (Cu), le fer (Fe), manganese (Me)magnésium (Mg), le molybdéne (Mo) et

le zinc (Zn).

5. Microscopie électronique a balayage

Les fragments d’organes végétaux sont placés damsmniceinte sous vide et recouverts de
platine par vaporisation. L'examen des échantilless réalisé au moyen d’'un microscope
électronique a balayage (JEOL JSM-6301-F).
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CHAPITRE | :

MISE AU POINT D’UN NOUVEAU SYSTEME
EXPERIMENTAL POUR LA CULTURE

HYDROPONIQUE DE Lathyrus sativud..
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1. Introduction

Le Lathyrus sativusest connu par les agriculteurs d’'Inde, d’Ethiopiedu Bangladesh pour
ses nombreuses capacités de résistance @ all 1986; Campbekt al, 1993; Hoquet al,
1996) mais peu d’études ont été réalisées pouétmminer les caractéristiques.

Des études préliminaires ont montré que la gernoinates graines posait problemes ce qui
nous a conduit a mettre au point un protocole @&daptette plante. L’étude de la phénologie
du Lathyrus sativusa été menée lors d’'une culture sur tourbe et \eediteé arrosée
régulierement puis lors d’'une contrainte hydrique.

Dans le cadre de la généralisation du concept utdyse cellulaire adaptative » (ACA)
établie par le laboratoire, leathyrus sativusa été étudié au niveau physiologique. Trois
lignées delLathyrus sativusont été choisies : ‘Bangladesh’, ‘Raipur’ et ‘AdéD. Laffray,
communication personnelle), originaire respectivieintkl Bangladesh, d’'Inde et d’Ethiopie.
Ces travaux ont permis de montrer que les troreekg présentent des capacités de résistance
a la contrainte hydrique variables : la lignée ‘Bladesh’ s’est avérée la plus sensible et la
lignée ‘Raipur’ la plus résistante. Ces deux lignéet été sélectionnées pour la suite de notre
étude.

Les plantes deathyrus sativusetant plurirésistantes : a la sécheresse, a Haton ou a la
pauvreté des sols, dans ces conditions il a passilfle que cette plante puisse présenter
également une capacité de tolérance a la présémearcbtal lourd comme le plomb (Pb),
dans le sol. Nous avons donc entrepris des exp@&detiestinées a caractériser la réponse au
Pb duLathyrus sativusPour ce faire, la culture hydroponique a étésd car elle permet de
contrdler la quantité de Pb disponible pour la fatans le milieu. De plus cette technique
pourrait ne pas étre délétére pour la plante (@&)gxuiisque certaines lignées sont cultivées
dans des régions inondables.

La mise au point d'un protocole de culture hydragoa, a donc été le préalable
indispensable aux études sur I'éventuelle capddtéathyrus sativus résister a la pollution

du sol par le Pb.
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2. Mise au point du protocole de germination des graes de Lathyrus

sativus

Les deux lignées ‘Bangladesh’ et ‘Raipur’ldsthyrus sativusnt été utilisées.
Les conditions étudiées sont les suivantes :

* Préparation des graines avant la germination : eduhé trempage dans de l'eau
courante, a 4° et a I'obscurité (0, 4 ou 15 joussgrilisation puis scarification des
graines suivit ou non d’'une immersion dans |'eatiltie stérile.

* Milieu de germination : papier humidifié avec dedu distillée stérile ou du milieu de
Murashige et Skoog (MS) (Duchefa Biochemie KalysjEe).

e Condition de germination (a 18°): a l'obscuriténgent 24 h, puis a la lumiére
pendant 48h ou uniquement a la lumiere pendarg joars.

Les deux lignées ont des taux de germination sdi@slasuivant les milieux. Protocole
adopté : Les graines présentant le meilleur tauxgelenination, 90%, ont été trempées
pendant 4 jours dans de I'eau courante a 4° atksdurité, stérilisées, puis scarifieées avant
d’étre trempées une seconde fois pendant 16h dadgeal distillée stérile a température

ambiante et finalement placées sur du milieu MShaxmbre de culture.

3. Phénologie duLathyrus sativuset ses réponses a la contrainte hydrigue

3.1.Conditions expérimentales
3.1.1. Conditions de culture duLathyrus sativus

Des pots de dimensions 9 x 9 cm troués au fontlieednasse de 84 2 g ont été lavés puis
désinfectés. lls ont ensuite été remplis avec ulamgé de tourbe blonde (Klasmann KTS2,
France) et de vermiculite exfoliée (50/50, v/v}egdablement stérilisées a I'autoclave (120° ;
1bar ; 20min).
Le remplissage des pots est fait avec le mélangbédvermiculite additionné d’eau courante.
L’eau en exces s’égoutte des pots pendant une joeinmee, puis leur masse est réajustée a

610 g (capacité au champ).
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Aprés germination, pour chaque lignée, ‘BangladestRaipur’, onze plantules de trois jours
ont été repiquées a 3 cm de profondeur, dans liss Quatre granules d’engrais universel
(Osmocote, Fertiligéne) sont insérés dans le satb&kes plantes sont ensuite arrosées tous les
jours avec de 'eau courante.

Pour chaque lignée, deux plantes témoins, constamimiguées, et neuf plantes soumises a
une contrainte hydrique contrélée ont été utilisées

Les plantes ont été cultivées en conditions codéd(phytotron) : humidité relative moyenne
de 60 %, température de 23° a lI'obscurité et 28 Bumiere, photopériode de 16 heures

d’éclairement et de 8 heures d’obscurité, intenaitéineuse de 400pumol/m?'s

3.1.2. Mesure du potentiel hydrique foliaire
Les mesures du potentiel hydrique foliaitén) ont été effectuées au moyen d’'une chambre a
pression de type Scholander (PMS Instruments, QGmv®regon, USA) (Fig. 13). Cette
technique permet de mesurer la pression dans ieseaaix conducteurs (xyleme).
Une feuille sectionnée est enfermée dans une cleaddnt le volume est de 66 tmt dans
laquelle 'humidité relative est amenée a envir@0 % grace a du papier filtre saturé en eau
placé au fond. Seule I'extrémité du pétiole dépaks#extérieur. Un gaz inerte (azote) est
introduit progressivement dans la chambre jusgpfzagtion d’'une goutte de séve au niveau
de la section du pétiole, correspondant au pofeditguilibre. La pression lue est l'inverse
du potentiel du xyleme, en bars sur le manometia dbambre, elle est convertie en MPa (1
MPa = 10 bars).
Les mesures de potentiel hydrique foliaire soneatfées le matin avant le début de la
photopériode : les stomates étant encore fermémténtiel hydrique foliaire est en équilibre

avec celui du sol.
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Figure 13: Principe de la chambre a pression de Schola(ifi@e et Zeiger, 1991)

3.1.3. Induction du déficit hydrique
Il est imposé aux plantes par suspension d’arroaagiebut de la troisieme semaine aprés la
mise en pot. Différents stades de sécheresse@deatrminés :
- C:témoin arrosé¥w : -0.6+ 0.05 MPa
- sécheresse légére (SHfw = -0.9+ 0.1 MPa

- sécheresse moyenne (S¥w = -1.5+ 0.1 MPa

3.1.4. Prélevement des échantillons
Les échantillons ont été prélevés a t1, t18 (ersjopour les témoins (C) et a t25 et t29 pour
les stades S1 et S2, respectivement.
Les vrilles et les fleurs ont été éliminées, etfmslles sont rapidement coupées, déposées
dans du papier aluminium puis congelées a -176S darf’azote liquide. Les tiges ailées sont
découpées en fragments de 5 cm de long, envelopgses du papier aluminium puis

congelées. Les échantillons sont conservés a 48qtija leur utilisation.
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3.2.Résultats

3.2.1. Potentiel hydrique foliaire de base ¥w) des plantes dd.athyrus sativusL.
lignées ‘Bangladesh’ et ‘Raipur’ témoins et soumisea la sécheresse
Le sol des pots des plantes témoins a été mairddaucapacité au champ durant toute la
durée de I'expérience. De ce fait, la masse tatatepots (sol + plante + pot) a été de %30
25g pendant I'expérience. Pendant 22 jours de reules plantes témoins ont maintenu un
Yw compris entre -0.6 et -0.8 MPa. H&v diminue ensuite particulierement pour la lignée

‘Raipur’, traduisant un manque d’efficacité racneaiFig. 14).

Pendant les 18 premiers jours de contrainte hydritgl'w des plantes des deux lignées est
équivalent & celui des témoins. Il chute a pa®i™Ljour jusqu’au 22™ puis se stabilise
entre les 22 et 28%jours et diminue entre les 25 efP%ours (Fig. 14).

Le stade S1 de sécheresse est atteint &if jpbir de sécheresse, avec'tw de -0.95+ 0.05
MPa pour la lignée ‘Bangladesh’ et de -16€0.05 MPa pour la ‘Raipur’ (Fig. 14). Le stade
S2 est atteint au 28 jour de sécheresse avec'w de -1.45+ 0.1 MPa pour ‘Bangladesh’
et -1.55+ 0.05 MPa pour ‘Raipur’ (Fig. 14).

Sur la durée entiere du traitementie de la lignée ‘Bangladesh’ diminue de 0.85 MPag(-0
a -1.45 MPa), et 0.95 MPa (-0.6 a -1.55 MPa) pRaipur’. Apres 29 jours de traitement, les
tissus foliaires sont tres sénescents et aucunarends¥w, ni aucun échantillonnage n’est
plus possible. Ces résultats semblent indiquerlgugnée ‘Raipur’ est plus sensible a la

contrainte hydrique que le lignée ‘Bangladesh’ nagigacon limitée.
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Figure 14: Potentiel hydrique moyen chezllathyrus sativugn fonction de la durée de la sécheresse.

3.2.2. Morphologie et cycle de développement des plante€ntoins lignées
‘Bangladesh’ et ‘Raipur’
Apres la germination, les plantules ont toutes étuva la transplantation en pot et elles se
sont ensuite développées normalement. La morpleokgsi que le cycle de développement
des deux lignées semblent différer, pour les @#é&uivants :
* le nombre de ramifications partant de la base dig&principale: 4 a 5 pour les
plantes de la lignée ‘Raipur’ et 2 a 3 pour cetleda lignée ‘Bangladesh’,
» |ataille des feuilles est plus réduite chez ‘Raip
* la hauteur des plantes (a t29) : 60 cm pour lagkgiBangladesh’ et 50 cm pour la
lignée ‘Raipur’,
* la date de I'entrée en floraison : 3 semaines alarésise en pot pour ‘Raipur’ et 4
semaines pour ‘Bangladesh’.
Une fois la floraison initiée, il est aisé de diffacier les plantes des deux lignées : les fleurs
de ‘Raipur’ sont bleues tandis que celles de ‘Baaggh’ sont rose pale (Planche. 1ll). Leur
mode de fécondation (allogame ou autogame) n’esepeore connu. Une fois fécondées, ces
fleurs évoluent rapidement en gousses ailées d@tiesx contenant 2 & 3 graines (Planche.
V).
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a

Planche llll: Fleurs de.athyrus sativusignées 'Raipur’ (a) et '‘Bangladesh’ (b).

a
Planche 1V: Gousses deathyrus sativusignées 'Raipur’ (a) et ‘Bangladesh’ (b).

3.2.3. Phénologie des deux lignées deathyrus sativus L. (‘Bangladesh’ et
‘Raipur’) en réponse a la contrainte hydrique
Pendant les dix-huit premiers jours de contrainydrique par suspension d’arrosage, 9,5
Yw = -0,7 MPa pour les deux lignées (Fig. 14), 'asggatéral varie peu par rapport a celui
des plantes témoins irriguées régulierement (Pivh Par contre le déficit hydrique induit

un raccourcissement du cycle de ‘Raipur’ de 10gqar rapport aux plantes témoins.
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Planche V: Plantes dd.athyrus sativusaprés 36 jours de culture (t15); (a): témoilis); lignée
‘Bangladesh’ et (c) lignée ‘Raipur’ soumises adatcainte hydrique.

Apres les trois premiéres semaines de suspensamogage (‘Raipur’ ¥w = -0.97+ 0.1
MPa et ‘Bangladesh?w = -0.95+ 0.1 MPa), les feuilles des plantes contraintesigkent
tout en restant vertes (Planche VI).

Au vingt-cinquiéme jour de suspension d’arrosadgraipur : Yw = -1.00+ 0.05 MPa et
‘Bangladesh’¥w = -0.95+ 0.05 MPa), les feuilles les plus vieilles commemnc& sécher.
Dans les jours qui suivent (‘Raipurw = -1.55+ 0.05 MPa et ‘Banglades®’w = -1.45+
0.1 MPa), ce phénoméne s'étend rapidement au desefeuilles qui jaunissent et se
desséchent (Planche VI). Ce phénoméne est, quisetiteent, plus prononcé chez

‘Bangladesh’ que chez ‘Raipur’.
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Planche VI: Effets de la contrainte hydrique sur les fesiltke la lignée ‘Raipur’ (a) et ‘Bangladesh’
(b) deLathyrus sativu®9 jours apres la suspension d’arrosage.

Pendant trois semaines sans arrosage, les pldntgspas montré de modifications liées au
déficit hydrique. Par contre au-dela de ce déir ketat s’est détérioré de fagcon brutale en
I'espace d’'une semaine.

3.3.Discussion
A notre connaissance, aucune étude n’est disposiolies caractéristiques physiologiques de
Lathyrus sativusen général, et particulierement concernant lestbg étudiées. Les seules
données physiologiques disponibles sont cellesemsisi®es dans notre laboratoire (D.
Laffray, communication personnelle). Ces donnéemscement les lignées ‘Raipur’ et
‘Bangladesh’ et montrent comme ici que Y&v des plantes de la lignée ‘Raipur’ est
|légérement inférieur a celui des plantes de |laékgBangladesh’.
Les observations morphologiques sont égalementceoré avec ces précédents travaux et
confirment une taille et une surface foliaire sigées chez ‘Bangladesh’ par rapport a
‘Raipur’ et une mise a fleur plus précoce pour fRai. D'apres les résultats il semblerait que
‘Raipur’ investisse dans une limitation de I'applvégétatif et un cycle court. Cette plante,
plus rustique que ‘Bangladesh’, pourrait développee stratégie d'« évitement» de la
contrainte hydrique.
Au niveau physiologique, le fait queYév des plantes contraintes reste équivalent a dekii
plantes témoins pendant les 18 premiers jours a@itetnent de sécheresse signifie que les
plantes des deux lignées contrdlent leurs perteaud’ probablement par une régulation

stomatique efficace. Lorsque la réserve hydrique stli s’amenuise, les plantes se
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déshydratent par épuisement de I'eau disponible pat transpiration cuticulaire.
L’évapotranspiration n’entre pas en jeu puisqueslesiomates sont fermés au moment de la
mesure du potentiel hydrique. Le jaunissement eledlés observé en réponse a la contrainte

témoigne d’'une réponse hydrolytique qui sera éwudar la suite.

4. Mises au point de la culture hydroponique

Les éléments minéraux trophiques nécessaires alogpgement des plantes sont classés en
macroéléments : azote (N), phosphore (P), soufje g&assium (K), magnésium (Mg),
calcium (Ca) et microéléments ou oligo-élémentsfémbeurs enzymatiques) : fer (Fe), cuivre
(Cu), manganese (Mn), zinc (Zn), bore (B), molylalévio) et chlore (CI). Ces éléments sont
absorbés sous forme ionique et les besoins en olthentre eux différent suivant les plantes.

4.1.Les milieux de culture
L’étude a porté sur le milieu utilisé généralemeatir la culture hydroponique des Fabacées

(Iegumineuses), le milieu Hoagland (Hoagland etofrrl938) (Tableau 7).

Tableau 7 Culture hydroponique chez les Fabacées (légunes).

Vicia faba,

Plantes

Pisum sativum,
Phaseolus vulgaris

Pisum sativum

Medicago sativa

Milieu de culture

Hoagland

Hoagland dilué 10 ou
100 fois

Hoagland

Temps de culture

96h

96h

10j

Auteurs

(Piechalakt al, 2002)

(Piechalakt al, 2003)

(Lope=t al, 2005)

Afin de déterminer la concentration optimale duieilHoagland pour le développement du
Lathyrus sativusdifférentes dilutions ont été testées : milieun rlué (D1), dilué 10 fois

(D10) et dilué 100 fois (D100). Des plantules témspiont été placées dans de I'eau distillée
stérile (H0). Le milieu de culture a été renouvelé tous |gsuBs. Quatre plantes de chacune
des deux lignées, ‘Bangladesh’ et ‘Raipur’ ont @iksées pour chaque traitement (Planche.

VII), chacune placée dans un pot contenant undirenilieu.
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Planche VII: Systéme utilisé pour la culture hydroponique.

4.2.Résultats : Développement des plantes en fonctioes milieux de culture
Les mesures ont été effectuées a 4, 7, 11 et 18 ge culture pour chaque condition

expérimentale.

4.2.1. Croissance et morphologie des plantes deathyrus sativusde la lignée
‘Bangladesh’
En ce qui concerne la taille des plantes, aprégot& de culture en milieu liquide, les
meilleurs résultats ont été obtenus pour les racec le milieu Hoagland D100 (Fig. 15a) et
pour la tige avec le milieu Hoagland D1 (Fig. 15BDe maniere générale, le milieu a
relativement peu d’incidence sur la taille totaés ghlantes. Les plantes poussant dans I'eau
distillée se sont développées de maniére similaireelles poussant dans les milieux

Hoagland.
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Figure 15: Croissance de la racine principale (a) et déiga (b) deLathyrus sativud.. lignée
‘Bangladesh’ en fonction de la dilution du miliea dulture Hoagland et du temps ; D1, D10, D100 :
milieu Hoagland non dilué, dilué 10 fois et dilug0ifois ; H20 ; (hombre de répétitions = 4).

Par contre, si la taille des plantes est relativémpeu sensible a la composition du milieu de
culture il n’en est pas de méme de leur morphol¢bableau 8).

Apres quatre jours de culture hydroponique (Plan¢hig dans de I'eau distillée, les plantes
‘Bangladesh’ présentent un début de jaunissemenivaau de la pointe de certaines feuilles.
Apres 7 jours (Planche IX), le phénomene s’estracéeet des nécroses apparaissent, de plus
les feuilles se sont repliées sur elles-méme. €adtibns ont également été observées dans le
cas des feuilles des plantes poussant dans lassolibagland D1. Seules des nécroses et un
jaunissement des feuilles ont été observés aveollgion de Hoagland D10. Les réactions
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déléteres ont été trés limitées avec la solutio@MIAu niveau des racines aucun signe
visible n’est apparu pour les différents traitersent

Au onzieme jour de culture un rougissement deda thez les plantes cultivées dans I'eau
distillée et au quatorzieme jour des nécroses esirfduilles des plantes poussant dans le
milieu D100 ont été observés. Apres 18 jours déuprll(Planche X) les plantes présentent
toutes des feuilles jaunies avec des zones nécradée frisées ». Au niveau des parties
aériennes les plantes les moins sénescentes dted celtivées dans le milieu Hoagland
D100. Au niveau des racines, la solution nutri/e induit une ramification plus importante
du systeme racinaire, tandis que D100 et la culdmaes lI'eau distillée favorisent le
développement des racines secondaires sur la radim@pale. En termes de masse racinaire

D10 a donné les résultats les plus éleveés.
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Tableau 8 Morphologie des plantes dathyrus sativusignée ‘Bangladesh’ en culture hydroponique

avec trois dilutions de milieu Hoagland différen(Bd : dilué une fois ; D10 : dilué 10 fois ; D100
dilué 100 fois) ou dans de l'eau distillée, Q) a différents temps de culture (0, 4, 7, 11148

jours) ; +: présence, ++: présence plus inteag@gésence variant suivant les feuilles ; (nombkee d

répétitions = 4).

) ) bout des ) ) )
taille de la tige ) nécrose sur | feuilles feuilles tige
feuilles i o i i R
(cm) o la feuille frisées décolorées | rougeétre
jaunies
H20 13,7+1,91
D1 12,5+2,18
JOo
D10 11,17 1,51
D100 11,73 +£2,58
H20 17,00 £1,73 +
D1 15,27 £ 0,75
J4
D10 14,07 £1,37
D100 12,60 £1,15
H20 18,43 +1,89 + + +
D1 18,30 +2,70 + +
J7
D10 16,33 £0,76 + *
D100 13,90 + 1,97 T
H20 19,50 £ 2,29 + ++ + +
D1 19,25 + 1,06 + ++
J11
D10 19,33 £1,15 + +
D100 17,13 £ 4,15 +
H20 20,75+ 2,47 + ++ + + +
D1 21,00+£1,41 + ++
J14
D10 20,40 £ 3,54 + +
D100 20,75 + 3,20 + +
H20 21,00+£2,12 + ++ + ++ T+
D1 225+1,41 + + ++
J18
D10 21,00 + 6,36 + + +
D100 21,00 £ 3,01 + + +
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D1

H.0

Planche VIII: Morphologie des plantes dethyrus sativud.. lignée ‘Bangladesh’ aprés 4 jours de
culture hydroponique dans les différents milieuxcd#ure ; D1 : milieu Hoagland non dilué ; H20 :

eau distillée.
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Planche IX: Morphologie des plantes deathyrus sativud.. lignée ‘Bangladesh’ aprés 7 jours de
culture hydroponique dans les différents milieuxcd#éure ; D1, D10, D100 : milieu Hoagland non
dilué, dilué 10 fois et dilué 100 fois ; H20 : edistillée
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Planche X Morphologie des plantes deathyrus sativud.. lignée ‘Bangladesh’ apres 18 jours de cultuydrbponique dans les différents milieux de
culture ; D1, D10, D100 : milieu Hoagland non djldéué 10 fois et dilué 100 fois ; H20 : eau dié&.

D1

D10
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4.2.2. Croissance et morphologie des plantes deathyrus sativusde la lignée
‘Raipur’, lors de la culture hydroponique
Les résultats présentés figure 16 montrent queilleurie plus favorable a la croissance des
racines est le milieu Hoagland D10 tandis que l'aiatillée est le moins favorable (Fig. 16a).
En ce qui concerne les tiges (Fig. 16b et tablgde9meilleurs résultats sont obtenus avec
D10, la croissance des tiges y a été de 26.6 crmectd, 18, 22 cm avec I'eau, D1 et D100

respectivement. Dans tous les cas I'eau distil@desest défavorable en raison du manque

d’éléments minéraux trophiques.
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Figure 16 Croissance de la racine principale (a) et degka(b) deLathyrus sativut. lignée ‘Raipur’
en fonction de la dilution du milieu de culture H@nd et du temps ; D1, D10, D100 : milieu
Hoagland non dilué, dilué 10 fois et dilué 100 foi420 ; (nombre de répétitions = 4).
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Tableau 9: Descriptif de la morphologie des plantesldghyrus sativudignée ‘Raipur’ en culture
hydroponique avec trois dilutions de milieu Hoaglalifférentes (D1 : dilué une fois ; D10 : dilué 10
fois ; D100 : dilué 100 fois) ou dans de I'eay@H a différents temps de culture (0, 4, 7, 11et148
jours) ; +: présence, ++: présence plus inteagggesence variant suivant les feuilles ; (nomtee d
répétitions = 4).

_ ) bout des _ _ _
taille de la tige _ nécrose sur | feuilles feuilles tige
feuilles _ o i i
(cm) o la feuille frisées décolorées | rougeétre
jaunies
H20 2,07+221
D1 3,63+2,23
JO
D10 6,37 + 3,05
D100 5,06 + 3,03
H20 7,57 +5,06 +
D1 3,57+1,79
J4
D10 15,77 £4,46
D100 10,77 £4,88 +
H20 15,33 +5,75 + +
D1 10,93 £ 4,65
J7
D10 19,23 +4,14
D100 14,83 + 5,48 + +
H20 15,25 + 3,89 + t
D1 15,67 2,02 t
J11
D10 27,83 +£5,06
D100 23,50 £5,77 + +
H20 15,50 + 5,63 + t
D1 16,5+ 6,36 +
J14
D10 29,75+ 5,30 +
D100 23,50 £2,12 + +
H20 16,00 £ 7,42 + +
D1 21,50 + 6,36 + +
J18
D10 33,00 £4,24 * +
D100 27,00 = 3,00 + + +
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La culture des plantes dans 'eau distillée et damsilieu D100 induit des le quatrieme jour
une sénescence (jaunissement) au niveau de leemestfeuilles (Tableau 9 et Planche Xl).
Ce phénomeéne est accentué avec I'apparition de@sexau septieme jour (Planche XII). Il
n'apparait qu’'au onziéme jour pour les plantes diemD1. Au quatorzieme jour toutes les
plantes présentent des nécroses sur une parteetotalité de leurs feuilles. Au dix-huitieme
jour de culture hydroponique (Planche XIII), leamkes cultivées dans les milieux D1 et D10
présentent en plus des nécroses, un ‘frisotementedtaines feuilles. Les plantes poussant
dans le milieu D100 présentaient quand a elle uniggement généralisé de leurs feuilles

(stade précoce de sénescence).

Les plantes ayant poussé dans les milieux Hoagtemidfleuri aprés 18 jours de culture

hydroponique.

A partir de 7 jours de culture, les racines deatpkcultivées dans le milieu D1 ont poussé en
longueur et présentent moins de ramifications gseplantes cultivées dans I'eau dont les

racines sont plus courtes mais plus ramifiées.

D1

H20

Planche XI: Morphologie des plantes de Lathyrus sativusgnde ‘Raipur’ apres 4 jours de culture
hydroponique dans les différents milieux de cultui2l : milieu Hoagland non dilué ; H20O : eau
distillée.
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D1

D10

D100

H20

Planche XII: Morphologie des plantes dathyrus sativud.. lignée ‘Raipur’ aprés 7 jours de culture
hydroponique dans les différents milieux de cultui2l, D10, D100 : milieu Hoagland non dilué,
dilué 10 fois et dilué 100 fois ; H20 : eau dig#
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D100

H20

Planche XIlI: Morphologie des plantes dathyrus sativud.. lignée ‘Raipur’ aprés 18 jours de culture hymoique dans les différents milieux de culture ; D1
D10, D100 : milieu Hoagland non dilué, dilué 1Gsfet dilué 100 fois ; H20 : eau distillée.
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4.2.3. Etude physiologiqgue des deux lignées deathyrus sativuscultivées en
hydroponie
En ce qui concerne le RWC, relativement peu deémiifices dans les valeurs ont été
observées entre les traitements dans une mémee ldmkathyrus sativugTableaux 10 et
11). Par contre pour les deux lignées, une augriemtalu RWC est observée entre le

onziéme et le dix-huitiéme jour. De plus en moyenaeeRWC est plus élevé chez ‘Raipur’
par rapport a ‘Bangladesh’.

TableaulQ RWC des feuilles deathyrus sativusignée ‘Bangladesh’ apres 11 et 18 jours de ocaltur
hydroponique pour différentes concentrations déemiHoagland (D1 : dilué une fois ; D10 : dilué 10
fois ; D100 : dilué 100 fois) ou dans de I'eay@H, (nombre de répétitions = 4).

RWC (%)

11 ] 18 ]
D1 69,6 +4,7 79,7 +3,7
D10 68,0+1,8  83,8+35
D100  77,8+54 87,4+5]1
H20 68,2+51 81,2+27

Tableau 11: RWC des feuilles déathyrus sativudignée ‘Raipur’ aprés 11 et 18 jours de culture
hydroponique pour différentes concentrations déemiHoagland (D1 : dilué une fois ; D10 : dilué 10
fois ; D100 : dilué 100 fois) ou dans de I'eauy@H; (hombre de répétitions = 4).

RWC (%)

11 ] 18 ]
D1 794+29  88,6+3,7
D10 799+49  81,6+4,5
D100  784+24  86,1+3,2
H20 80,3+4,6  94,5+3,7

85



Chapitre |

4.3.Discussion
Chez les deux lignées dlathyrus sativusquelle que soit la composition du milieu testés,
plantes survivent a la culture hydroponique etioomint de croitre.
Les plantes de la lignée ‘Bangladesh’ semblentgemsibles aux différences de composition
du milieu de culture, alors que les plantes deidgaée ‘Raipur’ présentent une forte
dépendance a la quantité de nutriments disporiitaas les milieux Hoagland D1 et D10 les
plantes de la lignée ‘Raipur’ sont plus grandes cplies de la lignée ‘Bangladesh’. De plus
en réponse a la carence minérale induite par leala solution Hoagland D100, les plantes
de la lignée ‘Raipur’ développent plus de ramifizas aux niveaux de leur racine principale.
Ceci leur permet d’augmenter leur surface de comteec le milieu de culture pour optimiser
leur nutrition minérale.
D’aprés les valeurs de RWC, aprés 18 jours de reuktm hydroponie les plantes des deux
lignées régulent mieux leurs pertes en eau qu'godds, ‘Raipur’ étant plus efficace que
‘Bangladesh’.
Apres 18 jours de culture, chez les deux lignées, plantes présentent des signes de
sénescence des feuilles allant jusqu’a la nécK@ss.effets pourraient étre dus a un déficit
minéral et / ou & une anoxie partielle en dépit'aeration du milieu. Dans les deux cas le
milieu Hoagland D10 apparait le plus approprié auetbppement dliathyrus sativusil a
donc été retenu pour les cultures suivantes.
Il est intéressant de noter que les plantes dgriaé ‘Raipur’ fleurissent a 27 jours (aprées 18
jours de culture hydroponique) et a 24 jours surkie et vermiculite. Ainsi la culture en
hydroponie inhibe dans une certaine mesure la énfeaur de ‘Raipur’. Quant a ‘Bangladesh’
aucune floraison ne s’est produite ce qui confitakongement de leur cycle par rapport a

‘Raipur’, observé précédemment.
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5. Etude ultrastructurale des feuilles delathyrus sativus

LesLathyrus sativugles lignées ‘Raipur et ‘Bangladesh’ ont été cékiv dans les conditions
définies précédemment et arrosées régulieremestf@gments de feuilles ont été observés
en microscopie électronique a balayage (MEB, gssssient de x 400 a x 20000). Cette

étude a pour but I'observation des stomates etides cuticulaires.

A faible grossissement (x 400), les clichés montogre la surface des feuilles de la lignée
‘Bangladesh’ est irréguliére et plissée (Planch®)XPar contre la surface des feuilles de
‘Raipur’ est plus lisse (Planche XVI). Ceci estalla présence de cirres. En effets les feuilles
de Lathyrus sont recouvertes de cirres (ou cirrhes) (Planckeéb et XVIIb). Celles-ci
peuvent border les stomates (Planche XVa). Il seratllque leur répartition (Planches XIV
et XVI) differe et qu’elles soient plus abondantbez ‘Bangladesh’ (Planche XV a) que chez
‘Raipur’ (Planche XVlla).

Les cirres peuvent étre classées en fonction deneuphologie, dans le cas diathyrus

sativus elles correspondaient aux cirres en plaquetbesairrégulier (Koch et.al.).

Les cirres sont composées de lipides formant dsalboides ou un film externe de protection
sur la cuticule (Kunst et Samuels, 2003). Ces ipermettent une diminution des pertes
d’eau non stomatique, la protection contre les maydtra violet, la diminution de la rétention
d'eau a la surface des feuilles réduisants les tdépgé poussiere, pollen et polluants
atmosphériques. Elles constituent également uneiebarcontre les bactéries et les
champignons pathogenes.

Les cirres étant impliqguées dans la résistancééelites contraintes environnementales, leur
présence n'est pas surprenante chez les plantekatihgrus sativus elle-méme pluri-

résistantes.
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Planche XIV: Observation au microscope électronique a bataybgne feuille de_athyrus sativus
lignée ‘Bangladesh’ ; grossissement : x 400.

Planche XV: Observation au microscope électronique a bakaybgn stomate (a) et des cires (b)
présents sur une feuille deathyrus sativudignée ‘Bangladesh’; grossissements: x 4000efa)
x 8000 (b).
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Planche XVI: Observation au microscope électronique a bakayhgne feuille dd_athyrus sativus
lignée ‘Raipur’ ; grossissement : x 400.

a

Planche XVII: Observation au microscope électronique a bakyhgn stomate (a) et des cires (b)
présents sur une feuille dethyrus sativudignée ‘Raipur’ ; grossissements : x 4000 (a) 20800

(b).
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6. Mise au point des systemes de culture en présencemomb

En culture hydroponique le milieu utilisé en prasede Pb est le milieu Hoagland. Ce milieu
est souvent qualifié de « modifié », ce qui signsiouvent I'absence de phosphate dans le
milieu. En effet le Pb et le phosphate forment ampglexe insoluble de sel de phosphate et
précipitent (Kopittkeet al, 2008), d’ou une diminution de la quantité de Ripahnible pour la
plante.

Des logiciels de modélisation permettent de préebidonc de minimiser ce phénomene en
simulant différentes compositions de milieu. Nousre utilisé le logiciel « Visual MINTEQ
ver 2.53 » (http://www.lwr.kth.se/english/OurSofti#A/minteq/) dans le but d’optimiser la
forme PB* disponible pour la plante, tout en restant dans denditions de culture
(composition du milieu et pH) les plus adéquatas p® développement diathyrus sativus
Ceci nous a conduit a cultiver les plantes cinquét fours dans du milieu Hoagland
« complet » dilué 10 fois, puis de poursuivre lebures hydroponiques dans le méme milieu

sans phosphate.

Les concentrations en Pb(N@utilisées généralement se situent entre 0.01reM1 Notre
but étant de tester les capacités de toléerantathyrus sativusu Pb et les mécanismes qu'il
met en jeu pour supporter cette contrainte, nowm|wpté pour une concentration en Pb

moyenne de 0.5 mM.

La complexation des éléments présents dans leunde culture varie évidemment en
fonction du pH. Dans un milieu Hoagland D10 « coshpl a pH 5.5, contenant 0.5 mM de
Pb(NG),, seulement 51.75 % du Pb est sous forme dissleuteste précipite principalement
avec les phosphates et les sulfates. Avec le nillit sans phosphates, 62 % du Pb est sous
forme dissoute et le reste se lie aux sulfatesesssulfates sont éliminés, 99% du Pb présent
dans le milieu est sous forme dissoute.

Afin d’augmenter la proportion de Pb libre, il @stssible de baisser le pH de la solution. En
effet, plus la valeur du pH est basse plus la dqiéade Pb dissout est élevée. Les plantes de
Lathyrus sativus’appréciant pas les milieux trop acides, le pHHimum a été fixé a 5.0.

En conclusion le milieu sélectionné est le milieoagland D10 sans phosphate, 0.5 mM de
Pb(NG;),, a pH 5.0. Dans ces conditions 77 % du Pb esbudkisst la quasi-totalité (95 %) est
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sous forme PB. Par la suite, deux concentrations de Pb ontestiéds : 0.2 et 0.5 mM de
Pb(NQy),, PE* correspondant & 73.3 et 71.1 %, respectivemerfbdotal.

Dans le but de lier 100 % du Pb présent dans leeunde culture a de 'EDTA, la quantité
ajoutée de ce dernier doit étre précisée. Une middéte Pb se liant a une molécule d’'EDTA,
la quantité d’EDTA ajoutée dans le milieu doit &gpiimolaire a celle de Pb(Nfp. LEDTA
ayant une tres forte affinité pour le Pb, lorsgee deux composés sont présents en solution,
ils se lient préférentiellement I'un a I'autre egpd de la présence d’autres molécules.

Ce phénoméne a été vérifie en modélisant les complee formant dans le milieu de culture
au moyen de logiciel « Visual MINTEQ ». En présedeed.5 mM de Pb(Ng), et de 0.5 mM
d’EDTA, 98.7 % du Pb en solution est complexé akMeDTA et 98.7 % de 'EDTA est
complexé avec le Pb. De maniére similaire, en pasele 0.2 mM de Pb(ND et de 0.2
mM d’EDTA, 98.2 % du Pb en solution est complexé@VEDTA et 98.1 % de 'EDTA est
complexé avec le Pb. Ainsi dans les deux systemesuliure la quasi-totalité du Pb et de

'EDTA sont complexeés, ils seront donc utilisés plausuite des expériences.

En conclusion le protocole défini consiste a fagermer les plantes deathyrus sativus
pendant cing a huit jours sur de la vermiculitosée avec du milieu Hoagland « complet »
D10, pH 5.0, avant de les transférer en hydropdreemilieu de culture utilisé est le méme
sans phosphate afin que la quantité de Pb dismopialr la plante soit optimale. Enfin, les
concentrations en Pb(NIR et en EDTA sont de 0.2 ou de 0.5 mM, suivant |&rignce.
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ARTICLE N°1
ETUDE DE L’ACCUMULATION DE PLOMB
PAR LE SYSTEME RACINAIRE DES

PLANTES DE Lathyrus sativudlL.
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Ce travall a fait I'objet d’'un article dans les Caiess Rendus Biologies de I’Académie des
Sciences :

Brunet J., Repellin A., Varrault G., Terryn N., BdiFodil Y., Lead accumulation in the roots
of grass pealfathyrus sativud..) : a novel plant for phytoremedition systemsRCBiologies
331 (2008) 859-864.

En I'absence de données concernant les réeponsagdsse communédthyrus sativus..) a

la présence de Pb au niveau des racines, une pec@tigle a été réalisée avec pour objectifs :
1) 'analyse de la croissance des plantes dansiligurde culture hydroponique contenant 0.5
mM de nitrate de Pb ; 2) la détermination des patknde stockage de Pb dans les tissus

racinaires ; 3) I'étude de I'impact du Pb sur I'éitpue minéral dans les racines.

1. Expérimentation

Des graines germées Hathyrus sativusi’'une lignée locale ‘Raipur’ ont été conditionnées
milieu Hoagland 1/10 pendant cing jours sur dedamiculite. Les plantes agées de 11 jours
ont été placées en culture hydroponique dans dieuntioagland 1/10 sans phosphate,
additionné ou non de 0.5 mM de nitrate de Pb (PRfNCElles ont été récoltées aprés 96 h
de culture. Une partie des racines a été rincédgmtune heure dans une solution d’'EDTA a
1 mM.
Au cours de ce travail les variations de diverapaatres ont été étudiées :

» la croissance des plantes : indice de tolérancedlBrance index), masse seche (DW,

dry weight),
« le contenu relatif en eau (RWC, relatif water cotjte
* les concentrations en Pb, Ca, Cu, K, Na et Zn dessracines minéralisées par

spectroscopie (ICP-OES).
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2. Discussion

La survie de toutes les plantes et I'absence denumges visibles au niveau des feuilles
indiquent que les plantes tathyrus sativugolérent la culture hydroponique en présence de
Pb. Cependant le développement des plantes enhds¢, ce qui correspond a un phénomene
observé en réponse au Pb chez d'autres Fabac@esnieuses) (Huang et Cunningham,
1996; Piechalalet al, 2002; Piechalalt al, 2003). Les valeurs de RWC semblent indiquer
une fermeture des stomates, consécutive a la auetra

Les concentrations en Ca des plantes traitées aundiguent une diminution de son
absorption, de méme que pour le Zn et le Cu. Lad#&pde ces plantes a survivre en état de
carence en éléments nitritifs pourrait constituee garactéristique et un aspect important de
la tolérance dlLathyrusau Pb. La diminution de la quantité notamment del@ns les tissus
racinaires peut étre due a une inhibition par d&s iPb du fonctionnement des transporteurs
peu spécifiques de Ca (Simons et Pocock, 1987; étgust Narahashi, 1991; Clemestsal,
1998; Antosiewicz et Hennig, 2004; Wojesal, 2007) et/ou d’un blocage des transporteurs
par le Pb (Walkeet al, 1977; Kabata-Pendias et Pendias, 1992; Shariabety, 2005). Les
bases de ce phénoméne ne sont pas encore éludttéaspit du déséquilibre minéral induit
par la présence de Pb dans les racines, les plpatagssent morphologiquement intactes.
Ceci est a relier avec la capacitéldiihyrus sativus pousser sur les sols pauvres (Vaz Patto
et al, 2006).

Les racines des plantes cultivées en présence derflennent en moyenne 153 mg Pb/g de
masse seche, dont les trois quarts paraisssentédoangeables (rincage des racines a
'EDTA) (Huang et Cunningham, 1996).

Les capacités d’accumulation du Pb dans plantdsattgrus sativudnt été comparées avec
celles des plantes cultivées en culture hydropanidans des conditions similaires (tableau
12). Les résultats montrent que Lathyrus sativugprésente des capacités d’accumulation
dans les racines comparables ou supérieurs a dellpantes accumulatrices reconnues telles
gueBrassicae junceat Thlaspi rotundifoliumfaisant de cette espéce végétale une candidate
pour la mise au point de nouveaux systemes defiltiation (Piechalalet al, 2002).
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Tableau 12 Contenu en Pb dans les racines de plantes aste@ culture hydroponique.

Concentration en

Durée du

Contenu en Ph

E,sp'ece Pb(NG;), dans le| traitement dgns les Référence
végeétale milieu (MM) (jours) racines (mg
Pb/g DW)

Brassicae 05 3 138 (Meyerst al, 2008)
juncea
Pisum 1 4 50 (Piechalakt al, 2003)
sativum
Helianthus 0.125 6 21 (Tandgt al, 2006)
annuus
Thlaspi 0.02 12 8.7 (Huang et

rotundifolium

Cunningham, 1996)
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Abstract

Eleven day-old grass pea plants (Lathvrus satovus L) were grown hydroponically for 96 hin the presence of 0.5 mM lead nitrate
{PbiNO4),). The survival rate was 100%, The mean lead content (measured by ICP-OES) in root tissues was 153 mg Phg—!
dry matter. Over three quarters of the lead was not labile. Compared with control plants, lead-exposed plants showed a six-fold.
twio-fold and three and a half-fold reduction in their root calcium, zinc and copper contents, respectively. Together, these results
suggested that Latferus sarivis L. was tolerant to a deficiency in essential nutrients and able to store large amounts of lead in its
root tissues, Therefore, it could be used for the development of new rhizohltration syvstems. To cite this article: J. Brunet ot al.,
C. R, Biologies 331 {2008,

@ 2008 Académie des sciences. Published by Elsevier Masson SAS. All nghts reserved.

Résume

Accumulation de plomb par les racines de Lathyrus sarivies L. © une nouvelle plante pour la phytoremédiation T Des
plantes de gesse (Lathyrus satives L), Ggées de 11 jours, ont été cultivées en hydroponie en présence de 0.5 mM de nitrate de
plomb (Pb{NO5 )50 pendant 96 h. Les plantes survivent toutes au polluant. De plus, la teneuwr moyenne de plomb mesurée dans
les racines par ICP-OES est de 153 mg Pbg—! de matizre séche. Plus des trois quarts du plomb n'est pas labile. Parall2lement.
les teneurs en calcium, zinc et cuivie dans les tissus racinaires sont réduites d'un facteur six, deux et trois et demi par rapport
aux racines des plantes témoins, non exposées au plomb. Ces résultats suggerent que le Lathvrus sativus L. est une plante tolérant
les carences en éléments nutritifs essentiels et capable de stocker des quantités de plomb trés élevées dans ses racines. Ainsi, elle
pourrait étre intégrée dans de nouveaux systemes de rhizofiltration. Porr citer cer article : . Brunet et al, C. R, Biologies 331
(2008).

@ 2008 Académie des sciences. Published by Elsevier Masson 5AS. All rights reserved.
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1. Introduction

The contamination of soil and water with lead (Ph)
mostly results from human activities. Various indus-
tries, such as mining and smelting, the past and present
use of lead in paints, gasoline and linings have resulted
in its spreading all over the world. Lead is extremely
toxic to all intermediates of food chains [1-3]. In hu-
mans, its effects have been thoroughly charactensed.
and include nephropathy, saturnism or colic-like ab-
dominal pains [4]. Chemical and physical techniques to
remove lead from soils have been developed [5.6]. They
are expensive and applicable only to small areas. Re-
cently, heavy metal extraction by plants has emerged as
a promising, cost-effective alternative to reduce heavy
metal levels in soils [7]. The first step in the imple-
mentation of phytoextraction strategies is the identifica-
tion of plant species able to: (f) tolerate large quantities
of heavy metals in the soil [7]; and (i) absorb large
amounts of at least one trace element. Over 400 plant
species have been described as presenting both these
properties [8]. A majority of them have evolved to cope
with Mi [8]. one of =everal trace elements (Cu. Ni. Zn.
Cd. As, Se, Pb) representing a hazard to ecosystems.
Lead tolerant and/or lead accumulating plants are rather
exceptional. Scientists are therefore on the lookout for
novel species with phytoremediation potentials towards
this element.

Grass pea (Lathyrus sativas L) is a ubiquitous an-
nual leguminous crop with such an amazing capability
to tolerate harsh growth conditions that it is considered
one of the most promising sources of genes of inter-
est [9]. It 12 poorly affected by abiotic stresses, such
as water-logging and is resistant to various insects and
pests [9-14]. Due to its low nutriment requirements,
it can thrive in poor soils, and also in very arid envi-
ronments [15]. We have previously shown that some
drought tolerant tropical legume species cope with wa-
ter deficit by maintaining cell homeostasis through con-
trol over autolytic processes [16-19]. Furthermore, our
results strongly suggest that these characteristics could
provide general tolerance to abiotic and even biotic
stresses. [n the present study, we hypothesized that grass
pea, due to its multi-tolerance, possessed the ability to
deal with stress at the cellular level, and we investi-
gated its capacity to cope with lead in the soil solution.
In particular, we report on grass pea’s lead-absorption

and storage capacities in root tissues and on the impact
of lead on mineral homeostasis for calcium, copper and
zinc.

2. Materials and methods

Lathyrus sativas (L.) seeds corresponding to an In-
dian local line “Raipur™, were germinated on Murashige
and Skoog medium (Kalys, France) under sterile con-
ditions. Seedlings of similar size were transferred to
expanded vermiculite irrigated with 1/10 Hoagland's
N2 medinm (pH 5.0) (Sigma, France). Five days later,
plants were transferred to liquid growth medium {phos-
phate free 1/10 Hoagland's N2 mediom, pH 5.0).
aerated continucusly and supplemented (or not) with
0.5 mM PbiNOz)2. When in the liquid medium, plants
were cultured under controlled conditions: 12 h/12 h
photoperiod with 25/23 °C day/night temperatures: 70%
RH: 400 pmol photons m—s~!. After 96 h of expo-
sure to lead, the roots were collected and briefly rinsed
in phosphate free 1/10 Hoagland medium. For EDTA
treatment, roots were soaked in 1| mM EDTA (Sigma,
France) for 1 h. Six plants were used for each treatment.
Root systems (approximately 100 mg each) were dried
at 35°C for seven days, and digested under pressure
in sealed vessels containing suprapur nitric acid (65%
mfv). Lead and calcium levels were determined by in-
ductively coupled plasma optical emission spectroscopy
(ICP-OES), using a Varian Vista MPX instrument.

Tolerance indexes (TI) for roots and shoots were
calculated according to Wilkins's equation [20] where
MLp and MLg represented mean length of longest
roots (or shoots) in 1/10 Hoagland's-leaded and lead-
free solutions, respectively: TI (%) = MLps/MLc x
100,

Leaf relative water content was determinated accord-
ing to equation of Barrs and Weatheley [21] where FW,
DW and TW represented fresh, dry and turgid weight:
BEWC (%) = [(FW — DW)/(TW — DW)] = 100.

3. Results

After 96 h of exposure to lead as 0.5 mM PhiNO; ),
in P-free modified Hoagland™s liquid medium under
controlled conditions, survival rate amongsl grass pea
plants was 100%. Plant growth, however, was affected.
as shown by the tolerance indexes measured for roots
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Table | 200 -
Talerance indexes (TIpy) to lead and dry biomass produced by grass
pea (Lathvrus sanvas L) plants grown (96 h) in 1710 modified
Hoagland's medium supplemented with 0.5 mM PhiNOg b, (DWpy ) g 150 4
or not (DWW (]
-
Tlpy DWW ppR/DW o i
: = 100 A
(] F=
. o
Roots 430+ 144 4434112 o
Shoots 754 £093 Bl £ 18T = 50 -
Values are means £ (5D (r =61
0

Table 2

Relative water content in the leaves of grass pea ( Lathyrus safovus L)
plant= grown (26 k) in 1710 modified Hoagland’s mediom supple-
mented with 1.5 mbd PRiNO 32 (Ph) or not ()

BWC (%)
C 008 £0.3
Ph 03006

Values are means £ (5D (n = 6],

and shoots (Table 1) Unsurprisingly. tolerance index
({TI) values revealed that root elongation was more af-
fected by the presence of lead than shoot elongation
i Table 1). Furthermore, the roots whitish color in the
control plants had evolved to a light brown in the lead-
treated plants. Average root dry biomass was reduced in
the lead-treated plants, as indicated by the dry biomass
ratios between lead-treated and control plants (Table 1).
In addition, leaves of lead-treated plants were smaller
than those in the control plants, although exposure to the
pollutant did not affect the number of leaves per stem
idata not shown ),

The water status in leaf tissues was not affected by
lead since RWC wvalues remained equivalent in both
groups of plants i Table 2.

Analyses of mineral contents by ICP-OES in the
roots of control plants showed that they were lead-free
(Fig. 1). On the other hand, lead-exposed plants accu-
mulated an average of 1530 mg of lead per g of dry
rool material (Fig. 1) Rinsing the root systems with
an EDTA solution prior lo mineralization resulted in
a slight decrease in the quantity of accumulated lead
in the roots (138.0 mg Phg~! DW) (Fig. 1). Like Ph
contents, Na contents increased in the roots of Pb-
treated plants (data not shown). On the other hand, the
amounts of calcium. zine and copper were reduced by
6, 2 and 3.5-fold, respectively, in response Lo the lead
treatment (Figs. 2-4), The potassium content was also
reduced (data not shown). In general, rool treatment
with EDTA had a slight impact on the mineral contents
{Figs. 24

O @O &Y
&
&

Fig. |. Lead content in the roots of grass pea (Latiwruas sativas 1)
plants grown (9% h)oin 1710 modified Hoogland's medium supple-
mented with 0.5 mM PhiNO3)2 or not. C: control plants; Ph: lead-
treated plants: Ph 4+ EDTA: lead-treated plants rinsed with EDTA
Values are means £ (5D =61

8 -

T

(=21
]

mgCag'DW
'

SiN= N

&

&

Fig. 2. Calcium content in the roots of grass pea (Lathvrus sathaus L)
plants groarn (96 R in 1A10 medified Hoagland's medium supple-
mented with 0.5 mM PhiNOs)2 or not. C: control plants; Ph Jead-
treated plants; Ph + EDTA: lead-treated plants rinsed with EDTA
Values are means £ (5D (r =61

4. Discussion

Precise control over the amounts of Pb ions avail-
able to plants growing in a soil is technically diffi-
cult because lead bic-availability depends highly on
soil characteristics [22]. The grass pea plants (Lath-
wvrus sativas L) were therefore exposed to a modi-
fied phosphate-free Hoagland's liquid medium supple-
mented with 0.5 mM Pbi NO4 b2 for 96 h. Their capacity
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Fig. 3. Zinc content in the roots of grass pea (Lathvrus sativas L)
plants grown (9 h) in 110 modified Hoagland's medium supple-
mented with 0.5 mb POy or not. C: control plants: Ph: lead-
treated plants; Pb + EDTA: lead-teated plants ninsed with EDTA.
Values are means £ (80 (r =60,
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Fig. 4. Copper content in the raots of grass pea ( Lathvrus satves L)
plants greswn (96 k) in 10 modified Hoagland's medium supple-
mented with 0.5 mbd PhiNO35)2 or not. O control plants; Ph: lead-
treated plants; Pb 4+ EDTA: lead-treated plants ninsed with EDTAL
Values are means £ (8D (n =6].

to cope with the pollutant was analyzed by comparing
lead-exposed plants to control plants exposed 1o the Pb-
free medium.

The 1004 survival rate observed at the end of the
lead treatment and the absence of visual damage (o the
leaves suggested that grass pea plants presented an ele-
vated tolerance to Pb ions, under our experimental con-
ditions. Morphological differences between lead-treated
and control plants concerned their size. Lead reduced

grass pea plant growth rates in the roots and shoots and
limited overall biomass production. This appeared to
be a general response to lead that was previously ob-
served in Vicia faba. Pisum sativam and Phaseolus vul-
garis [3.23-25]. Since hydration levels (RWC% ) in leaf
tissues were slightly higher in lead-treated than in con-
trol plants at the end of the treatment, it is most likely
that lead-induced stomatal closure developed over the
course of the experiment and that aimospheric carbon
fixing activities were compromised as a consequence.

Mineral analyses showed that lead-treated plants
contained six wmes less Ca compared with control
plants. Due to the importance of Ca in many aspects
of plant cell biclogy [26], tolerance to low Ca condi-
tions conld therefore represent an important aspect of
tolerance to lead in grass pea, as is the case in other
higher plant species [27.258]. Reduced calcium contents
in lead-exposed plants has previously been observed in
other species, such as rye, maize, tomato and mustard
varieties [27] and could result from the inhibition of Ca
transporters by toxic lead ions [28-32] and/or replace-
ment of Ca ions with Ph ions due to the high affinity of
the latter for Ca binding-sites on biclogical struclures
[26.33-35]. In ground dried husks of Lathyvrus sativus
plants, efficient replacement of Ca by Cd at the sudace
of the biomass has been reported [36]. However, in the
present experiment, simple replacement of Ca with Pb
was nol sufficient to account for the large quantities of
lead found in the roots. Several studies have shown the
poor molecular-specificity of some Ca transporters [26].
It is therefore possible that the more abundant Pb 1ons
competed with Ca ions [28.32] and were preferentially
transporied in and out of grass pea root lissues.

To a lesser extent. the negative impact of lead on Ca
content was also observed for other essential nutrients
(Zn, Cu, K. Like for Ca. a reduction in Zn. Cu and K
contents has previously been observed in response to
lead exposure in Cucumis sativas and Zea mavs plants,
as a result of a possible blockage of the ransporter pro-
teins by the pollutant [22,37,38]. On the other hand, the
lead-treated grass pea plants accumulated more Ma than
the controls. Whether Na was actively absorbed to com-
pensate for the loss in K, as was suggested in the case of
Pisum sativum roots exposed 1o lead [39], remains to be
elucidated. Despite the important mineral unbalance in-
duced by lead in their roots, grass pea plants remained
visually intact, a response to be expected from a plant
known to thrive in poor quality soils [9].

Lead-treated grass pea plants contained an average
of 153 mg Pbg~" DW in their roots. Rinsing the root
systems with EDTA prior to mineral analysis barely
impacted lead content. Desorption solutions including
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chelators of divalent cations (EDTA, HEDTA) have
been used previously on lead-treated root systems to dif-
ferentiate between exchangeable and non-exchangeable
Pb ions [25]. In comn and ragweed. short-lerm Pb up-
take ( 30 min} mostly consisted of exchangeable Ph[25].
Conversely. long-term Pb uptake, as was studied in the
present experiment, mostly involved non-exchangeable
Pb. The efficient immobilization of Pb ions on grass pea
roots could represent a new and interesting feature for
the development of phytoremediation stralegies requir-
ing that large amounts of the contaminant remain lightly
bound to plant tissues.

Comparing lead accumulation capacities of plant
species is not easy because experimental conditions dif-
fer significantly. To best assess grass pea lead accumu-
lation capacity, mostly results from studies on plants
grown in hydroponic conditions have been considered.
After a short exposure to lead (three days with 500 uM
of PR(NO3J2), 138 mg Phg=' DW were measured in
the roots of Brassica juncea plants [40]. Roots of Pisum
sativam exposed o | mM of PhiNO; )2 for four days
accumulated up to 50 mg Pbg~! DW [23] and 21 mg
Pbg~' DW were found in the roots of Helianthus an-
nugs plants exposed to 125 pM of PB(NO;): for six
days [41]. Longer exposure (12 days) to 200 pM of
PbiNOz)2 led o an accumulation of 28.7 mg Pbg™!
DW in Thilaspi rotundifolium roots [25]. Under our ex-
perimental conditions (0.5 mM of PhiNO, )2 for 96 h).
grass pea plants absorbed 153 mg Pbg=' DW in their
root systems. I appears that grass pea presents lead
accumulation capacities that are equivalent to those of
efficient rool accumulators like Brassicae juncea and
Thlaspi rotandifolivm. Combined with the fact that lead
was tightly retained by rool tissues, these accumulation
data clearly demonstrate that the grass pea has an in-
teresting potential, as an efficient lead phytoextracting
species in rhizofiltration setups [3]. Studies are now in
progress to better understand the mechanisms involved
in lead absorption by the grass pea.
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CHAPITRE Il ;

ARTICLE N°2:

REPONSE INDUITE DANS DES PLANTES
DE Lathyrus sativud.. PAR
L’ACCUMULATION DE PLOMB
DANS LES RACINES
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Chapitre 1l

Ce travalil fait I'objet d’'un article soumis a putdiion dans Chemosphere : Brunet J., Varrault
G., Zuily-Fodil Y., Repellin A., « Accumulation déad in the roots of grass pdaathyrus

sativug plants triggers systemic variation in gene exgmsin the stems and leaves ».

L’étude précédente a permis de mettre en évidead®lérance des plantes dathyrus
sativus (lignée locale ‘Raipur’) a la culture hydroponigae présence de Pb, ainsi qu'une
forte accumulation de ce métal dans les racinedravail a pour but de préciser la réponse
moléculaire diLathyrusa cette contrainte.

Comme cela a été exposé dans la partie 1 « Etatoesissances », il a été démontré que la
présence de Pb dans le milieu de culture induiz alee nombreuses espéces végétales des
modifications au niveau physiologique et molécalakfin de limiter ces effets déelétéres les
plantes développent diverses stratégies. L'évitéro@nsiste a limiter I'entrée du Pb dans les
tissus racinaires en multipliant les sites de diassa la surface des racines, dans I'apoplasme.
La prise en charge des ions métalliques par ddatehés internes dans le symplasme, tels
que les phytochélatines et/ou le glutathion, alssatit a leur séquestration dans des vacuoles.
Les plantes tolérantes mettent en ceuvre des meaeeslide protection contre les effets
délétéres des ions Plsur les structures cellulaires : les espéceséegide I'oxygéne (ROS)
induites indirectement par la présence de Pb saep charge efficacement ; les composants
des structures cellulaires (membranes essentigli§résées directement par les ion$*Riu
indirectement, par les ROS, sont hydrolysées par lbatterie d’enzymes hydrolytiques
(protéases, enzymes lipolytiques) et d’autres nubddcsont synthétisées, mieux adaptées a la
présence de Pb.

Sur des plantes déathyrus sativusappartenant a deux lignées locales (‘Raipur’ et
‘Bangladesh’) maintenues comme décrit précédemmermulture hydroponique additionnée
de nitrate de Pb, la présente étude a comme dbject) I'analyse des quantités de Pb
accumulées dans les différents organes des plémteses, tiges, feuilles) ; 2) la mise en
évidence de certains mécanismes moléculaires dipeédopar les plantes, notamment en ce

qui concerne les variations de I'accumulation degcrits de génes impliqués.

103



Chapitre 1l

1. Expérimentation

Aprés six jours de germination, des graines ldghyrus sativusdes lignées locales
‘Bangladesh’ et ‘Raipur’ ont été conditionnées ailiem Hoagland 1/10, pendant cing jours
sur de la vermiculite. Les plantes agées de 1Xkjont été cultivées en hydroponie sur milieu
de Hoagland 1/10 sans phosphate, additionné owl@@5 mM de nitrate de Pb (Pb()9.
Dans ces conditions 77 % du Pb est sous forme ®idfi Les plantes ont été récoltées
séparément aprés 96 h de traitement. Une partieagases a été rincée pendant une heure
dans une solution ’EDTA a 1 mM.
Cette expérimentation a permis d’étudier les viaat de divers parameétres dont certains
communs a I'étude précédente mais sur les deugdgn

* le développement des plantes et le contenu relatifau dans les feuilles,

* les concentrations en Pb dans les racines, tigésugkes aprés minéralisation par

spectroscopie (ICP-OES),
* [l'expression de genes impliqués dans les mécanisleemlérance des plantes a la

contrainte induite par la présence de Pb, par P@Rtgative.

2. Discussion

Les plantes deathyrus sativuslignées ‘Raipur’ et ‘Bangladesh’, exposées awm&tumulent
dans leurs racines des quantités de Pb comparabieies retrouvées dans les racines de
plantes accumulatrices (Meyeret al, 2008). Ceci induit une inhibition rapide de la
croissance des racines. Malgré la quasi absen&b dfans les parties aériennes I'élongation
de la tige est faible et les feuilles sont plustpeique celles des témoins. Ce résultat témoigne
d’'une action systémique du Pb. Ainsi un signal malre serait transmis des racines
contaminées par le Pb vers les feuilles, induisamémment une dormance physiologique.
Cet effet direct peut étre renforcé par I'effetiredt produit pas le déséquilibre en élément
minéraux chez ces plantes (Bruegatl, 2008).

La phospholipase ® (PLDa) est régulée au niveau transcriptionnel par de bmeuses
contraintes. Chez les deux lignées ldghyrus elle est exprimée plus fortement dans les

racines et les feuilles des plantes exposées quaPtapport aux témoins (Tableau 13). Une
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telle réponse de la PldDa été observée au laboratoire en réponse a une @uitrainte
abiotique (la sécheresse) chégna unguiculatgMatoset al, 2001).

En réponse a la présence de Pb dans les raciregugmentation de la transcription de la
glutathion S-transférasé {GS7 a été observée (Tableau 13), ceci indiqueragolssibilité
d’'une augmentation de la formation de complexesedas molécules de glutathion (GSH) et
les ions Pb (Chasseaud, 1979; Reeldgl, 2005). Une augmentation de l'activité de la GST a
été montrée comme directement reliée a la quadét®b accumulée chez deux Fabacées
(Ilegumineuses)Macrotyloma uniflorurret Cicer arietinum (Reddyet al, 2005).

La présence de Pb est connue pour induire l'augatientde la production d’espéces activées
de I'oxygéne (ROS) chez les plantes (Maleekaal, 2001). Dans les racines dlathyrus
sativus exposées au Pb, l'augmentation de I'expression gégses codant la glutathion
réductase L(SGR et les ascorbate peroxydases peroxisombBBARXp et cytosolique
(LsAPXg (Tableau 13), impliqués dans le cycle ascorbatathpion, semble correspondre a
I'induction d’'une contrainte de type oxydative. ufamentation de I'expression du gene
codant pour une GR a déja été observé en répongx ai au Hg chekedicago sativa
(Ortega-Villasantet al, 2007).

Les racines deathyrusparaissent donc augmenter leur capacité de taéraum Pb aussi bien
en le complexant avec le glutathion qu'en prenantlearge les ROS induits indirectement
par sa présence.

L’absence de variation dans I'expression de I'holm@aghion synthétase (hGSHS) en réponse
au Pb (Tableau 13) suggere que les plantekatleyrus favorisent le GSH par rapport a
I’'hnomo-GSH pour répondre a la contrainte cellulaire

L’absence de variations dans I'expression du gena ghytochélatine synthétase (PCS) dans
les racines des plantes exposées au Pb (Tableapol®kit signifier que la formation de
complexes PC-Pb n’est pas une stratégie de ségumstchoisie par I&athyrus Cependant
un signal systémique induit une 'augmentation eléranscrit dans les feuilles.

De la méme maniere, I'accumulation de transcritH®P70 en grande quantité dans les
feuilles des plantes exposées au métal (Tableaunid@s ne contenant pas de Pb, semble
répondre au signal induit au niveau des racinesragismis dans les parties aériennes.
L'induction systémique des HSP70 a déja été obsethéz le tabac (Hamilton et Coleman,
2001). Le signal induisant 'augmentation de laa$@iption de la HSP70 peut étre I'acide
abscissique comme cela a été mis en évidence eheais (Heikkilaet al, 1984), de plus

cette hormone est produite en réponse a differeatesaintes (Schachtma al, 1997).
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L’augmentation de I'accumulation des ARNm d’asppréi protéaseL6AP) et de cystéine
protéasel(sCP (Tableau 13) semble également étre induite pasigmal systémique. Cette
contrainte pourrait conduire a une augmentatiohadévité protéolytique dans les feuilles et
peut étre correspondre a un mécanisme d'autolyaptative, comme cela a été montré en
réponse a la sécheresse (Zuily-Foelil al, 1990; Roy-Macauleyet al, 1992; Cruz de
Carvalhoet al, 2001; Drameet al, 2007).

A I'examen des réponses des gehsPCS LsHSP70 LsAP et LsCP, il semblerait que le
signal émis par les racines en contact avec le Wbs@ correspondre a une stratégie
préventive des feuilles (Hamilton et Coleman, 20(Ejfin les résultats de cette étude
montrent que deux lignées tdathyrusétudiées présentent des mécanismes de tolérance au

Pb similaires.

Tableau 13 Modulation des expressions, mesurées en PCRmepstréel, des génes de CP, AP,
APXc, APXc, HSP70, GSHS, GST, GR, PCS et Bldans les racines, tiges et feuillesL@ghyrus
sativus cultivés en présence de 0.5 mM PbgNQpar rapport aux témoins ; -: diminution de la
gquantité relative de transcrits accumulée chepliges traitées par rapport aux témoins, +, ++, ++
augmentation, respectivement, de moins de 2 fei® d 3 fois et de plus de trois fois de la quantit
relative de transcrits accumulée chez les plaragiges par rapport aux témoins.

Roots Shoots Leaves
'‘Raipur’ 'Bangladesff 'Raipur’ 'Bangladesff ‘Raipur’ 'Bangladesk
Pb treated Pb treated| Pb treated Pb treated| Pb treated Pb treated
CP + ++ ++
AP - +
APXc ++ ++ ++
APXp + ++ + ++
HSP70 + ++ ++ +++ +++
hGSHS
GST + +++ +
GR ++ +++ ++ +
PCS - + ++
PLDa. +++ + + + ++ +++
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Introduction

Environmental pollution with toxic metals, such laad, has become an acute ecological
issue. Anthropogenic sources of lead are numerndsdaverse. Although poorly mobile in

soils, lead can be taken up by plants and disttotvttp and development at the concentration
of 30 ppm of Pb (Xiong, 1997). All plant metabolisrare affected by this non-essential
element, including photosynthesis and mineral atjoin (Rashid and Popovic, 1990;

Godbold and Kettner, 1991; Kastat al, 1992; Singhet al, 1997; Sharma and Dubey,

2005). However, some plant species happen to teldfee presence of lead and more
interestingly, some have developed the capacitgctmmulate the element, mostly in their
root tissues. A first step in the use of theseitasl for the development of phytoremediation
technologies to clean-up lead contaminated sites etter understanding of the cellular

mechanisms of tolerance to lead.

Like many other toxic metals (Grat&b al, 2005), lead induces the accumulation of reactive
oxygen species (ROS) in plant tissues (Fateal, 1994; Maleckaet al, 2001; Verma and

Dubey, 2003), as a result of an imbalance betwe®® Rroduction and ROS scavenging
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(Lozano-Rodriguezt al, 1997; Cho and Park, 2000). Consequences of #mapdion of the
cellular redox balance are ROS-induced damagedmdiecules, such as membrane lipids,
proteins, chloroplastic pigments, enzymes, and eitichcids (Mishra and Singhal, 1992).
Because ROS (namely: super oxide radical)(Chydroxyl radical (OF and hydrogen
peroxide (HO,)) formation is part of plant metabolism, they ha®lved ROS scavenging
pathways that can be used in response to the meeséiead.

The main scavenging pathway implicates glutathi@@8H), a tri-peptide thiol, synthesized
from cysteine and glutamate byglutamylcysteine syntethase-ECS) and glutathione
synthetase (GS) (Hell and Bergmann, 1988, 1990;stdei 1995). In response to cellular
redox imbalance, constitutive or lead-induced R@8 loe detoxified through the ascorbate-
glutathione cycle (Mishrat al, 2006). It uses GSH as a reductant which is ogdtlii
GSSG. Oxidized glutathione is reduced back to G$Hhe enzyme glutathione reductase
(GR) (Noctor and Foyer, 1998). GSH can also diyentinimize the ROS effects on cell
membranes by trapping oxygen radicals in the acu@base (Barclay, 1988; Bhattacharya
and Choudhuri, 1995; Noctor and Foyer, 1998). lditaxh to GSH, legume species are able
to synthesize homoglutathione (hGSHElu-CysfAla) through homoglutathione syntethase
(hGS) activity. There is some evidence that hGSHresh some functions with GSH in
antioxidative defense (Moraet al, 2000; Matamoro®t al, 2003). GR activity has been
shown to increase in response to lead in the raats shoots of two legume species,
horsegram and bengalgram (Reddal, 2005), as well as in coontail plant tissues (vast

al., 2006).

Data on variation of other enzyme activities in #seorbate-glutathione cycle in response to
lead are missing. However, it is most likely tha entire antioxidant metabolism is boosted
in response to lead, as is the case in the presdratber toxic non-essential metal elements
like cadmium, mercury and zinc.

Exclusion and sequestration of lead ions repremeother strategy evolved by plants to avoid
lead-induced damage to cell components. The mgphilit lead ions can be lowered by
binding to cell walls or to different external ligds, such as phytosiderophore (Kinnersely,
1993; Antosiewicz and Wierzbicka, 1999). Intracklfumetal ions can be complexed to
individual glutathione molecules (or its hGSH hoowle in legume species) by glutathione
S-transferase (GST) enzymes (Chasseaud, 1979) @rotoo)phytochelatins, polymers of
(homo)glutathione synthesized by phytochelatin lsgs¢ (PCS) (Asada, 1994). GST activity

increases in the roots and shoots of horsegranbanglalgram plants exposed to lead (Reddy
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et al, 2005) and phytochelatins are induced by leathénroots oRubiatinctorium (Maitani
et al, 1996).

In addition to the preceding defense strategiedvedoby plants to prevent toxic metal-
induced damage, other consisted in the direct ptiote of their components or the
elimination of damaged components. Molecular chapes, such as heat shock proteins, have
been shown to play a role in protecting intracallupolypeptides against damage or
dysfunctions due to stresses like those due tgpthsence of heavy metals (Waagal,
2004). Expression of the gene coding chaperoneeipréiSP70 dramatically increases in
response to exposure to Cd, Cu, Pb and Zn (Efrenevval, 2002; Rauet al, 2007).
Moreover, inVicia faba this increase could be correlated withi @&cumulation (Wangt al,
2008). To avoid the accumulation of abnormal priteis a result of oxidative damage (Dean
et al, 1997), endoproteic activities are stimulated eésponse to exposure to toxic metals,
including lead, as is the case in pea plants can&ted with cadmium (Romero-Puertais

al., 2002). Similarly, damaged membrane lipids canebeoved by lipolytic enzymes, such as
phospholipases (Navari-lzzat al, 2006). These activities release precursors ®isimthesis

of macromolecules better suited to the pollutedrenment. In addition, they are susceptible
to yield signalling substances involved in local distant response pathways (Pappan and
Wang, 1999). Systemic responses have been firstided in the context of plant defence
responses against pathogens. However, it is novepsed that they represent general
responses to a number of biotic and abiotic steesseme works have studied the molecular
nature of heavy metal-induced signal (Cuypstral, 2000; Guptaet al, 2000; Metwallyet

al., 2003)

Grass pealfathyrus sativug..) is a legume crop with a unique adaptationuess to abiotic
stresses such as drought or poor soil conditioasii(@&t al, 1986; Spencer, 1989; Camphe|

al.,, 1994; Hoqueet al, 1996; Croftet al, 1999; Vaz Patt@t al, 2006) and as a result is
considered a promising source of genes of intgéat Pattoet al, 2006). Encouraging
results published recently suggest that some gr@adines present elevated tolerance to the
presence of lead and that they accumulate largaiais@f the element in their root tissues
(Brunetet al, 2008). The aim of the present work was to idgrtiinscriptional regulation
mechanisms developed by grass pea that could aexfdaplerance to lead stress.

109



Chapitre 1l

Materials and methods
1. Plant growth

a. Nutrient solution
Unless otherwise stated, the composition of theghmal N°2 solution used in this study was
as follows: 115.3 mg 't (NH,),HPO,, 2.86 mg [* B(OH)s, 656.4 mg ' Ca(NQ),.4H,0,
0.08 mg L* CuSQ.5 H,0, 5.32 mg [* Fe(GH40¢)3.2 H:0, 240.76 mg ! MgSQ,.7 H,0,
1.81 mg ! MnCl,.4 H,0, 0.016 mg [* MoOs, 606.6 mg [* KNOs, 0.22 mg [* ZnSQ.7
H.O, pH 5.0 adjusted with HCI.

b. Plant material and lead treatment
Two Lathyrus sativugL.) local lines, ‘Bangladesh’ and ‘Raipur’ origiting from Bangladesh
and India, respectively, were used. Seeds werdiztdrin 75% ethanol for 15 min, 2%
sodium hypochlorite for 1 h, and thoroughly rinaadsteriled distilled water. Under sterile
conditions, seeds were scarified, soaked in dstiWwater for 12 h, and germinated on
Murashige and Skoog medium (Duchefa Biochemie Kdfyance). Six day-old seedlings of
similar size were transferred to expanded verntieulirigated with 1/10 Hoagland’s N°2
medium, for 5 d. 11 day-old plants were transferi@aontinuously aerated liquid growth
medium (phosphate free 1/10 Hoagland N°2 mediunpplemented or not with 0.5 mM
Pb(NG;),. Under these conditions, it was estimated tha®o/@f the lead would be as free
Pt**ions (Visual MINTEQ). Seedlings and plants werevgrainder controlled conditions, as
previously described (Brunedt al, 2008). Root, shoot and leaf materials were ctdtkc
separately after 96 h of hydroponic culture. Roatye washed in phosphate free 1/10
Hoagland N°2 medium and soaked or not in 1 mM EO®AL h. Materials were frozen in

liquid nitrogen and stored at —80 °C and duplicatese dried at 35 °C for 7 d.

2. Tolerance index and RWC
Plant tolerance index (IT) and leaf relative watentent were determined according to the
equations of Wilkins's (Wilkins, 1957) and BarrsdaiVeatheley (Barrs and Weatheley,
1968), as previously described (Brueetl, 2008).

3. Total RNA extraction
Total RNA from control and lead-treated roots, steand leaves (approximately 100 mg of

each) was isolated using the Rneasy plant minjQi&gen, France). Procedure included on-
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column DNAse | treatment with the RNase-free DNsse(Qiagen, France), following the
manufacturer’s protocols. RNA concentration wasdeined by spectrophotometry at 260
nm (Nanodrop Noryx, USA) and confirmed by gel aleghoresis in 1% agarose gels (8.5
TAE). RNA concentrations were adjusted at 50 ng.fdhoots, leaves) or 25 ng.ji(roots).

4. cDNA synthesis
Reverse transcription (RT) was performed using@henscript RT kit (Qiagen, France). For
amplification of partial cDNA, reaction mixturesmained approximately 1400 ng of total
RNA from ‘Bangladesh’ leaves (lead-treated or conptants), 500 uM of each dNTP, 1 uM
of oligo-dT primer, 10 units of enzyme mix, 25 @ndf RNase inhibitor and 5 pL of 20
buffer in final volumes of 50 puL. Samples were ibated at 37 °C for 60 min. For gene
expression analysis, 1400 ng of total RNA from ‘Bladesh’ and ‘Raipur’ leaves, shoots and

roots were reverse- transcribed as described above.

5. Amplification of partial cDNA

For each target gene, degenerated or speciesispaaifers were designed from alignments
of corresponding sequences previously determineather leguminous plant species. They
were used to isolate partial cDNA sequences by RAGR. of the first strand cDNA synthesis

was used as a template. Reaction mixtures cont@@gunol of each primers and 12.5 pL of
2x PCR Master Mix (Promega, France) in final voluro€25 pL. The gradient Mastercycler

(Eppendorf, France) cycling parameters includethdial denaturation (15 min at 95 °C), 30-

35 cycles (depending on the target gene), as fslladenaturation step 40 s at 95 °C;
annealing step 30 s at Tm °C (Table 1); extensiep 30-60 s at 72 °C, and a final extension
step (10 min at 72 °C).

6. cDNA sequencing and identification
PCR products were cloned into the pGEM-T Easy pidgfPromega, France) following the
manufacturer’'s instructions and used to transfdestherichia coli competent bacteria
(GT869) by heat shock. Plasmidic DNA of single ciés was extracted by Wiz&tdlus SV
Minipreps DNA Purification System kit (Promega, kea) and PCR with T7 and SP6 primers
were performed to confirm proper cloning. Insereravsequenced on both directions using

T7 and SP6 primers by Genoscreen (Lille, Francegu8nce identity was determined using
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the nucleotide Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.goWBST/) and Fasta
(http://www.ebi.ac.uk/fasta33/) programs.

7. Gene expression analysis
For each target gend,athyrus sativusspecific primer pairs, featuring no dimerization
possibility, were designed from the partial cDNAqgsences isolated in this study
(http://www.premierbiosoft.com/netprimer/netprlabheetprlaunch.html). ALathyrus poly-
ubiquitine gene was chosen as an internal contrdlspecific primers were designed from a
grass pea EST sequence (DY396428). qPCR reactiopd ) contained 1 pL of cDNA=E0
ng of source RNA), 5 pmol of both sense and andisgmimers and 2 uL ox9_C Fast Start
DNA Mastef""> SYBR Green 1 (Roche, France). Real-time PCR mm&tivere performed
using the Light Cycler 2.0 (Roche, France). Thdingcparameters were as follows: 10 min
at 95 °C, 40 cycles (20 sec at 95 °C, 20 sec afCrand 20 sec at 72 °C). Following qPCR
reactions, melting/fusion curves were establislegktify amplification specificities.
The relative gene expression was calculated aswsll

E (Ct target gene of control sampfe Cttarget gene of stressed san)ple

Relative expression =
E (Ct reference gene of control sampte Ctreference gene of stressed sar)|ple

E = efficiency of target amplification
Ct = threshold cycle

8. Lead content analysis
Dry roots, shoots and leaves (approximately 10Ceax) were digested with suprapur nitric
acid (65% ml/v; Merck, France) and hydrogen peroX@@2o v/v; Merck, France) at 95°.
Lead levels were determined by inductively coupbdasma optical emission spectroscopy
(ICP-OES), using a Varian Vista MPX instrument.
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Results

1. Isolation of grass pea partial cDNA sequences
Partial cDNA sequences were obtained by RT-PCReahtbtal RNA fromLathyrus sativus
line ‘Bangladesh’, submitted or not to lead treatmdéegenerated or heterologous primer
sequences were chosen in regions specific of theegmonding proteins. These primers
(Table 1) were able to amplify partial cDNA sequesmiencoding putative proteins: a cysteine
protease (LsCP), an aspartic protease (LSAP), aljtogLsAPXc) and peroxisomal
(LsAPXp) ascorbate peroxidases, a phospholipasex LsPLDn), a homoglutathione
synthase (LshGSHS), a glutathione S-transferag8I3, a glutathione reductase (LsGR), a
phytochelatine synthase (LsPCS), a heat shockipr@te (LsHSP70) and a poly-ubiquitine
(LspUBQ). Deduced amino acid sequence identificaéiod analysis, using the Blast program
(Table 2), revealed that all the isolated sequenoetained one or more motifs characterizing
the corresponding protein (Fig. 1). LsCP (239 amjtained the three conserved regions that
define the consensus site of cysteine proteasesseTmotifs were the cysteine domain Q-
X(3)-[GE]-x-C-[YW]-X(2)-[STAGC]-[STAGC], the histithe domaine [LIVMGSTAN]-x-H-
[GSACE]-[LIVM]-X-[LIVMAT]-[LIVMAT]-G-x-[GSADNH] and the asparagine domain
[FYCH]-[WI]-[LIVT]-X-[KRQAG]-N-[ST]-W-x(3)-[FYW]-G- x(2)-G-[LFYW]-
[LIVMFYG]-x-[LIVMF] (Nieuwenhuizen et al, 2007). LsAP (270 aa) contained the plant
specific insertion and the aspartic acid residwatterizing the active site. LsAPXc (195 aa)
and LsAPXp (226 aa) presented peroxidases essesdidlies (Arg38, Trp4l, His42, Glu65,
Asn71, His143, His163, Argl72, Trpl79, Asp208, asnbered from cowpea VucAPX
sequence (d’Arcy-Lametat al, 2006). In addition, LsAPXc presented the Glulég&idue
specific to cytosolic APX (Shigeoket al, 2002; D'Arcy-Lametat al, 2006). LsPL[. (288
aa) showed the (H-x-K-x(4)-D) motif characterisipgospholipases D catalytic site and the
highly conserved box B (IYIENQYFL) (Maarowt al, 1999). LshGSHS (320 aa) included
the 14 amino acid residues involved in the catalgtie of several plant and animal hGSHS
and GSHS (Frendet al, 2001). LsGST (66 aa) contained the G-x-[ED]-XB)IVL] motif
conserved in all glutathione S-transferases andA#ie-F-W-[AVI]-x(2)-[VIA]-[DE]-x-K
motif specific of the tau class of GST (Zeeg al, 2005). LsGR (336 aa) included three
motifs common to plant GR representing three ghibaie binding sites, the NADPH binding
site and the redox-active disulfite bridge (Stevensal, 1997). Sequence analysis of LsGR
suggested that it was a cytosolic isoform (in Canténsel et al, 2006). LsPCS (64 aa)
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cDNA fragment showed over 75% identity levels t@kmn legume plant PC synthases (Table
2). LsHSP70 sequence (287 aa) was highly similgr @ 83% identity) to regions
corresponding to the ATPase domain of HSP 70 segseih.spUBQ (70 aa) was identical to
the corresponding sequence of a previously isolad¢iayruseST (Table 2).

Overall, percentages of identity between thathyrus sequences isolated here and the
corresponding sequences from other leguminous glaaties were high (above 75%). This
strongly suggested that they were genuine sequesuming regions of the proteins listed
above. In addition, theathyrussequences always were most similar to sequencss gea
(Pisum sativuni.), a member of th&abeaetribe, like grass pea. Specific sequences were

designed to qPCR amplifications (Table 3).

Table 1 : Heterologous primers used to amplifiedjfinents of.athyrus sativu€DNA coding

a cysteine protease (CP), an aspartic protease @ABytosolic (APXc) and a peroxisomal
(APXp) ascorbate peroxidases, a phospholipase (PLDa), a homoglutathione synthase
(hGSHS), a glutathione S-transferase (GST), a tjlistae reductase (GR), a phytochelatine
synthase (PCS), and a heat shock protein 70 (HSP70)

Gene Primer sequence Tm (°C)
CP 5 GTGTYAATCAKTTTGCTGAT 3 50
5 TTCCCCATYTCCATYTTGAA 3
AP 5 GTTTTTGGWGGTGTTGACCC 3 50
5" CTGCTTCRGCAAAKCCMACT 3’

APXc 5 CGTTTGGCATGGCACTCTG 3 56
5" GCRAARAARGCRTCYTCRTC 3’

APXp 5" CCTAACGGTTCGATCCGTAACGAG 3 54
5' CATACAAGTAACTGAGGATCAC 3

PLDa 5" CACCATGATGATTTTCATCAGCC 3’ 60
5' TATCATCAACAATCAT 3’

hGSHS 5" GGAAGAGTTCCTGGTGTGGG 3 51
5" CCTCCTCCTTCTCTTTGAGG 3’

GST 5" CAGGCTAGATTCTGGGCTG 3 54
5' TGGAACAAGTGCTATATCCAC 3’

GR 5" GGAGCATCTTATGGAGGTGAAC 3 60
5 CAGTTTTTTCTTGTCGCCCAG 3

PCS 5" CCTAATGGATGATGTGCCTT 3 54
5 CTTCTTTGACAGCGAGCCTT 3

HSP70 5 CAAACACAAAAAGAGATG 3 44

5' CCCTCCAACAAGAAGAAC &

Nucleotides are indicated by IUPAC 1-letter coddss(A+C+G+T,R=A+G;Y=C+
T,S=C+G;H=A+C+T,;,D=A+G+T,M=Ag).
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Table 2: Percent identity of deduced grass peaapdisCP, LsAP, LsAPXc, LsAPXp,
LsPLDa, LshGSHS, LsGST, LsGR, LsPCS, LsHSP70 and LspUBfijh@ acid sequences

with the corresponding regions of related sequefroes other species.

Putative proteins Species GenBank Amino acid
accession no. (% identity)
LsCP (239 aa) Pisum sativum CAA92583 94
Medicago sativa ABF18679 91
Actinidia deliciosa ABQ10199 82
Nicotamia benthamiana  AAZ32410 78
LsAP (270 aa) Glycine max BAB62890 76
Vigna unguiculata AABO03843 76
Cucurbita pepo BAA19607 75
Arabidopsis thaliana AAC17620 74
LsAPXc (195aa)  Pisum sativum CAA43992 98
Glycine max BAC92738 92
Vigna unguiculata AAB03844 92
Arachis hypogea ABM45856 91
LsAPXp (226 aa)  Vigna unguiculata AAS46016 83
Cucurbita sp. cv. Kurokawa BAB64351 80
Amakuri
Gossypium hirsutum AAB52954 79
Populus tomentosa AAV58827 77
LsPLDu (288 aa) Arachis hypogaea BAE79735 88
Vigna unguiculata AAB51392 86
Gossypium hirsutum ABN51235 87
Ricinus communis AAB37305 86
LshGSHS (329 aa) Pisum sativum AAF98156 96
Medicago truncatula AAD29849 87
Lotus japonicus AA092441 82
Glycine max CAB91078 79
LsGST (66 aa) Caragana korshinskii ABG90381 83
Glycine max AAC18566 80
Vitis vinifera EF140721 73
Nicotamia tabacum P25317 72
LsGR (336 aa) Pisum sativum Q43621 96
Vigna unguiculata ABB89042 91
Spinacia oleracea Q43154 82
Mesembryanthemum CAC13956 81
crystallinum
LsPCS (64 aa) Sesbania rostrata AAY83876 82
Glycin max AAL78384 79
Lotus japonicus AAQO01752 78
Solanum tuberosum CADG68109 62
LsHSP70 (287 aa) Phaseolus vulgaris Q01899 83
Pisum sativum P37900 83
Medicago truncatula ABE92899 82
Spinacia oleracea AAB91473 80
LspUBQ (70 aa) Lathyrus sativus DY396428
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Figure 1. Schematic representation of target geondycts. Regions spanning between the
vertical arrows correspond to the deduced protem® Lathyrus sativuxDNA sequences

isolated here.
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Table 3: Homologous primers designed for each graascDNA sequence and used to study
LsCP, LsAP, LsAPXc, LsAPXp, LsPLL) LsGSHS, LsGST, LsGR, LsPCS, LsHSP70 and
LspUBQ gene expression using real time PCR; Tmf&dall probes.

Gene Primer sequence Product size (bp)

LsCP 5 GTCATAGACTTGGTGCTGCTC 3 232
5" ACTAACTGCTGCTCAGAAAGA 3

LsAP 5 GTGCCACAGACTGATAGAATA 3 223
5' GTGAAGGAAACATTAGGCAT 3’

LsAPXc 5 CAGTTGGCTGGCGTTGTTGCT 3 231
5' TCCAGAACGCTCCTTGTGTGC 3

LsAPXp 5 GAGGAAGTGAAGGCAAAGCAT 3 213
5" GTCAGTCAAGCCCATACGATA 3’

LsPLDa 5" GACACTCCTGAAGATGCTGCT 3 172
5" TAATCCCATCAGCACTCCA 3

LshGSHS 5 CCTTATTACCTCCACCATTTC 3 223
5' CGAAATAATCCCAACCGAAT 3

LsGST 5 TAGATTCTGGGCTGATTTTGT 3 147
5 CTTGTCTCCCAACTCTTGCT 3

LsGR 5" GCCTGCTCCTCACTTAGACC 3 183
5 ATGGGCTGTGGGTGATGTAA 3’

LsPCS 5" CCTAATGGATGATGTGCCTT 3 194
5 CTTCTTTGACAGCGAGCCTT 3

LsHSP70 5 TTTCTTGGGAGGAGAGGACTT 3 190
5" AGCAGTGATGAAAGGCAGGTT 3

LspUBQ 5 CAGCAGAGGTTGATCTTTGCA 3’ 210

5’ GGGCCTCAATATAGGACCCTA 3

2. Plant development and leaf RWC

After 96h of culture in liquid medium supplementadhot with 0.5 mM lead nitrate, all grass
pea plants had survived. In the control plantsj-fotreases in length for roots and shoots
were 2.5 and 1.3, respectively (‘Bangladesh’ plaarsd 1.9 and 1.4 for ‘Raipur’ plants,
respectively (Tables 4 and 5). No elongation waseoked in the roots and shoots of the
plants exposed to lead (Tables 4 and 5). No saamti differences between the tolerance
indexes of the two lines over the course of theearpent were observed (TI; Table 6). The
leaves of the lead-exposed plants remained gredifr@m of necrotic areas in both lines. Leaf
size was reduced in response to the lead treatiHemtever, the number of leaves per stem
was not affected (data not shown). The RWC valuethé leaves of grass pea plants were
slightly higher in the lead-treated plants thathie control ones (Table 7).

118



Chapitre 1l

Table 4: Maximum length (cm) of the roots and shamtgrass pea plants (line Bangladesh)
exposed to 0.5 mM lead nitrate in a P-free modifiedgland’s medium after Oh and 96h of

treatment (n=3).

roots shoots
control Pb treated control Pb treated
Oh 8.7+x1.1 85+15 18.7+1.4 18.5+0.7
96 h 21.8+2.1 9.0+1.8 24.7+1.1 19.8+2.1

Table 5: Maximum length (cm) of the roots and skoot grass pea plants (line Raipur)
exposed to 0.5 mM lead nitrate in a P-free modiffedgland’s medium after Oh and 96h of

treatment (n=3).

roots shoots
control Pb treated control Pb treated
Oh 126+1.2 11.3+2.8 15.3+0.3 14.7 +0.3
96 h 24.7 +3.9 11.8+1.7 21.7+1.4 16.3+1.1

Table 6: Tolerance indexes (%) of grass pea (IBesgladesh and Raipur) plants exposed to
0.5 mM lead nitrate in a P-free modified Hoaglanmdadium after Oh, 24h, 48h, 72h, and 96h
of treatment (n=3).

Oh 24h 48h 72h 96h
Bangladesh 98.1 +17.3 98.1 +11.6 64.3+9.4 5714.5 41.2 +8.3
Raipur 89.9+224 75.3+18.2 59.8 + 12.7 54.628 46.0+7.2

Table 7: Relative water content in grass pea pléiness Bangladesh and Raipur, grown (96h)
in 1/20 modified Hoagland’s medium supplementedWi5 mM Pb(NGQ). or not. Values are
means = (SD) (n=3).

C (%) Pb (%)
Bangladesh 93.1£0.6 97.6 £0.8
Raipur 91.2+0.9 97.4+5.6

3. Lead contents
Neither the roots, shoots nor the leaves of theérabplants contained detectable amounts of
lead (data not shown). The lead-treated plantsragtated large amounts of lead per unit of
dry mass in their root systems (139.1 mg gbwhd 153.0 mg gDWin ‘Bangladesh’ and

‘Raipur’ lines, respectively). Very little amourt$ lead were found in the stems of the plants
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of both lines and no lead was detected in the &Vable 8). Rinsing the roots with EDTA
prior to mineralization induced small decreasethenroot lead contents, in both lines (Table
8).

Table 8: Lead content (mg Pb / g DW) in grass peatg, lines Bangladesh and Raipur,
grown (96h) in 1/10 modified Hoagland’s medium deppented with 0.5 mM Pb(Ng» or

not. Values are means + (SD) (n=3).

— Roots — shoots leaves
- EDTATrinsing + EDTA rinsing
Bangladesh 139.1+6.9 107.3+18.1 0.5+0.1 nd
Raipur 153.0+7.6 137.8+8.2 15+1.0 nd

4. Gene expression
In the roots, where substantial quantities of leemdumulated per unit DW, important
increases (more than 2 times) in steady-state adation of transcripts were observed for
three out of the ten target genes studied hereRL4GGST and LsPL& Transcript levels
for cytosolic and peroxisomal LsAPX, and LsHSP70revenildly enhanced (less than 2
times) by the lead treatment. LsPCS, LsGSHS, Ls@P LsAP transcript levels remained
unchanged or decreased slightly as compared toat@bants (Fig. 2).
In the stems of the lead-treated plants, LsGR, ISGSPLDu, LsAPXc and LsHSP70 genes
were over-expressed to similar extents (averagkifmrease of 2) in both lines. LsCP and
LsAPXp transcripts over-accumulated in only the i@ and the ‘Bangladesh’ lines,
respectively. LsGSHS, LsPCS and LsAP expressiogildeemained unchanged as compared
with controls (Fig. 2).
Despite the minute amounts of lead found in thedsarelatively high increases in transcript
accumulation were observed, as compared with tbe and stem tissues. They concerned
LsCP, LsHSP70, LsPCS and LsPLIFig. 2). As was the case in the roots and stésas,

LsGSHS transcript level remained equivalent to didahe controls.
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Fig. 2: Relative quantification of CP, AP, APXc, A& HSP70, GSHS, GST, GR, PCS and
PLDa mRNA transcripts by real time RT-PCR in roots @&)oots (b) and leaves (c) of grass
pea plants, lines Bangladesh and Raipur, grown)(B6h/10 modified Hoagland’s medium
supplemented with 0.5 mM Pb(N)Q or not. pUBQ was used as housekeeping gene.
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Discussion

Hydroponically grown grass pea plants (from locaé$ Raipur and Bangladesh) exposed to
lead nitrate accumulated amounts of lead in tlwgits that were similar to those found in the
roots of acknowledged phytoaccumulators, sucBrassica juncedMeyerset al, 2008). As
discussed recently, this characteristic of grass qmild lead to the development of novel
systems for the decontamination of lead contaimatgers (Bruneet al, 2008).

The presence of lead in the nutrient solution iiatbroot growth approximately 24h into the
treatment with lead nitrate. This is a typical @sge to lead and has been assigned to an
inhibitory effect on both root cell division andoafyation (Wierzbicka, 1989; Wozny and
Jerczynska, 1991; Seregin and Ivaniov, 1997; Olveveet al, 1998; Eunet al, 2000;
Malkowski et al, 2002). In addition to root growth, shoot elongatiand leaf enlargement
were also inhibited, despite the fact that traretion of the pollutant into the stems was
minute and below detection level into the leavdse Tmpact of root lead on the growth of
lead-free organs was indicative of two processasonie of them, a molecular signal,
translocated from the contaminated root tissueshé upper parts of the plants induced
physiological dormancy in a systemic fashion. Til further be referred to as the direct
systemic lead effect. In the second process, leddeed damage to the roots prevented
optimal nutrition, hence the arrest in shoot growitineral imbalances in essential mineral
elements like potassium, sodium and mostly caldiave been previously observed in grass
pea under these experimental conditions (Bruetetal, 2008). These effects will be
categorized as indirect lead effects mediated tfivquleiotropic impact on mineral nutrition.
We further investigated the occurrence of thesegqe®es at the cellular level by comparing
the steady-state accumulations of a series of BNMtranscripts in the roots, stems and
leaves. They corresponded to proteins all prevjossbwn to be involved in cellular stress
responses implicating or not toxic elements likalle

The progressive accumulation of LsHsp70 transcfipt® roots to leaves, in the lead-treated
plants contaminated only in their roots, stronglggested the development of a direct
systemic lead effect, at the transcriptional lex&stemic induction of HSP70 that spread
from mechanically damaged or heated leaves totimiaes has been previously observed in
tobacco plants (Hamilton and Coleman, 2001). Thareeof the molecular signal triggering
Hsp70 messenger accumulation in grass pea coudBBesince this phytohormone has been

shown to do so in maize mesocotyls (Heiklataal, 1984). Furthermore, roots are known to
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produce ABA in response to stress (Jiang and HgrtR008). However, indirect lead effect
mediated through perturbancy of mineral nutritidroldd not be ruled out since nitrate
deficiency can triggers accumulation of HSP70 pnste

Contrary to LsHsp70 transcripts, LsGST and LsGRsmegers accumulated mostly in the
roots where large quantities of lead were presEmése two activities could therefore to be
transcriptionally regulated by the presence of leadrass pea. In two other legume species
(horsegram and bengalgram), both GST and GR aclmitels were directly related to the
amounts of lead accumulated in roots and leavesidiRet al, 2005). Lead slightly
stimulated the accumulation of ascorbate peroxitiasescripts (both cytosolic and plastidial)
in the roots. APX and GR are both involved in theeaabate-glutathione cycle which
corresponds to the main intracellular detoxicatpathway for ROS (Noctor and Foyer,
1998). Together, these results suggested that tmtarminated grass pea root tissues
potentially increased both their capacity of setraéisn of lead ions through the formation of
glutathione (GSH)-Pb complexes as well as their BRG&/enging capacity, mostly through
transcription of a gene coding GR, an enzyme imhin the recycling of cellular
GSH/hGSH.

As discussed above for the reduction in shoot grpgtimulation of antioxidant metabolisms
IS a typical response to exposure to metallic tratements, like lead (Huang and
Cunningham, 1996; Piechalak al, 2002; Piechalakt al, 2003; Verma and Dubey, 2003).
Furthermore, the lack of variation in the accumalatof hGSHS transcripts throughout the
plants in response to the lead treatment suggdbttdgrass pea favored glutathione over
homoglutathione to mediate cellular responses #&ul.léThe absence of variation in the
accumulation of root phytochelatin synthase messmnguggested that the possibility of
sequestering lead through formation of phytocheltad complexes is not developed under
these experimental conditions, in grass pea pl&sordingly, the involvement of PC in the
processing of lead ions over long-term exposurasbean questioned (Clemens, 2006). This
Is another element showing that glutathione andtaaterivatives, like phytochelatins, seems
to be a pivotal molecule for cellular responsethtopresence of lead in grass pea.

Both increases in the accumulation of LsHsp70 arallesser extent of LSAPX and LsPCS in
a systemic fashion, as a response to distant espasuead could be part of a prevention
strategy by the plants. Similarly, a preventivetsysc increase in the activities of the
ascorbate redox enzymes APX, MDAR and DHAR has lodserved in the intact leaves of

wheat seedlings accumulating cadmium in their rootly (Paradiscet al, 2008). However,
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because HSP70 is considered a marker of early ivédajury in animal systems (Zourqet

al., 2008), it is possible that the systemic signalldde of oxidative nature. The fact that the
genes coding two endoproteases (LsAP and LsCP)watheoverexpressed only in the leaves
of the grass pea plants is another indication sbate oxidative signal was emitted from the
roots because removal of oxidatively modified pelytides is the main function attributed to
the corresponding proteins (Pacifici and Dacie93)9

The present experiment was carried out on two liima$ of grass pea that appear to differ in
their strategies to cope with drought stress (Rirdyg personnal communication). The results
presented here did not highlight striking differeadetween the two lines in their responses
to the treatment with lead, either at the phenalalgor at the cellular levels. Therefore the

conclusions brought about by these results appbptb lines equally.
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CHAPITRE IV :

ARTICLE N°3 .
ETUDE DE L’EFFET
DE L’EDTA (CHELATEUR) SUR
L’ACCUMULATION DE PLOMB LORS D’UNE
EXPOSITION LONGUE (14 JOURS)

CHEZ LE Lathyrus LIGNEE ‘BANGLADESH’
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Ce travail fait I'objet d'un article en cours deada&tion qui sera soumis pour publication au
journal Chemosphere, sous le titre « Impact d’uélateur artificiel sur I'accumulation de
plomb dans les plantes de gesse commuathyrus sativuslignée locale ‘Bangladesh’) ».
Le texte en italique correspond a des remarquesi@digureront pas dans l'article qui sera

soumis pour publication.

L’étude de l'accumulation de plomb dans les plardesgesse commune a la fin d’un
traitement de courte durée (5 jours) a montré gumlluant était présent uniquement dans les
racines (Bruneet al, soumis). Deux hypothéses peuvent expliquer adtaés 1) la durée de
I'expérimentation étant courte, les mécanismes tianslocation » du plomb n'ont pu se
mettre en place ; 2) le plomb dans les racines @watfortement lié a certaines structures
cellulaires. Afin de tester ces hypothéses, uneveltl expérimentation a consisté a 1)
augmenter la durée de la culture hydroponique @14 jours et 2) utiliser un chélateur
I'EDTA pour faciliter la translocation du Pb. Erfe&f'EDTA se complexe avec les ions?Pb

de maniére équimolaire, ce qui accroit sa mobilite.

Le matériel végétal considéré dans cette étuddad#née locale ‘Bangladesh’. Elle a été
choisie en raison de son meilleur taux de germamataucune autre différence significative
entre elle et l'autre lignée locale ‘Raipur’ n‘ayamté mise en évidence dans les études

précédentes.
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1. Expérimentation

Des plantuled_athyrus sativugde la lignée locale ‘Bangladesh’ agées de sixsjamt été
conditionnées au milieu Hoagland 1/10 sur de lan@ilite, pendant huit jours. Les plantes
sont alors placées en culture hydroponique. Cirggaxi de culture ont été testés, tous a base
de solution Hoagland 1/10 sans phosphate : 1) @®&n®)i 0.5 mM Pb(Ng),, 3) 0.5 mM
Pb(NQ), et 0.5 mM EDTA, 4) 0.2 mM Pb(Ng) 5) 0.2 mM Pb(NG), et 0.2 mM EDTA. La
quantité d’'EDTA ajoutée a été ajustée afin que leWlRb présent dans le milieu soit lié a la
totalité de I'EDTA. Les plantes ont été récoltégwea huit et 14 jours de culture
hydroponique. Une partie des racines est rincéelgrgrune heure dans une solution d’H-
EDTA a1l mM.

Cette expérimentation a permis d’étudier les viametde divers parametres :

» développement des plantes : longueur des tigegstatines principales ; indice de
tolérance (TI, tolerance index),

» contenu relatif en eau des tissus foliaires (RVe@tif water content),

» teneurs en Pb dans les racines et les feuilless apn@éralisation par spectroscopie
(ICP-OEYS),

» expression par PCR gquantitative de génes impligaés la réponse des plantes a la
contrainte induite par la présence de Pb: cystpmmease (CP), homoglutathion
synthétase (hGSHS), glutathion réductase (GR) et sgsteme de transport
(transporteur CNGC),.

L'isolement d’autres géenes codant des protéinesralesport de métaux lourds tels qu’un
canal de type ZIP, un symport de type NRAMP etntip@rt de type CDF a été tenté par RT-
PCR. Les amorces dégenérées ou hétérologues esilisént pas abouti a des amplifications

spécifiques, de nouvelles amorces vont étre testées
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2. Principaux résultats

2.1.Isolement d’'un ADNc partiel d'un transporteur de type CNGC de
Lathyrus sativus

Une séquence partielle d’ADNc correspondant a amsporteur de type CNGC a été
amplifiée par RT-PCR a partir d’ARN de feuilles Hathyrus sativusavec des amorces
dégénérées (sens : *TYTTYTAYTGYTTYTGGTGG® ; anti-sens :
*TCRTCCATYTTYTCRAACAT *) correspondant & des régions conservées de sisuéa
CNGC chez plusieurs espéces végétales. L'analykestmuence en acides aminés déduite et
sa comparaison avec les bases de données protémpiegermis de lidentifier : elle
correspond a une séquence de CNGC (Fig. 17) pedaed8 % d'identité avec le CNGC
d’Arabidopsis thaliana (NP200125). Les amorces spécifigues sens LsCNGCF1
(C'AAAGGAGGGATGCAGAACAAT?) et anti-sens LsSNGCR1
("GCACCCTCATCAGCAAATCTA*) ont été choisies pour les analyses par RT-PCR en

temps réel.

CNGC| NH, | H 1 M Kkl E|g;| ‘;Z;Z;é[\il_viPle_dji; COOH 716 aa

S1-6: hydrophobic domains
P: predicted pore region
cNMP-BD: putative cyclic monophophate — binding éam

Figure 17 Représentation schématique de la protéine pmgait le gen€NGC La région indiquée
entre les deux fleches correspond a la séquentéique déduite de la séquence d’ADNCc isolée chez
le Lathyrus sativus

2.2.Contenu en Pb dans les plantes deathyrus sativus
Les plantes cultivees en présence de 0.5 mM de @fIdresentent une teneur en Pb dans
les racines similaire a celle observée précédemieenmoyenne 138.50 mg Pb/g de masse
seche aprés 14 jours de culture ; Fig. 18). Damplentes traitées au Pb(j)ea 0.2 mM, les
valeurs obtenues sont légerement inférieures. Apgrgsmge de ces racines avec de I'H-
EDTA, les quantités de Pb rémanentes (non échaleg@awmnt de 32.55 et 17.20 mg Pb/g de
masse seche aprés huit jours de traitement autenitea Pb a 0.2 mM et 0.5 mM

respectivement. Elles sont de 75.07 et 47.52 mg Eb/ masse séche aprés 14 jours de
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traitement au nitrate de Pb a 0.2 mM et 0.5 mM.(EB). Le contenu en Pb dans les tiges et
les feuilles de ces plantes est inférieur a 5 rdg/ghasse séche.

L’ajout d'EDTA dans le milieu de culture, diminuerfement la quantité de Pb fixée de

maniere échangeable. Le Pb absorbé par les plantkisees en présence de 0.2 mM de
Pb(NGs), et 0.2 mM d’EDTA, est a huit jours, 2.5 fois moingportante que celui des plantes

cultivées avec le Pb seul et a 14 jours 5 fois mamportante (Fig. 18). Pour les plantes
cultivées avec 0.5 mM Pb(NR et 0.5 mM EDTA, les quantités de Pb absorbées gmr |

plantes sont équivalentes avec ou sans ajout d’EF-8A remarquable, en présence d’'EDTA
la concentration en Pb dans les racines dimineelkt dans les feuilles augmente atteignant
68.52 mg Pb/g de masse seche dans les feuilleglalggs cultivées pendant 14 jours (Fig.

18). L’augmentation de la mobilité du Pb par comate®on avec 'EDTA change donc sa

répartition dans la plante au profit du systemmiia.
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Figure 18: Contenu en Pb (mg Pb/g de masse séche) daptatdes dd.athyrus sativuscultivées
pendant 8 (a) et 14 (b) jours dans du milieu Hoalgl/10) sans phosphate additionné de 0.5 mM
Pb(NGy),, 0.5 mM Pb(NQ@), + 0.5 mM EDTA, 0.2 mM Pb(Ng», 0.2 mM Pb(NG), + 0.2 mM
EDTA ou non (control). roots : racines ; rinced teooracines rincées a I'H-EDTA ; stems : tiges ;
leaves : feuilles (n=3).

2.3.Développement des plantes et contenu relatif en eades feuilles de
Lathyrus sativus
Par comparaison avec les plantes témoins, I'ajelRlil accompagné ou non d’EDTA dans le
milieu de culture induit une inhibition de la creésice des racines et des tiges (Tableau 14).
Ceci se traduit par de faibles indices de tolérgableau 15). Aprés 14 jours l'indice le plus

faible est corrélé a la chute la plus force lediae (- 8.4 %) et ceci pour le traitement 0.5 mM

et EDTA.
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Comme dans le cas de I'étude précédente, le traitepar le Pb induit une réduction de la
surface foliaire des plantes. Cependant un faitveau intervient : le développement de
chloroses dans les feuilles des plantes cultivégsrésence de Pb et d'EDTA (données non
fournies).

Les valeurs du RWC des plantes cultivées en présem©.5 mM Pb(Ng), sont plus élevées
gue celles des témoins, quel que soit la duréeaitement (Tableau 16). Les valeurs sont
plus faibles chez les plantes traitées avec 0.2daN?b(NQ), qu'avec 0.5 mM de Pb(N{D
(Tableau 16). Au niveau hydrique, a huit jours, Gioke concentration en Pb/EDTA (0.5
mM) a le méme effet qu’'une faible teneur (0.2 mM).

root length (cm)
treatment 0d 3 d 124
control 86+19 29.2+45 33+4.4
Pb 0.5 mM 86+1.6 88+ 1.7 8.7x21
Pb 0.5 mM + EDTA 105+1.6 10+1.1 8.5+3.0
Pb 0.2 mM 131+1.2 109+1.1 10.9 £ 0.8
Pb 0.2 mM + EDTA 9.0+£3.3 8.2+£35 8.8+£3.0
stem length (cm)
treatment 0d 3 d 124
control 141+£1.2 32.1+23 41.5+3.8
Pb 0.5 mM 13.0+1.5 152+1.7 154 +1.9
Pb 0.5 mM + EDTA 12.1+1.4 14.7+1.3 149+1.3
Pb 0.2 mM 13.1+1.2 15.1+1.3 15.2 +1.4
Pb 0.2 mM + EDTA 12.3+1.6 158+1.5 16.4+1.8

Tableau 14 Longueur maximale des racines (root) et tigémngy deLathyrus sativugultivées dans
du milieu Hoagland (1/10) sans phosphate additiale®.5 mM Pb(Ng),, 0.5 mM Pb(N@), + 0.5
mM EDTA, 0.2 mM Pb(NG),, 0.2 mM Pb(N@), + 0.2 mM EDTA ou non (control) (n=4).
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Tableau 15 Indices de tolérance (%) des planted dthyrus sativusultivées 8 et 14 jours dans du
milieu Hoagland (1/10) sans phosphate additionn@.slenM Pb(NQ),, 0.5 mM Pb(NQ), + 0.5 mM
EDTA, 0.2 mM Pb(NQ)2, 0.2 mM Pb(N@), + 0.2 mM EDTA.

TI (%)
treatment 8d 14 d
Pb 0.5 mM 30.1 26.4
Pb 0.5 mM + EDTA 34.2 25.8
Pb 0.2 mM 37.3 33.0
Pb 0.2 mM + EDTA 28.1 26.7

Tableau 16Contenu relatif en eau dans les feuilled dthyrus sativugultivées 8 et 14 jours dans du
milieu Hoagland (1/10) sans phosphate additionn@.8enM Pb(NGQ),, 0.5 mM Pb(NQ), + 0.5 mM
EDTA, 0.2 mM Pb(N@),, 0.2 mM Pb(N@), + 0.2 mM EDTA ou seul (control). ND : non détendi
(feuilles sénéscentes).

treatment RWC (%)
8d 14 d
Control 93.4+4.73 91.10+3.51
Pb 0.5 mM 94.4 + 2.85 94,71 +1.91
Pb 0.5 mM + EDTA| 83.86+7.58 ND
Pb 0.2 mM 82.76 + 7.58 89.89 +5.82
Pb 0.2 mM+ EDTA| 95.10+1.06 ND

2.4.Analyse de I'expression des géenes ciblés
Dans les racines, I'accumulation de transdrekRGSHSest inversement liée a la quantité de
Pb dans le milieu de culture, avec un effet légerdmeégatif de I'EDTA (Fig. 19).
L’expression de lasCPvarie peu en réponse au Pb par rapport aux témgdarscumulation
de transcrits desGRest positivement reliée a la quantité de Pb damsilieu, avec un effet
légerement stimulant de 'EDTA. Le gene codantrémsporteur CNGCLECNGQ présente
peu de variation dans son expression sauf en &skn0.5 mM de Pb(N® et d’'EDTA, ce
qui représente un effet trés positif sur 'accurtialadu Pb (Fig. 19).
Au niveau des feuilles, peu de variations sont mtésedans I'expression dssCNGC(Fig.
19). La stimulation (multiplié par deux) de l'acculation de transcrits de.sCP est
généralisée quel que soit le traitement (Fig. Udje forte stimulation de I'accumulation de
transcrits dd.shGSHSest observée avec d’'une maniére générale le midt la tendance

remargquée dans les racines, c'est-a-dire la limitade 'augmentation de I'accumulation de
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ce transcrit pour la concentration la plus élevée Rb. La relation entre les niveaux

d’expression de lasGRet d’exposition au Pb est identique a celle ols®mdans les racines.

6 -—
5 -
c
©
© Ocontrol
=
E OPb0.5 mM
c
g BPb0.5 MM+ EDTA
° BPb0.2 mM
>
= ®WPbh0.2 mM+EDTA
Ko

GR
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'§ 4 Ocontrol
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g 3 BPb05 mM+EDTA
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2 2
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D
—_ 1 _
0 - . i
CNGC CP
b

Figure 19: Quantification des transcrits ’ARNmM deCNGC LsCP, LshGSHStLsGRpar PCR en
temps réel (QPCR) dans les racines (a) et feuilsle plantes deathyrus sativuscultivées, huit
jours, dans du milieu Hoagland (1/10) sans phosphdditionné de 0.5 mM Pb(Nf@ 0.5 mM
Pb(NG), + 0.5 mM EDTA, 0.2 mM Pb(Ng},, 0.2 mM Pb(NG@), + 0.2 mM EDTA ou non (control).
LspUBQ a été utilisé comme géne de référence (n=3).
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3. Discussion

Comme l'avait montré les cultures précédentesplastes cultivées en présence de Pb (0.2
mM et 0.5 mM Pb(NG),) cessent de grandir.

Comme observé précédemment a la fin du traitemesnptantes au nitrate de Pb, la majorité
du Pb accumulé se situe dans les racines. La tfiaotale de Pb fixée (représentant le Pb
échangeable et non échangeable) est déja tréstanfwaprés 96 h de culture (Brueétal,
soumis) et augmente peu lors d’'une culture plugden ce qui signifie que les sites de
liaisons du Pb a I'extérieur des racines sont &pieht saturés. Le Pb peut se lier sur des sites
échangeables des parois cellulaires ou y précipdas forme de carbonate de Pb (Jarvis et
Leung, 2002). Les quantités de Pb non échangeabigsquant a elles différentes suivant la
durée du traitement. La quantité de Pb non échateyeat mesurée sur les racines ayant subi
un rincage avec une solution d'H-EDTA (1 mM). CHeg plantes cultivées en présence de
0.5 mM de Pb(Ng), pendant huit jours, 29 % du Pb total dans lesnescn’est pas affecté
par le chélateur. Précédemment, un rincage réalisé une solution d’EDTA (1 mM) apres
96 h de traitement au nitrate de Pb (0.5 mM) caaser7 % du Pb total des racines. L'H-
EDTA apparait donc comme un meilleur déssorbelrliiéchangeable.

Apres 14 jours de culture, les racines rincéesligEIDTA (1 mM) présentent 54 % de Pb non
échangeable. Ceci indique que leur capacité d’alisaret d’accumulation du Pb n’avait pas
atteint son maximum aprés huit jours de culturestl donc possible que les quantités de Pb
absorbées par les racinesla@ghyrus sativugpres 14 jours de culture ne correspondent pas a

leur capacité maximale d’accumulation.

Apres 14 jours de culture, trés peu de plomb esisporté vers les parties aériennes. Il est a
noter que contrairement a ce qui avait été obsmpveés cing jours de traitement, les quantités
de Pb détectées dans les feuilles ne sont pluggeables. L'immobilisation du Pb dans les
racines est couramment observé chez les Faba&egsnfheuses) (Piechalat al, 2002),
c’est pourquoi I'ajout d’'un chélateur tel que 'EREst frequemment employé (Huaepal,
1997; Epsteiret al, 1999; Luoet al, 2005). Les ions Pb liés a 'EDTA traversent plus
facilement la membrane plasmique, facilitant agtn absorption (Vassdt al, 1998; Sarret

et al, 2001; Huanget al, 2008). Dans le cas diathyrus sativusla quantité de Pb absorbée
(non échangeable) par les plantes n‘augmente psgul® les ions Pb sont complexés avec

138



Chapitre IV

'EDTA. Comme il était possible de s’y attendre,dckage dans les racines diminue au
profit de I'accumulation vers les parties aérienrles quantité de Pb dans les feuilles des
plantes traitées au Pb(N@ (0.5 mM) et EDTA est multiplice par 65. L'EDTA a
préalablement été montré comme facilitant le trartsgu Pb via le xyleme (Huargt al,
1997). Pour cela le complexe Pb-EDTA doit intédmeroie symplastique.

Le CNGC est le premier canal membranaire dont licagion dans le transport du Pb a
travers la membrane plasmique a été démontré (&tazi, 1999). L’accumulation de son
transcrit est fortement stimulée dans les racimsspliantes cultivées en présence de 0.5 mM
de Pb(NQ), et EDTA, racines dans lesquelles le Pb ne s’actaipas. Ceci pourrait indiquer
gue les canaux CNGC ont facilité I'entrée du Pb glexé dans les cellules et permis son
transport par la voie symplastique. Un deuxiemeesys de transporteur sera nécessaire afin

que le plomb sorte de cette voie de transport &tedans le xyléme.

D’autre part la formation de complexe Pb-EDTA pereteez certaines espéces végétales de
diminuer les effets délétéres que le Pb a surlbstgs (Vassiet al, 1998; Piechalakt al,
2003). Dans le cas duathyrusla quantité de Pb liée a I'extérieur et a I'inéén des racines
est diminuée, indiquant que la chélation entre MADet le Pb inhibe bien les capacités de
lisison de ce dernier aux structures cellulairear €ontre il n'évite pas l'inhibition du
développement des plantes. Mais nous ne savonsepas!’il advient des complexes Pb-
EDTA dans les cellules, mais le Pb localisé dassféiilles induit une chlorose de ces
dernieres indiquant qu’il demeure toxique.

L’accumulation de transcrits dessCP au niveau des racines ne varie pas significativeraee
fonction des traitements, ceci pourrait indiquee de transport du Pb-EDTA par la voie
symplastique n’induit pas une augmentation de Entjté de protéines a dégrader. Dans les
feuilles, le génd.sCP est surexprimé chez toutes les plantes traitédgpendamment de la
localisation du Pb ou de la concentration en Pniieu. La présence de Pb dans le milieu de
culture semble systématiquement induire la suresgima deLsCP. De plus cette réponse
s’inscrit dans la durée puisqu’elle subsiste aprésjours de traitement.

Dans les racines, I'expression dd_LehGSHSeste équivalente a celle des témoins alors que
dans les feuilles elle augmente en fonction deuantité de Pb présent dans le milieu de
culture et indépendamment de la présence de 'EB0&dte augmentation d’accumulation de
transcrit peut signifier une induction de la systhnde hGSH dans les feuilles permettant ainsi

'augmentation de molécules de hGSH disponibles pedier au Pb (Reddst al, 2005) ou
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directement au radicaux oxygénés (Barclay, 198®uetine activation du fonctionnement
d'un cycle tel que le cycle ascorbate-glutathionistfanctionnant avec I'homoglutathion
(Iturbe-Ormaetxe et al 2001). De plus, nous aviorantré précédemment (Brunet al,
soumis) qu’apres cing jours de culture en préselecaitrate de Pb (0.5 mM), 'hGSH ne
paraissait pas impliqué dans les réponsesatlayrus Lors d’un traitement plus long une néo
synthese d’'hGSH semble s’effectuer ceci pourraitespondre a I'épuisement du stock
d’hGSH dans ces plantes. Enfin l'induction dans ftasines et dans les feuilles de
I'expression de ld&sGRen présence d’'une forte quantité de Pb indiquemialisation plus
importante de GSH dans le cycle ascorbate glutatbiainsi peut étre une augmentation de
la prise en charge des ROS (Reétigl, 2005; Mishreaet al, 2006).

Les différents traitements appliqués aux planted albyrus sativusdans cette étude ont
permis de mettre en évidence la présence indispkenda I’"EDTA dans le transport du Pb
absorbé par les racines vers les parties aériehassrariations dans I'expression des genes
permettent de penser que les réponses du systetioxydatif via le cycle ascorbate-
glutathion sont surtout affectées par la quantééPth dans le milieu plus que par la forme
sous laquelle il s’y trouve (chélaté ou non) ounbieéme par sa présence dans l'organe
étudié. Ceci concorderait avec I'hypothése que ramams faite dans I'étude précédente sur
I'induction d’'un signal systémique en réponse arkesence de Pb dans le milieu de culture.
De plus une augmentation de la synthese d’hGSHjurdait I'implication de cette molécule

dans la prise en charge du Pb et/ou des ROS long @ulture de plus longue.
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CHAPITRE V :

PROJET D’ARTICLE N°4
CARACTERISATION D’UN ADNC COMPLET
DE CYSTEINE PROTEASE ISOLE DE
FEUILLES DE Lathyrus sativud_.
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1. Introduction

Il existe deux grandes catégories de protéases erdoprotéases et les exoprotéases. Les
exopeptidases hydrolysent les protéines par I'extéeC-terminale : carboxypeptidases ou N-
terminale : aminopeptidases. Les endoprotéasesatéiases sont des enzymes intervenant
dans la dégradation des protéines cellulaires ele@@aminés. Elles interviennent aussi bien
dans la régulation de processus au cours de I'éntege (croissance et développement) qu’en
réponse aux contraintes environnementales. Elldsotysent les liaisons peptidiques et sont
classées en fonction de I'acide aminé situé damssiée actif. Il existe ainsi quatre catégories
majeures d’endoprotéases : les cystéines protdasesgrines protéases, les metalloprotéases
et les aspartiques protéases.

Il existe 826 protéases chAzrabidopsis thalianaregroupées en une soixantaine de familles,
678 protéases ont été trouvées cbeyza sativa(van der Hoorn, 2008). Parmi ces protéases
plus d’'une centaine sont des cystéines protéalsegiste une base de données : MEROPS
(http://merops.sanger.ac.uk/) qui regroupe 665Mtigheses dont les protéases, leurs substrats
et leurs inhibiteurs connus (Rawlings$ al, 2008). D’apres la nomenclature de la base de
données MEROPS ces protéinases sont représeardedgttre C. Il existe un grand nombre
de familles de protéinases C (indiquées par un nurdé 1 a 89) déterminées d’'apres leur
structure et leur fonction. La famille des C1 esllec des papaines et de ses homologues
(cathepsines, procaricaine...). Les papaines sontm@speptidases ayant comme substrat
préférentiel les acides aminés aromatiques ou ipydtues.

Dans le génome completement séquenégatiidopsis thaliana4l peptidases C1 ont été
identifiées, 44 dans celui @tyza sativa cing chezPhaseolus vulgarjssix chezPisum
sativum huit chezGlycine maxmais aucune encore chez kthyrus sativu§MEROPS).

Cette famille C1 se divise en deux sous famillea @LC1B. Les protéases a cystéine de la
sous famille C1A présentent des ponts disulfuresaecumulent dans les vésicules, vacuoles
ou dans l'apoplaste. Au contraire, les protéaseB €bnt pas de ponts disulfures et sont
localisées dans le cytoplasme (Rawlirgisal, 2006). Seules les plantes contiennent des
protéases C1A (van der Hoorn, 2008). Ces proté&nseet synthétisées sous la forme d’'une
préproprotéase non active, composée du domainéga®iC1 précédé d’'un prodomaine auto-
inhibiteur et d'un peptide signal (Taylet al, 1995). Le site actif de ces protéinases C1A
contient une cystéine et une histidine. Deux auéiddes aminés jouent un réle important

dans la catalyse : une glutamine, précédent l&ioystu site actif et qui induit la formation
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d'un « oxyanion hole », et une asparagine qui tgide noyau imidazole de lhistidine
catalytique (Lewiset al, 1981; Rawlings et Barrett, 1993).

Les cystéines protéases peuvent posséder un psgitd. Cette séquence constituée de 15 a
30 acides aminés se retrouve a I'extrémité N-temtmiles protéines destinées a traverser la
membrane du réticulum endoplasmique. Il permet fmssage dans I'appareil de Golgi et
leur exportation dans des vésicules (van \diadl, 2003).

Les protéases de type papaine sont impliquéeslaaesception des pathogenes, la résistance
aux maladies, la défense contre les insectes sérascence (van der Hoorn, 2008). Une
augmentation variable de I'accumulation du trangttine cystéine protéase chez I'arachide a
été observée en réponse a difféerents degrés dersésh (Dramet al, 2007), de plus ce
gene répond a la présence de Pb dans le miliewlteec des plantes deathyrus sativus
(Brunetet al, soumis).

Dans la mesure ou les protéinases a cystéinesvieriaent majoritairement dans les
processus de dégradation cellulaire en réponse@uixaintes biotiques et abiotiques, il nous
a semblé important de tenter d’obtenir la séquenogplete de 'ORF d’une cystéine protéase

deLathyrus sativuet d’en étudier la structure.

2. Isolement d’'un 'ADNc complet codant une cystéine mtéase putative

chezLathyrus sativus

2.1.1solement d’'une région de 'ADNc d’une cystéine pritase chea athyrus
sativus
Un fragment de 'ADNc d’'une cystéine protéase ldghyrus sativusa été isolé a partir
d’ARN totaux de feuilles de plantes de la lignéarBladesh’. Cette séquence de 721 paires
de bases (pb) a été isolée par RT-PCR a l'aide afees dégénérées (sens: potCPF1
*GTGTYAATCAKTTTGCTGAT? ; anti-sens : potCPR2
*TTCCCCATYTCCATYTTGAA?®). La séquence de ces amorces a été déterminégira pa
de séquences consensus identifiées par alignenasnis@uences protéiques de cystéine
protéases C1A dBisum sativun{Z68291), deMedicago sativgDQ492683) et d®rassica
oleracea(AF454960) (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blasi)d.e fragment isolé des feuilles
deLathyrus sativug été nommeésCP.
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La séquence du fragment d’ADNisCP est proche d'un fragment des séquences de cystéine
protéase présentes chez d'autres plantes de ldl€fades Fabaceae (Pisum sativum,
Medicago sativa, Cicer arietinumet Glycine max mais differe de celle d'une

CampanulaceaPlatycodon grandifloruset d’'uneRutaceadCitrus sinensis(Tableau 17).

Tableau 17 Pourcentage d'identité entre la séquence nudl§ae partielle de 721 pb d’'un ADNc de
cystéine protéase putative de feuillesLaghyrus sativuet les séquences correspondantes d’ARNm
d’autres especes végétales. Le nom de la séqusihceld@ correspondant a la référence GenBank.

R . . " Accession
0
Espéce végétale Séquence Identité (%) dans GenBank

Pisum sativum ARNmM d’'une cystéine protéage 95 Z68291.1

Medicago sativa '(A\CRPI\llr)n d’'une cystéine protéase 92 DQ492683.1

Cicer arietinum ARI\{m partiel d'une cystéine 90 %93220.2
protéase (gene cacG?2)

Glycine max ARI\{m d’'une putative cystéine 82 EF440354.1
protéase

Platycodon ARNmM d’une cystéine protéase

grandiflorus (PgCP2) 8 AB363729.1

Citrus sinensis ARNmM d’'une cystéine protéage 77 EF690284.1

2.2.1solement de la région 5’ de 'ADNcLsCP de Lathyrus sativuscodant pour
une cystéine protéase putative

A partir de la séquence partiellesCP, des amorces strictes ont été dessinées pour
I'amplification par 5° RACE PCR (5/3' RACE Kit, 2h Generation (Roche, France)) de
'extrémité 5’ deLsCP. La réaction a été realisée a partir de I'extdd®®RN totaux utilisé
pour l'isolement dé.sCPet avec les amorces spécifiques anti-sens susante
LsCPraceR1 % CTCGTCAGGAAGATTAGCAT
LsCPraceR2 > CCTTCAGAGTAGCAGAGCAA
LsCPraceR3 > GAGCAGCACCAAGTCTATGA®
L’amplification avec I'amorce LsCPraceR1 a permisbtenir un fragment de cystéine
protéase putative d’environ 500 pb, celle avec ksaCER2 un fragment de 450 pb et
finalement celle avec LsCPraceR3 un fragment deph3Ze fragment a été cloné et 3 clones

ont été séquenceés. Les séquences obtenues aliaietigues.
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Cette séquence correspondant a la région 5 deNADsCP a été analysée par le logiciel
BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) atété identifiee comme un ADNc partiel de
cystéine protéase. Cette séquence est proche s cie trois Fabacées (légumineuses)

(Pisum sativum, Medicago satieaCicer arietinum (Tableau 18).

Tableau 18 Pourcentage d’identité entre la séquence nudl§ae partielle de la région 5 d’'un
ADNCc de cystéine protéase putative de feuilled anyrus sativuset les séquences correspondantes

d’ARNm d’'autres especes végétales. Le nom de laesdg est celui correspondant a la référence
GenBank.

. . . o Accession
0
Espéce végétale Séquence Identité (%) dans GenBank
Pisum sativum ARI\{m d'une cystéine 95 768291.1
protéase
. . ARNmM d’une cystéine
Medicago sativa protéase (CP1) 84 DQ492683.1
Cicer arietinum | ARNM partiel d'une cysteine 84 X93220.2
protéase (gene cacG2)
Arabidopsis thaliana ARNm d une peptidase de 74 NM_125429.3
type cystéine
ARNmM d’'une cystéine
Brassica oleracea | protéase associée a la 73 AF454960.1
sénescence (CP5)
Brassica napus ARNmM de cystéine protéase 73 DQ209288

2.3.Isolement de la région 3’ de 'ADNcLsCP de Lathyrus sativuscodant pour
une cystéine protéase putative
La région 3’ de 'ADNcLsCP de cystéine protéase Hathyrus sativua été obtenue par 3’
RACE PCR avec I'amorce sens spécifiqisCRraceF1 {CTTGCTGTTGGATACGGAAT).
Son identification s’'est faite aprés analyse desémuence avec le logiciel BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Cetteqaénce est comme la précedente proche de

celle des Fabacées (léegumineuses) (Tableau 19).
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Tableau 19: Pourcentage d’identité entre la séquence nudl§ae partielle de la région 3’ d'un
ADNCc de cystéine protéase putative de feuilled anyrus sativuset les séquences correspondantes
d’ARNm d’autres especes végétales. Le nom de laeswg est celui correspondant a la référence
GenBank.

R . . o Accession
0
Espéce végétale Séquence Identité (%) dans GenBank
Pisum sativum ARI\{m d'une cysteine 94 Z68291.1
protéase
. : ARNmM d’une cystéine
Medicago sativa protéase (CP1) 84 DQ492683.1
Cicer arietinum | ARNM partiel d'une cystéine 82 X93220.2
protéase (gene cacG2)
Arabidopsis thaliana ARN,r_n d'une ,putat|ve 81 NM_114400.3
cystéine protéase
ARNmM d’'une cystéine
Brassica oleracea | protéase associée a la 81 AF454960.1
sénescence (CP5)
Arabidopsis thaliana ARNm d une peptidase de 81 NM_125429.3
type cystéine

2.4.Assemblage de trois fragments d’ADNc de cystéine préase putative de
feuilles deLathyrus sativus

La réunion des trois fragments d’ADNc de cystéinatgase déathyrus sativus LsCP (721
pb), la région 5’ (432 pb) et la région 3’ (363 pb)
(http://www.bioinfo.hku.hk/services/analyseg/cgirmiap_in.pl) a donné une séquence
nucléotidique de 1346 pb (Fig. 20). Aprés retras dwucléotides non spécifiques de cette
séquence, c’est a dire rajoutés par les amorcegdesons 5’ et 3' RACE PCR, la séquence
obtenue est constituée de 1285 pb et est noms@R1(Fig. 21).
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région5'
région5’
région5’
région5’
région5’
région5’

région5’
LsCP

région5’
LsCP

LsCP
LsCP
LsCP
LsCP
LsCP
LsCP
LsCP
LsCP

LsCP
région3

LsCP
région3'

LsCP
région3'

région3'
région3'
région3'

région3'

GACCACGCGTATCGATGTCGACTTTTTTTTTTTTTTTTGAGAGTAAAAGTTAGAAACTTT

TAGTACCAGAGTTTTGGGAGAGTGAGATGGCACAGTGGBTTGCTTATCGTTTTGTTCT
GCGTCACCACCGCCGCTGCCGGATTCAGCTTCCATGACTAATCCTATTCGAATGGTCT
CCGACGCGGAGGAACAGTTACTTCAGGTGATCGGAGAZBCGTCACGCTGTCTCTTTCG
CCCGTTTCGCTAACAGATACGGTAAGCTATACGATAGAG GATGAGATGAAGCTTCGGT
TTAAGATCTTCTCGGAGAATCTTGAACTTATCAGGTCTAETAATAAGAGACGACTCAGTT

ACAAGCTTGGTGTTAATCATTTTGCTGATTGGACTTGGBGGAGTTTAAAAGTCATAGAC
GTGTCAATCATTTTGCTGATTGGACTTGGG AGGAGTTTAAAAGTCATAGAC

TTGGTGCTGCTC
TTGGTGCTGCTCAAAATTGCTCTGCTACTCTGAAGGGTRCCATAAGATTACTGATGCTA

ATCTTCCTGACGAGAAAGACTGGAGGAAAGAAGGTATAGAGTGAAGTTAAAGATCAAG
GCCACTGCGGATCATGCTGGACATTCAGCACAACTGGBGTTGGAATCAGCTTACGCAC
AGGCATTCGGAAAGAATATCTCTCTTTCTGAGCAGCAGIIAGTGGACTGTGCTGGTGCTT
TCAATAACTTTGGATGCAGCGGTGGGTTGCCGTCACARETTTGAATACATTAAATACA
ATGGTGGCCTTGAGACAGAAGAAACATATCCCTACACTEBAAGTAATGGTCTCTGCAAAT
TTACATCTGAAAATGTTGCTCTTAAAGTCCTTGGCTCTACAACATCACCTTGGGTTCTG
AGGATGAATTGAAACATGCAGTTGCTTTTGCTCGGCCAOBAGTGTGGCATTTGAGGTGG
TGCATGACTTCAGATTATACAAGAGTGGAGTTTACACTSTACAGCTTGTGGCAACACAC

CCATGGATGTGAATCATGCTGTTCTTGCTGTTGGATACGAATTGAAGACGGCATACCAT
CTTGCTGTTGGATACG GAATTGAAGACGGCATACCAT

ATTGGCACATTAAAAATTCGTGGGGAGGTGATTGGGGAGCATGGCTACTTCAAAACGG
ATTGGCACATTAAAAATTCGTGGGGAGGTGATTGGGGAECATGGCTACTTCAAAATGG

AGATGGGGAA
AAATGGGGAAGAATATGTGTGGTGTTGCTACATGCTCECTATCCTGTTGTGGCCTAAA

AGGCAAATAGGGTGATGATGCCCAAAAGGATGCCTTGGACTTCCATCTTACACGTTAC
CTCTGTAGTTATTCATCTTAAACGTAAAATGCAGTGAGAAATGATAAGTCTTTGTTGAT
GTTAATCTGTAAAATAAGTTTGGAATTGAGACTCAATTTCTTCTAAAAGAAAAAAAAAAA

AAAAGTCGACATCGATACGCGTGGTC

Figure 20: Assemblage des trois fragments isolés de la@msstprotéase deathyrus sativug1346
pb) ; la région 5’ est surlignée en bleu, la rédis@P en rose et la région 3’ en jaune.
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AGAGTAAAAGTTAGAAACTTTTAGTACCAGAGTTTTGGGHEMIECACAGTGGT 60
SKS.KLLVPEFWESE B AQWwWS

CGTTGCTTATCGTTTTGTTCTGCGTCACCACCGCCGCTGCCGGAITUAMIGACT 120
LLIVLFCVTTAAAfGFEFHDS

CCAATCCTATTCGAATGGTCTCCGACGCGGAGGAACAGTTACTTRRGEIMSCAAA 180
NPI RMVEDAETEQ QLLOQVI GE S

GCCGTCACGCTGTCTCTTTCGCCCGTTTCGCTAACAGATACGGTRRGEAPAGCG 240
RHAVSFARTFANRYGKTLTIYP)YDTEWV

TTGATGAGATGAAGCTTCGGTTTAAGATCTTCTCGGAGAATCTT@ABATGGTCTA 300
DEMKTLRFIKI FSENLTETLI RSO

CTAATAAGAGACGACTCAGTTACAAGCTTGGTGTTAATCATTTTGRIGACTTGGG 360
N K RRLEYIKLGVINHTFADWT E WE

AGGAGTTTAAAAGTCATAGACTTGGTGCTGCTCAAAATTGCTCT@IGRAGGGTA 420
E FKSHRLGAAQNT CSA ATIL KGN

ACCATAAGATTACTGATGCTAATCTTCCTGACGAGAAAGACTGGEBBLAAATAG 480
H KI T DANULWPUDEIKDWRIKEGI V

TCAGTGAAGTTAAAGATCAAGGCCACTGCGGATCATGCTGGACATANGKGGAG 540
S E V K D DNCHSICHCHSHCIWENNENSEN T G A

CGTTGGAATCAGCTTACGCACAGGCATTCGGAAAGAATATCTCTGAGIZAGCAGT 600
LESANAQAFGKNI ELEEOQOQL

TAGTGGACTGTGCTGGTGCTTTCAATAACTTTGGATGCAGCGGTCGGHITACAAG 660
V D CAGAFNNEFSGCSGGL P S QA

CCTTTGAATACATTAAATACAATGGTGGCCTTGAGACAGAAGAARTAIMICACTG 720
FEYIl KYNGGLTETETETI NgPYTSG

GAAGTAATGGTCTCTGCAAATTTACATCTGAAAATGTTGCTCTTABABIGCTCTG 780
S NGL CKZFTSENVALIKVLGSYV

TCAACATCACCTTGGGTTCTGAGGATGAATTGAAACATGCAGTTGCTTHGCCCG 840
NI T L GEEDTELI KHAVYAFARPYV

TTAGTGTGGCATTTGAGGTGGTGCATGACTTCAGATTATACAAGSGTESAACTA 900
EVAFEVVHDTFRLYIKSGVY TS

GTACAGCTTGTGGCAACACACCCATGGATGTGAATCATGCTGTTGTTGGATACG 960
TACGNTR@DBPPMDVNHAVLAVGYG

GAATTGAAGACGGCATACCATATTGGCACATTAAAAATTCGTGGGBABEIGGTG 1020
I EDGI PY WHI KNSWGGUDWGD

ACCATGGCTACTTCAAAATGGAAATGGGGAAGAATATGTGTGGTERIAGETITCCT 1080
H GY F K MEMGIKNMCGVATCS S

CCTATCCTGTTGTGGCCTAAAAGGCAAATAGGGTGATGATGCCONAZAGE GGT 1140
N PVV A KANRVMMPKRMPW.

GACTTCCATCTTACACGTTACCTCTGTAGTTATTCATCTTAAACGTSEMNSTGAGA 1200
LPSYTLPL.LFILNYVK CSEI

TAATGATAAGTCTTTGTTGATGTTAATCTGTAAAATAAGTTTGGAAGAGRCAATTT 1260
MISLC.C.SVK.VWN. DSIS

CTTCTAAAAGAAAAAAAAAAAAAAA 1285
S KR KKK K
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Figure 21: Séquence nucléotidique et séquence d’acideséamidgduite de 'ADNc complet de
Lathyrus sativud.sCP1codant une cystéine protéase putative. La séquardante est en gras, la
méthionine de départ est surlignée en rouge, lmseervées du contexte du codon de départ en gras
et surligné, le codon stop en vert, la queue paghleu foncé, les trois motifs des sites actifsose,
jaune et orange, la séquence NTIR du propeptideriibal en gris et les différents sites de
phosphorylation (S, Y, T) en marron. Les quatrédiéscatalytiques sont soulignés, le site de civag
du peptide signal est indiqué par une fleche eimetfs des sites de glycosylation sont en italigtie

en rouge.

L’analyse de la séquence nucléotidique deLsCP1  sur BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) indique nai séquence de cystéine protéase
correspondant a un ADNc compldtsCP1 présente plus de 80 % d’identité avec quatre
séquences d’ARNmM de cystéine protéase de Fabaabkél 20).

Les extrémités 5 et 3' ont permis de dessiner @®@orces justes et d’amplifier par PCR
I’ADNc complet (One step RT-PCR Kit (Qiagen, Fra))ce

Tableau 20 Pourcentage d'identité entre la séquence nudl§aeLsCP1de cystéine protéase de
Lathyrus sativugt les séquences d’ARNm d’autres espéces végétalemm de la séquence est celui
correspondant a la référence GenBank.

R . . o Accession
0
Espece végétale Séquence Identité (%) dans GenBank

Pisum sativum ARNm d'une cysteine 95 768291.1

protéase
. . ARNmM d’une cystéine

Medicago sativa protéase (CP1) 88 DQ492683.1

Cicer arietinum ARNm partiel d'une cystéine 87 X93220.2
protéase (gene cacG2)

Glycine max ARNm complet d'une putative o, EF440354.1
cystéine protéase

Citrus sinensis ARN'm d'une cysteine 76 EF690284.1
protéase
ARNmM d’'une putative

Arabidopsis thaliana| cystéine protéase AALP 75 BT000676.1
(At5g60360)
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2.5.Analyse structurale de ’ADNc completLsCP1
L’analyse de la séquentsCP1(http://bioinfo.hku.hk/services/analyseq/cgi-biadtuc_in.pl)
a permis de localiser la phase de lecture (Fig. 21)
La séquence compléte de 427 acides aminés contie®RF de 351 acides aminés entre la
méthionine de départ a +48 et le codon stop a +1098

Les séquences de [I'ADNcLsCP1 et de la protéine déduite a été analysée
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/fasta33/index.html) paen déduire les pourcentages d’identité
(séquence nucléotidique) et de similarité (foncti@s acides aminés) avec les séquences les
plus proches (Tableau 21, Fig. 22).

Tableau 21 Pourcentage d’identité et de similarité entredquence protéique LsCP1 de cystéine
protéase déeathyrus sativuet les séquences les plus proche d’autres espégétales.

Espece végétale Séquence Identitg Similarité Référence
(%) (%) UniProt
Pisum sativum Cystéine protéase 95.4 98.6 Q41057
Medicago sativa Cystéine protéase 90.6 97.4 Q1KK73
Actinidia deliciosa Cystéine protéase Cpl 77.1 90.4 A5HIJ1
Citrus sinensis Cystéine protéase Cp 74.4 90.6 A7LAB9
Arabidopsis thaliana | Thiol protéase aleurain 73.7 93.7 Q8H166
Brassica oleracea Cystel_rTe p\)rotea,se 73.4 92.6 Q8wW178
associée a la sénescence
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LsCP1  ------ MAQWSLLIVLFCVTTAAAGFSFHDSNPIRMVS- ----DAEEQLLQVIGESRHAVSFARFANRYGKLYDSVDEMKLRFKIFSEMIRSTNKRRLSYKLGVNHFADWTWEEFKS
P.sativum  ------ MAQWSLLIVLFCVASAAAGFSFHDSNPIRMVS- ----DVEEQLLQVIGESRHAVSFARFANRYGKRYDSVDEMKLRFKIFSENIRSSNKRRLSYKLGVNHFADWTWEEFRS
M.sativa  ------ MAQWTLLIVFFCVATAAAGLSFHDSNPIRMVS- ----DMEKQLLQVIGESRHAVSFARFANRYGKRYDTVDEMKRRFKIFSBNESTNKKRLGYTLGVYNHFADWTWEEFRS

A.deliciosa ---MARTSFSLLIILIACVAGASSASTFDDENPIRTVVS DALREFETSILSVLGDSRHALSFARFAHRYGKRYETAEETKLRFAIFSENRSHNKKGLSYTLGVNHFADWTWEEFRR
C.sinensis MARPVQLVSSVILLLCCAAAASASASSFDDSNPIRLVSS DGLRDFETSVLQVIGQARHALSFARFARRYGKIYESVEEMKLRFATEBKRETNCKGLSYRLGLNKFADWSWEEFQR
A.thaliana --MSAKTILSSVVLVVLVAASAAANIGFDESNPIRMVS- DGLREVEESVSQILGQSRHVLSFARFTHRYGKKYQNVEEMKLRFESIBKERETNKKGLSYKLGVNQFADLTWQEFQR
B.oleracea MMSVRTILPSAVLLILIAASTAESIGFDESNPIRMVS- DRLREVEESVVQILGQSRHVISFARFAHRYGKRYENAEEMKLRFSIF[NE[NSTNKKGLSYKLGVNQFADMTWQEFQR

*-***** . *** ***** ***** ******* ****-******** ***

LsP1 HRLGAAQNCSATLKGNHKITDANLPDEKDWRKEGIVSEVKDQGHCGSCWTFSTTGALESAYAQAFGKNISLSEQQLVYDCAGAFNSERBSRESFEYIKYNGGLETEETYPYTGSNGL
P.sativum HRLGAAQNCSATLKGNHKITDANLPDEKDWRKEGIVSCGKDQGSCGSCWTFESTTGALESAYAQAFGKNISLSEQQLVYDCAGAFNSERBSGAFEYIKYNGGLETEEAYPYTGSNGL
M.sativa HRLGAAQNCSATLKGNHRITDVVLPAEKDWRKEGIVSE\KDQGHCGSCWTFSTTGALESAYAQAFGKNISLSEQQLYDCAGAFNSERBESRIFEYIKYNGGLETEEAYPYTGQNGP
A.deliciosa HRLGAAQNCSATTKGNHKLTEEALPEMKDWRVSGIVSRDQGHCGSCWTESTTGALEAAYKQAFGKGISLSEQQLVDCAGAFNGHEHESZA-EYVKYNGGLDTEEAYPYTGKNGE
C.sinensis HRLGAAQNCSATTKGNHKLTADVLPETKDWRESGIVSPKDQGHCGSCWTFSTTGSLEAAYHQAFGKGISLSEQQLVDCAQAFRNBIFBCMEE YIKYNGGLDTEEAYPYTGKDGV
A.thaliana TKLGAAQNCSATLKGSHKVTEAALPETKDWREDGIVSPKXDQGGCGSCWTFSTTGALEAAYHQAFGKGISLSEQQLVDCAGAFNBMSBIMEEYIKSNGGLDTEKAYPYTGKDET
B.oleracea TKLGAAQNCSATLKGTHKLTGEALPETKDWREDGIVSPKDQGGCGSCWTFSTTGALEAAYHQAFGKGISLSEQQLVDCAGARNBYRBIMEGEYIKSNGGLDTEEAYPYTGEDGT

vkkkkkkkkkk kk kook  kk kkkk kkkk Kk kkhkk kkkkkkkkkkkokkokk kkkkk kkkkkkkkkkkk kkkk *% % kkkkkkkkkok kkhkkkokkookkkkk »

LsCP1 CKFTSENVALKVLGSVNITLGSEDELKHAVAFARPVSVAFEVVHDFRLYKSGVYTSTACGNTPMDVNHAVLAVGYGIEDGIPYWHHINBW5DHGY FKMEMGKNMCGVATCSSYPVVA
P.sativum CKFRSEHVAVKVLGSVNITLGAEDELKHAIAFARPVSVAFEVVHDFRLYKSGVYTSTACGSTPMDVNHAVLAVGYGIEDGIPYWLGGBWCDHGYFKMEMGKNMCGVATCSSYPVVA
M.sativa CKFTSEDVAVQVLGSVNITLGAEDELKHAVAFARPVSVAFEVVDDFRLYKKGVYTSTTCGNTPMDVNHAVLAVGYGIEDGVPYWOENBI®DHGYFKMEMGKNMCGVATCSSYPVVA
A.deliciosa CKFSSENVGVQVLDSVNITLGAEDELKHAVAFVRPVSVAQVVNGFRLYKEGVYTSDTCGRTPMDVNHAVLAVGY GVENGVPYVEARMEMDSGYFKMEMGKNMCGVATCASYPVIA
C.sinensis CKFSSENVGVQVLDSVNITLGAEDELQHAVGLVRPVSVAEVVDGFRFYKSGVYSSTKCGNTPMDVNHAVVAVGYGVEDGVPY\BEKNSBHGYFKIKMGKNMCGIATCASYPVVA

A.thaliana CKFSAENVGVYQVLNSVNITLGAEDELKHAVGLVRPVSIAFEVIHSFRLYKSGVYTDSHCGSTPMDVNHAVLAVGYGVEDGVPYWGKDAEDKGYFKMEMGKNMCGIATCASYPVVA
B.oleracea CKYSAENVGVEVLDSVNITLGAEDELKHAVGLVRPVSIAFEVIHSFRLYKSGVYSDSHCGQTPMDVNHAVLAVGYGIEDGVPYWIGKNSWEDKGYFKMEMGKNMCGIATCASYPVVA

kK vk ok owokk kkkkkkkokkkkokke o kkkkek Kkeke  kkokk kkke *k kkkkkkkkkokkkkkokokokkk kkkkk * vkkk kkkkeokkkkkkkokkkokkkkok

Figure 22: Comparaison de la séquence en acides amin@saystEine protéase dathyrus sativud sCP1 avec les séquences homologues d’autresesspdisum
sativum (Q41057),Medicago sativa(Q1KK73), Actinidia deliciosa(A5HIJ1), Citrus sinensis(A7LAB9), Arabidopsis thaliana(Q8H166) etBrassica oleracea
(Q8W178). En gris (*) sont représentés les acigesmés conservés dans les sept séquences ; (:peapedes fortes similarités.) feprésente les similarités plus
faibles
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3. Caractéristigues de la séguence nucléotidiguesCP1 codant une cystéine

protéase putative chez athyrus sativus

3.1.Détermination de séquences spéecifiques
La phase codante desCP1a été déterminée précédemment entre I'ATG eniposi47 et le
TAA en position +1098, formant ainsi une ORF de3 @b (Fig. 21). Joshi a montré qu’il
existait un contexte conservé autour de I'ATG deatie: aaA(A/C)aAU&Cu. L'analyse des
nucléotides autour de I'ATG de départld&CP1permet de retrouver une grande partie de ces
bases et ainsi confirmer la fonction de départedecdon (Joshet al, 1997) (Fig. 21).
La queue de polyA contient 20 adénines et débutel266 (Fig. 21). Cette séquence

polyadénylée est partielle car en général ellest@sur environ 200 pb ou plus.

3.2.Cartographie de restriction
Une analyse de la séquencésCPl avec le logiciel «restriction map »
(http://www.bioinformatics.org/sms2/rest_map.htrpBrmet de déterminer le nombre et la
position des sites de restriction. Plusieurs sitesestriction se trouve sur la séquence dont :
Alul, Bglll, Dral, Hindlll, Ncol et Spel. Par cordgrles sites BamHI, EcoRI et Xbal sont
absents.

3.3.Analyse de la fréquence des bases
L’analyse de la fréquence des bases (http://mqgisseeur.fr/cgi-
bin/MobylePortal/portal.py?form=tacg) montre queséguence desCP1lest plus riche en A
et T qu'en G et C (Tableau 22).

Tableau 22 Fréquence des différentes bases dans la séque@bd

Base Fréquence (%)
T 28.58
C 19.94
A 26.12
G 25.36
G+C 45.30
A+T 54.70
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4. Caractéristigues de la séguence protéiqgue LsCP1 dgstéine protéase de

Lathyrus sativus

4.1.Structure générale de la LsCP1
L’'analyse de la protéine déduite desCP1 (http://bioinfo.hku.hk/services/analyseq/cgi-
bin/mwcalc_in.pl) indique un point isoélectrique @l&9 et une masse moléculaire de 38 700
Da.

L'étude de [l'usage des codons dans la séquence nteodade LsCP1
(http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/MobylePortal/paltpy?form=cusp) a permis de montrer que
certains codons ne sont jamais utilisés dans laes®g de cystéine protéase ldathyrus
sativuscomme GTA (V), ACG (T) et CGC (R).

L’analyse par « Prosite » (http://www.expasy.chészanprosite/) a permis de localiser deux
sites actifs de cystéine protéase. Le premier mesite actif « cystéine » (référence Uniprot
PS00139) et est situé entre les acides aminés 1862 QGHCGSCWTFST (Fig. 21),
correspondant au motif : Q-{V}-x-{DE}-[GE]-{F}-C-[YW]-{DN}-x-[STAGC]-[STAGCV].

Le deuxieme est un site actif « histidine » euctiqye (référence Uniprot PS00639) localisé
entre les acides aminés 295 et 305 : VNHAVLAVGYGg(R21), correspondant au motif :
[LIVMGSTAN]-{IEVK}-H-[GSACE]-[LIVM]-{GPSI}-[LIVMAT] (2)-G-{SLAG}-
[GSADNH].

Un troisieme site actif non localisé par le logiogst cependant présent sur la ségquence
LsCP1, il s’agit d’un site actif « asparagine »respondant au motif : [FYCH]-[WI]-[LIVT]-
X-[KRQAG]-N-[ST]-W-x(3)-[FYW]-G-X(2)-G-[LFYW]-[LIVM FYG]-x-[LIVMF]
(Nieuwenhuizen et al, 2007) situé entre les acides aminés 312 et 331:
YWHIKNSWGGDWGDHGYFKM (Fig. 21).

L’analyse par « InterProScan Sequence Search p:/(ivw.ebi.ac.uk/Tools/InterProScan/)
a permis de confirmer la position des deux prensées actifs et 'appartenance de LsCP1 a
la famille des peptidases C1A. Deux domaines odérgtijues de ces protéases sont
également présents : un domaine protéase C1A em@nal (référence Uniprot PF00112) et

un domaine inhibiteur de la protéase (129).
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La comparaison de la séquence protéigue LsCP1llawmse de donnée MEROPS permet de
confirmer I'appartenance de cette protéine a lalfardes protéases C1A de type papaine et
de la classer parmi les aleuraines (identifiant @RS : C01.041). Cette analyse nous donne
aussi I'emplacement des résidus catalytiques, GQJs, His et Asn respectivement en position

151, 157, 296 et 316 (Fig. 21). Ces résultats smntaccord avec l'analyse « Prosite »

précédente.

4.2.Recherche d’'un peptide signal
Un peptide signal est constitué de trois zonesndists : une région N-terminal (‘n-region’)
qui contient souvent des acides aminés chargésiyemsent, une région hydrophobe (‘h-
region’) composé d’au moins six acides aminés &t rggion C-terminale (‘c-region’) de
résidus non chargés contenant en position -3letsite de clivage.
La méthode NNs (neural networks) a été utilisée parlogiciel « SignalP 3.0 »
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (Emansefset al, 2007) et les résultats indiquent
la présence d’'un peptide signal a +47, avec urdsitelivage entre les acides aminés 18 et 19
(Fig. 21). La ‘n-region’ se situerait entre lesdes aminés 1 et 5, la ‘h-region’ entre les 6 et
14 et la ‘c-region’ entre 15 et 18.
La présence de la séquence N-P-I-R ati"2écide aminé dans le propeptide N-terminal
indique que la protéine LsCP1 sera dirigée aprésgaonnement de I'appareil de Golgi vers
les vacuoles lytiques (Matsuoka et Nakamura, 1%8dlyerdaet al, 1992; Nakamura et
Matsuoka, 1993; Paret al, 1996; Vitale et Raikhel, 1999)

4.3.Recherche des sites de glycosylation et de phospylation
La glycosylation des protéines se fait au niveau réticulum endoplasmique puis de
I'appareil de golgi, apres I'élimination du peptisignal.
La recherche des sites de glycosylation et donc adgmragines préedites pour étre N-
glycosyléeg(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/): Asn-X¢$aro)-Ser/Thr, a mis en
évidence trois sites de glycosylation au niveauAtas117, 177 et 246 sur LsCP1 (Fig. 21).

La phosphorylation des protéines enzymatiquesegsius souvent nécessaire a leur activation

et participe a la régulation de leur activite.

La recherche de ces sites de phosphorylation STiP1s
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(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) a donmé mbmbreux sites au niveau de huit

serines, trois thréonines et cinq tyrosines (Fig. 2

4.4.Recherche d’'un peptide de transit chloroplastique
Un grand nombre de protéines des chloroplastes demtprotéines codées par le génome
nucléaire et synthétisées dans le cytoplasme av@imé importées dans le chloroplaste grace
a un peptide de transit chloroplastique (Weil, 99& recherche de ce type de signal
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/) s’estéié&e négative pour LsCP1.

5. Discussion

Un nouvel ADNc complet de cystéine protéase a s ia partir de feuilles deathyrus
sativus La séquence d’ADNEsCPlest composée de 1285 pb et apres traduction dome
protéine de 35&cides aminés. La comparaison de cette séquentgaqu® avec les bases de
données protéiques et I'étude de sa structure pembeade l'identifier comme étant une
cystéine protéase de la famille des C1A de typaipap Cette séquence est composée dans la
région N-terminale d’'un peptide signal et d’'un dameainhibiteur de la protéase (129). La
région C-terminale contient un domaine caractépistides protéases C1A, portant les trois
sites actifs nécessaires a l'activité catalytiqgbay.(23). De plus cette séquence protéigue
présente des sites de glycosylation et de phosjatiory nécessaires a la maturation et a
I'activation de la protéine. La présence du pepsigmal permet de prédire la localisation de
la protéine LsCP1l dans la ‘voix sécrétoire’, ce @airrespondrait a une localisation
lysosomale.

Les cystéines protéases étant essentielles dagguéation de I'accumulation des protéines
non fonctionnelles, et suivant le modéle établi laboratoire dans la voie lysosomale
responsable de l'autolyse cellulaire adaptative ApQ’expression du géne codant cette
nouvelle cystéine protéase LsCP1 pourrait étreié&uen réponse a diverses contraintes ou
stimuli tels que la sécheresse, la salinité exeessu les phytohormones (ABA ou acide
jasmonique). Les variations de I'accumulation dasdcrits en réponse au Pb ont été étudiées
et sont décrites chapitres Ill et IV. La productide la protéine LsCP1 dans un systeme
hétérologue eucaryotique (baculovirus/cellules sgptes) pourrait permettre I'étude de ses
caractéristiques biochimiques et fonctionnellesiitro. Si la production de la protéine est
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suffisante, I'obtention d’anticorps polyclonaux pettrait d’étudier par hybridation Western,
les modalités de la traduction en réponse a do@ngraintes abiotiques.

site actif site actif site actif
\l, « cystéine » « histidine» « asparagine»
(=K — . » 35130
peptide pro domaineinhibiteur . ] ' I
Gln Cys domaine protéase C1A His  Asn

signal peptide delaprotéase

Figure 23: Schéma de la cystéine protéase LsCPL1 isoléelatthyrus sativug351 acides aminés).
Dans le peptide signal : ‘n-region’:l , ‘h-region’ : & ; ‘c-region’ : &=. Le site de clivage est
signalé par une fleche. GIn, Cys, His et Asn regmmtemnt les acides aminés catalytiques.
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CHAPITRE VI :

ETUDE PRELIMINAIRE :
ISOLEMENT D’UN ADNC PARTIEL CODANT
UNE PROTEINE DE TYPE ABC ET SES
REPONSES CHEZ DES PLANTES DE

Lathyrus sativud.. EXPOSEES AU PLOMB
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1. Introduction

La famille des protéines de type « ATP-binding ettes» (ABC) est une des plus grandes
connues chez les plantes. Ces protéines ont, suawarsous classe, des réles différents. Elles
sont impliquées notamment dans le transport potkrkauxine, le catabolisme des lipides, la
détoxification de xénobiotiques, la résistance maadies et le fonctionnement des stomates
(Rea, 2007). Une grande majorité de ces protéimaisdonc des transporteurs dont certaines
interviennent dans le transport des métaux louofisEfat des connaissances paragraphe
3.2.2).

Toutes les protéines ABC sont formées a la base alude deux domaines NBD (nucléotide
binding domain) et suivant la sous famille peuvprésenter un ou plusieurs domaines
transmembranaires, un domaine de liaisons, unengrte a I'extrémité C-terminale et un
peptide signal (Sanchez-Fernaneééal, 2001).

Les protéines ABC comportent 13 sous familles éles®n trois catégories : les transporteurs
ABC entiers: MDR (multidrug resistance), PDR (ptedpic drug resistance), MRP
(multidrug resistance-associated protein) et AOHBCA homolog), les demi transporteurs
ABC : PMP (peroxisomal membrane protein), WBC (etbtown complex homolog), ATH
(ABC2 homolog), ATM (ABC transporter of mitochondyiet TAP (transporter associated
with antigen processing) et les protéines ABC delib GCN (general control non-
represible), RLI (RNase L inhibitor), SMC (strualrmaintenance of chromosomes) et
NAP(non-intrinsec ABC protein) (Sanchez-Fernaneteal, 2001).

Parmi les protéines ABC solubles, les protéinetadmus famille des GCN (general control
non-represible) sont formées de deux NBD et ne i@omént pas de domaine
transmembranaire (Sanchez-Fernaneteal, 2001). Elles n’interviennent donc pas dans des
phénomenes de transport (Verrelr al, 2008). Chez la levure, ces protéines régulent la
traduction des protéines (Vazquez de Aldanal, 1994) et chez I'homme, elles participent a
la réponse inflammatoire impliquant les cytokin®ar{chez-Fernandetz al, 2001).

Chez Arabidopsis thaliana cing ORF ont été mis en évidence comme codant des
protéines de cette sous famille GCN (Sanchez-Fdezat al, 2001).
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2. Isolement d’'un ADNc partiel correspondant a une patie de la séguence

d’'une protéine de type ABC

Un fragment d’ADNc de GCN deathyrus sativugLsGCN a été isolé a partir d’ARN totaux
des feuilles de plantes de la lignée ‘BangladeSktte séquence de 993 pb a été isolée par
RT-PCR a l'aide d’amorces hétérologues (sens : MAGGCTTGAGGAAATA 3'; anti-
sens : 5" TGCTTTTCTGACCACCTG 3)).

L’analyse de cette sequentsGCN traduite en acides aminés, a permis de mettre en
évidence la présence partielle de deux cassetias IIATP appelées NBDs (nucleotide-
binding domains) (Davies et Coleman, 2000). La sdga LsGCN contient un motif ‘Walker
A’ [AG]-x(4)-G-K-[ST] retrouvé chez de nombreuseg Rases (Walkeet al, 1982) et une
signature spécifique des protéines de type ABC renappelée motif C [LIVMFY]-S-[SG]-
G-X(3)[RKAJ-[LIVMYA]-x-[LIVMF]-[AG] (Bairoch, 1992) (Fig. 24).

De plus, cette séquence présente de fortes ideraitéc une protéine ABC de type GCN
d’Arabidopsis thalianaet avec des protéines de type ABC mais dont légoaie n’est pas
déterminée dDryza sativeet deGlycine maxTableau 23).

De part sa structure composée de deux domaines NBfile séquencésGCN semble
correspondre a une protéine de type ABC et pluicpliérement a la sous famille GCN
(general control non-represible). Cette classiiicatievra étre confirmée aprés I'obtention de
la séquence compléte de cet ADNc chezdihyruspar 5’ et 3' RACE PCR.

Les protéines de type ABC ayant des structures agms) il sera nécessaire de prendre des
amorces correspondant a des séquences de dompéwqgaes se trouvant dans la sous
famille sélectionnée de transporteurs ABC, afimd'soler un et de tester son réle dans le

transport du Pb.
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GCN | NH, | |] |:::| COOH 715 aa

Walker A C motif Walker A C motif

en gris : premier nucleotide binding domain (NBD)
en gris foncé: second NBD

Walker A : motif ATPase

C motif : signature des proteins de type ABC

Figure 24: Schéma représentant la structure de la progadée par le géne de GCN. Les fleches
représentent le fragment isolé chekd¢hyrus sativu$sGCN.

Numéro d’acces

Espéces GenBank Identité (%)
Arabidopsis thaliana AAQ65167 90
Oryza sativa BAD23048 87
Glycine max AAL66714 80

Tableau 23 Pourcentage d'identité et de similarité entreséguence en acides aminés de LsGCN
d’'une protéine de type ABC deathyrus sativuset les séquences les plus proches d’autres especes
végétales

3. Expression du gene codant pour une protéine GCN

LsGCN ne correspond pas a une protéine de transmpéndant son expression dans des
plantes exposées au Pb a été analysée.

3.1.Expérimentation
Des plantuled.athyrus sativugde la lignée locale ‘Bangladesh’ agées de sixsjamt été
conditionnées au milieu Hoagland 1/10 sur de lam@irlite, pendant huit jours. Ces plantes
sont alors placées en culture hydroponique. Cidgguxi de culture sont testés, tous a base de
solution Hoagland 1/10 sans phosphate : 1) tém?jn0.5 mM Pb(N@),, 3) 0.5 mM
Pb(NQ), et 0.5 mM EDTA, 4) 0.2 mM Pb(N&  5) 0.2 mM Pb(N@), et 0.2 mM EDTA.
Les plantes sont récoltées aprés 8 et 14 joursitiere hydroponique. Une partie des racines

est rincée pendant une heure dans une solutiole@HA a 1 mM.

Les analyses d’accumulation de transcrité s@ CNont été effectuées par PCR en temps réel

(amorces  spécifiques  sens °CGAGTCACGAGCAGCATCTAT et anti-sens:

*CGATTCAAGCCATAAGACAGC®) & partir d’extraits d’ARN totaux de racines et de
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feuilles de plantes cultivées pendant huit joumssdi@s conditions de contraintes citées ci-
dessus.

3.2.Résultats
L’expression de.sGCNne varie pas dans les racines des plantes expagdds quelque soit
la composition du milieu (Fig. 25). L’accumulatide son transcrit est en moyenne multipliée
par trois dans les feuilles des plantes traitée$latavec ou sans EDTA par rapport aux

témoins (Fig. 25). Les différences entre les tmag@rts ne semblent pas significatives.

5 5 A Ocontrol
OPb0,5 mM

c 4 A c 4 A BPb0,5 mM+EDTA
@] @]
% % BPb0,2 mM
(&) (&)
=3 = 3 A ®Pph0,2 MM+ EDTA
c c
S @
o} ]
o o
(<)) 2 7 (<)) 2 7
2 2
K K
21 21

0 0

GCN GCN
a b

Figure 25: Quantification des transcrits ’ARNm deGCN par PCR en temps réel dans les racines
(a) et feuilles (b) de plantes dathyrus sativuscultivées, huit jours, dans du milieu Hoagland Q)
sans phosphate additionné de 0.5 mM PRJN@.5 mM Pb(N@, + 0.5 mM EDTA, 0.2 mM
Pb(NG),, 0.2 mM Pb(NG@), + 0.2 mM EDTA ou non (control). LspUBQ a été silicomme gene de
référence (n=3).

3.3.Discussion
Les quantités de Pb accumulées dans les plantesettke étude correspondent a celles
accumulées par les plantes de I'étude présentéeldarapitre 1V, les conditions de culture
étant identiques (Fig. 18).
L’expression dd_.sGCNn’est pas dépendante de la présence de Pb daraciess car le
degré d’expression ne varie pas quelque soit ietn@nt. Par contre, 'accumulation de son
transcrit est observée dans les feuilles de tdegegplantes exposées au Pb (Pb seul ou Pb-

EDTA) et ne contenant pas obligatoirement de PY. (B8). L'expression desGCNsemble
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donc impliquée par la seule présence du Pb damslieu de culture. Cette réponse pourrait
étre induite par le signal systémique se produisher les plantes deathyrusen réponse au
Pb (Brunett al, soumis).

Les protéines GCNs se retrouvent aussi bien clsezuearyotes que chez les procaryotes et y
sont connues pour participer dans des fonctionsgelation (Dassa et Bouige, 2001). Par
exemple, chez la levure, la protéine GCN20 a ététrée s’associant avec la protéine GCN1
afin de stimuler l'activitt de GCN2. La kinase GCNibhosphoryle ensuite le facteur
d’initiation de la traduction elF2 et conduit augmentation de la traduction de l'activateur
transcriptionnel GCN4 (Martoet al, 1997).

Malgré l'identification des séquences EST de qudie cinqg AtGCNSs et lisolement de
séquences similaires ch@zyza sativale rble de ces protéines solubles n’est pas idéfiez

les plantes. Il est possible, par comparaison, uppaser qu’elles interviennent dans des
processus de régulation de la traduction des mexégui seraient induits non pas par la
présence de Pb directement mais par un signalmsiggté qu'il induit chez les plantes de

Lathyrus sativus
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Discussion générale

L'objectif de ce travail de thése était d'étudiars |réponses phénologiques et
moléculaires de deux lignées Hathyrus sativus‘Bangladesh’ et ‘Raipur’, en réponse a la
présence d’'un métal lourd, le plomb, dans le milieuculture. Les réponses moléculaires
étudiées correspondent aux analyses d’expressiogedes impliqués dans les réponses
cellulaires a la contrainte oxydative, dans lexpssus d’autolyse cellulaire ainsi que dans les
processus de transport du plomb dans les plangssvériations dans I'expression d’'un géne
ne correspondent pas obligatoirement a des var@tdans l'activité enzymatique de la
protéine codée par le gene. Cependant, dans cedasmce parallele a été mis en évidence.
C'est la cas de la phospholipasen Wang, 2002). Chez ld.athyrus, des études
complémentaires en cours semblent montrer une laboé entre I'augmentation de
I'expression du géne codant la glutathion réductad@ctivité de cette enzyme (D. Contour-
Ansel, communication personnelle). Pour les augeases sélectionnés pour ce travail, le lien
entre les variations de leur expression et uneatran d’activité enzymatique reste une
hypothése étayée par des comparaisons avec dess éfféctuées chez d’autres especes
végétales.

La culture en hydroponie a été choisie pour leséegpces afin de controler la
quantité de plomb disponible pour les plantes. Apaemise au point d’un nouveau systeme
de culture hydroponique adapté aux lignées consdédifférentes variables ont été prises en
compte pour la réalisation des expériences. Celessuivantes :

1- la durée de I'exposition au polluant

2- la concentration en plomb et sa mobilité

3- la nature des tissus végétaux concernés paésamce du plomb

Les résultats expérimentaux vont étre discutés Eatexte qui suit en fonction de ces
variables afin de mettre en évidence les stratape®ponse au plomb mises en ceuvre chez
cette espece végétale. La variable « génotypest p&s retenue car malgré des différences
dans leurs réponses a une sécheresse contréléeubedignées deathyrus sativushoisies
dans ce travail ne présentent pas de différen@bleotoncernant leurs réponses au plomb.

164



Discussion générale et perspectives

1- Influence de la durée de I'exposition au nitrdeeplomb de plantes deathyrus

sativussur I'accumulation du polluant

Les durées d’exposition des plantes au nitratdahalpont varié entre 4 et 14 jours.

Les plantes déathyrus sativusaccumulent rapidement des gquantités importantes de
plomb. Dés 4 jours de culture en présence de B{®M Pb(NQ),) les teneurs en métal dans
les plantes de la lignée ‘Bangladesh’ sont en mogete 140 mg de Pb par g de matiere
séche. Cette valeur n'augmente que faiblement ldasgite du traitement et atteint apres 14
jours de culture 153 mg de Pb par g de matiéreesech

La teneur en plomb des plantesla@ghyrusest en partie formée par le plomb lié a des
sites échangeables a la surface des racines. t€essmblent rapidement se saturer en plomb
puisque peu de variations s’observent au niveda tkneur en plomb totale dans les racines
entre quatre et 14 jours de traitement.

La teneur en plomb non échangeable quant a ellaentg avec la durée du traitement
(0.5 mM Pb(NQ),). Alors gu’elle ne représente, apres huit joursualéure, qu’un tiers de la
teneur en plomb totale dans les racines, elle m@sente la moitié a 14 jours (75.07 mg Pb/ g
de matiére seche). Cette variation indiqgue que dantit¢é de plomb non échangeable
accumulée par les racines ldgthyrusn’a peut étre pas atteint son maximum apres 4 jdar
culture, en continuant le traitement les planteaiset peut étre capables d’accumuler plus de
plomb échangeable que de non échangeable.

Une plus faible concentration en nitrate de Pb (@M) dans le milieu de culture

correspond a des profils d’accumulation identicuesux décrits pour 0.5 mM de Pb(NO

2- Influence de la concentration en nitrate de fatans le milieu de culture et de sa

mobilité sur les teneurs en plomb absorbé dangsléedes déathyrus sativus

Deux concentrations de nitrate de plomb ont étésé#is dans ce travail : 0.2 mM et
0.5 mM.

Si I'on établit une correspondance entre ces cdret@ams en Pb(Ng), et les teneurs
en plomb mesurées dans divers sites contaminéde@ial?), il apparait que 0.2 mM de
Pb(NG;), et 0.5 mM de Pb(Ng), correspondent a des teneurs en plomb de sédiméamitss
hautement contaminés (approximativement 10 et 2& ¢°b par kg de sol, pour un sol
argileux type a la capacité au champ).
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Quelgue soit la quantité de plomb dans le milieu,gtande majorité du métal
accumulée dans les plantes ldethyrus se situe au niveau des racines. Aprés 14 jours de
culture en présence de 0.2 mM ou 0.5 mM de PBNEn moyenne 2.53 et 11.10 mg
respectivement de Pb par g de matiere seche smuvetrdans les tiges des plantes de
Lathyrus et la teneur en plomb des feuilles est quasimeite.

Les teneurs totales en plomb fixé par les plantasent en fonction de la
concentration en Pb(N{ dansle milieu de culture (+ 30 % en présence de 0.5 pavi
rapport a 0.2 mM). On peut alors se demander stdpacités maximales de fixation ont été

atteintes.

Chez de nombreuses especes vegeétales, la relativehilité du plomb dans la plante
peut étre réduite par I'ajout d’'un chélateur telegtEDTA dans le milieu de culture
(Evangelouet al, 2007). La complexation de 'EDTA avec le plomigifige leur entrée dans
le symplasme (Evangelaet al, 2007), limite les liaisons avec les moléculeddgmues et
permet ainsi au plomb d’étre transporté au delardeises (Blaylocket al, 1997; Jarvis et
Leung, 2002). C’est le cas chez Uathyrus.En effet, les plantes exposées a 0.5 mM de
Pb(NG;), et EDTA pendant 14 jours ne présentent plus qufaitde proportion de plomb
dans leurs racines, la quasi totalité se retroudans les feuilles. La quantité de plomb dans
les feuilles de ces plantes est multipliée par &5rppport aux feuilles des plantes exposées
au plomb sans EDTA. Le transport des complexes [PbAEest un phénomene relativement
lent car apres 8 jours de culture, la moitié dumfdaotal contenu dans la plante est encore
présent dans les racines. L'augmentation de I'esgive d’'un géne codant un transporteur
spécifiqgue du plomb (CNGC) (Araet al, 1999) dans les racines traitées au plomb et EDTA
(0.5 mM), suggere son implication dans le transped complexes Pb-EDTA a travers la
membrane plasmique et ainsi son entrée dans ladedi@nsport vers les parties aériennes.
Contrairement a ce qui vient d’étre discuté, I'effe 'EDTA sur le transport du plomb est
négatif chez les plantes cultivées en présence2dmBl Pb(NQ), ou I'ajout ’'EDTA dans le
milieu de culture diminue la teneur en plomb dasss plantes entieres. Apres 14 jours de
traitement, la teneur en plomb dans les racines@asgement de 3.56 mg de Pb par g de
matiere seche et la quantité de Pb/EDTA transpald®s les feuilles reste faible et n’atteint
gue 8.86 mg de Pb par g de matiére seche.
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3- Réponses des différents organes des plantéattgrussativusa la présence de

nitrate de plomb dans le milieu de culture

Les diverses analyses ont été réalisées dansoigsoliganes suivants des plantes :
racines, tiges et feuilles. Les tiges ont été a@des comme un compartiment
potentiellement important dans les mécanismes diaitipn du plomb chez leathyruscar
elles sont ailées, ce qui semble leurs permettjewds un réle non négligeable dans l'activité
photosynthétique (D. Laffray, communication perssita).

Le développement et en particulier la croissancinaire dulLathyrus sativussont
fortement inhibés dées 24 h de traitement, pourdesx lignées et en réponse aux deux
concentrations de Pb. Cette inhibition conduit aaa@t de croissance. Ce phénomene est
frequemment décrit et est notamment di & une carées plantes en éléments nutritifs, ce
qui a été montré chez les plantesladghyrusdans cette étude. Une autre raison peut étre
I'inhibition de la division cellulaire (Wierzbickal989; Wozny et Jerczynska, 1991; Eetn
al., 2000) et de I'élongation des cellules (Seregitvahov, 1997; Obrouchewt al, 1998;
Malkowski et al, 2002) provoquée par le Pb. Les feuilles des pfatraitées au plomb sont

de méme plus petites que celles des plantes témoins

A I'échelle de la plante entiere ldsathyrus accumulent, comme beaucoup de
Fabacées (Iégumineuses), le plomb dans leurs saetren transporte tres peu vers les parties
aériennes (Piechaladt al, 2002). Ceci peut étre di a son affinité pousstegctures végétales
de la surface racinaire et/ou a une accumulatioplaimb dans I'apoplasme jusqu’au blocage

par la bande casparienne (Seregin et lvaniov, 198ima et Dubey, 2003).

A I'échelle des racines, les expériences de désorgtvec des chélateurs de forces
variées (EDTA et H-EDTA) ont permis de mettre eidérce trois niveaux de fixation du
plomb d’intensité variables. Dans la bibliographés, chélateurs sont utilisés pour éliminer le
plomb apoplasmique (Huang et Cunnigham, 1996). Ransas, environ 50 % du plomb fixé
se retrouverait dans le symplasme. La, il s’eshldes composés cellulaires (provoquant des
dysfonctionnements métaboliques) ou a été séqudsta@s les deux cas, le plomb est
immobilisé. En l'absence d’analyses microscopiquesst impossible de confirmer sa
localisation intracellulaire. Il apparait cependgue les cellules des racines subissent une
contrainte comme le montre 'augmentation de I'esgion de la phospholipase dDqui

semble étre un marqueur général de contraintelaieti(Wang, 2002; Matost al, 2001). De
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plus, I'importante augmentation de la transcriptib la glutathion S-transférase dans les
racines des plantes exposées au plomb suggerenggdlane augmentation de la formation
de complexe glutathion-Pb (Chasseaud, 1979; Reztdwpl, 2005). Tous ces résultats
suggerent qu’une portion du plomb fixé par lesussacinaires est symplasmique. De plus, il
semble que la séquestration du plomb sous forntemglexes glutathion-Pb ne suffise pas a
protéger les cellules car le plomb induit une augatéon de I'expression de génes codant des
enzymes (ascorbates peroxydases et glutahtiontesg)ampliquées dans le cycle ascorbate
glutathion lui méme impliqué dans la prise en chadgs ROS générées par le plomb
(Maleckaet al, 2001).

Alors que le plomb n’est pas transporté vers leglés, elles subissent une contrainte
cellulaire mise en évidence par 'augmentation alérdnscription de la phospholipaseaD
Des variations dans I'expression des genes intantedans le cycle ascorbate glutathion
(ascorbate peroxydases et glutathion réductasefleet’autolyse (cystéine protéase et
aspartique protéase) sont de plus observées. €ehiirait une réaction systémique des
racines a la présence de plomb par la transmigbion signal moléculaire vers les parties
aériennes. Maksymiec (2007) a regroupé les molgéqdevant intervenir comme signal lors
d’une contrainte métallique : la systémine, I'acsddicylique et les jasmonates (Ture¢rml,
2002) ainsi que leur précurseur I'acide oxo-phydéadique (Stintzet al, 2001; Rakwaet al,
2002), I'éthylene (Guo et Ecker, 2004) et l'acides@ssique (Finkelsteiat al, 2002) mais
aussi les brassinosteroides, les oxydes d’azotenéDiet Klessig, 1999; Bishop et Koncz,
2002), et les ROS (particulieremeni@4) (Lamb et Dixon, 1997; Orozco-Carderetsal,
2001; Foyer et Noctor, 2003; Rentel et Knight, 2004

Des hypothéses peuvent étre émises sur la natuce dggnal dans les plantes de
Lathyrus sativugontraintes par le plomb : 1) dans les feuilles plantes exposées au Pb, les
génes ascorbate peroxydases et glutathion réductakat pour des enzymes intervenant
dans le cycle ascorbate glutathion sont plus exX®inue chez les témoins. Ceci pourrait
correspondre a la réponse des cellules foliaitgseamolécule de signal de type ROS envoyée
par les racines. 2) l'induction de I'expression 8P 70 peut quant a elle étre due a la
présence d’'un signal de type acide abscissiquekkigeil984) ou @ (Efremovaet al, 2002;
Rauet al, 2007; Wanget al, 2008).

Les réponses induites par le signal ou le signahime pourraient endommager des

protéines, notamment si le signal est de type RO&i expliquerait I'augmentation de
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I'expression des génes codant deux protéases ifoygpéotéase et aspartiqgue protéase). La
plante limite ainsi I'accumulation de protéines enales en les dégradant. Cela permet aussi
la synthése de nouvelles protéines pour 'adaptatita contrainte. Ce phénomene d’autolyse
a été montré comme un mécanisme de tolérance aleepla la sécheresse (Zuily-Faatill,
1990; Roy-Macaulegt al, 1992; Cruz de Carvalhat al, 2001; Draméet al, 2007).

Alors que I'homoglutathion synthétase n’est pasesprimée dans les feuilles des
plantes exposées quatre jours au Pb, elle I'estsapuit jours, ceci impliquerait une
augmentation de la synthése d’homoglutathion iedyoar I'épuisement de son stock.
L’homoglutathion synthétase ne répondrait donc giesctement au signal envoyé par les
racines mais au manque d’homoglutathion. Cet hoatatjlion a pu étre utilisé dans la
synthese d’homophytochélatines (Getlal, 1986; Klapheclet al, 1995) ou intervenir dans
un cycle de type « ascorbate glutathion » maistfomeant avec I’homoglutathion (lturbe-
Ormaetxeet al, 2001). Cette voie «parallele » a celle du ghitat ne semble pas
prédominante dans les plantesL.d¢hyrus sativugn réponse au Pb.

4- Conclusion

En conclusion, les plantes Hathyrus sativuprésentent une forte tolérance au plomb
car elles survivent a la présence de forte conatoitr de ce métal dans le milieu de culture
pendant 14 jours en restant vertes. De plus efies capables d’accumuler des quantités de
plomb comparables a celles retrouvées dans deseplaéputées pour leur forte capacité

d’accumulation telles quBrassicae junceé@Meyerset al, 2008).

A l'origine de cette tolérance élevée, plusieuratégies de réponses et de défense a la
présence de plomb dans le milieu de culture ontnétés en ceuvre (Fig. 26).

La premiere stratégie est celle de I'évitement qomsiste a lier rapidement des
quantités importantes de plomb aux sites exterasgatines afin de limiter le plomb entrant
en contact des cellules. La deuxiéme stratégie gtedm chélater une partie des ions'Pb
entrés dans les cellules avec le GSH afin d'éJdereffets déléteres qu’ils pourraient y
causer. Dans une troisiéme stratégie les plantéstiyrusvont prendre en charge les ROS
produits en présence de plomb par activation dlecgscorbate-glutathion. La quatrieme
stratégie va consister en I'envoi par les racinem dignal systémique préventif vers les

parties aériennes. Les feuilles se préparent aitespossible arrivée du plomb en développant
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les elles mémes les mécanismes précédents et gautard un dernier mécanisme de

tolérance qui est l'autolyse cellulaire possibletraaptative.
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Figure 26: Schématisation des réponses des plantekatigyrus sativusa la présence de nitrate de plomb dans le milewuture hydroponique.
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Perspectives

Dans un premier temps et dans la continuité direetecette étude, I'analyse des
activités des enzymes intervenant dans le cyclerlaate glutathion (Mursheet al, 2008) et
le dosage du glutathion permettrait de définir pluscisément les mécanismes de tolérance
du Lathyrus a la contrainte oxydative. De méme l'analyse deBviggs protéasiques
permettrait d’étudier de facon plus compléete leganésmes de I'autophagie cellulaire chez

les plantes deathyrusexposées au Pb.

Les capacités dlLathyrus sativusa accumuler le plomb et a tolérer sa présence
indique que cette plante pourrait étre utiliséesdam systéme de dépollution des eaux ou des
sols.

De plus la mise au point de plantes transgéniquesxgrimant un chélateur interne et/ou un
transporteur spécifique du plomb tel que le CNG&nettrait peut étre d’obtenir des plantes
capable d’accumuler du plomb dans les partiesraggie Elles seraient alors utilisables dans
des systemes de dépollution nécessitant la rédeigarties aériennes au lieu de I'arrachage
des plantes entieres et présenteraient un avastggmentaire par sa résistance naturelle a

de nombreuses contraintes abiotiques.

Il sera important aussi de tester les capacitésolfzance dulLathyrus sativusa
d’autres métaux car il est rare qu’'un milieu saillyg par un seul métal. Ces analyses
pourraient s’effectuer sur des milieux contenant thabord un seul élément métallique (Cd,
Zn, Ni, Cu...) puis un mélange de plusieurs métauxds. Ceci permettrait d’étudier les
réponses de la plante aux autres métaux mais sassaction face a la combinaison de
plusieurs d’entre eux qui pourrait induire une cainte différente. De plus un phénomene de
compétition entre les difféerents éléments métadlgpourra se produire permettant de

déterminer les « préférences »ldathyrus sativus

Nous avons ici initié l'étude chezathyrus sativusde certains mécanismes
moléculaires, tels que l'autophagie cellulaire adtye, répondant a la présence de plomb
dans le milieu de culture. Il serait intéressantdeparer ces mécanismes de tolérance avec
ceux d’autres variétés de plantes cultivées danmiEmes conditions. Ce travail permettrait

peut étre la mise en évidence d’'un ‘modele’ de ti@as communes. Ce modele pourrait
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ensuite étre comparé a celui de l'autophagie @triladaptative développé au sein de notre
laboratoire en réponse a la sécheresse (Roy-Macatlkal, 1992; El Maaroukt al, 1999;
Cruz de Carvalhet al, 2001; D'Arcy-Lametat al, 2006).

Le passage a une culture sur sol pollué permettiétdier les capacités duathyrus
sativusa extraire le plomb présent dans le sol, c'esr@é-d absorber le plomb dans la
solution du sol (disponible pour les plantes) edre une partie du plomb liée aux particules

du sol disponible en le dessorbant notamment grales exsudats racinaires.

De plus dans les sols, méme pollués, il existengdesoorganismes pouvant interagir
avec les plantes et notamment les rhizobiums quivgr@ entrer en symbiose avec les
Fabacées comme lathyrus sativusCette symbiose peut étre un facteur positif aeau de
la nutrition azotée mais peut aussi intervenir imeau de la tolérance et de I'accumulation du
plomb dans les plantes (Zhengvegial, 2005; Cheret al, 2007; Reichman, 2007). Cette
intervention pourrait mener a une augmentationadguiantité de plomb absorbée aussi bien
gu’a une diminution, ceci dépendra notamment deiache de rhizobium concernée (Fitz et
Wenzel, 2002).
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Abstract

Glutathione (GSH) is an abundant metabolite andimnantioxidant in plant cells. However,
in Leguminous plants homoglutathione (hGSH) remapartially (or completely) GSH.
Cowpea Vigna unguiculataL. Walp) has been up to now considered to be ah®8H
producing leguminous species. Here we report owrltiréng of a cDNA coding for a putative
homoglutathione synthetase enzyme (hGSHS; EC 83.2n cowpea leaves extracts.
Expression analysis showed an up-regulation oféhizyme during an imposed progressive
drought stress that could be directly related ® dhought tolerance of the cowpea cultivar.
However, HPLC quantification of cowpea leaf low emilar weight thiols confirmed the
previous findings that cowpea is, unlike other legs, essentially a GSH producing plant
since no hGSH was detected in the leaves. The seipgeof an homoglutathione synthetase
cDNA in Vignaleaves, the differential expression of the traipgemunder drought stress and
the detection of GSH instead of hGSH is discussed.

Key words Reactive oxygen species; drought tolerance; hontatjiione synthetase; gene

expressionYigna unguiculata

Abbreviations EDTA, ethylenediamine-tetraacetic acid; GR, glutaie reductase; GSH,
Glutathione; GSHS, glutathione synthetase; Hepgdioltyethyl-piperazinyl-ethane-sulfonic
acid sodium salt; hGR, homoglutathione reductas@SH, homoglutathione; hGSHS,
homoglutathione synthetase; ROS, reactive oxygewgisp;, RT-PCR, reverse transcription-

polymerase chain reaction.
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1. Introduction

Glutathione (GSHy-glutamyl-cysteinyl-glycine) is an abundant low mallar weight thiol
present in most eukaryotic organisms, where itquaré multiple functions [1, 2] . These
include storage and transport of sulfur [3] andtemmnof the redox-status. GSH is a strong
reductant that can directly scavenge toxic reaabixggen species (ROS) [4]. GSH is also
involved in detoxification of xenobiotics [5] andauestration of heavy metals as precursor of
phytochelatins [6]. GSH is also a substrate fortaghione reductase and glutathione
peroxidase, two ROS scavenging enzymes.

ROS are involved in nearly all effects of enviromta stresses to plants [7] particularly
drought stress. Rather than being simple deleterside effects of drought stress, ROS are
currently well established as second messengeggeting adaptation responses to the
changing environment [8]. 4@, is the candidate ROS most likely to act as seconesisenger
and the cellular antioxidant system plays a keg nolthe regulation of this signal.

In Leguminous plants, homoglutathione (hGS$BJutamyl-cysteinyl-alanine) replaces either
completely or in part GSH, as shown by Matamaoal. [9]. For example, hGSH is the most
abundant tripeptide in nodules Glycine max[10], Pisum sativumand Phaseolus vulgaris
[9]. GSH and hGSH appear to be essential for tlogpear development of the root nodules
resulting from the symbiotic interaction [11]otus japonicushas also been shown to be
mainly an hGSH-producing legume [12], where theltiwas detected in the nodules, roots
and very abundantly in the leaves. Many of thegalecribed to GSH are also performed by
hGSH [13], particularly the control of the cellul@dox-status and ROS scavenging [14]. The
synthesis of GSH and hGSH proceeds through two ddpendent steps which are similar in
plants, micro-organisms and animals. The first teaccommon to both tripeptides is
catalysed by-glutamylcysteine synthetase, the second steptadysad by specific enzymes,
glutathione synthetase (GSHS; EC 6.3.2.3) for ghdae and homoglutathione synthetase
(hGSHS; EC 6.3.2.23) for homoglutathione. It is nolawious that separate genes encode
GSHS and hGSHS, the divergence in specificity cgnfrom gene duplication between
Fabales, Solanales and Brassicales in the courseotdtion. Furthermore, hGSH has been
exclusively detected in Fabales [13].

Considering the role of GSH and/or hGSH as poolrezfuced sulfur and antioxidative
molecules, we focussed on the synthesis pathwéyese molecules. To better understand the

contribution of these tripeptides in scavenging Ri@SVigna leaves, we attempted the
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isolation of cDNAs encoding GSHS and hGSHS. Sire&HS was the only form detected in
our plant material, the cDNA corresponding to hGS#S isolated and characterized and the
gene expression level quantified during a progvessirought stress and a desiccation
treatment. In order to detect the presence of h@®dor GSH in cowpea leaves, an HPLC
quantification of the leaf thiols was carried autcbontrol and drought-stressed plants.
Experimentation was carried out on cowp¥&gfa unguiculata plants using our previous
developed plant system [15,16,17] consisting of tmdtivars differing in their degree of

resistance to drought.
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2. Materials and methods

2.1. Plant culture and sample treatments

Two Vigna unguiculata(L.) Walp (Vu) cultivars, one tolerant to droughEPACE-1") and
the other susceptible (“1183”) were grown in gremrde conditions as described by d’ Arcy-
Lameta at al. [15]. Progressive drought stress ayasdied by withholding irrigation on 5-
weeks-old plants. Leaf water potential was measdesly after 4 light hours with a pressure
bomb (PMS instrument, Corvallis, USA) [18]. The sed and the third well-developed
leaves from the top were harvested when plantheshteaf water potentials &f,= - 1.0 +
0.1 MPa (S1 plants) - mild water-stred4§;,= - 1.5 £ 0.2 MPa (S2 plants) - moderate water-
stress; andl,,= - 2.0 £ 0.2 MPa (S3 plants) - severe water-st(essught treatments).
Detached leaves were left to dry (desiccation tneat) at 24°C under dim light for 30 min, 2
hours, 5 hours and harvested. Leaves from conieoitp = - 0.5 £ 0.1 MPa) were
harvested at the beginning of the drought or datime treatments. All the leaves sampled

were flash frozen in liquid nitrogen and kept 80°C until used.

2.2. HPLC quantification of leaf thiols

Extraction and determination of GSH and GSSG warded out on leaves from control, S1,
S2 and S3 drought-stressed plants, according tondgtbod of Kranner and Grill [19]. For
each replicate, approximately 25 mg lyophilised eniat were ground using liquid nitrogen
and extracted with 4 ml of 0.1 M HCI on ice. Exteawere centrifuged for 20 min at 20 0§90
at 4 °C. One part of the supernatant was usedtwrrdme total glutathione content (i.e. the
sum of GSH + GSSG) and the other for the determonaif GSSG after blockage of GSH
with N-ethylmaleimide (NEM).

For determination of total glutathione, 120 pl ¢ tsupernatant were mixed with 180 pl of
200 mM 2-5N-cyclohexyl(amino)ethane-sulphonic a&@HES) buffer (pH 9.3) and 30 pl of
dithiothreitol (DTT) and incubated for 60 min atoro temperature to allow reduction of
GSSG. The extract was then labelled with 20 pl ohabromobimane (mBBr) for 15 min at
room temperature in the dark. The extract was #ugdified with 250 pl of 0.25 % MSA and
centrifuged for 45 min at 20 000 /g/ at 4 °C. Thernatant was used for reversed-phase

HPLC (Jasco) analysis. Glutathione was separated @ther low-molecular-weight thiols on
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a RP-18 column and detected with a fluorescencectiet(excitation: 380 nm, emission: 480
nm). The amounts of GSH in extracts were calculatgidg a calibration curve (n = 4, 5
replicates).

For determination of GSSG, 400 ul of the supernatare mixed with 30 pl of 50 mM N-
ethylmaleimide (NEM) to block free thiols and 600qf 200 mM CHES (pH 9.3) buffer
immediately after extraction. After 15 min inculmatiat room temperature, excess NEM was
removed by extracting five times with equal voluneégoluene. Thereafter, 30 pl of 3 mM
DTT were added to a 300 pl aliquot of the NEM teelagéxtract and left for 60 min at room
temperature to reduce GSSG. These aliquots weedlddbwith mBBr, acidified with 0.25 %
MSA, centrifuged and analyzed as described above.

2.3. Total RNA isolation

Frozen leaf material was ground with a mortar a@stlp in liquid nitrogen and about 100 mg
fresh material were used for total RNA extractiosjng RNEasy Plant Minikit (Qiagen,

France) according to the manufacturer’s instructionotal RNA were quantified with a

Nanodrop ND-1000 spectrophotometer (Starlab, US&pHA nm.

2.4. Reverse-transcription-PCR amplification (RTHBCand cloning of (h)GSHS cDNA

fragments

Leguminous plant homoglutathione synthetase prateguences collected from GenB&hk

(http://www.ncbi.nlm.nih.goy were aligned using the CLUSTALW program

(http://pbil.ibcp.fr/htm/index.php [20]. Oligonucleotides were designed from consens

regions and used as primers in RT-PCR amplificatiocowpea hGSHS cDNA fragments.

The primers were: 5’-CAA ATA GAG ATG AAC ACT ATT -Jforward) and 5’-GAC ACC
ATT CAG TAG GAA AAG C-3' (reverse). RT-PCR was perfned on control 1183 leaf
total RNAs. The RT-PCR reaction contained 100 ng@lt&®NA, 15 pmol each oligo-
nucleotide, dNTP mix (10 mM each), 1 unit of a noikreverse transcriptase and Taq Pol
enzymes (One step ReversEranscription-PCR system, Qiagen, France) and the
manufacturer’s buffer in a total volume of 25 uT-RCR was performed in a thermal cycler
(Mastercycler Gradient, Eppendorf AG, Germany) hvatfirst step (50°C for 30 min, 95°C
for 15 min) followed by 35 cycles (denaturationpstg 95°C for 30 s, annealing at 50.7°C 50
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s, extension 72°C, 80s). After the last cycle,ralfiextension was carried out for 7 min at
72°C. Amplified hGSHS cDNA fragments were visuatizafter separation on 1% (w/v)
agarose gels, using a UV light transilluminator gfshot, Syngene, France) and purified
(Wizard PCR Prep, Promega, France).

Cloning was performed using the pGEM-T Easy Ve&tiasmid System | (Promega, France)
following the manufacturer’'s instructions and usked transformE. coli strain GT869
competent cells by heat shock. After selectiorhefrecombinant bacteria, plasmid DNA was
isolated using Wizard® Plus SV Minipreps DNA Pudiion System kit (Promega, France).
Sequencing was performed by Genoscreen (Lille,degan

In parallel, several primer pairs were designedmfragylutathione synthetase and
homoglutathione synthetase consensus protein seegiémom some Leguminous plants and

used in RT-PCR amplification in order to detectgptial cowpea GSHS sequences (Table 1).

2.5. Rapid amplification of 5’ and 3’ cDNA ends &

PCR amplification of the 5’ and 3’ regions of hGSEISNA was achieved by the use of the
5'/3' Race Kit (Roche Diagnostics, Meylan, Franc&)183” total RNA as template and
following the manufacturer’s instructions. The cdetp nucleotide sequence of thggna
unguiculatahGSHS (VuhGSHS) data is registered in GenBank utide accession number
EU164853.

2.6. Phylogenetic and molecular evolutionary analys

Nucleotide sequence of the clonédhGSHSwas translated into protein sequence using the

EXPASY translate toolhftp://us.expasy.org/tools/dna.h)miMultiple sequence alignment

with other plant hGSHS and GSHS protein sequenclected from public databases was
performed with the CUSTALW program with default paneters
(http://pbil.ibcp.fr/htm/index.php Phylogenetic and molecular evolutionary analysese

conducted using MEGA version 4 [21]. An unrooteddkbor-joining tree was performed
with the aligned sequences and in order to askesstatistical significance of each internal
branch, 1000 bootstrap pseudoreplicates of theejpratignments were generated using the

segboot implementation of the MEGA package.
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2.7. hGSHS expression analysis

Homoglutathione synthetase expression analysiscaagged out by RT-PCR reactions, using
the One-step RT-PCR kit (Qiagen, France). Total R&kéracts from control, water-deficit
and desiccation conditions were used as templates.forward primer was taken in the 3’
end of the coding sequence and possessed the Eewsid Proline signs of the
homoglutathione synthetase, the reverse primeralvassen in the 3’ non codirggquence.
These primers: 5-GAA AGT GGC TAT ATG GTG CG-3’ ffeard) and 5-GAC ACC ATT
CAG TAG GAA AAG C-3’ (reverse) were used to ampldpNA fragments for hnGSHS (240
bp) with the same program as above (except annealibg°& 30s, extension 72°C, 45 s, 30
cycles instead of 35)n order to evaluate the amount of template RNAeath RT-PCR
reaction, fragments of cowpea S19 gene coding fdvasomal protein were PCR amplified.
Amplification products were visualized on 1.2% axga& (w/v) gels, using a UV light
transilluminator (Snapshot, Syngene, France). Demstric evaluation of DNA bands was
performed with the Imager 1D/2D software (Appligen8trasbourg, France). As
amplifications were not in the plateau phase, sguaintitative estimations of transcript levels

were acceptable.
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3. Results

3.1. Thiol analysis

Following HPLC analysis of cowpea thiols from cahtand drought-stressed leaves, only
GSH and GSSG could be detected in samples (Fig-hE).amount of GSH in control leaves
(nmol g-1 DW) was found to decrease slightly un8&rmild water stress with a significant
decrease under S2-moderate water stress but higtrigased in S3-severe drought stressed
leaves to reach a value above that of control (E&y. The amount of GSSG versus GSH (as
%) (Fig. 1b) was found minimal in control plantVea (40%) then increased to 45% in S1-
mild stress and further 55% in S2-moderate stie=s teturned to the level of S1-mild stress
in S3-severe water stressed leaves which couldlatthe consumption of GSH in the first
stages of water stress. The glutathione half-celluction potential (Essc2csd was
calculated from the Nernst equation according tbafsr and Buettner [22]. This allows a
quantification of the glutathione redox state whisla marker of plant stress. Similar values
(Fig. 1c) were found for control leaves and S3 wateessed leaves (about -198 mV), then
the value decreased in S1 but overall in S2 wadtessed leaves which is a sign of viability
loss [23].

For comparison, the distribution of GSH and hGShkighg-1 FW) in severaPhaseolaeas
given in Table 2: the mean value for GSH contentdntrol leaf was 769+73 nmol*gDW
corresponding to 138+13 nmof W (for a 82% RWC).

3.2. Isolation and characterization of (") GSHS cDiK#n cowpea

Consensus regions were identified by aligning tive fecorded hGSHS sequences from
GenBank:Glycine maxPhaseolus vulgarisPisum sativummMedicago truncatulaand Lotus
japonicus(accession numbers AJ272035, AF258320, AF258320)29849 and AY219337
respectively). A final 1751-bp cDNA was obtaine@nfr cowpea, its open frame (ORF)
starting with an ATG codon at 7 and interruptedalbstop codon at position 1483enBank
accession number EU164853). A 6-bp 5-UTR and al83#&’-UTR flanked the ORF. The
deduced protein had 496 amino acids residues witlaulated molecular weight of 55 kDa
(http://bioinfo.hku.hk/services/analyseq/cgi-bin/nalc in.p). At the amino acid level, the
putative protein shared 88.6 %, 94.0%, 73.6%, 64ain%69.4%, identity witls. max[24],
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P. vulgaris and P. sativum|[4] , M. truncatula [13] and L. japonicus[12] hGSHS,
respectively (Fig. 2). Amino acids involved in tbatalytic site were referenced as in Frendo
et al.[13]. No cowpea GSHS sequences could be detectediitiple RT-PCR amplification
tests with specific primers (Table 1). The homaaflibne synthetase nature of our cloned
cDNA is also supported by the fact that the amicidsaLeucine-484 and Proline-485 (Fig. 2,
in bold) present ifP. SativumG. max P. vulgarisputative hGSHS as noted by [13], are also
present irvV. unguiculatahGSHS. These replace the two Alanine residueshwcur in 484
and 485 positions in plant GSHS sequences [13]mFtbe protein sequencanalysis

(http://pfam.sanger.ac.yk we could detected the eukaryotic glutathionetlsyse, ATP

binding domain. The analysis revealed an extend@mnain from position 28 to position 498
(Fig. 3).

3.3. Phylogenetic analysis

The putative amino acid sequence of hGSHS from eawyuhGSHS) together with other
plant hGSHS and GSHS collected from GenBank wered u® generate an unrooted
Neighbor-joining phylogenetic tree. Phylogeneti@algses showed that the sequences were
grouped in two clusters: legumes and other pldfig. @). Both clusters subdivided in two
others: the legume cluster subdivided into hGSH& @SHS and the other plants cluster
subdivided into monocotyledoneous GSHS and dicdbrleous GSHS. The bootstrap values

for all the subgroups were very high suggestingralar origin of the genes.

3.4. Expression of the hGSHS gene in response dgrgssive drought stress and rapid

desiccation

The choice of a forward primer possessing the lrucand Proline signs of the
homoglutathione synthetase for the analysis of gapeession, comforts our assessmehss.
shown in Fig. 5 (A), progressive drought inducedugrregulation of hGSHS transcripts, in
the drought-resistant “EPACE-1" only, as soon aqr8id drought-stress) was reached. The
transcript level remained high in S2 (moderate dhnistress) then a down-regulation
occurred for S3 (severe drought-stress), wherestbady-state level returned to that of the
control. In “1183” leaves, the expression levelmaemed low, throughout the progressive

drought stress, equal or lower than the contratlleRegarding the desiccation experiments,
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leaves from “EPACE-1" showed an up-regulation ofSt® expression for respectively 30
minutes (D1) and 2 hours air-desiccation (D2), thetown-regulation occurred (D3), similar
to the results observed in case of progressivegiitoun 1183 leaves, an up-regulation
occurred only after 2 hours air-drying (D2), follesv by a down-regulation after 5h-
desiccation (D3). Relative mRNA levels (Fig. 5 Bjowed similar expression profiles for
“EPACE-1" as well as for “1183” leaves. Moreoverogressive drought and desiccation

appeared to induce the same pattern of hGSHS expnas “EPACE-1" leaves.
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4. Discussion

Cowpea belongs to the Fabales tribe in which hG&places completely or partially GSH
[10, 9]. hGSH was shown to be the major storage fof reduced sulfur iWigna radiata[3].
Soybean, common bean and mungbean were shown tairc@xclusively hGSH in leaves,
roots and seeds [10, 9]. Homoglutathione was &lsaominant thiol iVigna angularisroots
[25] and inLotus japonicudeaves and roots [12]. In fact, previous worksehalhown that
leguminous plants contain exclusively GSH or hG8Hheir leaves [9]. Nevertheless, all
reports gathered, hGSH is clearly the dominant thithe Fabales family.

The thiol synthetase enzyme has evolved to prefatiynincorporatep-alanine, becoming a
homoglutathione synthetase. Skipsetyal. [24] showed that the recombinant enzyme in
soybean displayed a 6-fold higher specific actiwith B-alanine as substrate, compared with
glycine. This could be due to the acyl acceptorilaldity in cytosol: -alanine in soybean
and common bean, glycine in maize and wheat fomgka [24]. Overet al.[25] and Ramos
et al.[26] pointed to the presence of hGSHS instead dfi&$ leaves oWigna angularis
considering the formation of homo-phytochelatinB@s) instead of phytochelatins (PCs) in
response to cadmium stress. This was in contradistith the reports of Inouhet al. [27]
who assumed thaf. angulariscontained GSH and not hGSH. However, it shoulchded
that some plants of the same tribe produce both @&@shPCs when exposed to cadmium
stress [28].

For the reasons mentioned above, it was not surgrie detect hGSHS instead of GSHS in
the cowpedeaves. However, the thiol analysis contradicts ti@sult since only GSH and
GSSG were detected in cowpea leaves, in accordaiticehe findings of Matamorost al.

[9]. Surprisingly, in multiple RT-PCR assays usspgcific primer pairs (Table 1), no GSHS
was detected in the cowpea leaves. However, Matageobral. [9] reported a GSHS enzyme
activity in cowpea leaves but not an hGSHS actiwiigvertheless and to our knowledge, the
literature has never mentioned the isolation of latathione synthetase gene nor of a
homoglutathione synthetase gene in cowpea leavets or nodules. This opposes cowpea
otherPhaseoleaeén which both genes have been cloned: for exanidéglicago sativd13]
and Lotus japonicus[12]. Our experiments describe for the first tinmtee tcloning and
sequencing of a cDNA coding for a putative homaghibne synthetase enzyme in cowpea
leaves, with the Leucine and Proline signs in tea® of the coding sequence (Figs. 2 and 3).

The analysis of the open reading frame of WehGSHScDNA revealed one domain
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(GSH_synth_ATP binding domain) (Fig. 3a). Lookiagthe gene expression (Fig. 5), the
relative transcript level in the drought-suscegtiblltivar (“1183”) remained 3 to 6 times
lower than that of the resistant cultivarhatever the treatment applied. The observed
enhanced hGSHS expression in “EPACE-1" leaves updmgressive drought or desiccation
could translate an efficient antioxidant mechangating in the tolerant cowpea cultivar. The
“1183” cultivar did not respond to the water ddfi@xcept after 2h desiccation, which could
denote a lack of capacity of this cultivar to facdrought situation. In fact it can be suggested
that the drought resistant cultivar has a tighegutation of the cellular redox status under
drought and desiccation than the susceptible onatr@y to the results of Nayet al. [29],
showing a down-regulation of tHe&5SHSgene in alfalfa nodules in response to a moderate
drought stress, an up-regulation of this gene vilsemved in cowpea “EPACE-1" leaves after
a mild and a moderate drought stress. This couldugeto the organ concerned (nodules in
alfalfa, leaves in cowpea). As mentioned by Freadal.[13], Leucine and Proline residues
play a major role in the recognition pfalanine as substrate leading to the production of
hGSH whereas the two Alanine residues allow thegeition of Glycine as substrate thus
producing GSH. The occurrence of GSH instead of fi@Scowpea opposes the plant to all
other listedPhaseoleaeand questions on the presence of the homoglutehsynthetase
protein in the samples. Nevertheless, by the use fofward primer including the Leucine
and Proline signs of the homoglutathione syntheitasbe RT-PCR experiments, we clearly
detected an hGSHS specific gene expression in mespm drought in cowpea leaves. Two
species were shown to possesshB&SHSandGSHSgene sequences in tandem in the same
orientation, the first preceding the second inrtading frameMedicago truncatuld13] and
Lotus japonicug$12]. The authors argued for a gene duplicaticcuaing after the divergence
between Fabales, Solanales and Brassicales whidd explain the occurrence of highly
conserved sequences between the two genes. Thenpeesf hGSHS in cowpea leaves but
not GSHS and of GSH instead of hGSH questions @n ftimctionality of the gene.
Interestingly, Matamorost al. [12] reported on the occurrence of GSHS transiifuit not
the corresponding enzymatic activity ihotus japonicus leaves and suggested
posttranscriptional regulation. This could agreéhvaur findings of a hGSHS sequence and
transcripts and absence lt&SH product but not with the occurrence of GSH.shswn by
Skipseyet al. [24], plant GSs are able to produce a diversegaaigylutathione homologues
depending on the availability of the acyl acceptor.example, in Soybean were hGSHS was

detected but not GSHS [24};alanine is preferentially used as substrate bydige can also
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be used, theGSHSgene thus producing GSH instead of hGSH. We atteninp estimate the
glutathione redox state §gsc2csy as universal marker of viability [22]. The resughowed
more positive values in S2 and S3-water-stressieeeversus control and S3 leaves, which
indicated a loss of viability. But the values neegceeded -160 mV, which is a general value
of lethal plant stress [22]. Two points must beaptel at the light of our results. First, the
identification ofhGSHSas unique form oS gene inVignaunguiculata(as forGlycine max
and Phaseolus vulgarisplants) instead of a tandem structure as shownMedicago
truncatulaandLotus japonicusas to be confirmed. Second, the presence of GStdad of
hGSH leads tseveral hypotheses: does the cowp&SHSgene produce GSH instead of
hGSH due to the presence of glycine but px@anine in cowpea leaves? Does leaf GSH
come from other parts of the plant as it is a pneidant form of reduced sulphur which is
transported long distances in the phloem but alsthe xylem [31]? The recognition of
glycine andp-alanine as substrates is the fact of Leucine/fotesidues for hGSHS and
Alanine/Alanine residues for GSHS. Neverthelesiseloamino acids can be involved in the
Gly/B-Ala specificity as was shown by site-directed rgetzesis experiments dnmGSHS
Medicago truncatulagene [13].

We assess that our results are in accordance atreports on other Fabales. Concerning the
occurrence of amGSHSgene, which expression level was clearly relatethe degree of
drought stress applied to thégna plants. We could state that the enhanced expressio
observed fonGSHSis directly correlated to the drought tolerancéhef cowpea cultivar. The
modulation of the cellular redox status under dhtugtress in cowpea leaves remain
hypothetic, based on the availability of GSH but Im@SH in these organs. We have provided
direct evidence on the expression of the hGSHSasige under drought stress. Nevertheless,

the precise activity of the transcripts remainbécsolved.
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Table 1. Heterologous primers designed from consensus regbiheguminous GSHS and
hGSHS protein sequences and used to amplify cDBEdnfients in cowpea leaves.

Table 2.Thiol content in som@haseoleadeaves (nmol g FW).

Legends to figures

Fig. 1. GSH and GSSG quantification in control, S1, S2 &3dleaves from cowpea cv
EPACE-1. Values represent the means = SD of tm@ependent experiments per treatment.
Control plants (C)¥w=-0.5£0.1MPa; droughted plants: S¥w=-1.0+0.1MPa; S2¥w=-
1.5+0.2MPa; S3¥w=-2.0+0.2MPa. Leaves from control plants (C) wéaken prior to

treatments.

Fig. 2. Alignment of hGSHS amino acid sequences fidigha unguiculataVu, GenBank
accession n° EU164853haseolus vulgarigPv, AF258320)Glycine maxGm, AJ272035),
Pisum sativun{Ps, AF258319)Medicago truncatulgMt, AAD29849) andLotus japonicus
(Lj, AY219337). The alignment was obtained usihg program Clustalwn the web site:
http://pbil.ibcp.fr/htm/index.php(*): identity; (:) : strongly similar; (.) : wedk similar; a,

amino acids involved in the catalytic site of hun@8HS and conserved in hGSHSs (from
Frendoet al. 2001). Leu-484 and Pro-485 (in bold) for Vu sege are conserved in all
hGSHSs published sequences and replace two Alaggigues present in GSHSs.

Fig. 3. Sequence analysis of tMethGSHSull-length cDNA. (a) Schematic representation of
the VUhGSHScDNA. Boxes represent an open reading frame inotpdone domain
(GSH_synth_ATP binding domain, hatched box) and8&HS signature (Leu-484 and Pro-
485, black box). (b) Nucleotide and deduced amitid aequence oWuhGSHSDNA with

the Leucine and Proline signature (black box).

Fig. 4. Phylogenetical analysis of glutathione synthetéS&HS) and homoglutathione
synthetase (hGSHS) from plants. Unrooted tree vedsulated using the neighbor-joining

method of the MEGA version 4 (Tamuea al. 2007) after the alignement of the amino acid
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sequences by CLUSTAL W (Thompsenal, 1994). Numbers correspond to percentage of
1,000 bootstraps and bar represents 0.05 substisugier site. The following sequences were
used to build the tree: At-GSH®rabidopsis thaliana(NP-568495); Bj-GSHSBrassica
juncea (CAA71878); Gm-hGSHSGIlycine max(CAB91078); Lj-GSHS,Lotus japonicus
(AAP69599); Lj-hGSHS,Lotus japonicus(AA017713); Mt-GSH1,Medicago truncatula
(AAK93946); Mt-hGSH2, Medicago truncatula(AAD29849); Os-GSHS,Oryza sativa
(AAS19531); Ps-GSHS, Pisum sativum (AAF98121); Ps-hGSHS,Pisum sativum
(AAF98156); Pv-hGSHSPhaseolus vulgaridAAF98157); Ta-GSHS,Triticum aestivum
(CAE18178); Vu-hGSHS, Vigna unguiculata (EU164853); Zm-GSHS,Zea mays
(CAE18179).

Fig. 5. Relative mRNA levels ofVuhGSHSin cowpea leaves during drought (S) and
desiccation (D). Plants (cv. EPACE-1 and cv. 118@ye submitted to water deficit by
withholding watering. Control plants (CEw=-0.5+0.1MPa; droughted plants: Skw=-
1.0+£0.1MPa; S2\¥¥w=-1.5+0.2MPa; S3\¥w=-2.0+0.2MPa. Desiccated leaves were air-dried
at 24°C under dim light for 0.5h (D1), 2h (D2), @3). Leaves from control plants (C) were
taken prior to treatments. A) Gel analysis of hGSHSyme transcripts; B) Relative mRNA
level. The mRNA levels were normalized to the retipe S19 gene. Relative transcript
levels were calculated with reference to the cdsitraken as 1 (100%). Results are means +

s.d. of three independent experiments.

219



Annexes

Table 1 Heterologous primers designed from consensus regbrh.eguminous GSHS and
hGSHS protein sequences and used to amplify cDBEd@nfients in cowpea leaves.

Sense Primer sequence Tm (°C)
F 5 GGAAGAGTTCCTGGTGTGGG 3 614

F 5' CAAATAGAGATGAACACTATT 3 50.1

F 5 GAAAGTGGCTATATGGTGCG 3 57.3

R 5 AGGATAGTCCTTTGGCGTG ¥ 56.7

R 5 CCTCCTCCTTCTCTTTGAGG 3 59.4

R 5' CATCAAAGCAAAGGAAGTGG 3" 55.3

F= forward primer); R= reverse primer. All combiioais were tested between forward and

reverse primers.

Table 2 Thiol content in som@haseoleadeaves (nmol g FW)

Plant taxon GSH hGSH References

Vigna unguiculata 270£25 0 Matamorast al, 1999
Vigna unguiculata 138+13 0 (see Results)
Phaseolus vulgaris 0 198+24 Matamorast al, 1999
Phaseolus vulgaris 2 490 Klapheck, 1988
Phaseolus coccineus 0 440 Klapheck, 1988
Glycine max 74 305+23 Matamore al, 1999
Glycine max 2 400 Klapheck, 1988
Vigna radiata 1+1 170+38 Matamore al, 1999
Vigna radiata 0 830 Klapheck, 1988
Medicago sativa 16+3 887+22 Matamorost al, 1999
Lotus japonicus 2243 540+26 Matamoreg al, 2003a
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—---MSQPLTT 7

------- MSKSSQQLNYV 10

---MVAGSGCLVWFP---HSCTNIFPSSFVSSTSQHHRSVLSL FFPKN--RNMSQQQLNL 52

MGVGGCGSGCCFITSGTSHSFSHSTFPSFSSIQLHHQSLSLSLSFEKHMSQHLSV 60

*  *

NSAP--LAEPDTD---SSAAPPLFDYHSIDQKLLENIVYDALV WSTLNCLLVGDKSVQRS 62
NSAP--LAEPDTD---SSAAPPLFDYHSIDQKLLENIVYDALVWSTLNG VGDKSVQRS 62
NSVL--VEEAAADGDSSAAAPPLFDYHRIDQKLLONIVYDALVWSIHILWEDKSVQRS 65
EVE------ EVVDDSSPSFL---NNYHEIDEKVVQQIVYDALV FTTLNGLLVGDKSVQRS 61

SSTTTNIEVEVVDNSPPMTLPSFNDYHQIDDKVLENIVYDALVFATLNGLLVGDKSVERS 112
SSS--—---- PIVEEVNDSSS———FDYHQIDPELLENVVYDALVYATLNG LLVGDKSVQORS 111

skk Kk e Fkkkdk s kkk dok Fekdkkk kK

GTVPGVGLVHLPLCLLPGPFPESHWKQACELAPIFNELVDRMIDGKFLQESLSRTKNAD 122
GTVPGVGLVHLPLCLLPGPFPESHWKQACELAPIFNELVDRVSLIOIHSEISRTKNAD 122
GRVPGVGLVHLPLSLLPGPFPESHWKQGCELAPIFNELVDRVSIQESHKMHRTKNAD 125
GRVPGVGLVHLPFSLLPPPFPQTHWNQACELAPLFNELVDRYBANFLOQOQSLSRTKKVD 121
GRVPGVGLVHLPFSLLPPPLPETHWKQACDLSPLFNELVDRV®GKFLOQQSLSKTKKAD 172
GKVPGVGLVHLPFSLLPPPLPESYWKQACELAPLFNELVDRVSLDGESLSRTKKAD 171

K okkkkhkkAhkke KAk Kokeeokek kekekokkhkhkhkhkhhk -kkke Fkkekke Kk

a a aa a a a
EFTSRLLDIHSKMLQINKKEDIRLAIVRSDYMVDEKTKSLLQI EMNTISTSFALMGTLVT 182
EFTSRLLDIHSKMLQINKKEDIRLAIVRSDYMVDEKTNSLLQIEMNTISFALIGCLMT 182
EFTSRLLDIHSKMLQINKKEDIRMGIVRSDYMIDEKTKSLLQI EMNTISTSFALIGCLMT 185
EFTSRLLDIHSKMLEINKKEEIRLGLFRSDYMFDEKTQSLLQI EMNTISTSFSGVGCIIT 181
EFTSRLLDIHAKMLEMNKKEEIRMGLFRSDYMLDEKTKSLLQIEMNTISTSFSGVGVVMT 232
EFTSRLLDIHSKMLEINKKEEIRMGLHRSDYMLDEKTKRLLQIEMNTISFSGVGCV"I—I' 231

Fkk KKk = hokok s dekdek ks Rk

a a
GLHKSLISQYGNILGLDPNRVPANNAVDQAAEALAKGWSEYNIRAAILVVVOQVEERNMY 242
GLHKSLISQYGNILGLDSNRVPANNAVDQSAEALAKGWSEYNDPRADVEERNMY 242
GLHKSLLSQYGKFLGLNSNRVPANNAVDQSAEALAKAWSEPRKRAILVVVQVEERNMY 245
QLHRNILSRYGKSLGLDSERVPTNTADSKYAEALAKAWSEYNPSAVIIVVVOQAEERNMY 241
ELHRNILSHYGKLLGLDSERVPVNTADSRYAEALAKAWKEYNRRAVIIVVVQGEERNMY 292
ELHRNILSHYGKLLGLDSIRVPANSATNKFAETLAKAWLEYNNF’RAM‘MQPEEHNMY 291

Foke ek kkoks  kkk Kk k- kokedkokk ok kkkek ok keeek * kkekkk

a a a
EQHYISALLRDKHHIKSIRKTLAEVDQQGEILPDGTLSVDGQPVSVVYFRAGYTPKDYPS 302
EQHYISALLRDKYHIKSIRKTLAEVDQEGEILPDGTLSVDGQPISVIRAGYTPKDYPS 302
EQHYISALLREKHHIRSIRKTLTEIDQEGKILPDGTLSVDGQA ISVVYFRAGYTPKDYPS 305
DQHFVSAILRERHHITTIRKTLAEINQEGEILSDGTLSVDGQV VAIVYFRAGYTPADYPS 301
DQHFVSAILREKHHITTIRKTLAEINQEGEILPDGTLSVDGQA VAIVYFRAGYTPVDYPS 352
DQHMISAVLREKYHIPTIRKTLAEVDQEGAVLPDGTLSVDGQAIAIVMRAGYTPKDYPS 351

skk skkekkesekk skkkhkeke ke sk kkkhkkkhhk ---khkkk Fekkk Fkkk

a
ESEWRARLLMEQSSAIKCPSISYHLVGTKKIQQELAKPGVLERVENKDHVAKLRSCFAG 362
ESEWRAGLLMEQSSAIKCPSISYHLVGTKKIQQELAKPGVLERFVEXKEKLRACFAG 362
ESEWRARLLMEQSSAIKCPTISYHLVGTKKIQQELAKPGVLERVENKDHIAKLRACFAG 365
ESEWKARLLIEQSSAIKCPNISYHLVGTKKIQQELAQPNVLERFFENKEDIAKLRKCFAG 361
ESEWRARLLIEQSSAIKCPNISYHLVGTKKIQQELARPNVLER FFENKEDIAKLRKCFAG 412
ESEWRARLLMEQSSAIKCPPISYHLVGTKKIQQELAKPNVLERFFEIDNQEKLRECFAG 411
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LWSLEDSDIVKKAIENPELFVMKPQREGGGNNIYGDELRETIHI QEAGSQEDAAYILMQ 425
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a a a a
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RIFPANTASILMRNGFLHKDHVISEFGIFSTYLRNKDKVIVNN ESGYMVRTKPSLSDEGG 532
RIFPTSTAAILMRNGCWHKDHVLTEFGIFGTYLRNKDKVIINSESGYWMYXMSSSDEGG 531

*hkk skkekek sk ek hkk Kokkkkkkkekek kkkk kkk * K K kkk

a
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CLMSQPLTLNSA
TGT CTC ATG TCT CAG CCT TTG ACT CTC AAC TCT GCC
TDSSAAPPLFDY

ACT GAT TCT TCC GCC GCG CCT CCC CTC TTC GAT TAT
LLENIVYDALVW

CTG CTG GAA AAC ATA GTT TAC GAT GCT CTT GTC TGG
LVGDKSVQRSGT

CTC GTT GGA GAT AAA TCG GTT CAG AGA TCT GGA ACA
VHLPLCLLPGPEF

GTG CAT CTT CCG CTT TGC TTA TTA CCC GGG CCA TTT
QACELAPIFNEL

CAA GCT TGT GAA TTA GCT CCT ATT TTT AAT GAG CTT
DGKFLQESLSRT

GAT GGG AAA TTT CTC CAG GAA TCT CTA TCC AGA ACT
TSRLLDIHSKML

ACC TCC AGA CTT TTA GAT ATT CAT TCC AAG ATG CTA
DIRLAIVRSDYM

GAT ATA CGC TTG GCA ATA GTT CGT TCA GAT TAT ATG
SLLQIEMNTIST

TCA CTT CTG CAA ATA GAG ATG AAC ACC ATT TCC ACT
TLVTGLHKSLIS

ACT CTT GTG ACT GGA CTT CAT AAG AGC TTA ATT TCT
GLDPNRVPANNA

GGA CTA GAT CCC AAT AGG GTT CCT GCA AAC AAT GCT
ALAKGWSEYNNTEP

GCC TTG GCT AAA GGT TGG AGT GAG TAT AAC AAT CCC
VVQVEERNMYE

GTG GTT CAG GTT GAA GAA CGA AAC ATG TAT GAG CAG
LRDKHHIKSIREK

CTA AGA GAC AAG CAT CAT ATT AAA AGC ATA AGG AAA
QQGEILPDGTLS

CAG CAA GGG GAA ATT CTG CCA GAT GGA ACA CTT TCT
SVVYFRAGYTPEK

TCA GTT GTT TAC TTC CGG GCT GGC TAC ACA CCA AAA
EWRARLLMEGQ QSS

GAA TGG AGA GCT AGG CTA CTG ATG GAA CAA TCT TCT
ISYHLVGTKEKIQ

ATA TCT TAT CAT TTG GTT GGC ACC AAA AAG ATT CAA
GVLERFVENSKDH

GGT GTG CTT GAG AGG TTT GTC GAA AAC AAG GAC CAC
CFAGLWSLEDSD

TGT TTT GCA GGG TTG TGG AGT TTG GAA GAC TCA GAT
ENPELFVMKPRO QR

GAA AAT CCA GAG TTA TTT GTG ATG AAG CCG CAA AGA
IYGNDLKESLLK

ATT TAT GGC AAT GAT TTG AAG GAA AGC CTC CTT AAA
EEDAAYILMOQR.

GAA GAA GAT GCA GCT TAC ATC CTC ATG CAG AGG ATA
AILVRDGNWSTD

GCA ATT TTG GTG CGT GAT GGT AAT TGG AGT ACG GAT
GIFSTYLRNEKDK

GGA ATA TTT AGT ACT TAT TTA AGG AAC AAG GAT AAG
SGYTVRTKVSSS

AGT GGC TAC ACG GTG CGT ACA AAA GTA TCA TCA TCT

PLAEVPD 18

CCACTT GCAGAG CCTGAC 54
HSIDOQK 36

CAT AGT ATC GAC CAA AAA 108
S TLNCL 54

AGC ACT CTC AACTGC CTC 162
VPGVGL 72
GTT CCAGGT GTG GGT TTG 216
P ESHWK 9

CCG GAA AGT CAC TGG AAG 270
V DRV S L 108

GTT GAT CGT GTGAGT TTG 324
K NADEF 126

AAG AAT GCA GAC GAATTT 378
QI N KK E 144

CAG ATT AAC AAA AAA GAG 432
V D E KT K 162

GTT GAT GAG AAG ACT AAA 486
S FALMG 180

TCCTTT GCT TTG ATG GGA 540
QY GNIL 198

CAA TAT GGA AAC ATC CTT 594
V DQAAE 216

GTC GAT CAA GCT GCA GAG 648
RAAILYV 234

AGG GCT GCAATCTTG GTC 702
HY I S AL 252

CAT TAT ATC TCT GCC CTT 756
TLAEVYVD 270

ACATTG GCA GAA GTG GAT 810
V DGOQPV 288

GTG GAC GGA CAACCAGTT 864
DY PSES 306

GAC TAT CCT TCAGAATCA 918
Al KCPS 324

GCT ATC AAATGC CCTTCA 972
Q ELAKP 342

CAG GAA CTT GCA AAACCT 1026
V AKLRS 360

GTA GCC AAATTG CGT TCA 1080
'V K KA I 378

ATT GTT AAAAAA GCAATT 1134
E G G G N N 39

GAA GGA GGA GGA AAC AAT 1188
LQESGS 414

TTA CAG GAATCT GGT TCT 1242
FPATFP 432

TTT CCAGCCACTTTT CCA 1296
HV IS E A 450

CAT GTG ATT TCA GAAGCT 1350
I'1'1' N K E 468

ATT ATC ATT AAT AAG GAA 1404
Y EG G V L 486

TAT GAA GGT GGA GTT TTA 1458
*

PGFGVIDTAYLT 499

CCT GGT TTT GGA GTG ATA GAC ACT GCATAC CTAACT TGA 1497
TGGAGCCAAGATCCTTAGTTATCACATTCACTTCAATTCAAAATATGRA 1548
ATGTTTTACATGTATCACCATTAGTTTCCTCACTCCTGATTGTGTIMTG 1599
CTCTCCTCAAACAGTGAAAGAAGAGAAGATGCATTGTTGTTGTATBCT 1650
GCTTTTCCTACTGAATGGTGTCCGATTATCAAATGTATTTATATAAAT 1701
GTTTGAACACAATGAAATGTTGGTGTATTTGGTGCAGTAAAAAAMMAAA 1751
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Fig. 4
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Figure 5

Relative mRNA level
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Annexe 2

Marqueurs de taille

":"rip$= The loading buffer is a special buffer to insure the stability
of the ladder at 4 °C. The blue dye is Bromophenol Blue. If you
want to dilute the Smart Ladder for easier gel loading simply add
TE buffer (10mM Tris, 1mM EDTA}. We propose you to use an
equivalent volume of Smart Ladder and 1x TE buffer. With this
dilufion, you can maintain the quantification by loading 10
instead of 5 pl on your gel. The DNA is not dephosphorylated and
has first to be dephosphorylated if you want to label it with **P.

Band size ng/band

1000 100
800 80
700
600 60
500
400 40
300
200 20
100

=
)

= T o e e

SmartLadder DATA SHEET|

SmartLadder is ready to use and designed |
far simultaneous quantification and sizing

Bendsize ngbond  Sizing:
10000 160 14 r
8000 80
6000 40
5000 50
4000 40
3000 30
2500 25
2000 20
1500 15

1000 100
80
&0
40
20
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Annexe 3 :
Détails sur le vecteur de clonage plasmidique pGEMEasy

et son mode de fonctionnement

Le vecteur de clonage plasmidique pGEM-TEasy (PganErnace), de 3015 pb, incluant un
géne de résistance a I'ampicilline, contient ungio® de clonage avec plusieurs sites de
restrictions, des séquences de l'opéron lactoséesetséquences des oligos T7 et SP6.
L’insertion de I'amplicon se fait dans le site ddyglonage contenant le géhac-Z codant la

B-galactosidase. Ainsi, la présence de I'ampliconuéib a I'obtention deB-galactosidase

inactive. De plus, ce plasmide vendu sous forméalime présente une base Thymidine (T)
saillante a chacune de ses extrémités 3'. Les ADNnpérases utilisées pour les réactions
d’amplification PCR ajoutent une base Adénosine gAijllante a chaque extrémité 3’ de
I'amplicon. Grace a la complémentarité des bases R les amplicons d’intérét sont insérés

de fagon covalente dans le plasmide par I'actiemel’ligase.

Amnl 2002
17 1
Scal 1830 MNagl 2707 Apal 11 start
Aatll 20
sphl | 26
BstZl 31
MNcol 37
BstZl j%
DGEM®-TEasy  JacZ vt | as
Vector EcoRI | 52
(3015bp)
Spel 64
EcoRl 70
Mot 77
BstZl 77
Pstl g8
Sall 80
Mdel a7
Sacl 105
Bstxl 118 él
Msil Ei’ §
B
T spg g
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pGEMS-T Easy Vector sequence reference points:

T7 RNA polymerase transcription initiation site
multiple cloning region

SP6 RNA polymerase promoter (-17 to +3)

SP6 RNA polymerase transcription initiation site
pUC/MI13 Reverse Sequencing Primer binding site
lacZ start codon

lac operator

p-lactamase coding region

phage f1 region

lac operon sequences

pUC/MI13 Forward Sequencing Primer binding site
T7 RNA polymerase promoter (-17 to +3)

1
10-128
139-158
141
176-197
180
200-216

1337-2197
2380-2835
2836-2996, 166-39
2949-2972

2999-3

Principe de la sélection des colonies bactérienngar le test blanc/bleu

Elle consiste a introduire des plasmides dans dmséhes Escherichia coli rendues

préalablement compétentes par traitement au QpCFragilise les membranes. Les bactéries
transformées par le plasmide recombinant exprinteergéne de résistance a l'antibiotique

porté par le plasmide. Aprés multiplication, elmnt ensuite étalées sur un milieu solide

contenant du Xgal (5-bromo-4-chloro-3-indopD-galactoside) et de I''PTG (isoprpyl-beta-

D-thiogalactoside). L'IPTG induit I'expression demelLac-z porté par le plasmide et codant
la B-galasctosidase. Cette derniére hydrolyse teposé Xgal, libérant ainsi un produit bleu.
Cependant, l'insertion de I'amplicon dans le sieeblyclonage du plasmide interrompt le
genelac-z ce qui aboutit a la synthese d'uswgalactosidase inactive. De ce fait, le substrat

Xgal n'est pas hydrolysé et la colonie reste blandloutes les colonies blanches contiennent

donc potentiellement un plasmide recombinant.
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Annexe 4 :

Milieux de culture bactérien

LB liguide (1L)
10 g Bacto Tryptone

5 g Bacto Yeast extract
5 g NaCl
ajuster a pH 7,5 avec NaOH

gsp 1 L avec de l'eau

LB solide (1L)
LB liquide + 15 g/L d’agar

Stériliser par autoclavage

SOC (1L)
20 g Bacto Tryptone

5 g Bacto Yeast extract
2 mL de NaCl 5M

2,5 mL de KCI| 1M

gsp 1 L avec de l'eau
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Abstract

Grass pealfathyrus sativud..) is a legume plant cultivated mostly in Indizangladesh and
Ethiopia. It possesses high tolerance levels totastresses like drought and flooding. In the
present work, the tolerance lodithyrus sativud.. (local lines « Raipur » and « Bangladesh »)
to another abiotic stress: lead, has been detednumeng a physiological and a molecular
approach. A hydroponic culture system has beemsebLead was introduced as lead nitrate
(Pb(NG;),). Lead contents in various plant organs (rootsmst leaves) were determined
using ICP-OES. Cell responses in these organs stadéed using real-time RT-PCR. Grass
pea-specific primers were designed from the 11 dementary DNA sequences that were
isolated and sequenced here for the first time. @nde cDNA is full-length and codes a
cystein protease (LsCP). The others are partial £DNd code an aspartic proteaksAP,
270 aa), two ascorbate peroxidases, a cytodadiBRX¢ 195 aa) and a peroxisomhsAPXp
226 aa), a heat shock protein I&KISP70 287), a homoglutathione synthetakshGSHS
329 aa), a glutathione-S-transferalseGST 66 aa), a glutathione reductakeGR 336 aa), a
phytochelatin synthetaseqPCS 64 aa), a phospholipaseddLsPLDx, 288 aa), a membrane
transporter specific of leatl§CNGGC 136) and a soluble proteibgABCt 331 aa).

The plants exposed to lead accumulate large amaofitite metal in their roots only and the
metal is tightly bound to the tissues. mMRNA accutiah for LsPLDx suggest that root
tissues are under stress and coping. The increadesGST LsGR and LsAPX transcripts
suggest that Pb-glutathione complexes are formedlzat the ascorbate-glutathione cycle is
stimulated to scavenge deleterious activated oxggenies, in the root tissues.

In lead-free leave4,sCP, LsAP, LsAPX¢ LsAPXp LsHSP70LsGRetLsPCSgenes are over-
expressed. This indicates that a root signal idtechby these leaded tissues and transported
systemically to the rest of the plant where it sii@es the expression of the genes mentioned
above. This could be a prevention mechanism togpecieaf tissues for the possibility of lead
spreading. Chelation of lead with EDTA in the growtedium facilitates the transport of the
pollutant to the leaves where it accumulates. &s¢htissues, thesCNGCis over-expressed
suggesting that this transporter is involved in titamslocation of the Pb-EDTA complexes
into the leaf symplasm. As was observed previouslypther plant species, lead affects
glutathione metabolism in grass pea. However, thservation of a systemic signal
originating from the leaves in response to lead thedover-expression of autolytic genes are
reported here for the first time and could be dbaotmg elements to lead tolerance in this
under-utilized plant species.

Key-words Lathyrus sativushydroponic culture, lead, EDTA, gene expressiolerance.
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Résumé

La gesse communédthyrus sativud..) est une Iégumineuse cultivée principalemeninee,

au Bangladesh et en Ethiopie qui présente des umvel résistance élevés pour de
nombreuses contraintes abiotiques, telles quectzesésse et I'inondation. Dans ce travail, les
capacités de tolérance dathyrus(lignées locales « Raipur » et « Bangladesh »eautre
contrainte abiotique, la présence de plomb, ont dd#é&rminées des points de vue
physiologique et moléculaire. Un systéme expérialente culture hydroponique a été mis au
point pour ces plantes. Le plomb y est introduiissiorme de nitrate de plomb (Pb(B9).

Les teneurs en plomb des différents organes degeglgracines, tiges, feuilles) ont été
déterminées par ICP-OES. Les réponses cellulaars des organes ont été étudiées par RT-
PCR quantitative (PCR en temps réel). Des amom&sfgues dilLathyrusont été dessinées
a partir des 11 séquences d’ADN complémentairesN@Osolées pour la premiere fois et
séquencees. L'un des ADNCc isolé est complet et cogecystéine protéasesCP, 427 aa).
Les autres sont des ADNCc partiels et corresponalemie aspartique protéassAP, 270 aa),
deux ascorbate peroxidases cytosoliuEAPX¢ 195 aa) et peroxisomalesAPXp 226 aa),
une protéine de choc thermique («Heat Shock Rro# »; LsHSP70Q 287), une
homoglutathion synthétaseshGSHS329 aa), une glutathion S-transférase@ST 66 aa),
une glutathion réductasedGR 336 aa), une phytochélatine synthétdsi’CS 64 aa), une
phospholipase Do (LsPLDn, 288 aa), un transporteur membranaire spécifiquePd
(LsCNGC 136) et une protéine solubles@BCt 331 aa).

Les plantes exposées au nitrate de plomb accumidegitandes quantités de métal dans leurs
racines sous forme de plomb fortement lié aux siselaccumulation d’ARN messagers de la
LsPLDx suggére que les racines subissent une contragibelaore et s'y adaptent. La
stimulation de I'expression des gens$sST LsGRet LsAPXcorrespondrait a la formation de
complexes Pb-glutathion et a une activation du ecyakscorbate-glutathion pour la
neutralisation des espéces activées de I'oxyge@sSjRIélétéres.

Dans les feuilles exemptes de plomb, 'augmentadi®texpression des genesCP, LsAP,
LSAPX¢ LsAPXp LsHSP7QLsGRetLsPCSsemble indiquer 'émission d’un signal racinaire
transmis de maniére systémique vers le reste piatde ou il déclenche la sur-expression de
ces genes. Ceci pourrait permettre aux tissus B@argar le polluant de se préparer a son
eventuelle arrivée. La chélation du Pb avec de TER@ans le milieu de culture conduit a son
transport vers les parties aériennes et a son adatiom dans les feuilles. L'expression du
géneLsCNGCchez ces plantes est activée dans les feuillggésant une participation de ce
transporteur a I'entrée des complexes Pb-EDTA darsymplasme. Comme observé chez
d’autres espéeces végétales, le plomb affecte labul$me du glutathion chez la gesse
commune. Cependant, la mise en évidence d’'uneiggasystémique en réponse au plomb a
partir des racines ainsi que la surexpression degyél’autolyse sont réalisées pour la
premiére fois et pourraient étre des éléments ibuant fortement a la tolérance au plomb
chez cette espece végétale sous-utilisée.

Mots clés: Lathyrus sativus culture hydroponique, plomb, EDTA, expression gines,

tolérance.
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