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Résumé

Des plantules de tomate cultivées sur milieu nitrique et traitées par différentes concentrations de cadmium (0 a 50 uM) sont
utilisées. Les résultats obtenus montrent que le cadmium reste majoritairement confiné au systéme racinaire, qui semble ainsi jouer
le role d’organe piege pour ce polluant. L’augmentation de la dose de cadmium dans le milieu de culture conduit notamment a une
baisse de I’accumulation de NO3 ~, accompagnée d’une diminution de I’activité glutamine synthétase et de la quantité des ARNm
de la glutamine synthétase plastidiale (GS2) et, au contraire, une augmentation de celle de I’isoforme cytosolique (GS1). En méme
temps sont enregistrées des stimulations de 1’activité glutamate synthase NADH dépendante, de la glutamate déshydrogénase
NADH dépendante, de la quantité des ARNm de cette derniere, de I’accumulation de I’ammonium et de I’activité protéasique.
En parallele, des stimulations sont observées dans ’activité malate déshydrogénase NAD' et NADP* dépendante et I’activité
isocitrate déshydrogénase NADP™T dépendante. Ces résultats sont discutés dans le cadre d’une hypothése attribuant aux activités
déshydogénasiques (GDH, MDH, ICDH) un rdle important dans les processus de défense de la tomate contre le stress induit par le
cadmium. Pour citer cet article : C. Chaffei et al., C. R. Biologies 329 (2006).
© 2006 Académie des sciences. Publié par Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

Abstract

Implication of glutamate, isocitrate and malate deshydrogenases in nitrogen assimilation in the cadmium-stressed
tomato. Tomato seedlings grown on nitric medium and treated with various cadmium concentrations (0 to 50 uM) were used.
Results obtained show that cadmium remains predominantly located in the roots, which then seem to play the role of trap-organs.

Abréviations : Rubisco = ribulose biphosphate carboxylase; GS = glutamine synthétase; GS1 = glutamine synthétase cytologique;
GS2 = glutamine synthétase chloroplastique; GDH = glutamate déshydrogénase; GDH-NADH = glutamate déshydrogénasse NADH dé-
pendante ; GDH-NAD™T = glutamate déshydrogénase NAD™T dépendante ; NR = nitrate réductase ; NiR = nitrite réductase; MDH = malate
déshydrogénase ; MDH-NADP™T = malate désydrogénase NADPT dépendante ; MDH-NAD* = malate déshydrogénase NADPT dépendante ;
ICDH = isocitrate déshydrogénase ; ARNm = ARN messager.
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Increasing cadmium concentration in the medium leads particularly to a decrease in NO3 ™~ accumulation, together with a decrease
in the activity of glutamine synthetase and in the quantity of plastidic isoform ARNm (GS2), and, on the contrary, to an increase
of the cytosolic isoform ARNm (GS1). On the other hand, stimulations were observed for NADH-dependent glutamate synthase,
NADH-dependent glutamate dehydrogenase, ARNm quantity of this enzyme, ammonium accumulation, and protease activity. In
parallel, stimulations were observed for NADT and NADP ™ -dependent malate dehydrogenase and NADPT-dependent isocitrate
dehydrogenase. These results were discussed in relation to the hypothesis attributing to the dehydrogenase enzymes (GDH, MDH,
ICDH) an important role in the plant defence processes against cadmium-induced stresses. To cite this article: C. Chaffei et al.,

C. R. Biologies 329 (2006).

© 2006 Académie des sciences. Publié par Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
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In Cd-treated tomato, we observed that the biomass
of roots and leaves decreased when increasing doses
of cadmium were added to the culture solutions. The
decline on dry weights was more dramatic for leaves
than for roots. The external concentration of 50 pM
triggered 75 and 30% of reduction of leaf and root
growth, respectively. A progressive decrease in the to-
tal chlorophyll content, chlorophyll @ and chlorophyll b,
was reduced under cadmium treatment. The decrease in
chlorophyll content was parallel to the decrease in ni-
trate accumulation.

Cadmium stress triggered a decrease in glutamine
synthetase activity in both leaves and roots; GS activity
was altered to a greater extent in leaves than in roots. GS
activity is the sum of GS2 and GS1 activities. In order
to estimate the effect of cadmium on isoforms, GS1 and
GS2 ARNm contents were investigated by northern-blot
analysis. No difference in the abundance of transcripts
encoding GS1 was clearly observed in the leaves of
control and cadmium-treated plants. In contrast, GS1
mRNA content was increased in roots of plants treated
with cadmium. Cadmium treatments led also to a de-
crease in the steady-state level of GS2 in both roots and
leaves of tomato. The sharp decrease on GS activity in
leaves might then be due to the decrease of GS2.

GS and Fd-GOGAT both cooperate in ammonia as-
similation in higher plants; therefore, FdA—-GOGAT ac-
tivity was assayed, and a decrease in Fd—-GOGAT ac-
tivity was more important in roots than in leaves. Con-
sequently, in treated plants, it seems unlikely that the
remaining Fd-GOGAT activity can ensure efficient syn-
thesis of glutamate, as illustrated by the decrease in
glutamate content previously described in roots. An
alternative to the Fd-GOGAT-dependent synthesis is

the involvement of the NADH-GOGAT activity. In the
cadmium-treated plants, NADH-GOGAT activity was
increased, especially in roots. Another putative source
of glutamate is the reaction catalysed by the mito-
chondrial NADH-dependent GDH. The change in the
NADH-GDH activity was investigated. The NADH-
GDH activity increased under cadmium treatment in
leaves and roots. Moreover, the NADT—GDH activity
was decreased by the cadmium treatment. The NADH—
GDH/NAD'-GDH ratio was increased by the cadmium
treatment. In the 50-uM-treated plants, the ratio was
equal to 4-fold and 3-fold of the control for leaves and
roots respectively, suggesting that the change in the
GDH-aminating and -deaminating activities is in favour
of glutamate synthesis. The GDH mRNA steady-state
level was increased by 4 fold in the leaves of tomato,
when plants were treated with increasing doses of cad-
mium. In roots, the increase in the pre-existing high
level of transcripts in the roots of the control plants was
lower than in leaves. However, a concomitant increase
in the ammonium content was observed. This suggested
an ammonia accumulation in leaves consequently to the
increase of proteasic activity. It is known that NAD(P)H
cannot cross the membrane directly and uses metabolic
channels and especially the malate/oxaloacetate chan-
nel, controlled by the malate dehydrogenase enzyme.
We measured both NAD(P)™ and NAD(P)H MDH ac-
tivities, which increased in roots, whereas the NADH-
and NADPH-dependent activities were decreased in
roots. This suggests that MDH isoforms preferentially
catalysed the synthesis of oxalo-acetate (OAA) and had
a reducing power in roots. Interestingly, the opposite
was observed in leaves, suggesting that MDH catalysed
preferentially malate synthesis in leaves and then consti-
tuted a supplementary sink for reducing power in leaves.
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NADP™-dependent isocitrate dehydrogenase (ICDH)
belongs to a multi-isoenzymatic family, whose mem-
bers exist in several cellular compartments. Although an
ICDH isoenzyme was found in the plastid, it was pro-
posed that cytosolic ICDH might play a major role in
2-oxoglutarate production for use in amino acid synthe-
sis. The effect of cadmium on ICDH activity presented
in this study shows that exogenously applied cadmium
clearly stimulated NADPT-ICDH activity in leaves and
roots. This suggests that the synthesis of 2-oxoglutarate
dedicated to amino acid synthesis and particularly to
glutamate maintenance continued and that the avail-
ability of reducing power remained however sufficient.
Immunoblot observation showed that a large amount
of isocitrate dehydrogenase was detected in leaves and
roots protein extracts. However, their amount continu-
ously increased with cadmium concentration.

1. Introduction

L’inhibition des processus d’absorption et d’assimi-
lation de 1’azote minéral constitue I’'une des causes aux-
quelles peut étre attribuée la phytotoxicité des métaux
lourds, mais les études entreprises dans ce domaine res-
tent encore assez limitées. Nous pouvons citer, a titre
d’exemple, celles des références [1-5]. Chez les vé-
gétaux supérieurs, la voie GS/GOGAT constitue, dans
les conditions normales, la principale voie d’assimila-
tion de I’ammonium, notamment celui qui provient de
la réduction du nitrate [6,7]. Toutefois, lorsque, pour
une raison ou pour une autre, la concentration interne
en ammonium augmente, une seconde voie, controlée
par la GDH-NADH dépendante (glutamate déshydro-
génase), entre en jeu pour contribuer a faire baisser cette
concentration. Certaines études ont montré I’existence
d’un effet inhibiteur du cadmium sur la teneur des tissus
en protéines totales solubles et les activités de certaines
enzymes, comme la RubisCO [8], la NR, la NiR, ainsi
que la GS [2-5,9]. Au contraire, le cadmium peut sti-
muler 1’activité d’autres enzymes impliquées dans le
métabolisme intermédiaire, comme 1’isocitrate déshy-
drogénase, la phosphoénolpyruvate carboxylase [10-
12], la malate déshydrogénase, 1’asparagine synthétase
et la glutamate déshydrogénase [4,5,13]. Ceci suggere
qu’en condition de stress métallique, une production im-
portante d’ammonium d’origine endogene a lieu, sans
doute par accélération des processus protéolytiques.

Les résultats présentés dans ce travail montrent que
la présence de Cd dans le milieu de culture conduit a une
chute de la croissance des tomates, associée a une défi-
cience nutritionnelle et hydrique. Le nitrate est ’'un des
éléments nutritifs dont la disponibilité au niveau des tis-

sus est capable de moduler les processus métaboliques
et la production de biomasse des plantes cultivées [14].
Cette disponibilité de I’azote minéral, qui constitue I’un
des facteurs limitants majeurs de la production végétale,
justifie I'utilisation des fertilisations azotées pour per-
mettre 1’accroissement de cette production. Nous avons
cherché également a préciser certains parametres sus-
ceptibles de réguler le métabolisme azoté en conditions
de stress métallique. Pour cela, nous avons réalisé une
série d’approches expérimentales (physiologique, bio-
chimique et moléculaire) destinées a apporter des in-
formations concernant la sensibilité des mécanismes ré-
gulant les différents processus d’assimilation de 1’azote
par la tomate, lorsque cette plante se trouve exposée a
une contamination de son milieu par le cadmium.

Il est vraisemblable que la disponibilité du car-
bone soit en cause dans la limitation de 1’assimilation
du nitrate dans la plante. Plusieurs résultats suggerent
I’étroite liaison entre les métabolisme azotés et carbo-
nés [15-17]. L’enzyme clé responsable de la fixation du
carbone par la voie anaplérotique est la phosphoénol-
pyruvate carboxylase (PEPC). La PEPC catalyse dans
le cytosol la fixation du CO, (HCOy3') sur le PEP pour
former 1’oxaloacétate. LLa coordination entre la PEPC,
et I’isocitrate déshydrogénase (ICDH), enzyme respon-
sable de la synthese de I’ x-cétoglutarate a partir de
I’isocitrate, devrait impliquer des signaux permettant
une bonne répartition des métabolites carbonés néces-
saires a la synthése des acides aminés. Le nitrate, le
saccharose et éventuellement certains acides aminés
comme la glutamine seraient des signaux de traduction
activant des protéines kinases ou phosphatases capables
de moduler ces enzymes et conduisant a des change-
ments rapides de leurs activités [18,19].

2. Matériel et méthodes
2.1. Conduite des cultures

Le matériel végétal utilisé dans ce travail est la to-
mate (Lycopersicon esculentum Mill. CV. 63/5 F1). Les
graines sont désinfectées a ’eau oxygénée 10% (v/v)
pendant 20 min, puis rincées abondamment a I’eau dis-
tillée. Elles sont ensuite mises a germer dans des boites
de Pétri, dont le fond est recouvert d’une double couche
de papier filtre imbibée d’eau distillée. La germination
est réalisée a 1’obscurité a une température de 25°C
environ. Les plantules sont d’abord cultivées pendant
10 j sur milieu témoin, contenant uniquement le ni-
trate comme source d’azote, puis placées pendant 7 j
sur milieu enrichi de CdCl; (0 a 50 uM). Les cultures
sont conduites en salle conditionnée sur milieux hydro-
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poniques, (photopériode : 16 h; densité de flux quan-
tique (lumiére) : 150 uM/m? /s ; température moyenne :
25°C). A la récolte, les plantules sont subdivisées en
racines (R) et feuilles (F). Les racines sont rincées rapi-
dement dans trois bains successifs d’eau distillée, puis
les échantillons sont placés dans I’azote liquide pour des
analyses ultérieures ou desséchés dans 1’étuve a 70 °C
pendant au moins trois jours, pour la détermination de
la matiere seche et des teneurs ioniques.

2.2. Dosage du cadmium

Pour le dosage du cadmium, la matiere végétale
seche est placée dans un matras de Kjeldahl et soumise
a une extraction a chaud par une attaque nitroperchlo-
rique (HNO3/HClOy4, 3:1, v/v). Le mélange est amené
a sec sur une rampe de minéralisation. Apres refroi-
dissement, un volume standard (25 ml) d’une solution
d’acide nitrique (N/13) est ajouté au résidu sec d’aspect
blanchatre. Le cadmium est dosé ainsi sur 1’extrait ni-
trique par spectrophotométrie d’absorption atomique, a
I’aide d’un appareil Perkin-Elmer Analyst 300.

2.3. Dosage de I’ammonium

Le matériel végétal, préalablement congelé dans
I’azote liquide, est broyé a 4 °C dans un mortier en pré-
sence de HySO4 12% et 0,5% (p/v) de polyclart AT.
Le broyat est centrifugé pendant 15 min a 30000 g.
L’ammonium est dosé selon la réaction de Berthelot,
modifiée par [20].

2.4. Dosage du nitrate

Pour le dosage du nitrate, 1a maticre seche est placée
dans des piluliers et soumise a une extraction a froid en
milieu acide (HpSO4 N/10). Le nitrate est dosé selon la
méthode de Henriksen et Selmer-Olsen [21].

2.5. Dosage de la chlorophylle

Les limbes foliaires de la totalité du systeme aérien
sont préalablement plongés dans 1’acétone et conservés
pendant une nuit a 4 °C. Le matériel végétal est broyé
au mortier dans 1’acétone a 80%. Apres centrifugation
de la suspension pendant 5 min a 3000 g, la densité op-
tique du surnageant est lue a 645 et a 663 nm, a 1’aide
d’un spectrophotometre (Perkin-Elmer, Lambada 1A).
La concentration en chlorophylle totale, en chlorophylle
a et en chlorophylle b, exprimées en mg/g MF, sont
déterminées respectivement a 1’aide des formules sui-
vantes [22] :

20 x DOgs2 y 1
36 MF(g)
20 x D0645 1

Chl totale =

Chla = X
36 MF(g)
2
Chl b — 0 x DOgg3 y 1
36 MF(g)

3. Mesures des activités enzymatiques
3.1. Activité glutamine synthétase : GS

Le matériel végétal, préalablement congelé dans
I’azote liquide, est broyé a 4 °C dans un milieu d’ex-
traction de la composition suivante : tampon Tris-HCI
(25 mM, pH 7,6), EDTA (1 mM), MgCl, (I mM),
[3-mercaptoéthanol (14 mM) et polyclar 1% (P/V). Le
broyat est ensuite centrifugé pendant 20 min a 28 000 g.
Le surnageant, qui constitue I’extrait enzymatique, est
conservé dans la glace jusqu’au moment des mesures.
La méthode que nous avons utilisée pour mesurer 1’ac-
tivité de la glutamine synthétase (GS) a nécessité un
travail de mise au point pour définir les conditions
optimales de mesure de cette activité. La réaction uti-
lisée fait appel a un analogue du substrat (NHI),
I’hydroxylamine, qui donne le y-glutamylhydroxamate
(y-GHM), quantifié apres complexation avec un agent
ferrique [23]. Elle s’effectue dans un milieu réactionnel
de la composition suivante : tampon tris-HCI (50 mM,
pH 8), glutamate (80 mM), hydroxylamine (8 mM),
le MgSO4 (50 mM), EDTA (4 mM), ATP (8 mM).
Apres 30 min d’incubation a 30 °C, la réaction est stop-
pée par ’addition de solution stop : FeCls (0,37 M),
Acide trichloracétique (0,2 M) et HCI (0,67 N). On
laisse la coloration se développer pendant 15 min a
température ambiante. Les mélanges sont centrifugés
pendant 10 min a 17000 g, et I’absorbance du complexe
v-glutamylhydroxamate—ion ferrique est déterminée a
540 nm et comparée a une gamme d’étalonnage réali-
sée avec le y-GHM (fourni par Sigma). L’activité GS
est exprimée en umol y-GHM/g MF/min.

3.2. Activité glutamate synthase : GOGAT

Les méthodes d’extraction et de mesure de 1’ac-
tivité glutamate synthase sont celles décrites par Su-
zuki [24]. Les tissus frais congelés dans I’azote li-
quide sont broyés a 4 °C dans un tampon d’extraction
contenant du phosphate de sodium (25 mM, pH 7.,5)
du mercaptoéthanol (14 mM), du DTT (0,5 mM), de
EDTA (5§ mM) et du PMSF (1 mM). L’activité glu-
tamate synthase dépendante de la ferrédoxine est mesu-
rée aprés 20 min d’incubation a 30 °C dans un milieu
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réactionnel de volume final 100 pl contenant le tam-
pon phosphate de sodium (25 mM, pH 7.5), la gluta-
mine (100 mM), I’ x-cétoglutarate (100 mM) et le mé-
thyl viologéne (3,9 mM). La réaction est déclenchée
par I’addition de dithionite de sodium (190 mM dans
NaHCOj3 180 mM). L’activité NADH-GOGAT est me-
surée dans le méme milieu réactionnel, excepté le mé-
thyl viologene. Elle est déclenchée par 1’addition de
NADH (1,4 mM). Dans les deux cas, la mesure de 1’acti-
vité GOGAT est déterminée par le dosage du glutamate
formé a la fin de la réaction. Les produits de la réaction
sont séparés par chromatographie HPLC. Le pic corres-
pondant au glutamate permet de calculer, en référence a
un étalon, la quantité de glutamate formé. Les résultats
sont exprimés en nMgy, /mg protéines/min.

3.3. Activité glutamate déshydrogénase : GDH

Les méthodes d’extraction et de mesure de 1’activité
glutamate déshydrogénase 3 NADH et NAD™ corres-
pondent a celles qui ont été définies au préalable, apres
une mise au point. Le matériel végétal, préalablement
congelé dans ’azote liquide, est broyé a 4 °C dans un
tampon Tris-HC1 (100 mM, pH 7,6) contenant du mer-
captoéthanol (10 mM). Le broyat est centrifugé pen-
dant 10 min a 12000 g a 4 °C. Enfin, le surnageant est
conservé dans la glace jusqu’au moment des mesures.
L’ activité NADH glutamate déshydrogénase est évaluée
par oxydation du NADH dans un milieu réactionnel
contenant le tampon Tris-HCI (0,1 M, pH 8,2), le CaCl,
(1 mM), le (NH4)2SO4 (200 mM), I’ x-cétoglutarate
(10 mM) et le NADH (0,2 mM). La cinétique de dispa-
rition du NADH est suivie a 340 nm pendant 5 min. La
réaction débute par 1’addition de 1’extrait enzymatique,
le témoin étant la mesure réalisée en absence d’ammo-
nium ou d’ «-cétoglutarate. Les résultats sont exprimés
en uM NADH oxydés/g MF/min. L activité NAD™ glu-
tamate déshydrogénase est mesurée par la réduction du
NAD™ dans un tampon tris-HCI (100 mM, pH 9,2),
contenant CaCl, (1 mM), glutamate (50 mM) et NAD*
(0,5 mM). La cinétique d’apparition du NADH pour la
réaction de désamination est suivie a 340 nm pendant
2 min. Pour chaque mesure est réalisé un blanc conte-
nant tous les réactifs, excepté le glutamate [25]. Les
résultats sont exprimés en uM NAD™ réduits/g MF/min.

3.4. Activité isocitrate déshydrogénase : ICDH

Le tissu végétal préalablement conservé dans I’azote
liquide est broyé dans un tampon phosphate de po-
tassium (0,1 M pH 7,5) contenant du mercaptoéthanol
(14 mM) et du PVP (1%). L’activité ICDH a NADP est

mesurée par la réduction du NADP a 340 nm a 30°C,
dans un milieu réactionnel composé du tampon phos-
phate de potassium (100 mM, pH 7.5), de 'isocitrate
(2,5 mM) et du MgCl, (5 mM) sur une cinétique de
100 s [26]. Les résultats sont exprimés en uM NADP™
réduits/g MF/min.

3.5. Activité malate déshydrogénase : MDH

Les méthodes d’extraction et de mesure de 1’acti-
vité malate déshydrogénase sont celles décrites par [27].
L’extraction de la MDH se fait dans un tampon Tris-
HCI (100 mM, pH 8,3), contenant du DTT (5 mM),
EDTA (2 mM), 50 mM mercaptoéthanol, 5 mM MgCl,.
Les activités de la malate déshydrogénase NADH et
NADPH (25 mM) dépendante sont mesurées apres in-
cubation dans un milieu réactionnel a 22 °C de volume
final 300 ul contenant de tampon Tris-HCI (25 mM, pH
8), EDTA (1 mM), I’oxaloacétate (0,5 mM). La réac-
tion est déclenchée par I’addition de NADH ou NADPH
(25 mM). Les activitts NADH-MDH ou NADPH-
MDH sont mesurées en suivant I’oxydation du NAD(P)H
a 340 nm a I’aide d’un spectrophotometre dans le méme
milieu réactionnel. Les résultats sont exprimés en uM
NAD(P)H oxydés/g MF/min. Les activités NAD(P)™
sont mesurées apres incubation dans un milieu réaction-
nel a 22 °C, de volume final 300 ul, de composition :
tampon Tricine de sodium (25 mM, pH 8,9), EDTA
(1mM), malate (50 mM), glutamate (20 mM), hydrazine
(0,2 M). La réaction est déclenchée par 1’addition de
NAD(P)™ (2,5 mM). Les résultats sont exprimés en uM
NAD(P) " réduits/g MF/min.

3.6. Activité protéasique

La mesure de I’activité protéasique est réalisée en
utilisant une solution d’azocaséine (fournie par Sigma)
comme substrat [28], préalablement traitée pendant
2 min a 100 °C pour éliminer les contaminations pré-
sentes dans le produit commercialisé. Le tissu végétal
frais sorti de 1’azote liquide est broyé dans un tampon
phosphate de potassium (100 mM, pH 7,4) contenant
de P’EDTA (10 mM) et de la cystéine (7,5 mM). Le
broyat est centrifugé pendant 20 min a 12000 g. Le sur-
nageant est conservé dans la glace jusqu’au moment
des mesures. Le milieu d’incubation, de volume final
1 ml, est constitué de tampon phosphate de sodium
(50 mM Na-citrate/Na-phosphate, pH 5,5) d’azocaséine
(1% P/V) et d’extrait végétal. Apres 2 h d’incubation a
40 °C, la réaction est interrompue par 1’addition de 2 ml
d’acide perchlorique (12%) (V/V). Les tubes contenant
les mélanges sont ensuite placés dans la glace pendant
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10 min. Les mélanges sont centrifugés pendant 15 min
a 10000 g. L’absorbance des acides aminés diazotés de
I’azocaséine libérés par protéolyse est lue a 340 nm sur
le surnageant. Une unité de I’activité protéasique est dé-
finie comme étant ’activité permettant I’augmentation
de I’absorbance de 0,01 unité pendant 1 h d’incubation.
Les résultats sont exprimés en unité/g MF.

4. Analyse des ARNm par northern blot

Les ARN totaux sont homogénéisés et extraits se-
lon la méthode de Vernoered et al. [29]. Le transfert de
I’ ARN sur une membrane de nylon se fait par capilla-
rité dans SSC pendant une nuit (18 h). Le montage est
défait et le transfert peut étre vérifié aux rayons ultra-
violets. La membrane est rincée dans SSC et I’ARN
est fixé aux rayons ultraviolets. Le blot est conservé
dans un endroit sec jusqu’a I’hybridation. L’hybridation
avec la sonde radio-marquée est réalisée par la tech-
nique du marquage au 3P renom priming (Pharmacia).
L’ ADN complémentaire du gene, GS1 (marqué au 32p,
[30]), GS2 (a partir de tabac, [31]) et gdh (fragment de
1121 bp EcoRI d’ADNc) est dénaturé pendant 10 min
a 100 °C, puis refroidi durant 5 min dans la glace. La
membrane est préhybridée avec une solution de préhy-
dratation qui contient SSC, solution de Denhart’s (Fi-
coll, PVP, BSA, H;0), formamide 50%, NaPO4 50 mM
et 100 ug d’ADN complémentaire pour chaque protéine
enzymatique. La préhydratation se fait a 42 °C pendant
18 h. La membrane est lavée apres élimination du li-
quide d’hybridation par deux lavages d’une durée de
20 min dans SSC et SDS 0,1% a température ambiante,
puis deux lavages d’une durée de 20 min dans SSC et
SDS 0,1% a 60 °C. Les quatre lavages se font sous agita-
tion. La membrane, mise entre deux papiers Whatman,
emballés dans du papier Saran, est déposée dans une
cassette pour autoradiographie.

5. Résultats

Le traitement des plantes pendant 7 j par le cadmium
s’accompagne de son prélevement et de son accumula-
tion dans la plante, comme le montre la Fig. 1A ; cette
accumulation est fonction de la dose de Cd et atteint
des niveaux toujours plus élevés dans les racines que
dans les parties aériennes. Quatre-vingts pour-cent en-
viron du Cd total restent confinés au niveau du systéme
racinaire, qui ne représente que 20% de la biomasse
totale de la plante (Tableau 1). Malgré cette forte ac-
cumulation de Cd dans le systeme racinaire, ce dernier
reste moins sensible a ce polluant que la partie aérienne

(Fig. 1B). En outre, les variations des teneurs en chlo-
rophylles a, b et totale dans les feuilles en fonction
de la dose de cadmium (Fig. 1C) montrent que, dans
nos conditions expérimentales, ces trois parametres sont
nettement réduits par le Cd. Ces résultats montrent for-
tement que les symptomes de toxicité, qui ont touché
surtout la partie aérienne en présence de Cd, correspon-
dent, entre autres, a une déficience en pigments chlo-
rophylliens (chlorophylle a et chlorophylle b). La pré-
sence de cadmium dans le milieu de culture entraine
également une diminution importante de la teneur en ni-
trate dans les tissus foliaires et racinaires (Fig. 1D). Ces
résultats peuvent traduire 1’existence d’une interférence
négative du cadmium sur les systemes qui assurent le
prélevement du nitrate sur le milieu, comme I’ont sug-
géré Chugh et al. [32].

En méme temps que ces effets sur la croissance, 1’ac-
tivité et les ARNm de certaines enzymes impliquées,
dans les conditions normales, dans 1’assimilation de
I’ammonium sont affectés par la présence de cadmium
dans le milieu de culture. Pour la glutamine synthé-
tase, les effets sont plus importants dans les feuilles
que dans les racines (Fig. 2A). L’activité GS d’un tissu
résulte a la fois des activités GS1 cytosolique et GS2
plastidiale. Dans les feuilles, la capacité des tissus chlo-
rophylliens a assimiler I’ammonium, résulte de leur ri-
chesse en GS chloroplastique (GS2), qui est I’isoforme
principale chez la tomate [33]. Dans les racines, 1’iso-
forme GS1 est prédominante par rapport a 1’isoforme
GS2 [33,34]. La quantification des ARNm (northern
blot) montrent que la transcription du gene de la GS1
est imperceptible, méme chez les plantes soumises a la
plus forte concentration de cadmium (50 uM) (Fig. 2B).
Par contre, dans le cas des racines (Fig. 2C), la quan-
tité des ARNm de la GS1 augmente environ deux fois
par rapport aux témoins, dans les plantes soumises a
10 ou 20 uM de Cd dans le milieu de culture. Ces ré-
sultats montrent I’induction du gene GS1 sous I’effet
du cadmium dans les racines de la tomate traitée par le
cadmium. Dans le cas de I’isoforme plastidiale (GS2),
les résultats obtenus montrent une forte diminution de
la quantité des ARNm, ce qui suggere la répression de
I’expression de ces geénes dans les feuilles et dans les
racines (Fig. 2D). Nous pouvons constater que la dimi-
nution de la quantité des ARNm de la GS2 est plus forte
dans les racines que dans les parties aériennes. Comme
le montre la Fig. 3A, ces effets sont accompagnés par
une augmentation de I’accumulation de I’ammonium,
d’origine endogene, dans les tissus de la plante entiere.

L’isoforme NADH dépendante (NADH-GOGAT)
est une forme mineure, particulierement décrite chez
quelques especes [9,35,36]. Les mesures d’activité en-
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Fig. 1. Variations (A) de la teneur en cadmium, (B) de la production de matiere seche, (C) des teneurs en chlorophylles a, b et totale, (D) du
nitrate (NO3 ™) dans les feuilles (F) et les racines (R) chez les plantules de tomate. Les résultats sont exprimés en (%) des témoins : MS; F :
0,279 £ 0,025 g/plante ; R : 0,041 0,003 g/plante ; NO3 ™ : F: 0,342 + 0,03 pmol/g MS; R : 39,18 + 4,18 umol/g MS.

Tableau 1

Distribution de la matiere seche et du cadmium entre les feuilles et
les racines. Valeurs exprimées en % des témoins de la plante entiere ;
F = feuilles, R = racines

CdCl, (uM) Matiere seche Cd
F R F R

0 87,4 12,6 - -

5 80,4 19,6 14,0 86,0
10 78,6 21,4 17,5 82,5
20 78,7 21,3 17,8 82,2
50 87,3 20,7 18,7 81,3

zymatique, réalisées pour les deux isoformes de la
GOGAT, permettent de constater que, chez les plantes
témoins, les valeurs des deux activités de la GOGAT
sont plus élevées dans les feuilles que dans les racines.
Chez les plantes traitées par différentes doses de cad-
mium, les activités des deux isoformes de la GOGAT
ne réagissent pas de la méme maniére a la présence de
cadmium. L’activité FdA—-GOGAT diminue dans les deux

organes, mais beaucoup plus dans les racines que dans
les feuilles (Fig. 3A). Inversement, I’activité NADH-
GOGAT augmente dans les deux organes étudiés. Cette
augmentation est plus importante dans les racines que
dans les feuilles (Fig. 3B).

L’activité de la NADT—-GDH dépendante est pro-
gressivement réprimée dans les feuilles des plantes trai-
tées par le cadmium (Fig. 4A). Au niveau des tissus
racinaires, I’activité de cette enzyme ne semble pas ré-
pondre a la présence de cadmium dans le milieu de
culture. Contrairement a 1’ activité de la NADT—-GDH, la
présence de cadmium dans le milieu de culture s’accom-
pagne d’une augmentation progressive de 1’activité ami-
natrice de la NADH-GDH (Fig. 4B). Cette stimulation
est d’autant plus importante que la dose de cadmium
dans le milieu de culture est élevée. Chez la tomate,
I’augmentation de I’activit¢ NADH-GDH est plus spec-
taculaire au niveau des racines qu’au niveau des feuilles.
Le comportement différent des activitts NADH-GDH
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MF/min).

et NADT—GDH a I’égard du cadmium dans le milieu
de culture apparait lorsqu’on établit le rapport entre ces
deux activités en fonction de la dose du polluant (Ta-
bleau 2). Ce rapport passe de 1,2 a 4,94 dans les feuilles
et de 1,7 2 5,33 dans les racines. Ce rapport peut consti-
tuer un parametre important pour estimer 1’importance
relative de la fonction aminatrice dans 1’activit¢ GDH
globale d’un tissu par rapport a sa fonction désamina-
trice. Les résultats de la Fig. 4C montrent que le contenu
en transcrits de la GDH augmente nettement des que
la concentration de cadmium dans le milieu nutritif dé-
passe 10 uM. Cette augmentation est de 1’ordre de 35%
dans les feuilles des plantes soumises a 50 uM de Cd
par rapport a celle de plantes témoins. Les résultats de
quantification des ARNm de la GDH a partir des extraits
racinaires de plantes traitées par différentes doses de
cadmium montrent que la quantité des ARNm augmente
uniquement pour les doses 5 et 10 uM de Cd (Fig. 4D).
Ceci montre que I’induction du géene GDH sous I’effet

du cadmium est moins importante dans les racines que
dans les feuilles, et que les variations des contenus en
protéine sont vraisemblablement liées a 1’induction du
gene GDH par le cadmium. Ainsi, nous pouvons remar-
quer que les variations des quantités d’ARNm GDH,
d’une part, et de protéines GDH, d’autre part, détectées
dans les feuilles et les racines sont cohérentes.

L’étude des variations des teneurs en ammonium
dans les différents organes des plantes traitées par le
cadmium montre une augmentation plus marquée dans
les racines que dans les feuilles (Fig. 4E). Cette aug-
mentation endogene en ammonium ne résulte cepen-
dant pas d’une désamination oxydative du glutamate,
du fait de I’inhibition de la fonction désaminatrice de
la GDH par le cadmium, mais plutét d’une accéléra-
tion des processus de dégradation et de remobilisation
des protéines, a la suite de I’induction des activités
protéasiques. Dans les mémes conditions, on assiste a
une augmentation de 1’activité protéasique dans les dif-
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Fig. 3. Effets de la dose de cadmium sur I’activité Fd-GOGAT(A)
et NADH-GOGAT (B) chez des plantules de tomate. Les résultats
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protéines/min. Activité NADH-GOGAT : F : 2,68 nmol Glu/mg
protéines/min, R : 0,23 nmol Glu/mg protéines/min.

férents organes étudiés (Fig. 4F). Ce type de résultat
suggere que le traitement de la tomate par le cadmium
conduit a une production endogéne d’ammonium, résul-
tant probablement d’une stimulation des processus de
dégradation protéique, principalement de la RubisCO
[13,37-39].

Lactivité des différentes isoformes de la MDH
(NAD™ dépendante, NADP™ dépendante, NADH dé-
pendante et NADPH dépendante) en fonction de la
concentration de cadmium dans le milieu de culture,
présentée dans la Fig. 5A-D, varie largement, d’une
part, en fonction du type d’organe et, d’autre part,
en fonction du donneur d’électrons. Pour les activi-
tés MDH, dépendant des cofacteurs oxydés (NAD™ ou
NADP™), c’est-a-dire qui catalysent la réaction dans le
sens de la synthese d’oxaloacétate (Fig. 4A—B), une in-

hibition est observée dans les feuilles, alors que cette ac-
tivité est stimulée dans les racines. Pour les activités dé-
pendantes des cofacteurs réduits (NADH ou NADPH),
des résultats inverses sont obtenus (Fig. 4C-D).

L’isocitrate déshydrogénase est une enzyme présente
dans tous les compartiments cellulaires, cytosol, mi-
tochondrie, chloroplaste et peroxysome, mais environ
90% de la totalité de la protéine est cytosolique. L’aug-
mentation de 1’activité ICDH dans tous les organes des
plantes cultivées en présence de Cd (Fig. 6A) nous a
amenés a essayer de détecter laquelle de ces formes
est réellement stimulée par le cadmium. L’utilisation
des anticorps spécifiques dans les racines par western
blots a permis de montrer que les deux isoformes sti-
mulées en présence de Cd sont la forme cytosolique
NADP* dépendante et mitochondriale NAD™ dépen-
dante (Fig. 6B). Cette stimulation des deux isoformes
dans les racines est observée des la plus faible dose de
cadmium (5 uM).

6. Discussion

Comme chez la majorité des especes annuelles jus-
qu’a présent étudiées, les racines de la tomate cultivée
sur milieu enrichi en cadmium en retiennent une forte
proportion, atteignant, dans nos conditions expérimen-
tales, 80% environ du contenu total de la plante entiere,
malgré la part relativement faible du compartiment raci-
naire dans la biomasse totale de cette plante (Tableau 1).
Ainsi se trouve confirmée I’hypotheése formulée initia-
lement par un certain nombre d’auteurs [40—42] selon
laquelle les racines des végétaux supérieurs se compor-
tent comme des organes pieges pour les métaux lourds,
constituant de ce fait une barriere efficace s’opposant
a une exportation massive de ces éléments vers le pa-
renchyme foliaire, qui manifeste une forte sensibilité a
I’égard de ces constituants chimiques. Ceci est confirmé
par nos résultats, qui montrent qu’en dépit du niveau
d’accumulation du cadmium, cing a dix fois plus faible
dans la partie aérienne que dans les racines, les effets
inhibiteurs sur la croissance y sont toujours plus im-
portants [43]. Sous I’effet du cadmium, les plantules
manifestent des symptomes visibles d’intoxication tels
que la chlorose et I’apparition de taches nécrotiques au
niveau des limbes foliaires, ce qui explique la diminu-
tion des teneurs en chlorophylles. A cet effet, la tomate
s’est révélée moyennement sensible au cadmium. En
effet, une diminution de la croissance est obtenue a par-
tir d’'une dose modérée de Cd, de 10 uM. D’apres la
Fig. 1D, ’augmentation de la concentration externe en
cadmium fait diminuer progressivement la teneur des
tissus en nitrate. Ces résultats, qui ne peuvent étre im-



C. Chaffei et al. / C. R. Biologies 329 (2006) 790-803 799

A —m—F B s F
120 0—R 400 - —a—=R
350 4
& 100
é" 5 300 4
5 a
8 80 1 g 250
4
Q . 9 200 4
g 60 g
% 40 4 -g 150
- B 100¢
2 20 <
50 4
0 T - r r r ) o
0 10 20 30 40 50 60 o] 10 20 30 40 50 60
Cd (uM) cd (uM)
c D
| —
140 4 2
300
= 120 4
< 250 9
é 200 g o
i O g0
@ 5
-E 150 $ 60
E 100 ;
40 4
= ]
50 4 20 4
0 4 0
4] 5 10 20 50 0 5 10 20 50
cd (uM) Cd (uM)
E -—F || F —a—F
400 =R —o—R
400 -
350 5 85
A 3 300
250 - z
= B 250
+, 200 ?é 200 -
= o
Z 150 o 150
=
100 § 3 10072
50 & 504
0 - : T T T , 0 T T T , —
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Cd(uM) Cd(uM)
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32,75 £0,97 unité/g MF; R : 4,1 &+ 1,2 unité/g MF.

putés a une accélération des processus métabolique de
cet anion, traduisent sans doute un ralentissement dans
le fonctionnement des systemes membranaires des cel-
lules racinaires impliqués dans le prélevement du nitrate
[2,44,45]. De méme, le cadmium peut affecter négative-
ment la sécrétion dans le xyleme [3].

Il est généralement admis que, chez les végétaux su-
périeurs, ’assimilation de 1’ammonium provenant de
la réduction du nitrate se fait essenticllement selon la
voie GS/GOGAT [9,46-49]. Une stimulation de 1’acti-
vité aminatrice de la GDH (NADH-GDH ) a été obser-
vée, en méme temps qu’un accroissement de la teneur
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MFE.

Tableau 2

Variation du rapport des activités NADH-GDH/NAD GDH dans les
feuilles (A) et les racines (B), en fonction de la dose de cadmium dans
le milieu de culture

CdCl, (uM) A B
0 1,2 1,7
5 1,9 2,7

10 2,3 2,9

20 3,8 4,6

50 4,9 53

des tissus en ammonium [3,4], ainsi qu’une diminution
de I’activité désaminatrice de la GDH (GDH-NAD™).
Le traitement des plantes par le cadmium stimule
les activités GS1 et NADH-GOGAT, a la suite d’une
induction de la transcription des genes qui contrdlent
I’expression de ces enzymes, et inhibe celles de la
GS2 et de la Fd-GOGAT. La stimulation des activités

NADH-GDH et NADH-GOGAT suggere que ces deux
enzymes pourraient compenser la diminution de 1’acti-
vité Fd—-GOGAT et assurer la production du glutamate.
L’inhibition de I’activité GS totale suggere que la pro-
duction de la glutamine n’est pas privilégiée chez les
plantes traitées par le cadmium, méme si on a pu consta-
ter une accumulation de la quantité de protéine GS1 et
une stimulation de la synthése de I’ARNm de cette der-
niere.

L’augmentation de la syntheése des ARNm GS1, de
la NADH-GOGAT et de la NADH-GDH, accompa-
gnée par une stimulation de leurs activités, constitue une
réponse de type adaptatif destinée a augmenter la dispo-
nibilité du glutamate et permettant la remobilisation de
I’azote protéique, a la suite de la dégradation des conte-
nus en protéines chloroplastiques. Ainsi, I’inhibition des
activités GS2 et Fd-GOGAT serait une conséquence de
la destruction des chloroplastes sous 1’effet d’une sé-
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nescence précoce induite par 1’effet phytotoxique du
cadmium. Cette sénescence induite est bien illustrée par
la diminution de I’activité photosynthétique des feuilles
des plantes traitées par le cadmium.

Pour expliquer les changements observés au niveau
de I’activité ICDH a la suite du traitement par le Cd,
une étude électrophorétique a été menée sur des extraits
de feuilles et de racines, constituant 1’organe préféren-
tiel de la localisation de 'ICDH. A partir des résultats
obtenus, on peut constater qu’en présence de cadmium
dans le milieu de culture, il y a augmentation de la
quantité de protéines dans les deux types d’organes.
Nos résultats permettent donc de suggérer I’existence
dans les conditions de stress métallique, d’une stimu-
lation de I’activité ICDH-NADP™, consécutive & une
forte augmentation en protéine ICDH-NADP™. Une
telle situation conduit raisonnablement a la stimulation
de I’activit¢ MDH conditionnée par la demande cel-

Tableau 3

Rapport des activités de la malate déshydrogénase NAD1/NADH
dans les feuilles (A) et les racines (C) et NADPT/NADPH, dans les
feuilles (B) et les racines (D) en fonction de la concentration de Cd
dans le milieu de culture

CdCl, (uM) Feuilles Racines
A B C D
0 16,06 38,9 1,14 1,03
5 9,32 15,9 1,85 1,31
10 7,62 7,11 2,92 1,69
20 4,84 5,77 4,68 2,94
50 4,14 3,13 7,04 4,79

lulaire en chainons carbonés, sous forme d’acides cé-
toniques (oxaloacétate). Ainsi, le besoin en squelettes
carbonés nécessaires a la respiration pourrait solliciter
une stimulation de la NAD(P)™-MDH dans les racines,
afin de fournir I’oxaloacétate permettant d’alimenter le
cycle de Krebs.

Les rapports entre les activités de la forme oxy-
dée/forme réduite chez les plantes cultivées sur milieu
de culture en présence de Cd montrent une stimulation
de la synthese de ce métabolite (OAA) dans les tissus ra-
cinaires et conducteurs (Tableau 3). Dans les feuilles des
plantes traitées au cadmium, la chute de la photosyn-
these et le besoin accru des racines en sources carbonées
pourraient provoquer le phénomene inverse et sollici-
ter la production de malate directement exportable des
feuilles vers les racines. Cette hypothese est soutenue
par I'observation au niveau des feuilles d’une stimu-
lation de I’activité de la NAD(P)H-MDH (Tableau 3)
conduisant a la synthése du malate. Notons, par ailleurs,
que le malate pourrait également contribuer au piégeage
du Cd. Le manque d’acides cétoniques dans les racines
ainsi que la remobilisation de I’azote foliaire pourraient,
selon le modele décrit par Masclaux et al. [50], étre a
I’origine de I’arrét du transport et de 1’assimilation du
nitrate dans ces organes. Un phénomene semblable a été
décrit pour expliquer 1’arrét de I’assimilation du nitrate
au cours de la sénescence quand les tissus foliaires sont
soumis a la force de puits exercée par les organes repro-
ducteurs [51,52].

En définitive, nos résultats plaident en faveur de I’hy-
potheése selon laquelle les conditions de stress métal-
lique, qui accélerent les processus protéolytiques géné-
rateurs d’ammonium, induisent un changement de pH
dans les cellules de la plante. L’alcalinisation du pH
cytologique est requise pour déclencher la chaine de ré-
actions contr6lant la stimulation coopérative de la GDH,
de 'ICDH et de la MDH, pour assurer une fourni-
ture suffisante de squelettes carbonés. Dans le cas de
la GDH et de la GS1, nous avons mis en évidence 1’in-
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duction transcriptionnelle des genes correspondants et
la répression d’autres génes (GS2 pour les feuilles) sous
I’effet du cadmium. Ce résultat montre qu’en situation
de stress induit par le cadmium, les tissus foliaires ex-
priment les mémes marqueurs métaboliques qu’en si-
tuation de sénescence naturelle [13,53]. Ces change-
ments d’expression des enzymes du métabolisme des
acides organiques font partie d’un large programme as-
surant un détournement du flux de carbone vers la voie
de synthese de I’ a-cétoglutarate capable d’assurer I’as-
similation de I’ammonium. Ceci peut &tre considéré
comme un processus adaptatif permettant une meilleure
coordination entre les différentes enzymes pour se dé-
barrasser de ce métabolite potentiellement cytotoxique.
Comme I’ont suggéré certains auteurs dans des travaux
effectués en conditions de stress hydrique [54,55], ces
réajustements d’activités enzymatiques constituent un
moyen d’adaptation permettant une réponse appropriée
des plantes a la contrainte métallique. En fin de compte,
il semble que les activités GDH, ICDH et MDH, qui
assurent un lien étroit entre les métabolismes azoté et
carboné, peuvent exercer une fonction vitale dans les
conditions de stress métallique, en coopérant dans le
controle de la syntheése de métabolites azotés impli-
qués dans les processus d’adaptation biochimique aux
stress métalliques [56]. En revanche, la répression par
le cadmium des enzymes NR, NiR, GS2 et Fd-GOGAT,
contrdlant la syntheése des constituants de la matiere vi-
vante, peut €tre en partie responsable de la chute de 1’ac-
tivité de croissance. L’ensemble des résultats présentés
dans ce travail suggere que, parallelement a I’inhibition
de la principale voie de la production des acides aminés,
la tomate cultivée en présence de polluant métallique
(cadmium) a présenté des voies de détoxication permet-
tant de recycler I’ammonium accumulé, précisément par
I’induction de la GS 1, la stimulation de la NADH-
GOGAT et la forte stimulation de la GDH, consécuti-
vement a une néosynthese de nouvelles isoformes dans
les feuilles, en coopération avec les enzymes du méta-
bolisme carboné.
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