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RESUME

L'aluminium est considéré comme le principal facteur limitant de la
productivité des plantes dans les sols acides. Ces sols représentent 40% des terres
cultivables du globe. En Amérique du Nord, ils constituent 40,9% des terres
arables et sont essenticllement répartis sur les territoires canadiens. Face a
l'augmentation de la population mondiale, il y a un enjeu économique important a
augmenter la surface des terres cultivables et donc a pallier la phytotoxicité due a
'aluminium.

Le but de cette thése était d'isoler des génes de plantes conférant une
résistance au métal. En effet, certaines plantes présentent une résistance plus ou
moins élevée face a 1'aluminium en sols acides. Des études génétiques ont montré
que ce phénotype était porté par le génome nucléaire et résultait de 1'expression
d'un a trois geénes selon le genre végétal étudié. Une fois ces génes isolés, il serait
donc possible de transférer le caractére de résistance vers des plantes a fort intérét
agronomique.

Les travaux réalisés dans cette thése ont consisté a appliquer deux
approches de biologie moléculaire pour mettre en évidence des génes impliqués
dans la résistance : I'Hybridation Suppressive Soustractive (SSH) et la
construction de banques d'expression de -protéines via les systémes
GeneRacer/Gateway. Ces techniques ont été utilisées pour rechercher des génes
de tolérance chez deux types de plantes résistantes : le blé Atlas-66 et le riz
(naturellement trés résistant).

Un nouveau systéme de banque d'expression de protéines a été mis au
point pour permettre de réaliser des banques a partir de petites quantités d'ARNm
et d'exprimer ces banques dans différents organismes. Aucun geéne de résistance
n'a pu étre isolé a partir de ces banques.

Face au faible rendement de la SSH, de nouveaux procédés de suppression
PCR ont été élaborés. Ces procédés ont été nommés Suppression PCR par
Remplissage des Extrémités et Suppression PCR par Ajout d'ARN. Ces
améliorations techniques ont permis d'augmenter de maniére significative la
qualité des banques SSH obtenues. Un géne surexprimé chez la variété tolérante
de blé Atlas-66 a été isolé: le géne 49A1. Ce géne confére une résistance modérée
chez la levure Saccharomyces cerevisiae et présente de fortes homologies avec
des transporteurs d'oligo-peptide proton dépendants. Son homologue chez le riz
posséde une dizaine d'hélices trans-membranaires et un promoteur avec de
nombreux éléments de régulation DOFCOREZM impliqués dans le métabolisme
du carbone. Le géne 49A1 pourrait s'avérer étre un élément clef de la tolérance a
l'aluminium chez les plantes par son implication hypothétique dans les
mécanismes de sécrétion du malate. En effet, ces mécanismes sont considérés par
certains chercheurs comme un élément pouvant mener & la résistance au métal.
Son expression chez les plantes pourrait permettre d'obtenir des plantes
génétiquement modifi€es tolérantes au métal.

Aluminium — Métaux lourds - Tolérance — Blé — Riz



INTRODUCTION

Des études écologiques réalisées en 1995 ont permis d'estimer que la
production agricole mondiale devrait augmenter de 40% d'ici I'an 2020 pour étre en
mesure de répondre au besoin alimentaire des populations du globe (Gruhn ef al,
1995). Or ces perspectives d'avenir se heurtent au fait que la surface des terres
cultivables est limitée. De plus, 40% des terres arables du globe sont des sols acides,
des sols impropres a l'agriculture (Foy er al, 1978). Des études physiologiques ont
démontré que la faible productivité agricole des sols acides était lide a la
phytotoxicité de I'aluminium, un métal qui constitue prés de 7,5% de la lithosphére
(Foy et al., 1978 ; Haug, 1984). Dans les sols dits acides, ou l'unité de pH est

inférieure a 5, I'aluminium est alors présent sous des formes toxiques pour les plantes.

Afin de pallier la phytotoxicité due a I'aluminium, beaucoup de stratégies ont
été envisagées. La premiére a consisté en 1'épandage de chaux sur les sols acides dans
le but d'en élever le pH. Cependant, cette stratégie étant fort cofiteuse, les agronomes
se sont alors tournés vers la sélection génétique de genres et de vari€tés de plantes
tolérant la présence du métal. De telles sélections phénotypiques sont limitées a la
diversité génétique naturelle. Elles ne peuvent pas étre appliquées a tous les genres de
plantes notamment aux plantes d'intéréts agronomiques qui sont choisies avant tout
pour leurs caracteres qualitatif et quantitatif. Grace aux progrés des biotechnologies,
la possibilité de transférer des caracteres de tolérance d'une plante résistante vers une
plante sensible ouvrait de nouveaux horizons aux scientifiques et agronomes. Dans ce
but, il était nécessaire de déterminer la nature du support génétique responsable de la
résistance a l'aluminium pour pouvoir améliorer génétiquement les variétés d'intérét

agronomique.
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La tolérance observée chez la variété de blé tolérante Atlas-66 est un caractére
multigénique héréditaire dominant porté par le génome nucléaire (Berzonsky, 1992).
Afin de transférer génétiquement les caractéres de résistance, il est donc nécessaire
d'isoler les génes responsables de cette tolérance. De nombreuses études ont été
réalisées afin de déterminer la nature de ces geénes, leurs localisations
chromosomiques et les mécanismes impliqués. Cependant, jusqu'a ces derniéres
années, aucun géne conduisant a une tolérance a I'aluminium n'avait été identifié chez
les plantes. Tout derniérement, un géne accordant une grande tolérance 4 I'aluminium
fiit isolé & partir du blé (Sasaki ez al., 2004 ; Delhaize er al., 2004). Cependant, bien
que ce géne soit important pour la résistance au métal, il ne semble pas étre le géne
majeur de la réponse induite de résistance face a la présence d'aluminium (Hoekenga
et al., 2006). En somme, les mécanismes de tolérance & l'aluminium chez les plantes

restent encore a ce jour méconnus.

L'objectif principal de cette thése était d'isoler des génes impliqués dans les
mécanismes de tolérance a l'aluminium chez la variété tolérante de blé Atlas-66 et le
riz, une plante trés tolérante au métal. Différentes hypothéses pouvaient étre faites
quant a la nature des génes responsables de la tolérance a I'aluminium : (i) ces génes
sont uniquement présents chez les plantes tolérantes, (ii) ces génes sont présents chez
toutes les variétés mais régulés de fagon différente, (iii) les génes responsables de la
tolérance codent pour des isoformes des protéines des variétés sensibles, ces
isoformes de protéines conféreraient la résistance a l'aluminium. Les travaux décrits
dans cette thése avaient pour but de tester ces différentes hypothéses a l'aide de deux
approches de biologie moléculaire : d'une part I'Hybridation Suppressive Soustractive
pour les hypothéses (i) et (ii) et d'autre part l'expression de banque de protéines pour

I'hypothése (iii).

La majeure partic des travaux de cette thése a consisté a appliquer la

technique SSH (Diatchenko ef al, 1996) entre les ARN messagers d'une variété



tolérante de blé (Atlas-66) et ceux d'une variété sensible (Fundy) exposées & des
concentrations d'aluminium conduisant a des inhibitions de croissance racinaire
similaires. A de telles concentrations de métal, les deux variétés utilisées sont dans
des états de stress trés similaires : leurs croissances racinaires sont inhibées de
manicre identique et les génes de stress sont surexprimés a des niveaux comparables
(Hamel et al., 1998). Les premiéres banques SSH réalisées ne donnant pas des
résultats satisfaisants, la technique SSH standard a alors été modifiée pour en
augmenter l'efficacité. Grice & ces modifications, un géne induit par I'aluminium et
sur-exprimé chez les variétés tolérantes de blé a été isolé. De plus, le gain d'efficacité
des améliorations apportées a la SSH a été validé par la comparaison des PCR entre le
protocole standard SSH et les protocoles modifiés.

Une autre partie des travaux de thése a consisté & mettre en place de nouvelles
stratégies de banque d'expression de protéines chez la levure Saccharomyces
cerevisiae. Ces banques devaient permettre d'isoler les isoformes de génes du blé
Atlas-66 et du riz conférant la tolérance a l'aluminium. Grice au systéme de
recombinaisons Gateway (INVITROGEN), ces banques sont directement
transmissibles chez Arabidopsis thaliana pour des études futures & grande échelle
chez cette plante. Malheureusement, a ce jour, les premiéres banques d'expression de
protéines réalisées chez Saccharomyces cerevisiae n'ont pas permis d'isoler des

isoformes de tolérance.



CHAPITRE 1

ETAT DES CONNAISSANCES

1.1. MECANISMES MOLECULAIRES DE L'HOMEOSTASIE ET DE LA TOLERANCE AUX

METAUX LOURDS CHEZ LES PLANTES

Tous les métaux présents dans les sols peuvent étre classés dans deux grandes
catégories de micronutriments : les métaux essentiels pour les plantes et les métaux
non-essentiels ou toxiques. Dans les métaux considérés comme essentiels, on
retrouve principalement le fer, le cuivre, le nickel et le zinc. Par exemple, le zinc est
souvent retrouvé comme co-facteur de plusieurs enzymes (Clarke and Berg, 1998)
alors que le cuivre et le fer sont plutdt impliqués dans des réactions de transfert
d'électrons. La croissance et le développement normaux des plantes sont alors assurés
par des mécanismes qui maintiennent des concentrations internes en métaux
essentiels entre des niveaux de déficience et de toxicité. Dans les métaux considérés
comme non-essentiels, on retrouve principalement le cadmium, le plomb, le mercure,
le cobalt et I'aluminium. Ces métaux sont présents a des taux toxiques dans des sols
naturels ou des sols ayant été contaminés par l'activit¢ humaine. Ils n'interférent pas
dans la croissance et le développement des plantes tant qu'ils restent a des
concentrations en dessous de leurs seuils de toxicité. Le potentiel toxique de ces

métaux lourds est dii & leur grande réactivité avec les atomes de souffre et d'azote

(cadmium, plomb, mercure) voir d'oxygéne (aluminium) (Rauser, 1999). Les



mécanismes mis en place par les plantes pour maintenir les concentrations en métaux
lourds entre déficience et/ou toxicité sont principalement des mécanismes qui
touchent le transport, la chélation et la séquestration (Clemens 2001, Figure 1.1). La
régulation de ces mécanismes assure une bonne distribution des ions métalliques au
niveau cellulaire et de la plante entiere. Elle implique des absorptions, des

déplacements, des accumulations voir des détoxification des molécules métalliques.
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Figure 1.1 : Schéma hypothétique simplifié de I'homéostasie cellulaire des
métaux chez les plantes.

Aprés l'absorption grice a des transporteurs, les ions métalliques sont pris en charge
par des molécules chélatrices ou chaperonnes. Les éléments chélateurs maintiennent
des concentrations cytosoliques stables alors que les éléments chaperons sont
impliqués dans la circulation des métaux. Les ions métalliques essentiels sont alors
spécifiquement délivrés a des protéines cytosoliques ou des organelles ou ils sont
requis. L'absorption dans les organelles implique des pompes qui interagissent
directement avec des chaperonnes. La circulation a l'intérieur de l'organelle est alors
assurée par de nouvelles molécules chaperonnes. La détoxification et le stockage
impliquent pour leur part une séquestration des ions métalliques dans la vacuole via
des transporteurs et des complexes avec des molécules chélatrices.

(d'apres Clemens, 2001).
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Les mécanismes d’homéostasie et de tolérance sont généralement ubiquitaires
a tous les genres botaniques. Cependant, certaines espéces ou génotypes de plantes
peuvent montrer des comportements atypiques en poussant sur des sols normalement
toxiques pour la plupart des végétaux. Les scientifiques qualifient ce phénoméne
d'hypertolérance et il est spécifique de certains genres de plantes pour certains types
de métaux uniquement (Schat and Vooijs, 1997). Certaines plantes hypertolérantes
peuvent aussi se révéler étre des hyperaccumulateurs. Environ 400 différentes espéces
végétales ont été classées comme hyperaccumulateurs (Baker and Brooks, 1989). Il
s'agit de plantes pouvant accumuler plus de 0,1% de leur poids sec en éléments
comme le nickel, le cobalt ou le plomb, plus de 1% pour le zinc ou 0,001% pour le
cadmium. Ce phénotype d'hyperaccumulation est la base de la phytoremédiation,
c'est-a-dire l'utilisation d'hyperaccumulateur pour nettoyer les sols contaminés par des

métaux lourds (Chaney et al., 1997).

1.1.1. L'ABSORPTION DES IONS METALLIQUES

Par des expériences de complémentations de mutants de Saccharomyces
cerevisiae, des ADNc codant pour des transporteurs de micronutriments métalliques
ont été¢ identifiés (Figure 1.2). COPT! est un geéne d'drabidopsis thaliana
complémentant le mutant ctr/-3 de Saccharomyces cerevisiae déficient dans
l'absorption de cuivre. Il est suspecté d'étre un transporteur du cuivre méme si aucun
ARNm de ce géne n'est détecté dans les racines des plantes (Kampfenkel ez al,
1995). Pour le fer, les génes IRT1, AtNrampl, AtNramp2, AtNramp3, AtNramp4 et
AtNramp35 (Natural resistance associated macrophage proteins) d'Arabidopsis sont
capables de complémenter les mutants fet3 fet4 de Saccharomyces cerevisiae (Eide et
al, 1996 ; Curie et al, 2000 ; Thomine ef al., 2000). Le transporteur /RT! est
capable de transporter le manganeése et le zinc (Korshunova et al., 1999). Un autre

exemple sont les génes d'drabidopsis ZIP1, ZIP2, ZIP3, ZIP4, et le géne ZNTI de
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Thlaspi caerulescens capables de complémenter les mutants déficients en zinc zrt/ et

zrt2 de la levure (Grotz et al., 1998 ; Guerinot et Eide 1999 ; Pence ef al., 2000).

A l'inverse des métaux essentiels pour les plantes, aucune fonction biologique
n'a été mise en évidence pour les métaux toxiques tels que le plomb, le mercure, le
cobalt ou l'aluminium a l'exception du cadmium pour le genre de diatomée
Thalassiosira weissflogii. Dans ce rare cas, des chercheurs ont mis en évidence
l'utilisation du cadmium pour remplacer le zinc lors de l'acquisition du CO; dans des
milieux pauvres en zinc (Lane et Morel, 2000). Leurs travaux ont relaté l'existence
d'une anhydrase carbonique cadmium spécifique pouvant remplacer l'anhydrase
carbonique zinc spécifique endogéne TWCALI lors de croissance dans des milieux
pauvres en zinc. A l'exception du rare cas de Thalassiosira weissflogii, il est
généralement admis qu'il n'existe aucun transporteur spécifique des métaux lourds
chez les plantes (Clemens 2001) et que 1'absorption de ces éléments toxiques se fasse
par des transporteurs normalement dédiés a d'autres métaux. Un exemple bien
documenté est celui de I'absorption aspécifique d'ions métalliques lors d'une

déficience en fer (Cohen ef al., 1998).



Figure 1.2 : Transporteurs de métaux identifiés chez les plantes.

Les différents transporteurs de diverses plantes sont représentés avec leurs substrats
respectifs. La localisation précise reste hypothétique pour certaines protéines. HMT1
est un ABC transporteur retrouvé chez Schizosaccharomyces pombe.

(d'apreés Clemens 2001).

D'une fagon assez similaire, de nombreux travaux ont aussi mis en évidence le
transport de cadmium par les transporteurs IRT/, ZNTI et AtNramp3 normalement
dédiés a des métaux essentiels (Figure 1.2 ; Korshunova et al, 1999 ; Pence ef al.,
2000 ; Thomine et al., 2000). La présence d'ions toxiques dans l'environnement des
plantes implique donc des mécanismes permettant de neutraliser de telles molécules

avant ou apres leur entrée dans les cellules végétales.
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1.1.2. LA SEQUESTRATION DES IONS METALLIQUES : MECANISME DE LA TOLERANCE AU
ZINC ET CADMIUM

1.1.2.1 Les molécules chaperonnes et de transport

L'exemple le plus détaillé du transport d'ions métalliques est celui du cuivre
chez Saccharomyces cerevisiae, 'homme et Arabidopsis. Chez la levure, plusieurs
protéines chaperonnes du cuivre ont été isolées. Par exemple, yCCS est une protéine
chaperonne essentielle pour le transfert de cuivre a la superoxyde dismutase SODI
(Culotta et al., 1997) alors que COX17 délivre du cuivre au complexe du cytochrome
¢ (Glerum et al, 1996). La protéine ATX1 quant a elle permet le transfert de cuivre
dans les vésicules post-Golgi via une pompe ATP dépendante nommée CCC2 (Fu et
al., 1995 ; Pufalh et al., 1997). Des homologues & ATX1 ont été retrouvés chez
l'homme (Klomp et al., 1997) et Arabidopsis (Himelblau et al., 1998). Chez cette
méme plante, un autre géne impliqué dans le transport du cuivre a été isolé : RANI
(Hirayama et al., 1999 ; Woeste et Kieber, 2000). Ce géne est capable de restaurer
la mutation ccc2A chez Saccharomyces cerevisiae. L'identification des protéines
RANI et de I'homologue a ATX1 fait ainsi suggérer aux scientifiques que le réseau
de circulation de lion cuivre chez les cellules de plantes serait similaire a celui
retrouvé chez 'homme et la levure (Himelblau et Amasino, 2000 ; Woeste et
Kieber, 2000). En somme, les molécules chaperonnes sont importantes pour le
transport des ions métalliques vers les organelles de la cellule végétale mais ils ne

constituent pas un mécanisme de tolérance en tant que tel.
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1.1.2.2 Les transporteurs ABC et CDF : éléments clefs de la séquestration

vacuolaire

A l'approche des organelles, les ions métalliques sont alors pris en charge par
de nouveaux types de transporteurs. Chez Arabidopsis, de nombreuses séquences
MRPs (multi-drug resistance-associated protein) ont été isolées (Lu et al., 1997 ; Lu
et al., 1998 ; Tommasini ez al. 1998). Ces AtMRP sont considérés comme é€tant les
médiateurs du transport & travers la membrane vacuolaire, le tonoplaste, de complexe
phytochélatine-cadmium (Rea et al., 1998). Un autre type de transporteurs d'ions
métalliques a été identifié : il s'agit des facilitateurs de la diffusion de cations (Cation
Diffusion Facilitator ou CDF). Le premier géne CDF isolé chez les plantes fiit le géne
CAX2 d'Arabidopsis. Ce gene est considéré comme étant un antiport proton/métaux
lourds (Hirschi ez al., 1996). Un second géne CDF a été caractérisé quelques années
apres. 11 s'agit du géne ZAT d'Arabidopsis (van der Zaal et al., 1999). 11 coderait pour
un transporteur au zinc au niveau du tonoplaste.

Une fois les molécules métalliques rentrées dans la vacuole ou l'appareil de
Golgi, de nouvelles molécules chélatrices entrent en jeu afin de complexer les ions a
l'intérieur de l'organelle et ainsi contréler leur concentration cytosolique. Pour
l'instant, la nature exacte de ces molécules n'a pas été identifiée mais il s'agirait de
phytochélatine (Clemens, 2001). Cependant, les scientifiques s'accordent a dire que
la séquestration vacuolaire par l'intermédiaire de transporteurs spécifiques est un

mécanisme de détoxification du cadmium ou d'un excés de zinc.
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1.1.3. LA CHELATION DES IONS METALLIQUES : MECANISME DE LA TOLERANCE AU

CUIVRE, AU NICKEL ET A L'ALUMINIUM

Des travaux publiés en 1999 ont démontré qu'il n'y aurait qu'un seul ion
métallique de cuivre libre par cellule de levure (Rae ef al, 1999). Ceci suggére une
grande efficacité¢ des mécanismes chélatant les ions métalliques. On distingue quatre
grands types de molécules chélatrices d'ions métalliques chez les plantes : les

phytochélatines, les métallothioneines, les acides organiques et les acides aminés.

1.1.3.1 Les phytochélatines et métallothioneines : molécules de détoxification

Comme il a été précisé précédemment, les phytochélatines seraient
importantes dans la séquestration du cadmium et du zinc au niveau de la vacuole.
Cependant, les phytochélatines peuvent aussi complexer d'autres métaux comme
l'argent, le cuivre (Maitani et al, 1996) et l'arsenic (Schméger ez al., 2000). Les
phytochélatines (PC) sont des petits peptides capables de lier les métaux et présentant
une structure générale (y-Glu-Cys),-Gly, (y-Glu-Cys),-Ser, (y-Glu-Cys),-f-Ala, (y-
Glu-Cys),-Glu, ou encore (y-Glu-Cys), (n=2-11) (Kondo ef al., 1984 ; Grill et al.,
1985 ; Jackson et al, 1987 ; Rauser, 1995 ; Rauser, 1999). Les phytochélatines
sont synthétisées a partir de glutathion par une PC synthétase dans les quelques
minutes suivant une exposition a des molécules métalliques (Grill ef al., 1989). Deux
geénes de PC synthétase ont été isolés : un chez Arabidopsis AtPCSI (Ha et al., 1999),
et un autre chez le blé TaPCS! (Vatamaniuk er al, 1999 ; Clemens et al, 1999). La
surexpression de ces genes dans la levure confére une tolérance au cadmium, au
mercure et a I'arsenic (Vatamaniuk et al, 1999). Cependant, la sensibilité au zinc,
nickel et cuivre n'est pas diminuée. Cette constatation laisse les scientifiques penser
que les phytochélatines sont importantes pour la détoxification des métaux mais
qu'elles ne constituent pas la base des tolérances métaux-spécifiques observées chez

les plantes.
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Les métallothioneines (MT) constituent une autre famille de protéines pouvant
chélater les ions métalliques. Plus d'une cinquantaine de métallothioneines ont été
identifiées chez différentes plantes (Rauser, 1999). Plusieurs classes de ces protéines
existent selon le réarrangement de cystéines des motifs MT : type 1, exclusivement
Cys-X-Cys ; type 2, combinaison de Cys-X-Cys, Cys-Cys, et Cys-X-X-Cys. Certains
chercheurs ont posé I'hypothése que la différence des motifs de cystéines pourrait
suivre la spécificité du métal lié (Robinson et al, 1993). Chez Arabidopsis, de
nombreux génes de métallothioneines ont été identifiés dont notamment les génes
MT1 et MT2 (Murphy et al., 1997). Ces deux génes sont capables de supprimer
I'hypersensibilité au cuivre des mutants cup/A de levure (Zhou et Goldsbrough,
1994). Ils sont aussi capables d'augmenter la tolérance au cadmium (Zimeri et al,
2005). Enfin, le géne MT2 diminue la sensibilit¢ au zinc du mutant MtsmtA de
Synechococcus (Robinson et al., 1996). En somme, les métallothioneines ont divers
roles dans l'homéostasie des métaux : détoxification (essentiellement du cuivre),
maintien de la concentration cytosolique (zinc). Cependant, les fonctions de ces
protéines restent ¢nigmatiques (Palmiter, 1998) et ne semblent pas €tre liées au
phénomene d'hypertolérance a l'exception du cuivre chez Arabidopsis (Murphy et

Taiz, 1995).

1.1.3.2 Histidines et acides organiques : molécules responsables de la tolérance au

nickel et a I'aluminium

La comparaison de 2 genres de brassicacées Alyssum, une nickel-
hyperaccumulatrice, Alyssum lesbiacum, l'autre non-accumulatrice Alyssum
montanum a montré l'importance de l'acide aminé histidine dans le mécanisme de
tolérance au nickel (Krdmer et al., 1996). L'observation principale fiit la présence de
métal dans les apex végétatifs mais aucune dans les apex racinaires chez Alyssum

lesbiacum suggérant un transport du métal des racines vers les appareils aériens chez
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le genre hyperaccumulateur. Une augmentation du taux d'histidine dans les vaisseaux
du xyléme fit aussi observée uniquement pour le genre hyperaccumulateur. Les
chercheurs ont alors réussi a démontrer la fixation de zinc sur l'acide aminé histidine
par des études aux rayons X. L'histidine serait donc un acide aminé capable de
chélater le zinc de fagon spécifique et permettrait une hyperaccumulation de ce métal.
Cependant, il semblerait que ce mécanisme soit spécifique du genre Alyssum car il ne
fit pas retrouvé chez la plante Thlaspi goesingense (Persans et al., 1999).

La treés grande réactivité des ions métalliques avec les atomes de souffre,
d'azote et d'oxygene place les acides carboxyliques comme des ligands potentiels des
métaux. Citrate, malate et oxalate sont impliqués dans différents mécanismes comme
le transport et la séquestration vacuolaire des métaux (Rauser, 1999). Cependant, la
seule tolérance qui leur est associée a ce jour est celle & l'aluminium (Delhaize et
Ryan, 1995). Des chercheurs ont en effet démontré que la sécrétion d'acides
organiques au niveau des apex racinaires permet une chélation du métal aluminium a
l'extérieur de I'organisme. L'aspect de la toxicité et de la tolérance a 1'aluminium chez

les plantes sera détaillé dans les prochains paragraphes.

1.2. LA PHYTOTOXICITE DE L'ALUMINIUM

Les mécanismes biologiques conduisant a l'effet toxique de 1'aluminium chez
les plantes sont encore méconnus et controversés. La difficulté de compréhension
repose surtout sur le probléme de normalisation des résultats entre les différents types
de plantes étudiées et sur les conditions d'expositions au métal utilisées décrites dans
la littérature. Cependant, différents aspects de la phytotoxicité a I'aluminium ont été
mis en évidence et validés par un grand nombre de chercheurs : I'apex racinaire
constituerait la cible initiale des formes toxiques du métal. Le métal entrerait en des

temps trés courts dans les cellules et il pourrait agir sur diverses cibles intra-
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cellulaires conduisant & terme a la mort de la plante s'il est présent a de fortes

concentrations.

1.2.1. LES SOLS ACIDES : LIEUX NATURELS DE LA TOXICITE A L'ALUMINIUM

L'aluminium est l'un des métaux les plus abondants de la crofite terrestre.
Dans les sols acides, la toxicité due a l'aluminium est considérée comme le facteur
limitant de la productivité des plantes (Foy et al, 1978). En effet, 3 pH acide, le métal
est alors présent sous des formes ioniques toxiques absorbables par les plantes. La
phytotoxicité de l'aluminium se traduit en général par une chlorose foliaire, de petites
feuilles, une croissance végétative ralentie, une floraison réduite, un brunissement des
racines et une inhibition de la croissance racinaire (Foy ez al, 1978 ; Taylor, 1988).
Environ 40% des terres arables du globe sont acides (Foy ez al., 1978). En 1995, Von
Uexkiill et Mutert ont affirmé que 40,9% des terres arables du continent Nord
américain étaient des sols acides principalement répartis sur les territoires canadiens
(Figure 1.3).
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L~ - | Areas with topsoils
predominantly below pH 5.5

Figure 1.3 : Répartition des sols acides a travers le monde.
(d'aprés Von Uexkiill et Mutert, 1995)

En fait, l'aluminium constitue prés de 7,5% de la lithosphere (Haug, 1984).
Dans un sol & pH neutre, il est retrouvé sous des formes complexées non toxiques
pour les plantes : aluminosilicates (Al,05Si), oxydes d'aluminium (Al,O3), gibbsites
(AI(OH)5), li¢ a des minéraux ou & des composés organiques insolubles. Ce n'est que
lors de l'acidification de ces sols (pH<5) que ces complexes sont dissociés, libérant la

forme phytotoxique Al(H,0)s>* (AI** par convention) (Delhaize et Ryan, 1995).
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1.2.2. L'APEX RACINAIRE : CIBLE INITIALE DE L'ALUMINIUM

Le premier effet physiologique observable dii a la présence de formes
d'aluminium phytotoxiques est 'inhibition de la croissance racinaire (Taylor, 1988).
Elle est toujours accompagnée d'un enflement et d'un brunissement des apex
racinaires (Figure 1.4), de la disparition du mucilage et d'une augmentation de la
vacuolisation des cellules épidermiques et corticales (Foy et al., 1978 ; Delhaize et

Ryan, 1995).

Figure 1.4 : Effet de I'aluminium sur la croissance des racines et sur la structure
des apex racinaires.

Des plantules de deux lignées iso-géniques de blé, I'une tolérante, l'autre sensible, ont
été mises & germer dans une solution contenant 5 pM d'AlCl; et 200 uM de CaCl; a
pH4,3 pendant 4 jours.

En A : photographie d'une plantule tolérante a gauche et d'une plantule sensible au
métal a droite.

En B : photographie des apex racinaires d'une plantule tolérante & gauche et d'une
plantule sensible au métal & droite.

(d'aprés Delhaize et Ryan, 1995).
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Des chercheurs ont observé en 1995 que l'inhibition de croissance des racines
de variétés sensibles de mais (Zea mays L.) intervenait dés les 30 premiéres minutes
d'exposition & l'aluminium suggérant une réponse rapide de la plante a la présence du

métal (Llugany et al., 1995).

D'autres équipes ont démontré que seule une exposition a l'aluminium
localisée au niveau des 3 premiers millimétres des pointes de racines de mais
provoque une inhibition de la croissance racinaire (Ryan et al, 1993). Quand le
métal est appliqué sélectivement a des régions des racines autres que l'apex, la
croissance n'est pas affectée. Ces 3 premiers millimétres recouvrent le méristéme
(MZ) et la zone de transition (TZ) (Figure 1.5).

o
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Zone de Transition §
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Zone Méristématique
(M2Z)
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Figure 1.5: Les différentes régions de I'apex racinaire de mais (Zea mays L. cv
Lixis)
(d'apres Sivaguru et Horst, 1998).
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Des études plus approfondies réalisées par la suite ont mis en évidence que la
partie distale de la zone de transition (DTZ) serait la cible initiale de l'aluminium
(Sivaguru et Horst, 1998). Cette zone de transition est caractérisée par une
différenciation des cellules. En effet, les cellules de la zone de transition passent d'un
mode mitotique vers une phase préparatoire a une élongation rapide (Baluska et al.,
1996). Pour des temps d'exposition relativement courts (1 heure), les scientifiques ont
observé une altération des microtubules du cytosquelette ainsi qu'une augmentation
des espaces intercellulaires chez les cellules de 1'épiderme et du cortex externe de la
zone distale (DTZ). Lorsque le temps d'exposition est augmenté (6 heures), les
microtubules présentent une altération plus prononcée alors que les cellules de la
zone d'élongation (EZ) et de la coiffe ne présentent pas d'altération. De plus, des
dépots de callose apparaissent fortement dans la DTZ et de fagon beaucoup moindre
dans la EZ et la coiffe, les autres types cellulaires ne présentant aucun dépét
(Sivaguru et Horst, 1999). Toutes ces modifications confirment l'idée que la DTZ
constitue la cible initiale du métal. De plus, il est connu que le cycle mitotique des
racines est d'une durée de 18 a 24 heures et ne contribue donc qu'a 1 a 2 % de
l'allongement des radicules. Ainsi, l'inhibition rapide de la croissance racinaire suite a
une exposition a I'aluminium serait due a une inhibition de I'élongation des cellules
plutdt qu'a un arrét de la division cellulaire confirmant la encore la DTZ comme une
cible initiale de la phytotoxicité de 1'aluminium.

Consécutivement a ces découvertes, Kollmeier er al. (2000) ont repris les
travaux de Hasenstein et Evans (1988) démontrant l'inhibition du transport basipétal
de l'auxine par l'aluminium. Ils ont découvert qu'un apport d'auxine exogéne dans la
EZ permettait d'augmenter significativement la croissance racinaire chez le mais
sensible Lixis et le tolérant ATP-Y dont la DTZ était exposée au métal. Il y aurait une
étroite relation entre l'inhibition de croissance des racines due & l'exposition de la
DTZ a l'aluminium et l'arrét du transport de l'auxine du méristéme vers la EZ. De
plus, dans les mémes conditions d'exposition de la DTZ a 'aluminium, ils ont observé

quun apport d'auxine exogéne dans le méristtme apical permettait de pallier
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I'inhibition de croissance racinaire mais uniquement chez la variété tolérante ATP-Y
par le biais d'une augmentation du taux d'auxine transportée vers la EZ. Les auteurs
en conclurent que la DTZ est bien la cible initiale de I'aluminium mais aussi qu'elle
constitue le site ou s'expriment les différences génotypiques des plantes dans leur

tolérance au métal (Kollmeier ez al., 2000).

1.2.3. LOCALISATION CELLULAIRE DE L'ALUMINIUM

Des études ont montré que l'aluminium entrait en des temps trés courts (30
minutes) dans les cellules des racines de soja (Lazof ez al., 1994). D'autres chercheurs
ont confirmé la présence du métal au bout de ce méme laps de temps dans les noyaux
de méristéme racinaire du soja sensible Young (Silva er al., 2000). Ce temps
correspond aussi a l'arrét de croissance des racines de mais sensibles exposés au
métal (Llugany et al., 1995).

D'autres travaux ont démontré qu'apres 4 heures d'exposition du mais tolérant
C 125 M, l'aluminium était retrouvé au niveau de la paroi des cellules des racines et
au niveau des vacuoles des cellules du cortex interne racinaire (Vasquez et al., 1999).
L'aluminium entre donc trés rapidement dans les cellules des racines et se retrouve

présent au niveau de leurs noyaux et de leurs différentes structures cellulaires.

1.2.4. DEREGULATION DU POTENTIEL MEMBRANAIRE

La membrane plasmique est depuis longtemps soupgonnée d'€tre un des sites
d’action de 1’aluminium (Kochian, 1995).

Chez le blé et la betterave a sucre (Beta vulgaris), des équipes de chercheurs
ont mis en évidence une hyperpolarisation de la membrane plasmique des cellules des

racines suite a des expositions a l'aluminium (Lindberg et al., 1991 ; Kinraide,
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1993 ; Lindberg et Strid, 1997). Ce changement de potentiel de membrane serait 1ié
4 une diminution de la concentration cytosolique en potassium (Gassmann et
Schroeder, 1994) et de ’augmentation de la concentration cytosolique en proton
(diminution du pH intracellulaire). Il ne serait pas lié aux changements de

I’homeéostasie calcique (Lindberg et Strid, 1997).

Epstein et collaborateurs (1963) ont été les premiers a mettre en évidence
l'existence de deux mécanismes de transport du potassium. Un premier mécanisme
utilise des transporteurs a faible affinité (K, de 14 a 40 uM). Un second mécanisme
utilise des transporteurs de haute affinité (K, de 4 a 16 pM). De ces deux systémes,
d'autres auteurs ont prouvé que le systéme mis en jeu dans 1'élaboration du potentiel
de membrane est celui utilisant les transporteurs a faible affinité et que ce systéme est
sensible a l'aluminium (Gassmann et Schroeder, 1994). Des études supplémentaires
ont montré que ces canaux transporteraient le potassium en symport avec des protons

et qu'ils seraient sensibles au pH (Schachtman et Schroeder, 1994).

Des équipes japonaises ont aussi observé une forte inhibition de I'influx net de
potassium, une réduction de l'efflux de proton ¢t une dépolarisation de la membrane
plasmique chez les racines d'une variété sensible de blé exposée au métal a un pH de
4,5 (Miyasaka et al., 1989). Ces changements n'étaient pas observés chez une variété
tolérante. Toutefois, ces résultats sont remis en cause par les travaux d'autres équipes
de scientifiques qui n'observérent aucune de ces différences entre les variétés de blé
tolérante et sensible (Lindberg et Strid, 1997). En fait, leurs travaux mettent
seulement en relief l'incapacité de la variété sensible qu'ils utilisaient a retrouver
rapidement un potentiel de membrane optimum par rapport a la variété tolérante
lorsqu'ils exposaient ces plantes & 50 uM d’aluminium. En somme, le potentiel
membranaire est bien affecté¢ par 1'aluminium lors d'exposition a pH acide mais la
membrane plasmique ne semble pas étre le lieu ou s'exprime les différences

phénotypiques de tolérance.
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1.2.5. LES VOIES DE SIGNALISATION

L'aluminium peut rompre l'homéostasie du calcium intracellulaire. Lors
d'exposition au métal, une augmentation de la concentration calcique cytosolique a
été observée chez deux variétés sensible et tolérante de blé et chez Arabidopsis
thaliana (Lindberg et Strid, 1997 ; Jones et al., 1998a) alors qu'une diminution était
constatée chez le tabac (Nicotiana tabacum L.) (Jones et al., 1998b). Cependant, la
rupture de 'homéostasie du calcium ne peut étre corrélée a l'inhibition de croissance
des racines. En effet, il a été observé chez le blé sensible Scout-66 que l'aluminium a
de faibles concentrations peut inhiber la croissance racinaire sans affecter la prise de
calcium (Ryan et al, 1994). De plus, Huang et al. (1996) ont montré qu'a des fortes
concentrations, l'aluminium pouvait inhiber de fagon identique les canaux calciques
voltages dépendant membranaires des variétés sensibles (Scout-66) et tolérantes
(Atlas-66) de blé. Ainsi, les changements de concentrations du calcium intracellulaire
seraient une réponse tardive aux phénomeénes généraux de stress subis par les plantes
(Jones er al, 1998a) et ne présenteraient aucune corrélation avec les mécanismes de
tolérance.

Une autre voie de signalisation perturbée par la présence du métal est celle de
l'inositol triphosphate. En effet, d'autres travaux ont mis en évidence que l'aluminium
altérait cette voie en inhibant spécifiquement la phospholipase C (Jones et Kochian,
1995). Cette protéine étant bloquée, il est alors impossible d'activer la voie de

l'inositol par d'autres facteurs notamment le calcium.

1.2.6. 'ADN

Depuis plusieurs années, les groupements phosphates des doubles hélices
d'ADN sont considérés comme des cibles potentielles de l'aluminium (Taylor, 1988).
De nombreuses études ont €té poursuivies pour établir une corrélation entre l'arrét de

croissance des racines et la fixation d'aluminium par les noyaux des cellules.
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Récemment, des chercheurs ont mis en évidence une fixation trés précoce (30
minutes apres traitement) au niveau des noyaux de méristéme racinaire du soja
sensible Young (Silva et al., 2000). Une comparaison réalisée au bout de 72 heures
d'exposition montrait que le soja tolérant PI 416937 accumulait moins d'aluminium
dans ses noyaux que le soja sensible Young. Comme l'arrét des divisions cellulaires
par le métal ne peut étre responsable a lui seul de l'inhibition de croissance racinaire
car la division ne participe que de 1 a 2% a 1'élongation racinaire (Kochian, 1995),
les conséquences de la présence d'aluminium dans les noyaux restent encore a

découvrir.

1.2.7. LE STRESS OXYDATIF

En 1991, des chercheurs mirent en évidence pour la premicre fois une
peroxydation des lipides due a l'aluminium chez le soja (Cakmak et Horst, 1991).
Cette peroxydation apparait seulement apres des longs traitements au métal. L'activité
des superoxide dismutases et des peroxydases était augmentée alors que celle des
catalases était diminuée. Une peroxydation similaire a également été observée chez
des cellules de tabac en culture (Yamamoto ef al, 1997). Récemment, des travaux
ont montré que la production d'H,O; dans des racines de blé était détectée 24 heures
aprés avoir exposé les plantes & l'aluminium alors que des symptomes de mort
cellulaire étaient observés dés 8 heures d'exposition (Delisle et al, 2001 ;
Champoux, 2002). Ainsi, la mort cellulaire causée par l'aluminium intervient bien
avant la production d'H,0O,. Chez le pois, d'autres équipes de scientifiques ont observé
que la peroxydation des lipides et le dépot de callose survenaient aprés 4 heures
d'exposition, bien avant la mort cellulaire apparaissant apres 8 heures d'exposition au
métal. Ceci suggere que la peroxydation des lipides est un symptome précoce et
qu'elle ferait intervenir d'autres formes oxygénées réactives que I'H;O, (Yamamoto

et al, 2001). Les auteurs précisent que la peroxydation des lipides pourrait étre
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impliquée dans la formation de dép6t de callose mais qu'elle n'intervient en aucune
maniére dans ['inhibition de croissance racinaire. En effet, celle-ci est observée méme

en présence d'anti-oxydant.

Ces mémes auteurs ont montré en 2002 (Yamamoto et al., 2002) que la forme
oxygénée réactive induite par l'accumulation d'aluminium dans les cellules de tabac
serait certainement O,". Ils ont aussi observé que l'accumulation de 'aluminium dans
les cellules s'effectue dés l'ajout du métal dans le milieu de culture et qu'elle conduit a
une inhibition de la respiration cellulaire, une réduction de la quantité d'ATP et une
perte de la capacité & croitre en milieu standard. Ces symptOmes étaient observables
aprés 12 heures d'exposition sans perte de l'intégrité membranaire qui €tait conservée
durant au moins 24 heures. Le métal étant immédiatement accumulé dans la cellule,
les auteurs en concluent que la répression des activités mitochondriales et de la perte
de la capacité a croitre ne sont que des conséquences tardives de la présence du métal.
Les auteurs montrent également le role de O, dans la perte de la capacité a croitre
mais ils précisent que O n'intervient aucunement dans la perte de l'activité
respiratoire. Les auteurs ont observé des phénomenes similaires chez les racines de
pois : l'aluminium conduit 12 aussi & une diminution de la croissance racinaire, de la
quantité d'ATP et de la respiration & partir de la 4°™ heure d'exposition (Yamamoto
et al., 2002). La production d'espéces d'oxygéne réactive est détectée aprés 2 heures

d'exposition.

En somme, l'aluminium serait responsable de la production d'espéces
d'oxygéne réactive mais toutes les formes n'auraient pas le méme réle. L'espéce Oy
apparaitrait de fagon précoce en méme temps que la peroxydation des lipides, les
dépdts de callose et la mort cellulaire. Cette forme serait impliquée dans l'arrét de
croissance des racines. La molécule H,O, apparaitrait de fagon beaucoup plus tardive

et n'interviendrait pas dans le processus de peroxydation.
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1.2.8. GENES INDUITS PAR L'ALUMINIUM

Plusieurs génes sont surexprimés en réponse a l'aluminium chez le blé, le
tabac, Arabidopsis thaliana, le seigle et la canne a sucre. Ces génes codent pour des
protéines généralement produites lors de stress biotiques ou abiotiques (métaux,
carences, blessures, attaques de pathogénes, stress oxydatif). Ces protéines sont de
différentes natures : multidrug resistance (MDR) like protein (Sasaki et al., 2002a),
phenylalanine ammonia-lyases (Snowden et Gardner, 1993 ; Hamel et al., 1998)
inhibiteurs de protéase (Snowden et Gardner, 1993 ; Richards er al, 1994 ;
Richards et al, 1998), GDP dissociation inhibitor (Ezaki et al., 1997),
metallotioneine-like protein (Snowden et Gardner, 1993), protéines riches en
cystéines de fonction inconnue (Snowden et Gardner, 1993 ; Richards ef al, 1994),
peroxydases (Ezaki ef al, 1996 ; Hamel et al, 1998 ; Richards et al., 1998 ; Milla
et al, 2002), B-1,3-glucanase (Cruz-Ortega et al., 1997), glutathion S-tranferase
(Ezaki et al., 1995 ; Richards ef al., 1998), cystéine protéase (Hamel et al., 1998),
oxalate oxydase (Hamel et al., 1998), blue copper-binding protein, reticulin:oxygen
oxidoreductase, superoxide dismutase (Richards et al., 1998), des protéines liées a la
réponse a l'auxine (Ezaki ef al, 1995), des protéines impliquées dans la signalisation
cellulaire, régulation d'expression (Watt, 2003), I'élongation et la division cellulaire
(Milla et al., 2002), et enfin de nombreuses protéines aux fonctions encore inconnues
(Watt, 2003).

Chez la levure Saccharomyces cerevisiae, I'aluminium induit I'expression de
deux génes, l'un codant pour une heat shock protein, Hspl50 et l'autre pour une

protéine membranaire de fonction inconnue, Sedl (Ezaki e al., 1998).

Des équipes de chercheurs ont alors tenté d'estimer la protection potentielle
apportée par tous ces génes induits par l'aluminium. Ils ont donc réalisé différentes

stratégies de transgénése. Ezaki er al. ont montré en 1998 que le géne HSPI50
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accordait une certaine tolérance a l'aluminium & la levure mais pas le géne SEDI.
Cette tolérance serait due a la protection apportée par le géne HSP150 contre le stress
oxydatif plus qu'a une interaction directe de la protéine Hsp150 avec I'ion AI**. De la
méme fagon, les génes codant pour une blue copper binding protein d'Arabidopsis
thaliana et pour un GDP dissociation inhibitor de tabac ont été surexprimés chez la
levure (Ezaki e al, 1999). Ces génes conféraient une faible tolérance aux levures.
Chez Arabidopsis thaliana, seuls les génes codant pour la blue copper binding
protein, le GDP dissociation inhibitor, une glutathion S-tranferase et une peroxydase
apporterent une faible résistance au métal (inférieure a un facteur 1,5 par rapport aux
plantes sauvages non-génétiquement modifiées). Les autres génes comme par
exemple HSPI50 ne conféraient aucune tolérance a Arabidopsis thaliana (Ezaki et

al., 2000).

Ainsi, certains des génes identifiés comme induits par l'aluminium peuvent
conférer une résistance au métal mais cette tolérance reste trés faible et est loin des
niveaux de tolérance exprimés par certaines variétés végétales sauvages. En fait, ces
genes sont plutdt a rattacher spécifiquement aux processus de toxicité et non de
tolérance puisqu'ils semblent faire partie de voies de réponse communes a différents
stress et qu'ils sont sur-exprimés indifféremment chez les variétés sensibles et

tolérantes (Hamel ef al, 1998).
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1.3. LA TOLERANCE A L'ALUMINIUM

1.3.1. EXPRESSION DE LA TOLERANCE

Toutes les plantes ne réagissent pas de la méme fagon a I’aluminium. Chez les
céréales, des variations de sensibilité a I'aluminium sont observées entre les différents
genres de plantes. Ainsi, Aniol et Gustafon ont classé en 1984 le seigle (Secale
cereale L.) comme la céréale la plus tolérante et l'orge (Hordeum vulgare) comme la
plus sensible, le blé (Triticum aestivum L.) présentant une tolérance intermédiaire :

seigle >> triticale > blé > orge

Cependant, des variations de sensibilité peuvent &tre aussi observées pour un
méme genre botanique. En effet, chez le blé par exemple, il est possible de distinguer
des variétés tolérantes de variétés sensibles par le fait qu’elles présentent une
croissance moins affectée par le métal. Il a été ainsi observé que les variétés
tolérantes de blé accumulent environ 8 & 10 fois moins d’aluminium dans les 2
premiers millimétres de leurs apex racinaires que les variétés sensibles (Rincén et
Gonzales, 1992). Cette aptitude & moins accumuler d'aluminium est souvent
retrouvée chez de nombreuses variétés tolérantes de différents genres botaniques. Par
exemple, des chercheurs ont montré que le soja tolérant PI 416937 accumule moins
d'aluminium dans ses noyaux que le soja sensible Young au bout de 72 heures

d'exposition (Silva et al., 2000).

Cependant, bien que l'inhibition de croissance racinaire intervienne trés tot
aussi bien chez les variétés tolérantes que sensibles (Llugany et al., 1995), les deux
types de variétés ne vont pas se comporter de la méme maniére au cours du temps.
Des scientifiques ont montré que l'inhibition de croissance racinaire s'accentuait avec
le temps chez le mais sensible S1587-17 alors qu'elle restait stable voire qu'elle

diminuait chez la variété tolérante Cat100-6 (Figure 1.6) (Boscolo ef al., 2003).
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Figure 1.6 : Cinétique d'inhibition par l'ion AI’*de la croissance relative des
racines chez le mais.

Suivi de la croissance racinaire chez la variété sensible S1587-17 (A) et variété
tolérante Cat100-6 (B) exposées & différentes concentrations d'aluminium. RRG =
croissance moyenne des racines exposées a I'Al/ croissance moyenne des racines non
exposées (d'aprés Boscolo et al., 2003).

Les auteurs ont également observé une augmentation de l'activité des
peroxydases et des superoxide dismutases chez le mais sensible S1587-17 alors que
ces activités restent stables chez le mais tolérant Cat100-6. Aucune variation
d'activité n'a été observée pour les catalases chez les deux types de mais. Des
variations d'activité enzymatique similaires a celles observées chez le mais sensible
avaient déja été constatées pour le soja (Cakmak et Horst, 1991). Les chercheurs ont
aussi constaté que ces activités enzymatiques n'augmentent qu'aprés 24 heures
d'exposition a l'aluminium. Ceci suggere que le stress oxydatif ne peut étre
responsable de l'inhibition de croissance racinaire qui apparait dans leur expériences
dés la 12°™ heure d'exposition (Boscolo ez al., 2003). De plus, ils n'ont observé
aucune peroxydation des lipides contrairement & ce qui avait été précédemment décrit

par d'autres équipes (Cakmak et Horst, 1991 ; Yamamoto et al., 1997). Toutefois,
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les auteurs ont observé une peroxydation des protéines conduisant a la formation de
groupements carbonyles, et cela uniquement chez la variété sensible au métal. Ils ont
également rapporté une augmentation de la mortalité¢ cellulaire chez la variété
sensible par rapport a la variété tolérante aprés 48 heures d'exposition. Les auteurs
remettent ainsi en question I'hypothése selon laquelle la mort cellulaire serait due a la
peroxydation des lipides puisqu'ils ne constatent pas ce phénomeéne. Ils suggérent
donc l'existence d'autres mécanismes menant a la mort cellulaire ou des divergences
de réponses selon les plantes étudiées.

D'autres travaux réalisés chez le blé ont mis en évidence une corrélation
étroite entre les seuils de tolérance des plantes et leurs capacités a réduire un colorant,
le nitro blue tetrazolium (NBT) (Maltais et Houde, 2002 ; Maltais, 2002). Les
auteurs ont aussi constaté que la reprise de cette capacité a réduire le NBT chez la
variété tolérante Atlas-66 s'effectuait entre la 4°™ et la 24°™ heure d'exposition au
métal, suggérant la mise en jeu de processus inductibles. Les auteurs posérent
I'hypothése que les processus de résistance a l'aluminium puissent étre des
mécanismes inductibles comme cela est le cas pour la capacité a réduire le NBT.
Chez le blé, ces mécanismes seraient mis en place aprés la quatriéme heure

d'exposition au métal.

1.3.2. LE SUPPORT GENETIQUE DE LA TOLERANCE

De nombreux travaux réalisés dans les années 80 et 90 ont visé 4 identifier les
génes responsables de la tolérance a l'aluminium. Ces travaux étaient essentiellement
basés sur des croisements génétiques et des translocations de bras chromosomiques
entre différents genres de céréales reconnus pour leurs seuils élevés de tolérance a
l'aluminium (Aniol et Gustafon, 1984 ; Aniol, 1990 ; Berzonsky, 1992 ; Aniol, 1995
;Ma et al., 2000a).
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Ces différents travaux ont montré que la tolérance a l'aluminium serait un
caractéere multigénique dominant, héréditaire et porté par le génome nucléaire
(Berzonsky, 1992). Cependant, mis a part des positions hypothétiques sur des bras
chromosomiques le nombre exact de geénes impliqués dans les mécanismes de

tolérance était peu clair.

Il a fallu attendre les années 2000 pour voir apparaitre certaines évaluations du
nombre de génes par d'autres procédés expérimentaux. Des chercheurs ont ainsi
réalisé de nombreux croisements et utilisé un systeme d'isozymes pour proposer deux
loci majeurs, dominants et indépendants responsables de la tolérance chez le seigle,
Altl et Alt3 (Gallego et al., 1998). D'autres €quipes ont utilis€é des marqueurs RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) et des croisements entre le mais
tolérant Cat100-6 et le sensible S1587-17 pour identifier deux loci responsables de la
tolérance a l'aluminium chez Cat100-6 (Sibov et al, 1999). Chez le riz, des études de
Quantitative Trait Locus (QTL) basées sur des marqueurs moléculaires ont montré
l'implication de 3 loci dans la tolérance au métal (Ma ez al., 2002 ; Nguyen et al.,
2002 ; Nguyen et al, 2003). Enfin chez le blé, des travaux de mutagenése chez la
variété sensible Anahuac par irradiation aux rayons gamma ont montré que la
tolérance serait portée par un seul géne (Camargo et al., 2000 ; Neto et al., 2001). De
tels procédés expérimentaux n'ont jamais été appliqués a la variété tolérante Atlas-66
é¢tudiée au cours de cette thése. Cependant, des travaux récents confirment
l'hypothése de Camargo (1981) selon laquelle au moins deux génes seraient

responsables de la tolérance a I'aluminium chez le blé Atlas-66 (Tang et al., 2002).
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1.3.3. GENES ET PROTEINES DE TOLERANCE

La plupart des études visant a analyser les génes différentiellement exprimés
par l'aluminium ont consisté a effectuer des criblages différentiels entre des
populations d'ADNc de plantes exposées et non exposées au métal (Snowden et
Gardner, 1993 ; Richards et al., 1994 ; Ezaki ef al, 1995 ; Ezaki ef al., 1996 ;
Ezaki et al., 1997 ; Richards et al., 1998 ; Hamel ez al., 1998). Plus récemment, de
nouvelles techniques ont été utilisées : banques d'EST (Expressed Sequence Tag)
(Milla et al., 2002), ARNm "Differential Display" (DD) (Sasaki et al., 2002a), et
'Hybridation Suppressive Soustractive (SSH) (Watt, 2003). Cependant, tous ces
travaux ont été appliqués entre des populations d'ADNc de plantes stressées et non-
stressées a I'aluminium, ce qui explique certainement pourquoi toutes ces études n'ont
isolé que des génes de stress.

Afin d'isoler des génes de tolérance, d'autres équipes de chercheurs ont aussi
réalisé des banques d'expression protéique chez la levure. Ainsi, Delhaize et al
(1999) ont montré que le géne d'une phosphatidylserine synthase de blé tolérant
conférait une certaine résistance a la levure mais que sa surexpression chez
Arabidopsis thaliana et le tabac conduisait a des nécroses dramatiques des feuilles.
MacDiarmid et Gardner (1998) ont sélectionné de la méme fagon & partir d'une
banque d'ADNCc de levure, deux génes codant pour des transporteurs au magnésium et

qui conféraient une tolérance modérée a 'aluminium aux levures transformées.

Les études portant sur les protéines différentiellement exprimées ont apporté
des résultats intéressants. Par électrophorése de protéines, des équipes ont pu
identifier trois protéines de 12, 22 et 33 kD qui s'accumulent spécifiquement en
présence du métal chez le blé tolérant Atlas-66, trois protéines de 12, 23 et 43,5 kD
qui s'accumulent chez le blé tolérant Maringa et enfin deux protéines de 51 kD chez

le blé tolérant PT741 (Basu et al., 1994a ; Basu ef al., 1994b). Toutes ces protéines
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ne s'accumulaient pas chez les différentes variétés sensibles utilisées comme

controles.

Vers la fin des années 90, ces mémes auteurs ont montré que les protéines de
51 kD de PT741 et 23 kD de Maringa co-ségréguaient avec le phénotype de tolérance
(Taylor et al., 1997 ; Basu et al., 1999). La protéine de 23 kD présente la capacité de
lier I'aluminium (Taylor et al, 1997) alors que les deux protéines de 51 kD sont des
homologues a la sous-unité B d'une proton-ATPase vacuolaire et des sous-unités a et
B d'une ATP synthase mitochondriale (Hamilton et al, 2001). Dans cette derniére
étude, Hamilton et collaborateurs précisent que ces 2 protéines de 51 kD sont
accumulées chez PT741 en présence d'aluminium, que leurs activités sont induites par
la présence du métal mais bien que le taux de transcrit semble augmenté de 2,2 fois
pour la proton-ATPase vacuolaire, il reste fixe pour I'ATP synthase mitochondriale
laissant supposer une régulation de type post-transcriptionnelle. Cependant, les
auteurs montrent aussi que l'accumulation de ces deux protéines induites par
l'aluminium est spécifique a la variété PT741 et qu'elle n'est pas retrouvée chez les
variétés sensibles ni d'ailleurs chez les deux autres variétés tolérantes Atlas-66 et
Maringa. Ces derniers résultats suggérent une expression variétale spécifique et ne
permettent donc pas de généraliser quant a I'implication de ces deux protéines dans

les mécanismes de tolérance a l'aluminium.

Derniérement, Sasaki et al (2002) ont présenté au Congrés Annuel 2002 de la
société japonaise des physiologistes des plantes (JSPP) un géne candidat pour la
résistance au métal et qui coderait peut-étre pour un transporteur de malate, ALMT].
Ce géne a été isolé par Hybridation Soustractive Suppressive (SSH) entre le blé
tolérant ET8 et le blé sensible ES8 exposés 4 50 uM d'aluminium. Il est plus exprimé
de fagon constitutive chez le blé tolérant ET8 que chez le blé sensible ES8 (Sasaki et
al, 2004). Sa surexpression chez le riz conduit a un efflux de malate Al-dépendant

mais aucune résistance a l'aluminium n'est observée. L'analyse de séquence de ce
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géne a montré une différence de six nucléotides (deux acides aminés) entre les
variétés tolérantes Atlas-66 et ET8 et les variétés sensibles Scout-66 et ES8. Les
variétés ET8 et ES8 correspondent a la huitiéme génération de plantes issue d'un
croisement entre le blé tolérant Carazinho et le blé sensible Egret. Ces deux derniéres
souches (Carazinho et Egret) différeraient pour leur tolérance & 1'aluminium par un
simple locus, le locus A/t] (Delhaize et al., 1993b). Ce locus a été identifié comme
étant présent sur le chromosome 4DL (Raman et al., 2005). Enfin, des expériences
d'expression de ce gene chez l'ovocyte de Xenope montrérent une sécrétion
préférentielle de malate a celle du citrate et la mise en €vidence de la présence d'un
domaine de réponse & l'aluminium. Ce géne a ensuite été utilis€ pour transformer
l'orge et les chercheurs ont démontré que ce géne permettait une sécrétion de malate
induite par la présence du métal. De plus, la tolérance au métal acquise par la sur-
expression du geéne était comparable a celle des variétés tolérantes de blé démontrant
I'importance de ce géne dans les mécanismes de tolérance a l'aluminium (Delhaize er
al., 2004).

1.3.4. LA SECRETION D'ACIDES ORGANIQUES : MECANISME DE TOLERANCE A

L'ALUMINIUM SPECIFIQUE DU BLE

Les mécanismes de tolérance peuvent étre classés en deux catégories : des
mécanismes d'exclusion visant & maintenir l'aluminium a l'extérieur de la cellule et
des mécanismes de détoxification visant a €liminer le métal présent dans la cellule ou
du moins dans le symplasme (Kochian, 1995).

Un mécanisme d'exclusion propos€¢ au début des années 90 présente la
sécrétion d'acides organiques induite par I'aluminium comme un moyen des plantes
tolérantes a séquestrer les ions AI** & l'extérieur de leur appareil racinaire. Ce
mécanisme a été proposé pour la premicre fois par Miyasaka et collaborateurs

(1991). Ces auteurs ont montré une corrélation entre la sécrétion d'acide citrique et le
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niveau de tolérance de deux variétés de haricot, 'une tolérante, l'autre sensible a
l'aluminium. D'autres corrélations ont par la suite été mises en évidence entre la
tolérance a l'aluminium et la sécrétion d'acide citrique chez le mais (Pellet ef al.,
1995), d'acide malique chez le blé (Delhaize er al., 1993a ; Ryan et al, 1995a), mais
aussi avec la sécrétion d'acide oxalique chez le sarrasin (Ma et al., 1997).

Ces acides organiques excrétés dans le milieu extérieur des racines
chélateraient l'aluminium l'empéchant ainsi d'entrer dans les cellules et de provoquer
ses effets néfastes. Des quantités équimolaires d'acide citrique et d'aluminium
pourraient ainsi neutraliser les ions AI**, mais il faudrait trois fois plus d'acide
oxalique et six a huit fois plus d'acide malique pour inhiber 'action de l'aluminium
(Ma, 2000b). Deux modéles sont proposés pour expliquer la sécrétion d'acides

organiques (OA) induite par l'aluminium (Figure 1.7).
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Figure 1.7 : Modéles de la sécrétion d'anions d'acides organiques stimulée par
I'aluminium dans les racines de plantes.

OA : acides organiques ; R : récepteur membranaire a I'aluminium

(d'aprés Ma ez al., 2001).

Dans le premier mode¢le (Pattern I), I'aluminium activerait un transporteur aux

acides organiques (OA) en interagissant directement avec lui sans renter dans la
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cellule (1), ou pas le biais d'un récepteur (2), ou encore en rentrant dans la cellule par
le biais ou non de seconds messagers (3). Dans le deuxiéme modéle (Pattern II),
l'aluminium interagirait avec un récepteur membranaire pour activer la transcription
des génes impliqués dans le métabolisme des acides organiques (OA) et leur

sécrétion.

Cependant, de nombreux auteurs ont également montré que les corrélations
entre la sécrétion d'acides organiques et tolérance n'existaient pas toujours. Ainsi,
alors que Delhaize et collaborateurs (1993) précisent que la variété tolérante de blé
Carazinho présente une sécrétion d'acide malique induite (aucune sécrétion dans un
milieu sans Al) par la présence d'aluminium, Christiansen-Weniger et collaborateurs
(1992) observent que cette variété excréterait beaucoup plus de malate et de succinate
que les variétés sensibles et ce dans des conditions d’exposition exemptes
d’aluminium. Certains auteurs sont méme allés jusqu'a remettre en cause les
conclusions des travaux de Ryan ef al., (19952a) en recalculant 'indice de corrélation
entre la sécrétion d'acide malique et la tolérance des blés (Pellet ef al., 1996)

D'autres auteurs ont montré que deux variétés de taro (Colocasia esculenta) ne
montraient aucune correspondance entre la quantité d'acide oxalique excrété et le taux
d'expression de tolérance puisque la variété sensible secrétait plus d'acides organiques
que la variété tolérante (Ma et Miyasaka, 1998). De la méme fagon, des scientifiques
ont observé qu'une variété sensible de fougeére excrétait plus d'acides organiques
qu'une variété tolérante (Wenzl ef al, 2001).

Une étude a grande échelle a été réalisée par Ishikawa et collaborateurs
(2000). Les auteurs ont étudié la réponse de plusieurs genres et variétés de plantes a
l'aluminium et en ont déduit qu'il devait exister des mécanismes responsables de la
tolérance au métal autres que la sécrétion d'acides organiques. La pertinence de leurs
travaux repose surtout sur le genre Cassia tora qui présente une forte inhibition de
croissance mais également le taux le plus élevé d'excrétion d'acide citrique en

présence de métal parmi toutes les plantes étudiées. Ils ont aussi observé que le riz
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(Oryza sativa L.) et le sorgho (Sorghum bicolor Moench) sécrétaient plus faiblement
au contraire des autres plantes, l'acide citrique et malique chez leurs variétés
tolérantes que chez leurs variétés sensibles.

Enfin, d'autres auteurs ont observé que chez la variété tolérante de blé Atlas-
66, l'aluminium conduisait a une diminution de la toxicité due au cuivre mais pas au
lanthane. Les auteurs proposent que la sécrétion d'acides organiques qui accompagne
le stress a 'aluminium serait capable de diminuer le stress au cuivre mais pas au
lanthane, un ion proche de l'aluminium (Parker et Pedler, 1998).

En somme, Parker et Pedler (1998) et Ishikawa er al. (2000) proposent
l'existence d'autres mécanismes de tolérance plus performants que la sécrétion
d'acides organiques et que cette derniére n'aurait qu'un réle mineur chez les végétaux

supérieurs.

Une controverse est également apparue au sujet des voies de biosynthése des
acides organiques (Figure 1.8). Ryan et collaborateurs (1995b) ont observé la
sécrétion de malate chez les blés tolérants. Ils ont aussi observé chez des blés
isogéniques tolérants et sensibles, des activités similaires de PEP carboxylase (PEPC)
et de malate deshydrogénase (MDH), les deux enzymes considérées comme les plus
importantes dans la synthése de malate. Néanmoins, ces variétés de blé ne
présentaient pas le méme taux de malate synthétisé de novo en présence de 100 uM
d’aluminium. D'autres voies de biosynthése n'utilisant pas la PEPC ou la MDH

seraient donc mises en jeu mais leur nature reste a ce jour inconnue.
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Figure 1.8 : Les enzymes impliquées dans le métabolisme du citrate et du malate.
Abréviations : AC, aconitase; CS, citrate synthase; FUM, fumurase, ICDH, isocitrate
dehydrogenase; ICL, isocitrate lyase; MDH, malate dehydrogenase; MS, malate
synthase; OGDH, 2-oxoglutarate dehydrogenase; PEPC, phosphoenolpyruvate
carboxylase; SAT, succinate thiokinase; SDH, succinate dehydrogenase.

(d'aprés Ma et al., 2001).

Des chercheurs ont présenté en 1997 des résultats montrant que la
surexpression du géne de la citrate synthase de Pseudomonas aeruginosa chez le
tabac et la papaye permettaient I'acquisition d'une résistance au métal (De La Fuente
et al, 1997). Cependant, ces travaux ont été remis en question par d'autres
scientifiques (Delhaize ef al, 2001). Ces auteurs ont de nouveau testé les tabacs
utilisés par De La Fuente et al. (1997) ainsi que de nouveaux tabacs transgéniques
exprimant jusqu'a 100 fois plus de citrate synthase que les précédents : ils n'ont pas
observé d'accumulation de citrate dans les racines et aucune augmentation de 1'efflux
de citrate induit par 'aluminium.

D'autres auteurs ont quant & eux surexprimé une citrate synthase
mitochondriale de carotte chez Arabidopsis thaliana (Keyama et al., 2000). Iis ont
observé une corrélation entre l'activit¢ enzymatique détectée et le taux de citrate

sécrété ainsi qu'une faible amélioration de croissance sur milieu avec aluminium.
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D'autres travaux décrits dans la littérature ont consisté & surexprimer une
malate deshydrogénase et une PEP carboxylase de luzemne dans la luzerne (Tesfaye et
al., 2001). Les auteurs ont observé une augmentation de l'activité de ces deux
enzymes dans les racines, mais seule la surexpression de la malate deshydrogénase
permettait d'augmenter la sécrétion d'acides organiques. De plus, une faible
amélioration (d'environ un facteur 1,5) de la croissance en présence d'aluminium fiit
constatée chez les transgéniques surexprimant la malate deshydrogénase. Les auteurs
en conclurent que cette amélioration résultait de l'augmentation de la sécrétion
d'acides organiques via une élévation de l'activité¢ malate deshydrogénase, en accord
avec la théorie selon laquelle la sécrétion d'acides organiques est un mécanisme de

tolérance.
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Figure 1.9 : Quantité d'acide organique sécrétée par différentes luzernes
transgéniques.

M16-27 et M20-10 : mutants surexprimant la malate deshydrogénase de luzerne.
Regen-SY : variété de luzerne sensible a I'aluminium. GA-AT : Variété de luzerne
tolérante a l'aluminium. PEPC-3 : mutant surexprimant une PEP carboxylase de
luzerne. (d'aprés la Figure 4-E de Tesfaye et al., 2001).

Cependant, une étude attentive de leur article révéle que les plantes
transgéniques surexprimant la PEP carboxylase produisent des quantités d'acides

organiques similaires a celles de la variété sensible (Tesfaye ez al, 2001 ; Figure 1.9)
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mais qu'elle poussent mieux en présence d'aluminium que les plantes transgéniques
surexprimant la malate deshydrogénase (Tesfaye ef al, 2001 ; Figure 1.10). De plus,
elles poussent de maniére identique a la variété tolérante GA-AT (d'un facteur 2,5
environ par rapport 4 la variété sensible). Ces données jettent un sérieux doute sur la
validité des conclusions des auteurs. En effet, il semble qu'une augmentation de
sécrétion d'acides organiques ne soit pas nécessaire pour obtenir une amélioration de

croissance en présence d'aluminium.
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Figure 1.10 : Influence de I'aluminium sur 1'élongation racinaire de différentes
luzernes transgéniques.

M16-27 et M20-10 : mutants surexprimant la malate deshydrogénase de luzerne.
Regen-SY : variété de luzerne sensible a l'aluminium. GA-AT : Variété de luzerne
tolérante 4 l'aluminium. PEPC-3 : mutant surexprimant une PEP carboxylase de
luzerne.  Relative root growth : (élongation racinaire en présence
d'aluminium/élongation racinaire sans aluminium) x 100. (d'aprés la Figure 6 de
Tesfaye et al., 2001).

En conclusion, l'implication des acides organiques dans les mécanismes de
tolérance a I'aluminium reste donc trés controversée si 'ensemble du régne végétal est
pris en compte. Cependant, le réle des acides organiques dans la tolérance a
l'aluminium semble tres clair pour un nombre restreint de plantes (Ma 2000b ; Ma et

al., 2001 ; Ryan et al., 2001). Tout récemment, un consensus parmi les scientifiques
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semble apparaitre au sujet de la sécrétion d'acide organique comme mécanisme de la
tolérance a I'aluminium : il ne serait spécifique que de certains genres tolérants et les
molécules sécrétées différeraient selon la plante étudiée. Pour le blé, la sécrétion de
malate serait bien le mécanisme majeur de la tolérance a I'aluminium (Raman et al.,
2005) et mettrait en jeu un transporteur de malate, le géne ALMTI, ainsi qu'un
régulateur non encore identifié induisant l'activit¢ d'4LMTI lorsque le métal est

présent dans l'environnement de la plante.

1.3.5. LES HYPERACCUMULATEURS D'ALUMINIUM

Certaines plantes comme le thé ou le sarrasin sont connues pour accumuler
l'aluminium dans leurs feuilles 4gées pour détoxiquer le reste de la plante. Dans le cas
du sarrasin, bien que peu de choses soit connu sur les mécanismes d'entrée de
l'aluminium, des chercheurs ont mis en évidence l'implication du citrate dans le
transport du métal et son accumulation dans les vacuoles des feuilles (Ma ef al.,

2001) (Figure 1.11).
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Figure 1.11 : Transport et distribution de I'aluminium chez le sarrasin.
L'aluminium renter dans les racines par un mécanisme inconnu probablement sous la
forme AL3+. Une fois passé la membrane plasmique, il est chélaté avec du citrate
sous la forme d'un complexe 1:3 Al-oxalate. (ratio 3:1). Lorsque le métal est
transporté vers les appareils aériens, il est alors transloqué en complexe Al-citrate. Le
métal entre alors dans les feuilles sous complexe Al-oxalate ou il sera stocké dans les
vacuole. Abbreviations: Cit, citrate; Ox, oxalate; PM, plasma membrane.

(d'aprés Ma et al., 2001).

Un tel mécanisme de transport et de séquestration ressemble a celui observé
pour le Nickel avec l'acide aminé histidine comme il a été décrit précédemment
(Kriamer et al., 1996). 11 y aurait donc peut-étre des similitudes entre les différents
mécanismes de détoxification mis en place par les plantes mais ces mécanismes

impliqueraient des molécules bien différentes selon le métal a détoxifier.
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Les objectifs de cette these €taient d'isoler des génes associés 4 la tolérance a
l'aluminium chez le blé et le riz, des plantes tolérantes au métal et de forts intéréts
agronomiques. Dans ce but, le choix fiit d'aller rechercher ces génes a partir des apex
racinaires car ils constituent le site ou s'exprime les différences phénotypiques de
tolérance. Une fois isolés, l'expression différentielle de ces génes entre plantes
tolérantes et plantes sensibles devait étre validée. Leur séquence codante entiére
devait alors étre recherchée pour valider leur apport de tolérance par transgénése chez

la levure, Arabidopsis thaliana ou le blé.



CHAPITRE II

MATERIELS ET METHODES

2.1. MATERIEL VEGETAL

Différentes variétés de blé (Triticum aestivum L.) ont été utilisées en raison de
leur réponse a l'aluminium et de leur patrimoine génétique : Atlas-66, OK91G103 et
OK91G106 qui tolérent le métal et Fundy, OK91G107 et OK91G108 qui sont
sensibles au métal (Tableau 2.1) (Carver et al, 1993).

Tableau 2.1 : Les différentes variétés de blé utilisées.

_Lignée Niveau de tolérance a l'aluminium Parenté
Atlas-66 tolérant autofécondation
Fundy sensible autofécondation
Century sensible autofécondation
Chisholm sensible autofécondation
0OK91G103 tolérant Atlas-66 x Chisholm
OK91G107 sensible Atlas-66 x Chisholm
OK91G106 tolérant Atlas-66 x Century
OK91G108 sensible Atlas-66 x Century

Les graines de ces différentes variétés ont ét¢ mises a germer sous lumiére
continuelle pendant 4 jours dans la vermiculite (phyllosilicates d'argile expans€). Les

plantules obtenues ont ¢té exposées & différentes concentrations d'aluminium (0, 5 et
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50 uM de chlorure d'aluminium) dans une solution de 1 mM de chlorure de calcium a
pH4,15 pendant 17 heures pour les expériences d'Hybridation Suppressive
Soustractive et Banques GeneRacer ou pendant 27 heures pour I'évaluation des
tolérances. Aprés une évaluation de l'inhibition de la croissance racinaire, les 5
premiers millimétres de chacune des racines des graines ont été prélevés (environ 3
racines par plantules). Les racines correspondant aux mémes conditions
expérimentales (variété et concentration d'aluminium utilisées) ont été réunies dans
un tube puis congelées 4 —80°C. Les ARN totaux ont par la suite été€ extraits de ces

échantillons.

2.2. MATERIEL MICROBIOLOGIQUE

La souche d'Escherichia coli XL1 blue (recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17
supE44 relAl lac [F’ proAB laclqZAM15 Tnl0 (Tetr)], STRATAGENE) et les
vecteurs pGEM®-T et pGEM®-T.,;, (PROMEGA, Figure 2.1) ont été utilisés pour
effectuer les clonages de routine et pour la réalisation des deux premiéres banques
SSH. Pour les autres banques SSH et les banques de protéines utilisant les systémes
Gateway d'INVITROGEN, les bactéries ElectroMAX DHI0B (F- mcrA A(mrr-
hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAMI15 AlacX74 recAl endAl araD139 Alara, leu)7697
galU galK A~ rpsL nupG, INVITROGEN) ont été utilisées en raison de leur forte
efficacité de transformation par la technique d'électroporation. Le plasmide pGEM®-
T possede entre autres le géne de résistance a I'ampicilline et la région codant pour le
peptide a de la B-galactosidase. La sélection des bactéries transformées s'est faite en
présence d'ampicilline (150pg/ml), de X-gal (50pg/ml) et dIPTG (20pg/ml). La
souche de levure Saccharomyces cerevisiae INVScl (Mat alpha his3-deltal leu2 trpl-
289 wura3-52, INVITROGEN) a été utilisée pour l'expression des banques de

protéines.



A Xmnl 1994

Scal
1875

B Xmn | 2009
Scal 1820

Nae |

2692
f on‘\

PGEMP-T tac2 ‘
VEC’[OI’ T T
{300000)

Nae | 2707,

{1 on

pGEM*-T Easy lacZ
Vector T T
(3015bp)

ori

|
2o
Nerl
BstZ |
Pst |
Sall
Ndel
Sacl
BsrX |
Nerl

T sps

44

1 s1an

14
20
26
K]
7
46

141

CAGVADE M

WPIVADS 8A

Figure 2.1 : Carte des plasmides pGEM®-T et pGEM®-T easy de PROMEGA.
A : carte du vecteur pGEM®-T. B : carte du vecteur pGEM®—T easy.
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2.3. EXTRACTION D’ARN ET TRAITEMENT A LA DNASE RQ1

Deux protocoles d'extraction d'ARN et de traitement 4 la DNAse RNAse-free
RQ1 (PROMEGA) ont été utilis€s : le premier (i) a permis de réaliser les 2 premiéres
banques SSH et les premiers €chantillons utilis€és pour les analyses par northern blot ;
le second protocole (ii) a permis de construire les autres banques SSH et les
échantillons utilisés pour les analyses de Transcription Inverse PCR (RT-PCR) et de
PCR en temps réel (Real Time PCR ou quantitative RT-PCR (qRT-PCR)).

(i) Le premier protocole d'extraction d'ARN utilisé est dérivé de celui décrit
par Puissant et Houdeline (1990). Au cours des différentes expérimentations
utilisant les ARN, toutes les solutions aqueuses sont réalisées en utilisant de 1'eau
ultra pure "MilliQ" (MILLIPORE), filtrée sur 0,2 pm, autoclavée deux fois
consécutives. Cette eau est supposée ainsi étre dépourvue d'ARNases. Les solutions
fabriquées sont aussi autoclavées quand cela est possible. Pour extraire les ARN, un
gramme de tissus est broyé dans l'azote liquide jusqu’a I’obtention d’une fine poudre.
La poudre est transférée dans 5 ml de GT-Buffer (guanidine thiocyanate 4 M ; Na
citrate 25 mM ; sarkosyl 0,5 %; B-mercaptoethanol 0,1 M). Un volume de 0,3 ml
d'acétate de sodium 3 M pHS,S est ajouté au broyat et agité avec un vortex. Cing
millilitres de phénol saturé en Tris (pH8,8) et 1 ml de chloroforme sont ajoutés aux
tubes et 'ensemble est agité avec un vortex. A ce stade, une centrifugation de 15 min
4 6 000 g a 4°C est réalisée. La phase aqueuse est prélevée et 5 ml d'isopropanol froid
y sont ajoutés. Aprés agitation, les tubes sont placés a -20°C pendant 1 heure. Une
nouvelle centrifugation de 30 min a 6 000 g & 4°C est réalisée. Cinq cent microlitres
d'une solution Tris-EDTA-SDS (Tris 10 mM pH7,5 ; SDS 0,5%; EDTA 1 mM) sont
ajoutés aux culots et I'ensemble est transvasé dans des tubes de 1,5 ml. L'opération est
renouvelée avec 250 pl de cette méme solution pour récupérer les traces restantes.
Les tubes sont ensuite placés a 65°C pendant 10 min. L'ensemble est ensuite agité au

vortex jusqu'a dissolution compléte du culot. Un volume de 500 pul de phénol saturé
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en Tris (pH8,8) est ajouté et les tubes sont agités puis centrifugés 5 min a 16 300 g.
La phase aqueuse est prélevée et 500 pl de chloroforme y sont ajoutés. Les tubes sont
agités et centrifugés 5 min & 16 300 g. La phase aqueuse est prélevée et subit a
nouveau le méme traitement précédent avec 500 pl de chloroforme. Enfin, 70 ul
d'acétate de sodium 3 M pH5,5 et 1 ml d'isopropanol sont ajoutés aux surnageants et
les tubes sont placés a -20°C durant 1 heure. Les tubes sont centrifugés pendant 15
min 4 16 300 g. Les culots sont lavés avec 500 pl d'éthanol 70% froid puis
centrifugés 5 min & 16 300 g. Les culots sont ensuite séchés et resuspendus dans 100
ul d'eau. Les tubes sont ensuite conservés a -80°C. Douze microgrammes d'ARN sont
dilués dans un volume final de 33 pul avec de l'eau stérile. Cing microlitres de tampon
DNAse RQ1 10X (Tris-HC1 pH8 400 mM, MgSO, 100mM, CaCl, 10 mM), 5 pl de
Dithiothréitol (DTT) 10 mM, 2 pl de RNA Guard Ribonuclease Inhibitor
(AMERSHAM BIOSCIENCES) et 5 unités d'enzyme RQ1 RNAse-free DNAse
(PROMEGA) sont ajoutés. L'ensemble est incubé 1 heure & 37°C. Les volumes de 50
ul d'eau et 100 ul de chloroforme sont ajoutés. L'ensemble est mélangé avec un
vortex puis centrifugé 5 min a 16 300 g. La phase aqueuse est récupérée. Dix
microlitres d'acétate de sodium 3 M pHS5,5 et 250 pl d'éthanol 95% y sont ajoutés.
Les tubes sont centrifugés 15 min 4 16 300 g. Les culots sont lavés avec de l'éthanol
70%, centrifugés 10 min & 16 300 g et séché a l'air libre. Ils sont repris dans 10 pl
d'eau, ce qui correspond a une concentration finale d'environ 1 pg/ul d'ARN.

(ii)) Le deuxieme protocole d'extraction utilise le TRIzol Reagent
dINVITROGEN selon le protocole décrit par le fournisseur en incluant l'étape
optionnelle de la centrifugation apres broyage du matériel biologique. Les ARN sont
alors traités immédiatement a la DNase de PROMEGA : 5 U RQl, 10 mM
Dithiothréitol, 45 U RNA Guard (AMERSHAM BIOSCIENCES), 20 min a 37°C. Un
volume de chloroforme est ensuite ajouté et apres centrifugation, les ARN contenus
dans la phase aqueuse sont précipités avec 1/10 de volume d'Acétate de Sodium 3 M

pHS,5 et 2,5 volume d'isopropanol froid. Les tubes sont centrifugés pendant 15 min a
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16 300 g. Les culots sont lavés avec 500 pl d'éthanol 70% froid puis centrifugés 5

min a 16 300 g. Les culots sont ensuite séchés et resuspendus dans 200 pl d'eau.

2.4. QUANTIFICATION DES ARN

Les ARN ont été généralement quantifiés par spectrophotométriec a une
longueur d'onde de 260 nm (une densité optique (DO) de 1 correspondant a 40 pg/ml
d'’ARN). Pour les expériences de RT-PCR, les concentrations d'ARN ont été
réajustées apreés passage sur gel a l'aide du logiciel QuantityOne de BIO-RAD. Pour
les expériences de PCR en temps réel, les ARN ont ét¢ de nouveau dosés a l'aide du
RiboGreen Kit (MOLECULAR PROBE) selon les conditions du fournisseur.

2.5. HYBRIDATION SOUSTRACTIVE SUPPRESSIVE

L'Hybridation Soustractive Suppressive (SSH) a ¢été mise au point par
Diatchenko et collaborateurs (1996). Elle découle de la technique dite de
Representational Difference Analysis (RDA) (Lisitsyn et al., 1993).

L'objectif théorique de la SSH est d'isoler les ARNm présents dans une
population d'ARNm donnée appelée tester mais qui ne sont pas présents dans une
autre population d'ARNm, appelée driver (Figure 2.2). Ainsi, la SSH est censée
isoler les ARNm correspondant a des génes exprimés de fagon spécifique dans la
population tester et qui ne sont pas exprimés dans la population driver. De maniére
simpliste, la SSH procéde a une "soustraction" physique de molécules pour ne
conserver que celles qui sont spécifiques de la population nommée fester.

Les ARN étant des molécules trés fragiles, la technique SSH n'utilise pas
directement les populations d'ARNm fester et driver pour comparer l'expression des

génes mais les ADNc issus de ces deux populations. Les ADNc sont des molécules
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doubles brins stables qui se prétent plus facilement aux manipulations de biologie
moléculaire.

La premiére étape du protocole décrit par les auteurs de la SSH consiste
uniformiser en taille les populations d'ADNCc tester et driver par une digestion Rsa I,
une enzyme de restriction qui a une fréquence de coupure toutes les 256 paires de
base. Cette enzyme reconnait le site de coupure GTYAC. Ainsi, aprés digestion, les
populations d'ADNc fester et driver vont avoir une taille moyenne de 256
nucléotides. Par la suite, la population fester est scindée en deux sous-populations.
L'une est liguée a l'adaptateur 1 tandis que l'autre est liguée & I'adaptateur 2. Les
ADNC driver ne sont ligués quant a eux a aucun adaptateur (haut de la Figure 2.2).

Une premiére hybridation des deux sous-populations d'ADNc fester contre la
population d'ADNc driver est effectuée en présence d'un excés d'ADNc driver. Cette
premiére hybridation est réalisée en dénaturant par la chaleur les molécules d'ADNc
puis en procédant & une renaturation par une diminution de la température.
Consécutivement a cette hybridation, différentes molécules peuvent étre obtenues :

(i) des molécules mono-brin d'ADNc fester n'ayant pas retrouvé de

partenaire (molécule "a")

(ii) des molécules zester ayant retrouvé un partenaire fester (molécule "b")

(iii) des molécules tester ayant retrouvé un partenaire driver (molécule "c")

(iv) et enfin des molécules de driver n'ayant pas trouvé de partenaire ou un

partenaire driver (molécules "d)"

Une seconde étape d'hybridation est ensuite réalisée. Durant cette deuxiéme
hybridation, les molécules d'ADN précédentes ne sont pas dénaturées. L'hybridation
est réalisée en mélangeant les molécules obtenues précédemment a partir des deux
sous-populations d'ADNc tester (l'une liguée a l'adaptateur 1, l'autre liguée a
l'adaptateur 2) avec un nouveau excés d'ADNc driver. Aprés cette deuxiéme étape
d'hybridation, les précédentes molécules "a", "b", "c", "d" sont conservées mais une

nouvelle molécule peut étre obtenue. Elle résulte de I'hybridation d'un brin d'ADNc
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tester ligué a l'adaptateur 1 avec un brin d'ADNc tester ligué¢ a l'adaptateur 2

(molécule "e").

Apres remplissage des extrémités 3' & 'aide dune ADN polymérase (synthese
du brin complémentaire des adaptateurs), seules les molécules du type "e" pourront
étre amplifiées de fagon exponentielle par la technique PCR. Une premiére
amplification utilise une amorce commune aux deux types d'adaptateurs. Cette étape
sert a pré-amplifier les molécules double-brin. La formation de structures en épingles
a cheveux pour les molécules de type "b" bloque l'amplification des molécules
d'ADNc tester ayant la méme séquence d'adaptateur aux extrémités 5' et 3'. Cet
événement de formation d'épingle a cheveux constitue le procédé de Suppression
PCR mis aux points par les scientifiques auteurs de la SSH pour bloquer les
amplifications non-désirées. C'est ce procédé technologique qui a été breveté pars les
laboratoires CLONTECH ainsi que le protocole général de SSH. Cette premiére
amplification PCR enrichit donc les amplifiats en molécules possédant des séquences
d'adaptateurs différentes en 3' et 5'. Par la suite, un second jeu de deux amorces
spécifiques des adaptateurs 1 et 2 est utilisé servant a réaliser une amplification PCR
nichée (nested-PCR).

Le procédé complexe de la SSH permet donc d'obtenir des fragments d'ADN
amplifiés par PCR, d'une taille relative de 256 paires de base correspondant a des
ARNm spécifiques de la population d'ARNm tester initiale lorsque celle-ci est
comparée a la population d ARNm appelée driver.

Les sections suivantes précisent en détail le procédé expérimental du
protocole standard de la SSH ainsi que des protocoles mis au point au cours de cette

thése.
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Figure 2.2 : Schéma du protocole de SSH décrit par Diatchenko et al. (1996).
(description détaillée de la technique SSH a la section 2.5)
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2.5.1. CHROMATOGRAPHIE D’ARN POLY A*

Le protocole de chromatographie d'ARN messagers (ARNm) sur colonne
d’oligo-dT utilisé est dérivé de celui décrit par Aviv et Leder (1972). Les colonnes
sont réalisées a partir de 10 mg d’oligo-dT type 7 de PHARMACIA BIOTECH
transférés grace a des volumes de NaOH 0,1 M dans un support avec filtre. Les
support des colonnes sont ensuite placés dans des tubes de 1,5 ml. Les colonnes
d’oligo-dT ainsi obtenues sont resuspendues avec 500 pl de NaOH 0,1 M puis
centrifugées 5 min a 16 300 g. Les filtrats ne sont pas conservés. Ce lavage a la soude
est répéte 2 fois. De la méme fagon suivent 3 lavages avec 500 pl d’eau et 3 lavages
avec 500 pl de Loading Buffer 1X (Tris-HCI pHS8,8 20 mM ; NaCl 0,5 M ; Sodium
N-Lauryl Sarcosinate 0,1 %).

Les ARN dissous dans I’eau sont dénaturés par un traitement de 10 min a
65°C et placés ensuite dans la glace. Un volume de Loading Buffer 2X est ajouté aux
ARN afin d’obtenir une solution 4 1X d'environ 500 pg/ml. La solution d’ARN 1X
ainsi obtenue est appliquée par volume de 500 pl sur la colonne d’oligo-dT en
centrifugeant a chaque fois a4 350 g pendant 10 a 30 min. Les éluats obtenus ne sont
pas conservés. La colonne est ensuite lavée 4 fois avec 500 ul de Loading Buffer 1X
par centrifugation a 350 g pendant 10 4 30 min. Les ARN poly A” sont élués par 3
volumes de 500 pl de Elution Buffer (Tris-HCI pH8,8 10 mM ; EDTA 1 mM ; SDS
0,05%) préchauffés a 65°C dans des conditions de centrifugation a 16 300 g pendant

1 min.

Les 3 €luats ainsi obtenus sont combinés dans un tube de 15 ml. Des volumes
de 150 pl d’acétate de sodium 3 M, pH5,5 et de 4 ml d’isopropanol froid y sont
ajoutés. Les tubes sont placés 1 heure 4 —20°C puis centrifugés 30 min a 6 000 g. Les

culots sont lavés avec 4 ml d’éthanol 70% et centrifugés a 6 000 g durant 30 min,
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séchés et resuspendus dans 200 pl d’eau. La quantité ' ARN poly A” est alors estimée

par spectrophotométrie UV.

2.5.2. DRIVER ET TESTER

Le choix des populations d'ADNc a utiliser comme fester et driver a été
délicat. Comme il a été mentionné précédemment, l'ensemble des études basées sur
l'expression différentielle de génes due a l'aluminium s'est fait en comparant les
profils d'expression de plantes exposées au métal et ceux de ces mémes plantes non
exposées a l'aluminium (Snowden et Gardner, 1993 ; Richards e al., 1994 ; Ezaki
et al., 1995 ; Ezaki er al., 1996 ; Ezaki ef al., 1997 ; Richards ez al,, 1998 ; Hamel et
al., 1998 ; Milla et al., 2002 ; Sasaki et al., 2002a ; Watt, 2003 ; Chapitre 1: 1.3.3).
Ces travaux n'ont permis a ce jour que d'isoler des génes impliqués dans les

mécanismes de phytotoxicité.

L'objectif principal de ce doctorat était d'identifier des génes spécifiques de la
tolérance a l'aluminium. Ainsi, au lieu de comparer les profils d'une méme plante
dans des milieux avec et sans aluminium, le choix a été fait de comparer les profils
d'expression de plantes tolérantes et de plantes sensibles au métal a des états de stress
identiques. En effet, les variétés tolérantes acceptent généralement des concentrations
supérieures en aluminium a celles des variétés sensibles pour présenter des états
physiologiques identiques. Les variétés tolérantes doivent donc avoir mis en place des
mécanismes de résistance pour tolérer de telles concentrations. Le genre botanique
choisi fiit le blé pour son intérét agronomique, les nombreuses études faites sur les
phénomenes de tolérance au métal et les variétés déja disponibles au sein du
laboratoire. Les variétés sensibles ont été exposées a S uM d'aluminium et les
variétés tolérantes a SO pM. A ces concentrations, les deux types de variétés sont dans

des conditions de stress similaires (Hamel ez al., 1998) mais continuent a pousser.
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Ainsi les plantes tolérantes de blé possédent donc des mécanismes leur
permettant de croitre dans des concentrations d'aluminium 10 fois supérieures a celles
acceptées par les variétés sensibles. Comme la tolérance semble un phénoméne
inductible (Maltais, 2002), cette capacit¢ a tolérer des fortes concentrations
d'aluminium pourrait étre liée a l'induction ou la surexpression de certains génes.

L'utilisation de la technique SSH avec les ARNm des plantes tolérantes et
sensibles dans des conditions d'exposition & l'aluminium conduisant a 50%
d'inhibition de croissance racinaire représentait donc une alternative d'isoler ces génes

induits ou surexprimés par le métal.

Les différences phénotypiques s'exprimant au niveau de l'apex racinaire, cible
initiale de l'aluminium (Kollmeier ef al, 2000 ; Chapitre 1 : 1.2.2), 1'étude de
I'expression différentielle des génes a ainsi été concentrée sur les apex des plantes. La
technique de SSH a donc été appliquée entre les ADNc d'apex racinaires de plantes
tolérantes et sensibles exposées a des doses d'aluminium conduisant a 50%

d'inhibition de la croissance racinaire.

Plus précisément, les banques SSH ont été réalisées a partir des ADNc de
deux variétés de blé : les ADNc de la variété tolérante Atlas-66 exposée a 50 uM
(utilis€s comme tester) et les ADNc de la variété sensible Fundy exposée a 5 uM d'Al

(utilisés comme driver).

2.5.3. LES DIFFERENTS PROTOCOLES

La SSH a été réalisée a l'aide du kit PCR-Select™ cDNA Subtraction Kit de
CLONTECH selon le protocole standard décrit par le fournisseur et selon différentes

modifications décrites dans les sections suivantes. Les raisons et les connaissances
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théoriques liées & ces modifications sont quant a elles décrites dans la discussion
(Chapitre 4 : 4.2).

Cinq banques SSH ont été réalisées comme décrit dans la Figure 2.3 suivante.
En rouge sont mises en valeur les modifications apportées au cours de la réalisation
des diverses banques.

Deux séries de synthéses d'ADNc de tester et driver ont été réalisées. La
premiére série a été utilisée pour les banques 1 et 2, la deuxiéme série pour les
banques 3, 4 et 5.

Les banques | et 3 ont suivi le protocole SSH standard mais elles sont issues
de deux séries d'extraction d'ARN poly A" et de synthéses d'ADNc driver et tester
distinctes. La banque 3 a servi de référence pour démontrer une efficacité accrue
apportée par les protocoles modifiés des banques 4 et 5 comparativement au
protocole standard. Ce fiit une banque contrdle pour observer si la non-digestion par
l'enzyme Rsa 1 des ADNc driver et l'utilisation d'une ADN polymérase non-
correctrice pouvaient constituer une amélioration technique. Dans un souci de limiter
les variations expérimentales, les ADNc correspondant aux drivers digérés et non-
digéré par l'enzyme Rsa I des banques 3, 4 et 5 proviennent de la méme réaction de
synthése. De plus, les ADNc driver non-digérés ont été traités selon le méme
protocole expérimental que les ADNCc driver digérés a l'exception que l'enzyme Rsa |
et son tampon ont été remplacés par de I'eau.

La banque 2 différe de la banque 1 par l'ajout d'ARN de driver lors de I'étape
de PCR. La banque 2 fit un test préliminaire pour observer une amélioration apportée
par l'ajout d'ARN dFriver lors des PCR SSH.

La banque 4 différe de la banque 3 par l'utilisation des driver non-digéré et
une ADN polymérase non correctrice pour les réactions PCR. L'amélioration
apportée par ces deux modifications sera évaluée en comparant les banques 3 et 4, la
banque 3 servant de référence.

Enfin la banque 5 différe de la banque 4 par l'ajout d'ARN driver lors des

étapes de PCR. Cette derniére banque est une combinaison des améliorations utilisées



55

pour la banque 2 et celles utilisées pour la banque 4. La banque 3 servira de référence

pour évaluer la qualité de cette cinquiéme banque.

tester digéré Rsa |  driver digéré Rsal  tester Llilgé'll'é Rsal  dnver d|gerel Rsa | jriver non-digéré Rsa |

4 l

Hybridation Hybridation Hybridation
Filing Filling Fitling
PCR PCR PCR PCR FCR
Standard with ARN Standerd Standard with ARN
Banque 1 Banque 2 Banque 3 Banque 4 Banque 5

Figure 2.3 : Variation de protocoles entre les cinq banques SSH.
En rouge : modifications apportées au protocole standard SSH au cours de la
réalisation des diverses banques SSH.

Afin de ne pas alourdir le texte, les précisions techniques qui vont étre
décrites dans les sections suivantes ne vont souvent étre expliquées que pour la
réalisation des banques 3, 4 et 5. En effet, les protocoles suivis pour les banques 1 et

2 sont repris dans la construction des banques 3 a 5.

2.5.4. SYNTHESE DU PREMIER BRIN D’ADNC

La synthése du premier brin d'ADNc a été réalisée a partir de 2 ug d’ARN
poly A" pour la variété tolérante Atlas-66 et 4 ug d’ARN poly A” pour la variété
sensible Fundy. La quantité ' ARN poly A* de Fundy (ARN poly A" driver) a été
doublé pour synthétiser en une seule fois suffisamment d'ADNc pour les banques 4 et
5. Ainsi, pour les ARN poly A" driver Fundy, les quantités de réactifs décrits dans les

sections ci-dessous ont été doublées pour utiliser 4 pg d'ARN poly A" et non pas 2.
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A 2 pug d’ARN poly A" sont ajoutés 10 pmol de cDNA Synthesis Primer.
Cette amorce posséde un site de restriction Hind 111, un site de restriction Rsa I et une
séquence poly-dT suivie de 2 bases aléatoires, la premiére ne pouvant étre une
thymine (Tableau 2.2). Le mélange ARN poly A” et amorce poly-dT est incubé 2
min a 70°C afin de dénaturer les ARN puis placé 2 min dans la glace. Du tampon
First-Strand Buffer est ensuite ajouté (Tris-HCl pH8,5 50 mM ; MgCl, 8 mM ; KCl
30 mM ; DTT ImM) ainsi que des NTP a une concentration finale de 1 mM et 20
unités d'enzyme Reverse Transcriptase d'Avian Myeloblastosis Virus (AMV). Aprés
agitation, le mélange réactionnel est incubé 1,5 heures 4 42°C. La réaction de
synthése est arrétée en placant les tubes dans la glace et la synthése du deuxiéme brin

d’ADNc est aussitot réalisée.

Tableau 2.2 : Séquence nucléotidique de 1'amorce poly-dT cDNA Synthesis
Primer .

Amorce Séquence

Rsal Hind 11l
y : 5 ) 3
cDNA Synthesis Primer TTTTGTACAAGCTT3oN;N

2.5.5. SYNTHESE DU DEUXIEME BRIN D’ ADNC

Pour réaliser la synthése du deuxiéme brin d'ADNCc, le tampon Second-Strand
Buffer (KCl 100 mM ; ammonium sulfate 10 mM ; MgCl, S mM ; B-NAD 0,15 mM ;
Tris-HCI pH7,5 20 mM ; BSA 0,05 mg/ml) est ajouté au milieu réactionnel précédent
ainsi que des dNTP a une concentration finale de 0,2 mM et le Second-Strand Enzyme
Cocktail (DNA polymerase I 24 unités ; RNase H 1 unité ; E. coli DNA ligase 4,8
unités). Les tubes sont agités et incubés 2 heures a 16°C. Six unités de T4 DNA
Polymerase sont ajoutées aux tubes et I’ensemble est agité puis placé 30 min a 16°C.
Cette deuxiéme étape de synthése est stoppée par I’ajout de 4 pl de 20X
EDTA/Glycogen Mix (EDTA 200 mM ; glycogéne 1 mg/ml). Cinquante microlitres
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de phénol Tris saturé pH7,5 et 50 pl de chloroforme sont ajoutés. Les tubes sont
agités au vortex et centrifugés a4 16 300 g pendant 10 min & température ambiante.
Les phases aqueuses sont prélevées et 100 pl de chloroforme y sont ajoutés. Les tubes
sont de nouveau agités et une nouvelle centrifugation a 16 300 g est effectuée. Les
phases aqueuses sont de nouveau prélevées. Aprés l'ajout de 40 pl d’acétate
d'ammonium 4 M et 300 pl d’éthanol 95%, les tubes sont immédiatement centrifugés
20 min a 16 300 g a température ambiante. Les culots sont ensuite lavés avec 500 pl
d’éthanol 70%. Aprés une nouvelle centrifugation de 10 min a 16 300 g, les culots
sont séchés 10 min a Iair libre. Ils sont resuspendus dans 50 pl d’eau. Six microlitres
sont prélevés et conservés a —20°C pour étre observés par électrophorése en gel
d'agarose. Le reste est utilisé pour continuer le protocole SSH.

Il est & noter que l'utilisation de 4 ug d'ARN poly A" de blé Fundy exposés a 5
puM d'aluminium a permis d'obtenir suffisamment d'ADNc driver pour réaliser deux

banques, les banques 4 et 5.

2.5.6. TRAITEMENTS DES ADNC DOUBLE-BRIN

Le lot dADNc issu de la variété Atlas-66 a été digéré par l'enzyme Rsa I selon
le protocole décrit ci-dessous. Les ADNc issu de la variété Fundy ont été séparés en 2
lots : un lot digéré par l'enzyme Rsa I selon le méme protocole utilisé pour les ADNc
d'Atlas-66, un deuxiéme lot non-digéré ou I'enzyme Rsa I et le tampon enzymatique
ont été remplacés par de l'eau. En dehors de ces différences, les incubations et les

précipitations ont été réalisées de la méme fagon pour les 3 lots d'ADNc.

Les ADNc double-brin sont digérés a 37°C pendant 1,5 heures en utilisant 15
unités de Rsa I dans du tampon Rsa I Restriction Buffer (Bis Tris Propane-HCI pH7
10 mM ; MgCl; 10 mM ; DTT 0,1 mM). Cing microlitres de réaction sont conservés

pour estimer ’efficacité de la digestion par électrophorése sur gel d'agarose. La
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réaction est stoppée par 1’ajout de 2,5 pl 20X EDTA/Glycogen Mix. Vingt-cing
microlitres de phénol et 25 pl de chloroforme sont ajoutés aux réactions et aprés
agitation les tubes sont centrifugés 10 min 16 300 g. La phase aqueuse est prélevée,
50 pl de chloroforme sont ajoutés et 'ensemble est agité. Une nouvelle centrifugation
a 16 300 g durant 10 min est effectuée et la phase aqueuse est de nouveau prélevée.
Les ADN sont précipités a l'aide de 25 pl d'acétate d'ammonium 3 M et 187,5 pl
d'éthanol 95 % sous 16 300 g pendant 20 minutes. Les culots sont lavés avec 200 pl
d'éthanol 70 %, centrifugés a 16 300 g durant 5 minutes, puis séchés a l'air libre 10
minutes. Ils sont finalement resuspendus dans 5,5 pl d'eau. Les tubes sont conservés a

—20°C.

2.5.7. LIGATION DES ADAPTATEURS AUX FRAGMENTS D’ADNC TESTER DIGERES

Le protocole suivant décrit la synthése de la population d'ADNCc tester. La
ligation des adaptateurs sur les ADNc provenant de la variété Atlas-66 a été réalisée
pour des quantités doublées afin de disposer d'une quantité suffisante d'ADNc tester
pour la réalisation de deux séries d'hybridations : une pour la banque 3, I'autre pour
les banques 4 et 5. Ainsi les trois banques obtenues (3, 4 et 5) pourront étre
comparées puisque les ADNc seront issus de la méme réaction de synthése. Pour ne
pas alourdire le texte, les données techniques suivantes ne décrivent les conditions
que pour des quantités simples (banque 1 et 2) et non doubles (banque 3, 4 et 5).

Un microlitre d'ADNc double-brin tester digérés par Rsa I est dilué avec 5 pl
d'eau stérile. De cette dilution, 4 pul vont étre prélevés pour effectuer la ligation selon
les conditions suivantes : deux microlitres d'’ADNc double-brins tester digérés Rsa I
dilués vont étre ligués avec I' Adaptateur 1 ou l'Adaptateur 2R a 2 uM (Tableau 2.3),
du Tris-HCI1 pH7,8 50 mM, MgCl, 10 mM, DTT 2 mM, BSA 0,05 mg/ml, de la 74
DNA Ligase (CLONTECH) 400 U, de 'ATP 0,3 mM. Les réactions de ligation sont

incubées a 16°C toute la nuit. Elles sont arrétées en ajoutant 1 pl de 20X
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EDTA/Glycogen Mix et en chauffant 5 minutes & 72°C. Les tubes sont conservés a —
20°C.

2.5.8. PREMIERE HYBRIDATION TESTER/DRIVER POUR CHAQUE SERIE D’ ADAPTATEUR

Pour limiter au maximum les variations des conditions expérimentales, une
méme réaction dhybridation rester/driver a été utilisée pour la réalisation des
banques 1 et 2 (notée 1+2). De la méme fagon, une autre réaction a été utilisée pour la
réalisation des banques 4 et 5 (notée 4+5).

Les conditions expérimentales utilisées pour les premiéres hybridations ont
été les suivantes : 1,5 pl d ADNc double-brins driver digérés (banque 1+2 et 3) ou
non-digéré (banque 4+5) par Rsa I ont été incubés avec 1,5 pl de fester ligué avec
adaptateur 1 ou de tester ligué avec adaptateur 2R en présence du Hybridization
Buffer (CLONTECH) 1X. Une goutte d'huile minérale est déposée au sommet des
réactions d'hybridation pour limiter I'évaporation. Les échantillons sont chauffés a
98°C pendant 1,5 minutes pour dénaturer les structures double-brin et sont ensuite
incubés dans un thermocycleur a 68°C pendant 8 heures pour permettre 'hybridation.

La deuxiéme hybridation est alors aussitot effectuce.

2.5.9. MELANGE DES TESTERS ET DEUXIEME HYBRIDATION CONTRE LE DRIVER

A 1ul ADNc double-brin driver digéré ou non par l'enzyme Rsa I (selon les
banques), 1 ul de 4X Hybridization Buffer et 2 pl d'eau sont ajoutés. Les ADNc du
driver sont dénaturés par une incubation de 1,5 minutes a 98°C. Les tubes de fester
précédents et ces nouveaux ADNc driver fraichement dénaturés sont alors réunis et
mis & incuber 4 68°C toute la nuit. Cent microlitres de Dilution Buffer (HEPES-HCI
pHS8,3 20 mM, NaCl 50 mM, EDTA pHS8 200 puM) a température ambiante sont
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ensuite ajoutés (au lieu des 200 pl préconisés par CLONTECH). Les tubes sont

incubés 7 minutes a 68°C puis conservés & —20°C.

2.5.10. REMPLISSAGE DES EXTREMITES 3' ET AMPLIFICATION PCR

Un microlitre des produits dilués dans le Dilution Buffer de la deuxi¢me
hybridation est utilisé pour effectuer les étapes de remplissage des extrémités et de
PCR. Le protocole standard utilisé pour le remplissage des extrémités 3' de la banque
1 fit le suivant : un microlitre de produit de deuxi¢me hybridation est incubé avec
PCR Reaction Buffer (CLONTECH) 1X, PCR Primer I 2pM, dNTP 0,2 mM,
Advantage cDNA Polymerase mix (CLOTECH) 1X. Le remplissage des extrémités 3'
s'effectue par une incubation & 75°C durant 5 minutes. Les ADN sont ensuite
dénaturés 25 secondes a 94°C et 27 cycles d'amplifications sont effectués (30 sec
94°C, 30 sec 66°C, 90 sec 72°C). Le remplissage des extrémités 3' de la banque 2
differe de celui de 1a banque 1 par I'ajout de 500 ng d'ARN poly A* du driver et 10 pg
d'ARN totaux du driver au produits de deuxiéme hybridation. Le tout est dénaturé 5
minutes & 95°C avant de procédés a l'ajout des autres réactifs. Le remplissage des
extrémités 3' de la banque 3 differe de celui de la banque 1 par la diminution de la
température d'hybridation des amorces a 60°C et une augmentation du nombre de
cycle PCR a 28. Enfin le remplissage des extrémités 3' des banques 4 et 5 differe de
celui de la banque 3 par le remplacement de la polymérase de CLONTECH par la
Native Taq DNA polymerase d'INVITROGEN.

L'Advantage ¢DNA Polymerase Mix de CLONTECH est un mélange
enzymatique de I'ADN polymeérase Klen Tag-1, d'une ADN polymérase ayant une
activité correctrice 3'> 5' et d'un anticorps antiTaq pour garantir le départ de la PCR
en haute température (hot start). L'ADN polymérase Klen Tag-1 résulte d'une

délétion N-terminale de I'ADN polymérase de Thermus aquaticus conduisant a une
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faible activité 5' exonucléase. L'ADN polymérase Native Taq DNA polymerase
d'INVITROGEN ne posséde pas d'activité 5' et 3' exonucléase mono-brin ou double-
brin. Elle ne posséde qu'une activité 5'->3' exonucléase synthése-dépendante : c'est-a-

dire qu'elle ne peut dégrader que le brin situé devant elle lors d'une synthése.

Trois microlitres des produits de PCR sont dilués dans 27 pl d'eau stérile. Les

tubes PCR et de dilution sont conservés a —20°C.

Tableau 2.3 : Séquences des différents adaptateurs et amorces de SSH.

Molécules Séquences
Adaptateur 1 PCR primer | Nested PCR primer |
(double brin) S CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT?
3GGCCCGTCCAs
Y2 Rsa |
Adaptateur 2R PCR primer | Nested PCR primer 2R
(double brin) S CTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGCGGCCGAGGT
3’GCCGGCTCCA5
Y2 Rsa |
PCR primer | > CTAATACGACTCACTATAGGGC®
\L‘.\lk.‘d I)(R = [TCOCAGCGGCCGCCCaaaC \(|(|]3
Primer |
Nested PCR >AGCGTGOTCGCGGCCGAGGT
Primer 2R

2.5.11. AMPLIFICATION PCR NICHEE

Un microlitre des produits dilués issus de la premiére PCR est utilisé pour
I'étape de PCR nichée (nested-PCR). Les conditions utilisées pour réaliser les
réactions de PCR nichée pour les différentes banques sont décrites dans les
paragraphes suivants. Aprés amplification, les réactions de PCR nichée sont
conservées 3 —20°C. Les conditions de PCR nichée pour la banque 1 furent les
suivantes : produits premiére PCR dilués au 1/250, PCR Reaction Buffer
(CLONTECH) 1X, Nested-PCR Primer 1 0,4 uM, Nested-PCR Primer 2R 0,4 uM,
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dNTP 0,2 mM, Advantage cDNA Polymerase Mix (CLONTECH) 1X, dénaturation a
94°C durant 30 secondes et 20 cycles d'amplification (30 sec 94°C, 30 sec 68°C, 90
sec 72°C). Les conditions de PCR nichée pour la banque 2 furent les suivantes :
produits premiére PCR dilués au 1/250, ajout de 500 ng d'ARN poly A" du driver,
ajout de 10 ug d'ARN totaux du driver, premiére étape de dénaturation a 95°C durant
5 minutes, PCR Reaction Buffer (CLONTECH) 1X, Nested-PCR Primer 1 0,4 pM,
Nested-PCR Primer 2R 0,4 uM, dNTP 0,2 mM, Advantage cDNA Polymerase Mix
(CLONTECH) 1X, dénaturation a 94°C durant 30 secondes et 41 cycles
d'amplification (30 sec 94°C, 30 sec 68°C, 90 sec 72°C). Les conditions de PCR
nichée pour la banque 3 furent les suivantes : produits premiére PCR dilués au 1/250,
PCR Reaction Buffer (CLONTECH) 1X, Nested-PCR Primer I 0,4 uM, Nested-PCR
Primer 2R 04 uM, dANTP 0,2 mM, Advantage c¢cDNA Polymerase Mix
(CLONTECH) 1X, dénaturation & 95°C durant 30 secondes et 30 cycles
d'amplification (30 sec 95°C, 30 sec 68°C, 90 sec 72°C). Les conditions de PCR
nichée pour la banque 4 furent les suivantes : produits premiére PCR dilués au 1/250,
PCR Reaction Buffer (INVITROGEN) 1X, Nested-PCR Primer 1 0,4 pM, Nested-
PCR Primer 2R 04 pM, dNTP 0,2 mM, MgCl, 1,5 mM, Native Taqg DNA
polymerase (INVITROGEN) 2,5 U, dénaturation & 95°C durant 30 secondes et 30
cycles d'amplification (30 sec 95°C, 30 sec 68°C, 90 sec 72°C). Les conditions de
PCR nichée pour la banque 5 furent les suivantes : produits premiére PCR dilués au
1/250, PCR Reaction Buffer (INVITROGEN) 1X, Nested-PCR Primer 1 0,4 puM,
Nested-PCR Primer 2R 0,4 pM, dNTP 0,2 mM, MgCl, 1,5 mM, Native Taqg DNA
polymerase (INVITROGEN) 2,5 U, 10 pg d'ARN de driver, dénaturation a 95°C
durant 30 secondes et 30 cycles d'amplification (30 sec 95°C, 30 sec 68°C, 90 sec
72°C).

Les différences majeures de protocoles sont : (i) le nombre de cycles de PCR
nichée qui a été augmenté de 20 a 30 pour les banques 3, 4 et 5 afin de pousser les

performances des SSH modifiées a leur maximum et bien observer au mieux les
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différences entre les divers protocoles (ii) l'ajout ou non d'ARN et enfin (iii)

l'utilisation d'ADN polymerase sans activité exonucléase.

2.5.12. CRIBLAGE DES BANQUES SSH

Les fragments de geénes ainsi amplifiés par 1'étape de PCR nichée lors des
diverses banques SSH ont été clonés dans le vecteur pGEM®-T ou pGEM®-Teasy de
PROMEGA selon les conditions décrites par le fournisseur. Les clones blancs et
bleus clairs obtenus (aprés sélection par IPTG/X-Gal) ont été repiqués un a un dans
200 pl de milieu de culture LB contenant de 1’ampicilline (150pug/ml) sur des plaques
en polypropyléne de 96 puits. Les bactéries ont ét€ incubées toute la nuit 4 37°C,
laissées sédimenter au moins 2 heures a 4°C ou centrifugées 5 min a4 2000 g. Cing
microlitres de chacun des culots bactériens ont été déposés sur un filtre de nylon. Les
bactéries ont été lysées et ’ADN a été fixé sur la membrane selon les conditions

standard d’hybridation sur colonies (Sambrook et al., 1989).

Le criblage des banques SSH a été effectué par hybridation sur colonie selon
un protocole dérivé de celui utilisé par Grunstein et Hogness (1975). Pour cela, deux
sources d'/ADNc ont été utilisées. La premiére est issue de la transcription inverse
d'ARN totaux de driver et de tester traités a la RQl a l'aide du Kit Reverse
Transcription System de PROMEGA. 1l est rappelé ici que le driver est représenté par
le matériel génétique de la variété sensible Fundy exposée a4 5 pM d'aluminium et que
le tester est représenté par le matériel génétique de la variété tolérante Atlas-66
exposée a 50 uM d'aluminium. Cette premicre source d'ADNc représentait en
majorité les geénes trés ou moyennement abondants car fortement représentés dans les
populations dARNm mais aussi des ARNr pouvant étre rétrotranscrits et donc tres
facilement marqués a la radioactivité. Une autre source d'ADNc a donc été utilisée

pour représenter les génes moyennement et peu abondants. Ces ADNc sont issus des
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produits PCR générés par le Kit GeneRacer dINVITROGEN a partir 'ARN poly A*
d'Atlas-66 et Fundy (Chapitre 2: 2.8.1). Ils ont été rétro-transcrits de la méme fagon
que précédemment. Ces nouveaux ADNc correspondent essentiellement a8 des ARNm
et non plus a des ARNr ou ARNt contaminants. Le criblage a la radioactivité se
retrouve plus efficace et plus spécifique des génes transcrit en ARNm. Le marquage
au 2P des ADNC et les tests de northern blot réalisés sur les clones retenus ont été

réalisés selon le protocole décrit par Houde et al., 1992 .

2.5.13. COMPARAISONS DES BANQUES SSH

Les profils des différents amplifiats de PCR nichée des banques SSH ont été
analysés par migration électrophorétique sur gel d'agarose. Cependant, pour les
banques 3, 4 et 5 des analyses PCR ont été effectuées pour évaluer 1'abondance dans
ces banques de génes connus. Les conditions PCR furent les suivantes : produits PCR
SSH dilués au 1/10, PCR Reaction Buffer (AMERSHAM) 1X, Amorce UNI
(Tableau 2.4) 0,4 pM, Amorce REV (Tableau 2.4) 0,4 pM, dNTP 0,2 mM,
Recombinant Taq DNA polymerase (AMERSHAM) 2,5 U, dénaturation a 95°C
durant 5 min, 5 premiers cycles d'amplification (30 sec 95°C, 30 sec 60°C, 90 sec
72°C) et 35 autres cycles (30 sec 95°C, 120 sec 72°C) et enfin 5 minutes d'élongation
a.72°C,

Trois génes connus ont été utilisés pour évaluer la qualité des banques SSH
ont été : le géne OXO codant pour une oxalate oxydase, le géne 48E8 codant pour
une protéine d'hypersensibilité (réaction de défense des plantes contre les pathogénes
et maladie) et le géne 49A1 codant probablement pour un transporteur d'oligo-peptide
proton dépendant. Les séquences d'amorces utilisées ainsi que les tailles théoriques

des amplifiats sont mentionnées dans le Tableau 2.4 suivant.
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Tableau 2.4 : Séquences des amorces utilisées pour amplifier les génes contréles.

Amorce Séquence Taille
attendue
0OXO UNI *CCTCCTTGTTTCTCCTCGCCGTGCTTCT®
0XO REV SCAGCTGCTGGCTTGTCATGCGCTAGATTCY 501 pb
48E8 LONG UNI | ATGAACATGTGAAGAGAGCCATGAATGAGATCAATG”
43E8 LONG REV | ATATCCATGACATCCTTCGAAGAGGTCCCAGG® 247 pb
49A1 LONG UNI | GAGTTCTTCTACGACCAGCCCCCGGAGTC®
49A1 LONG REV | *CATTATCTTTTGTATCTGGACGAGCAGTAGACGAACTG 245 pb
C

2.6. RT-PCR DES GENES 49E8 ET 49A1

L'analyse par RT-PCR des génes 48E8 et 49A1 a été effectuée a partir des
ARN de 4 variétés de blé : Atlas-66, OK91G106, Fundy et OK91G108 exposées 4 0
UM, 5 uM et 50 uM d'Al. Les ARN ont été dosés par densité optique et leur quantité a
été réévaluée a l'aide du programme QuantityOne de BIORAD comme décrit dans la
section Chapitre 2: 2.4. La transcription inverse a été réalisée a partir d'un
microgramme d'ARN totaux pour chaque condition expérimentale a l'aide du kit
Reverse Transcription System de PROMEGA. Environ 50 ng d'ADNc ont été utilisés
pour effectuer les PCR selon les conditions suivantes : PCR Reaction Buffer
(AMERSHAM) 1X, Amorce UNI (Tableau 2.5) 0,2 uM, Amorce REV (Tableau
2.5) 0,2 pM, dNTP 0,2 mM, Recombinant Taq DNA polymerase (AMERSHAM) 2.5
u, dénaturation a 95°C durant 2 min, 40 cycles d'amplification (30 sec 95°C, 30 sec
56°C, 30 sec 72°C) et enfin 5 minutes d'élongation & 72°C.
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Tableau 2.5 : Amorces utilisées pour les tests de RT-PCR spécifiques des génes
48E8 et 49A1.

Amorce Séquence Taille
attendue
48E8 UNI SATGAACATGTGAAGAGAGCC®
48E8 REV S ATATCCATGACATCCTTCGA® 247 pb
49A1 UNI SGAGTTCTTCTACGACCAGCC”
49A1 REV SCATTATCTTTTGTATCTGGACGA® 245 pb

2.7. PCR EN TEMPS REEL DU GENE 49A1

La PCR en temps réel permet d'estimer plus finement que les analyses
classiques de northern blot la dérégulation d'un géne entre diverses populations
d'ARNm. En fait, elle quantifie par des procédés d'amplification PCR le nombre de
molécule d'ADNc réciproque des ARNm messagers d'intérét entre les diverses
populations d'ARNm étudiées. Elle est basée sur l'utilisation d'un thermocycleur
spécial ou sont disposés des capteurs de fluorescence pour chaque tube réactionnel.
Ces capteurs sont capables pour chaque cycle PCR de quantifier le nombres de brins
d'ADN nouvellement synthétisés par l'utilisation de molécules fluorescentes. En effet,
a chaque cycle de PCR, le nombre de molécules d'ADN est théoriquement doublé. 11
en résulte que le nombre de molécules fluorescentes fixées sur les ADN double brins
est lui aussi doublé. Une fois fixées sur les brins d'ADN, ces molécules sont capables
d'émettre un signal de fluorescence a une certaine longueur d'onde. Clest cette
fluorescence qui est détectée par les capteurs du thermocycleur. Ainsi, a chaque
signal de fluorescence correspond la synthése d'un nouveau brin d'ADN.

Pour réaliser les études PCR en temps réel, la quantit¢é des ARN a été
réestimée a l'aide du RiboGreen Kit (MOLECULAR PROBE) selon les conditions
décrites par le fournisseur. La quantification des ARN par RiboGreen est garantie
plus sensible qu'une lecture la densité optique & 260 nm. Les transcriptions inverses

ont été effectuces de la méme fagon que précédemment.
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L'analyse de l'expression du géne 49A1 par PCR en temps réel s'est faite a
l'aide du kit Sybr Green PCR Master Mix (APPLIED BIOSYSTEMS) et du
thermocycleur 7000 Sequence Detection System d'ABI prism. L'expression du géne
codant pour l'enzyme GA;PDH cytosolique a servi de référence interne. Cette
enzyme appartient au métabolisme de base cellulaire (house keeping gene) et la
quantité de ses ARNm transcrits est considérée comme constante au cours du temps.
Pour chaque condition physiologique testée, cinquante nanogrammes d'ADNc ont été
utilisés afin de réalisées les cycles de PCR suivants : 2 min 50°C, 10 min 95°C (20sec
95°C, 60 sec 60°C)4s. Les amorces de PCR en temps réel ont été déterminées a l'aide
du logiciel Primer Express® v2.0 (APPLIED BIOSYSTEMS). Leurs séquences et la
taille des amplifiats attendus sont décrites dans le Tableau 2.6 suivant.

Tableau 2.6 : Séquences des amorces utilisées dans les réactions de PCR en
temps réel.

Amorce Séquence Taille
attendue
49A1 12F *TCGGCATGCTCGAGTTCTT £1 4
49A1 73R S TGCCACACCCAGGCTCTT® p

GA3PDH F3 S TTGAGGGTTTGATGACCACAGTT®

GA3PDHR3  |’TCCACCTCTCCAGTCCTTGCT 86 pb

2.8. BANQUES D'EXPRESSION DE PROTEINES GATEWAY

Afin de tester I'hypothése de travail selon laquelle la tolérance a l'aluminium
pourrait étre due a l'existence d'isoformes de protéines, une autre stratégie a été
élaborée. Cette stratégie est basée sur l'expression de banques de protéines chez la
levure Saccharomyces cerevisiae. Ces banques devaient étre construites dans des
systémes permettant facilement leur transfert vers d'autre vecteur afin de réaliser dans
les années a venir des tests d'expression chez la plante Arabidopsis thaliana. La
construction des banques a été réalisée a partir de deux technologies de la compagnie

INVITROGEN : le systéme GeneRacer qui permet I'amplification spécifique ' ADNc
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de pleine longueur évitant ainsi la contamination des banques par les génes
ribosomiques et le systtme de recombinaisons Gateway qui permettent le
basculement d'un vecteur a un autre des séquences d'ADNc avec une haute efficacité.
Ces deux systémes ont été modifiés pour étre compatibles entre eux. Toute cette
partie des travaux résulte d'une collaboration étroite avec Josée Demers, étudiante a la
Maitrise de Biologie de I'Université du Québec a Montréal et Jeffrey P. Jonston (Ph.
D) des services du support technique d'INVITROGEN Canada.

2.8.1. MODULATION DU SYSTEME GENERACER D'INVITROGEN

Le principe du systéme GeneRacer ainsi que les modifications qui y ont été
apportées sont représentés dans la Figure 2.4. Lors d'un extraction d'ARN, la
population d'ARN obtenue est un mélange d'ARN non-messagers (ARNr, ARNt)
avec des ARNm messagers intacts (coiffe guanidine méthylée présente) ou abimés
(tronqués, coiffe absente). Le procédé GeneRacer débute par un premier traitement
par une phosphatase qui supprime les groupements phosphate en 5' des ARN non-
messagers et des ARN messagers abimés. Un deuxiéme traitement enzymatique par
une pyrophosphatase de Tabac permet de générer un groupement phosphate en 5' des
ARN messagers intacts a partir de leur coiffe de guanidine méthylée. Par la suite, un
oligo d'ARN est alors ligué sur ces nouveaux groupements phosphate obtenus. Les
ARN messagers intacts sont par la suite rétrotranscrits grice a un oligo poly(dT) se
fixant sur leur queue 3' poly(dA). Cette rétrotranscription comprend aussi la séquence
de l'oligo ARN nouvellement fixé sur les molécules d'ARNm. Il est donc possible a
cette étape d'amplifier par PCR les molécules d'ADNc simple brin par l'utilisation
d'amorces spécifiques des séquences de l'oligo d'ARN ajouté en 5' et de l'oligo
poly(dT) utilisé pour la rétrotranscription.

La premiére modification apportée au procédé GeneRacer pour le rendre

compatible avec la technologie Gateway conceme l'oligo dT Primer sur lequel a été



69

ajouté la séquence AttB2 nécessaire a la réaction BP clonase du systéme Gateway
(Tableau 2.7). La deuxiéme modification concerne I'étape de PCR ou l'amorce 3' est
une amorce AttB2 Biotinylée dont une partie de la séquence est similaire a celle de

l'oligo dT Primer (Tableau 2.7).

mRNA

Truncated mRNA ¢

Non-mRNA PC )}
Calf intestinal phosphatase
treatement

MRNA ‘l‘

Truncated mRNA
Non-mRNA

Tobacco acid pyrophosphatase
treatement

-+ — RNA oligo
RNA ligase treatment

+
Reverse transcription

lPCR

Racer 5' Primer weim.

Figure 2.4 : Principe du systéme GeneRacer modifié.
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Les banques d'expression ont été effectuées a partir ' ARNm du blé tolérant
Atlas-66 mais aussi du riz, une plante naturellement trés résistante a I'aluminium.

Le procédé GeneRacer a ét€ effectué a partir ’ARN poly A™ du blé tolérant
Atlas-66 exposé€ a 50 uM d'Al, du blé sensible Fundy exposé a 5 uM d'Al et de riz
exposé a 200 pM d'Al. Les ARN ont été purifiés a l'aide du kit Dynabeads® mRNA
purification kit de DYNAL BIOTECH.

Tableau 2.7 : Séquences nucléotidiques des amorces utilisées dans le systéme
GeneRacer.

Amorce Séquence
GeneRacer GeneRacer S'Primer
RNA oligo YCGACUGGAGCACGAGGACACUGACAUGGACUGAAGGAGUAGAAA?
GeneRacer 2 GCTGTCAACGATACGC TACGAAACGGUATGACAGTGIT i

Oligo dT Primer

GeneRacer 3' YCGACTGGAGCACGAGGACACTGAY
Primer

3' Primer Biotin

(AuB2-Biotine) 5l/{l.llfl'lll’(i(n(l(v ACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGCTGTCAACGAT
GeneRacer OligodT Primer

ACGCTACGTAACGGCATGACAGTG?

Toutes les différentes étapes expérimentales ont été effectuées selon le
protocole décrit par INVITROGEN dans leur kit GeneRacer. La PCR finale
GeneRacer a ¢té réalisée selon les conditions suivantes : Produit GeneRacer (RT)
dilué 1/50, PCR Reaction Buffer (CLONTECH) 1X, GeneRacer 5' Primer 0,2 uM,
AttB2-Biotine 0,2 pM, dANTP 0,2 mM, Advantage cDNA Polymerase mix
(CLONTECH) 1X, dénaturation a 94°C durant 30 sec, 40 cycles d'amplification (30
sec 94°C, 2 min 64°C, 6 min 68°C) et enfin 5 minutes d'élongation a 68°C.

Vingt microlitres de produits PCR ont ensuite été¢ purifiés sur une colonne

Microcon (MILLIPORE) selon les conditions du fournisseur.
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2.8.2. LESYSTEME GATEWAY D'INVITROGEN

Le systéme Gateway repose sur deux réactions enzymatiques de clonase. Ces
réactions constituent des réactions similaires 4 des événements de recombinaisons
homologues. Par l'utilisation simultanée de ces deux types de réactions enzymatiques,
il est possible de transférer rapidement des séquences d'ADN d'un vecteur & un autre,
Le systtme Gateway a €té sélectionné pour pouvoir transférer les banques
d'expression de protéine construites dans différents organismes notamment la levure
Saccharomyces cerevisiae, ce qui a été réalisé durant cette these mais aussi d'autre
organisme comme la plante Arabidopsis thaliana, ce qui constitue une perspective de
travail.

Les produits PCR du procédé GeneRacer modifié sont liés en 5' & un
adaptateur possédant la séquence AttBl (Figure 2.5). Des molécules d'ADN ayant
une séquence AttBl en 5' et une séquence AttB2 en 3' sont ainsi obtenues (Figure
2.5). Ces molécules se retrouvent donc orientées par ces deux séquences AttB, le
codon Start ATG des ADNCc se trouvant du coté AttB1. Ces molécules AttB1-Gene-
AttB2 sont mises en présence d'un vecteur appelé "donneur” comprenant de fagon
orientée les séquences AttP1 et AttP2 autour du géne suicide ccdB. Ce géne ccdB est
létal pour la plupart des variétés commerciales d'E. coli. Par l'utilisation du mélange
enzymatique BP, les séquences d'ADNc se retrouvent transférées dans le plasmide
alors que le géne ccdB se retrouve sous forme d'une molécule linéaire libre. Les
produits de la réaction enzymatique BP servent alors a transformer des bactéries E.
coli. Les bactéries sont mises en suite en présence de l'antibiotique de sélection
correspondant au geéne de résistance R1 présent sur le vecteur "donneur". Les
bactéries transformées avec les fragments d'ADN linéaire d'ADNc ou du géne ccdB
périront. Les bactéries transformeées avec le vecteur "donneur” n'ayant pas recombiné
périront aussi puisqu'elles exprimeront le géne 1étal ccdB. Seules survivront les
bactéries ayant un plasmide recombiné ou le géne ccdB a été remplacé par une

séquence d'ADNc. Ces nouveaux vecteurs obtenus sont appelés vecteurs "entrée".
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Dans ces nouveaux vecteurs, les séquences AttPl et AttP2 ont ét€¢ remplacées
respectivement par les séquences nucléotidiques AttL1 et Attl.2 par le mélange
enzymatique BP. Une banque plasmidique d'ADNc appelée "entrée" est ainsi
disponible dans E. coli. Par un nouveau jeu enzymatique dit LR, il est possible de
transférer tous ces ADNc dans un autre vecteur, un vecteur appelé "destination" car il
posséde tous les éléments nécessaires pour l'expression protéique dans un autre
organisme, par exemple la levure. La réaction LR est donc effectuée, et ainsi les
ADNCc sont transférés de la méme fagon sur le nouveau vecteur. Les plasmides
obtenus servent a transformés dans un premier temps les bactéries E. coli pour avoir
une haute efficacité de transformation. Les transformants sont sélectionnés grace a
l'antibiotique correspondant au géne de résistance R2 du vecteur de destination. Une
nouvelle collection de vecteurs appelés d"'expression” est ainsi obtenue. Elle servira a
transformer l'organisme visé pour l'expression protéique, par exemple la levure, en
utilisant le géne de résistance R3. A la fin de la réaction LR, les nouveaux plasmides
d"expression" générés possédent des séquences AttBl et AttB2 a la place des
séquences AttR1 et AttR2. De nouvelles réactions BP sont donc de nouveau possible
a ce stade rendant les possibilités de transfert Gateway infini.

Les produits PCR purifiés sont ligués a l'adaptateur AttB1 (Tableau 2.8) selon
le protocole suivant : dix microlitres de produits PCR sont ligués avec du Ligation
Buffer (INVITROGEN), de I'Adaptateur AttB1 a 1 pM, et de la T4 DNA Ligase
(INVITROGEN) 1 U 2 40°C durant 16 heures. Les produits de ligation sont purifiés
de la méme fagon que précédemment sur une colonne Microcon (MILLIPORE) selon

les conditions du fournisseur.
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PCR products

l Ligation of adaptator
 ——————— —_—

e

A:.
ccdB gp A E. coli
reaction transformation
Donor
vector *
Selection
with R1
v
A
L,.-(th ccdB
reaction
Destination
+ ¢ vector
R2+ R3
E. coli
transformation
Selection
with R2

Vector
for destination cells
(transformation and selection with R3)

ccdB  ccdB lethal gene

R1, R2 and R3 : resistance genes

Figure 2.5 : Construction d'une banque d'expression Gateway a partir des
produits PCR GeneRacer.
Schéma de la combinaison des kits GeneRacer et Gateway d'INVITROGEN,
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Tableau 2.8 : Séquence de 1'adaptateur AttB1.

Adaptateur AttB1
(double brin)

. TCGTCGGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGG( ||
"CCCCTGTTCAAACATGTTTTTTCGTGCGA’

Les protocoles utilisés pour les réactions de clonase BP et LR ont été modifiés

par rapport & ceux décrits par INVITROGEN afin d'augmenter l'efficacité des

réactions. Le protocole de la réaction BP fit le suivant : 41,25 ng de produits de
ligation purifiés sont incubés dans du Tris HCl pH8 4 mM, BP Buffer
(INVITROGEN) 1X avec 75 ng de vecteur pDON201 (Figure 2.6) et un microlitre
de BP clonase mix (INVITROGEN) durant 16 heures a 25°C. Le protocole de la
réaction LR fiit le suivant : 150 ng d'ADN de la banque "Entrée" sont incubés dans du
Tris HC1 pH8 4 mM, LR Buffer INVITROGEN) 1X avec 150 ng de vecteur pYES-
DESTS52 (Figure 2.7) et un microlitre de LR clonase mix (INVITROGEN) durant 16

heures a 25°C.

Figure 2.6 : Carte du plasmide pDONR201.
Carte obtenue aupres de la compagnie INVITROGEN.
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| attR1 [CmRELL Y atR2 VS epltope | 6xHis [

pYES-DEST52

7.6 kb

Figure 2.7 : Carte du plasmide pYES-DESTS52.
Carte obtenue auprés de la compagnie INVITROGEN.

Les produits issus de la réaction BP sont traités 2 la protéinase K pendant 10
minutes & 37°C. Le volume est ensuite ramené a 10 pl par ajout de 4,5 pl d'eau. Un
microlitre de cette dilution est utilisé pour transformer par électroporation la souche
E. coli ElectoMAX DHI10B (INVITROGEN). Aprés une nuit de croissance en
présence de l'antibiotique de sélection (Kanamycine), les plasmides sont extraits,
purifiés et dosés par densité optique. L'ensemble de ces plasmides constitue la banque
"entrée". Cette banque est ensuite utilisée pour effectuer la réaction LR. L'utilisation
du plasmide pYES-DEST52 (Figure 2.7) permet de construire une banque
d'expression des génes dans la levure Saccharomyces cerevisiae. Les produits de la
réaction LR sont traités de la méme fagon a la protéinase K et ils sont utilisés pour
transformer la méme souche de bactéries. La banque "expression"” est ainsi obtenue.
La qualité des différentes banques a été déterminée par la présence de géne connus

comme il I'a été expliqué a la section Chapitre 2: 2.5.13 (Tableau 2.4).
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2.8.3. TRANSFORMATION ET EXPRESSION DANS LA LEVURE

Les banques d'expression ont été introduites dans la levure a l'aide du systéme
S.c. EasyComp Transformation kit (K5050-01) d’INVITROGEN. Des modifications
ont été apportées au protocole suggéré par la fabriquant. Dix millilitres de milieu
YPD ont été inoculés avec une colonie de la souche de levure INVSc-1 et ont été
incubés une nuit a 30 °C avec agitation (250 rpm). Le lendemain, les cellules ont été
diluées jusqu’a I’obtention d’une DO & 600nm de 0.2 dans un volume total de 10 ml
(milieu YPD). Les levures ont €té mises & pousser a 30 °C (250 rpm) jusqu’a
I’obtention d’une DO a 600nm de 0.6. Les cellules ont été centrifugées 5 minutes a
500 x g a la température de la pi¢ce, le surnageant enlevé et les levures resuspendues
dans 10 ml de solution I. Une seconde centrifugation a été effectuée dans les mémes
conditions et les levures resuspendues dans 500 ul de solution II. A ces 500 ul de
levures, 50 ng d’ADN de la banque d'expression (issus d'E. coli) ont été ajoutés ainsi
que 5 ml de solution III (INVITROGEN). Le mélange est ensuite agité
vigoureusement et incubé pour 1 heure 30 minutes a 30 °C et homogénéisé toutes les
10 minutes pendant l'incubation.

Les analyses des banques d'expression de levures ont été réalisées en présence
d’aluminium dans un milieu SC modifi€. Ce milieu nommé LPM est caractérisé par
un faible pH de 3.5 et par une faible concentration de phosphate, soit 25 uM K;HPO,,
ce dernier ayant tendance a4 former des précipités en présence d'aluminium. De plus,
la concentration de potassium a été¢ élevée & 5 mM par I’ajout de KCl et la
concentration de magnésium (MgCl,) a été diminuée a 200 uM.

Une premiére solution (Yeast nitrogen base without amino acids 6.7 g1” ;
(NH4);804 5 g1 ; NaC1 0.1 g1 ; CaCl, 0.1 g ; KCI : 5 mM ; MgCl, 200 uM ;
KH,PO4 25 uM ; Acide borique 500 m g-I" ; Copper sulfate 40 mg-1" ; Potassium
iodine 100 mg-l'l ; Ferric chloride 200 mg-l'1 ; Sulfate de manganése 400 mg-l'l :
Molybdate de sodium 200 mg:1" ; Sulfate de zinc 400 mg-I"" ; Gel-Gro 0.5% pour les

milieux solides) a été réalisée a partir d'eau milli-Q puis a ét€ autoclavée. Le pH a été
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ajusté a 3.5. Une fois le milieu tiéde, des vitamines (Biotine 2 mg1" ; Calcium
pantothénate 400 m gl Acide folique 2 mg-1" ; Inositol 2000 mg-1" ; Niacine 400
mgI"; Acide p-aminobenzoique 200 mg:1"' ; Pyrodoxine hydorchloride : 400 mg-1";
Riboflavine 200 mg-I" ; Thiamine hydrochloride 400 mg1"'), des acides aminés
(Yeast synthetic Drop-out medium supplement (0.2%) (SIGMA) avec ou sans Uracile
selon les conditions expérimentales) et une source de carbone (2% D-(+)-glucose, 2%
D-(+)-raffinose et 2% sucrose) ont été ajoutés. Le milieu ainsi obtenu est appelé
LPM.

Lors de ces tests de résistance, le glucose est remplacé par 2% D-(+)-galactose
pour induire I'expression des protéines. De 1’aluminium préalablement filtré est ajouté
au milieu sous forme de chlorure d'aluminium. Pour les milieux solides, I'aluminium
a été ajouté par imbibition gridce & une solution de pH 3,5 en concentration 2X (par
rapport au volume du milieu solide). La diffusion a été réalisée durant 48 heures puis
les solutions d'aluminium sont jetées et les pétris séchés avant étalement.

Les levures transformées ont été mises en milieu LPM a 30 °C sous agitation a
250 rpm pour une nuit. Le lendemain, les levures ont été€ centrifugées 5 min a 1000 g
et lavées deux fois avec de I’eau milli-Q autocalvée. Puis les cellules ont été
resuspendues dans le méme volume de milieu LPM avec 75 pM d’aluminium et
remises a 30 °C avec agitation (250 rpm). La densité optique a été prise de fagon
réguliere 3 600nm durant plusieurs jours. Aprés plusieurs repiquages au 1/10, les
clones représentant des clones tolérants I'aluminium ont été étalés sur milieu solide et
isolés. Ils ont ét€ remis en culture afin d'extraire leur ADN plasmidique et déterminer
la séquence d'ADN porté par le vecteur d'expression.

Les levures mises en milieu liquide ont poussé a 30 °C pour une période allant
de 18 & 24 heures avec agitation constante 4 250 rpm. Celles mises sur milieu solide

ont poussé a 30°C pour un minimum de 3 jours.
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2.8.4. EXTRACTIONS D’ADN PLASMIDIQUE CHEZ LA LEVURE

Les extractions d’ADN chez la levure ont été effectuées selon le protocole
suivant : une culture de levure sélectionnée en présence d’aluminium a été mise a
pousser pendant 16 heures 4 30°C dans le milieu de sélection LPM liquide avec
agitation. Cette culture a par la suite été centrifugée a 4000g pour une durée de 20
minutes. Le surnageant a été enlevé et les cellules resuspendues dans 0.5 ml de
tampon de lyse (2% Triton X-100, 1 % SDS, 100 mM NaCl, 10mM Tris-HCI pH 8.0,
ImM EDTA). Le mélange a été transféré dans un tube 1.5 ml contenant 0.3 g de
micro-billes de verre lavées a I’acide (SIGMA). Un volume de 0.2 ml de phénol a été
ajouté et I'ensemble a été¢ mélangé vigoureusement pendant 2 minutes pour briser les
cellules. Par la suite, une centrifugation 4 14 000 rpm pour 5 minutes a été effectuée.
La phase supéricure a finalement été transférée dans un nouveau tube ou 2 volumes
d’éthanol 95% ont été ajoutés. Le tube a été placé a -20°C pour une période de 20
minutes et centrifugé 5 minutes & 14 000 rpm pour précipiter I’ADN. Le culot a été
lavé a 1’éthanol 70%, séché et resuspendu dans 50 pl de tampon TE (10mM Tris-HC1
pH 8.0, ImM EDTA). L’ADN obtenu a été dos¢ par spectrophotométrie a 260 nm et

la qualité des ADN vérifiée par migration sur gel d’agarose.



CHAPITRE 111

RESULTATS

3.1. INHIBITION DE CROISSANCE RACINAIRE DUE A L'ALUMINIUM CHEZ

DIFFERENTES LIGNEES DE BLE

Lorsque des plantules de blé sont exposées & l'aluminium, un ralentissement de
croissance des racines est observé (Figure 3.1). Ce ralentissement est plus important
pour les plantules dites sensibles que pour les plantules dites tolérantes au métal.
Selon les conditions expérimentales, ce ralentissement peut aller jusqu'a un arrét total
de la croissance racinaire aprés 2 jours (Figure 3.1 B) voire 4 jours d'exposition
(Figure 3.1 A). Cet arrét peut étre di a un blocage des mécanismes de croissance ou
a une trés forte mortalité des cellules racinaires. Afin d'éviter les mécanismes
génétiques de mort cellulaire, les expositions au métal des plantules étudiées dans
cette thése n'ont été réalisées que pour des temps inférieurs a 2 jours. Durant ce laps
de temps, les racines des plantules ont une croissance ralentie mais continuent de
croitre prouvant que des mécanismes génétiques de croissance sont bien présents au

niveau des apex racinaires.
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Figure 3.1 : Cinétique de la croissance racinaire de différentes variétés de blé
exposées a différentes concentrations d'aluminium.

A: Deux expériences indépendantes (Al et A2) ont conduit & exposer deux variétés
tolérantes (Atlas-66 et Maringa) et deux variétés sensibles (Katepwa et Roblin) a des
concentrations de OpM et 100 uM durant plusieurs heures allant de 24 a 144 heures.
Les valeurs ont été obtenues pour des triplicatas avec leur écart type (xSE). (d'aprés
Basu ef al., 1994a).

B: La variété tolérante Atlas-66 et la variété sensible Scout-66 ont été exposées a
différentes concentrations d'aluminium durant 1 a 3 jours. Les courbes représentent
les valeurs moyennes de huit racines et leur écart type. (d'apres Sasaki et al., 1996).

Dans le but de déterminer les niveaux de tolérance des différentes variétés de
blé disponibles au laboratoire, l'indice d'inhibition de croissance racinaire a été
calculé (RGI). Des plantules des variétés Atlas-66, Fundy, OK91G106, et OK91G108
ont été exposées a 0, 5 et 50 uM d'Al durant 27 heures. Les variétés OK91G106 et
OK91G108 sont issues d'un croisement entre la variété tolérante Atlas-66 et la variété

sensible Century. Pour chaque variété et condition d'exposition, dix plantules ont été
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utilisées afin d'évaluer l'inhibition de croissance racinaire. Chaque plantule conduisait
a la mesure de trois racines, soit un total de trente mesures pour chaque variété.
Atlas-66 et la lignée iso-génique OK91G106 sont bien des variétés tolérantes :
elles présentent de plus faibles indices RGI a4 5 pM d'aluminium (Figure 3.2). A
l'inverse, les variétés Fundy et OK91G108 sont des variétés sensibles puisqu'elles
présentent des indices plus élevés pour cette méme concentration d'aluminium. Ces
résultats sont proches de ceux retrouvés dans la littérature (Hamel et al, 1998 ;
Carver et al., 1993). Cependant, dans les travaux d'Hamel et collaborateurs, les
auteurs retrouvent une inhibition de croissance racinaire de 10% a SuM d'aluminium
et 50% a 50uM d'aluminium pour la variété tolérante Atlas-66, puis 50% a S5uM et
70% a 50pM pour la variété sensible Fredrick. Ces auteurs retrouvent donc des
valeurs identiques entre Atlas-66 4 5 uM et Fredrick a 50 pM. Les valeurs décrites
dans la Figure 3.2 sont proches entre celle de la variété Fredrick d'Hamel et al., et
celles de Fundy (50% versus 50%). Par contre, les valeurs sont plus élevées dans la
Figure 3.2 que dans les travaux d'Hamel et collaborateur pour la variété Atlas-66
(70% versus 50%). Ceci peut s'expliquer par le fait que 1'équipe d'Hamel et al. ont
exposé leurs plantes durant 24 heures alors que les premiéres expositions réalisées
dans cette these étaient de l'ordre de 27 heures. De nouvelles expériences d'exposition
de la variété Atlas-66 durant 24 heures sont décrites dans la Figure 3.4. Une
inhibition de 48% a 50 uM d'Al similaire aux travaux d'Hamel et collaborateur (50%)
a été obtenue pour Atlas-66. De plus, des inhibitions de croissance racinaire
similaires ont été obtenues entre la variété tolérante Atlas-66 exposée a 50 uM et la
variété sensible Fundy exposée a 5 pM. Le temps d'exposition serait donc un
parameétre important pour la détermination des indices RGI. Plus les temps
d'exposition sont grands, plus l'inhibition de croissance racinaire semble marquée
pour la variété tolérante Atlas-66. Le choix d'un délai maximal d'exposition de 24
heures semble requis pour obtenir des inhibitions de croissance racinaire similaires
entre les variétés sensibles exposées a 5 pM et les variétés tolérantes exposées a

S50uM.
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Figure 3.2 : Analyse des inhibitions de croissance racinaire de quatre variétés de
blé aprés 27 heures d'exposition a I'aluminium.

Le calcul pour l'indice RGI a €té le suivant : (1-(croissance des plantules en présence
d'Al/croissance des plantules en absence d'Al))*100.

Atlas-66 et OK91G106 : variétés de blés tolérants.

Fundy et OK91G108 : variétés de blés sensibles.

Des études réalisées sur les génes de stress War (Wheat aluminum-regulated)
ont montré qu'il y avait une corrélation étroite entre les taux d'expression des génes de
stress et les inhibitions de croissance racinaires (Hamel ez al., 1998). Dans ces études,
deux variétés de blé ont été utilisées : la variété tolérante Atlas-66 et la variété
sensible Fredrick. Comme il a été précis¢ précédemment, des inhibitions de
croissance racinaire similaires étaient observées pour la variété Atlas-66 exposée a 50
uM d'aluminium et la variété Fredrick exposée a 5 pM d'Al. A ces conditions
d'inhibition de croissance racinaire identiques, les quatre génes de stress War
montraient des taux d'induction similaires (pistes 50 pM pour Atlas-66 et SuM pour
Fredrick, Figure 3.3). Ainsi les blés tolérants Atlas-66 exposés & 50 uM d'Al et les
blés sensibles Fredrick exposés a 5 uM d'Al semblent étre dans des états de stress
identiques : & ces concentrations respectives, ces deux types de blés ont des

inhibitions de croissance similaires et des taux d'expression de génes de stress
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identiques. Cependant, a ces états de stress similaires, les blés Atlas-66 tolérent dix
fois plus d'aluminium (50 pM comparativement & 5 uM) que les blés Fredrick. Les
plantes tolérantes Atlas-66 disposeraient donc de mécanismes qui leur permettraient
de résister a la présence du métal. En comparant les génes exprimés a 5 uM d'Al pour
les variétés sensibles de blé et ceux exprimés & 50 uM d'Al pour les blés tolérants, il
devrait étre possible d'isoler des génes de résistance. C'est dans cette optique que de

nombreuses expositions a l'aluminium avec différentes variétés de blés ont été

réalisées.
Atlas-66 Fredrick Atlas-66 Fredrick
0 5 50 500 0 5 50 500 0 5 50 50 0 5 50500
War 4.2 — il o War7.2 - - CPED -
Har 133 RN W m— G
War 5.2 . wewm Varl32 - -e

Harl33 O D 3 -

Figure 3.3 : Effets de I'aluminium sur l'accumulation des ARNm de quatre génes
War chez la variété Atlas-66 et Fredrick de blé.

Northern blot réalisés avec 5 ug d'ARN total extraits des pointes de racines de blé
d'Atlas-66 et Fredrick exposés pendant 24 heures a 0, 5, 50 et 500 uM d'Al. Chaque
membrane a été hybridée avec une sonde spécifique marquée a la radioactivité et une
sonde contrdle (gene War 13.3 codant pour la tubuline). Le géne War 4.2 code pour
une peroxidase, War 5.2 pour une cystéine proteinase, War 7.2 pour une
phenylalanine ammonia-lyase et enfin War 13.2 pour une oxalate oxidase (d'apres
Hamel et al., 1998).

Un grand nombre de plantules d'Atlas-66 exposés a 50 uM d'Al et de Fundy
exposés & 5 UM ont alors été utilisées pour extraire des ARN poly A" afin de réaliser
les banques SSH 1 et 2. L'inhibition de croissance racinaire de ces plantes exposées

durant 24 heures a l'aluminium a été réévaluée (Figure 3.4).
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Figure 3.4 : Inhibitions de croissance racinaire obtenue aprés 24 heures
d'exposition a I'aluminium de plantules d'Atlas-66 et de Fundy ayant servi a la
réalisation des banques SSH 1 et 2.

Le calcul pour l'indice RGI a été le suivant : (1-(croissance des plantules en présence
d'Al/croissance des plantules en absence d'Al))*100.

Atlas-66 : variété de bl€ tolérant.

Fundy : variété de blé sensible.

Des travaux récents réalisés au laboratoire ont utilisé un colorant, le Nitro
Blue Tetrazolium (NBT), pour analyser la tolérance des plantules de blé (Maltais et
Houde, 2002). Ces travaux ont mis en évidence que l'exposition des plantes a
l'aluminium conduisait a une perte de la part des pointes de racines de la capacité a
réduire le colorant NBT. Cependant, cette activité de réduction ré-apparaissait entre 4
et 24 heures d'exposition uniquement chez la variété tolérante Atlas-66. Ceci
suggérerait la mise en place d'un processus inductible précoce chez la variété
tolérante. Afin de rechercher des génes de résistance induits de fagon précoce, de
nouvelles expositions de plantules ont été réalisées avec des temps d'exposition plus
courts. Le blé ne faisant que de petites racines, le choix d'un nouveau temps
d'exposition était limité par une taille suffisante des racines pour pouvoir estimer
l'indice d'inhibition de croissance racinaire RGI. La mort cellulaire intervenant a huit

heures d'exposition (Delisle et al, 2002 ; Yamamoto et al., 2001) et une

peroxydation des lipides apparaissant aprés douze heures (Yamamoto et al., 2001),
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un choix arbitraire de dix-sept heures d'exposition a été fait. Ce temps d'exposition se
situerait au niveau de bouleversements dans la réponse des plantes a la présence de
l'aluminium dans leur environnement. Les travaux récents de Boscolo et al. (2003)
confirment d'ailleurs une induction de la tolérance chez le mais tolérant Catl00-6
aprés 10 heures d'exposition. Les banques SSH 3, 4 et 5 ont donc été réalisées a partir
d'ARN poly A" extraits des variétés de blés Atlas-66 et Fundy exposées pendant 17
heures 4 50 et 5 pM d'aluminium respectivement afin d'augmenter la probabilité
d'isoler des génes clefs de la tolérance. Les indices RGI ont été réévalués pour
l'ensemble des variétés du laboratoire, leurs ARN racinaires devant servir aux
expériences d'Hybridation Suppressive Soustractive (SSH) mais aussi de
Transcription Inverse avec Réaction de Polymérisation en Chaine (RT-PCR) et

Réaction de Polymérisation en Chaine en Temps Réel (Real-Time PCR).
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Figure 3.5 : Analyse des inhibitions de croissance racinaire de quatre variétés de
blé aprés 17 heures d'exposition a I'aluminium.

Le calcul pour l'indice RGI a été le suivant : (1-(croissance des plantules en présence
d'Al/croissance des plantules en absence d'Al))*100.

Atlas-66 et OK91G106 : variétés de blés tolérants.

Fundy et OK91G108 : variétés de blés sensibles.



86

Les différences de RGI entre les plantes tolérantes et sensibles sont trés
marquées 4 5 uM pour l'expérience décrite dans la Figure 3.5. Des inhibitions de
croissance racinaire de l'ordre de 3% et 14% sont observées pour les blés OK91G106
et Atlas-66 contre 47% et 53% pour les blés Fundy et OK91G108 respectivement.
Les ARN extraits des plantules décrites dans la Figure 3.5 ont servi & la réalisation
des banques SSH 3, 4 et 5 ainsi que des expériences de RT-PCR et PCR en temps
réel. Pour les banques SSH 3 & 5, seuls les ARNs des variétés Atlas-66 exposée a 50
uM d'Al (ARNm tzester) et Fundy exposée a 5 uM d'Al (ARNm driver) ont été
utilisés. Les valeurs de RGI pour Atlas-66 a 50 pM et Fundy a 5uM furent
respectivement : 60% et 48%. L'état de stress des plantules d'Atlas-66 semble un peu
plus élevé que celui des plantules de Fundy mais cette différence a €té considérée

comme négligeable et les ARN de ces plantes ont été utilisés pour les banques SSH.

Afin de valider les résultats de PCR en temps réel obtenus avec les ARN
extraits des expositions de plantules décrites dans la Figure 3.5, une deuxiéme série
d'exposition incluant les variétés OK91G103 et OK91G107 issues d'un croisement
entre Atlas-66 et la variété sensible Chisholm a été réalisée. Les expériences de PCR
en temps réel réalisées a partir de ces nouveaux ARN devraient infirmer ou confirmer
les résultats de la premiére séric d'ARN extraits. Les RGI de ces nouvelles
expositions de plantes sont décrites dans la Figure 3.6 suivante afin d'évaluer 1'état de

stress des plantules.
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Figure 3.6 : Analyses des inhibitions de la croissance racinaire de six variétés de
blé apres 17 heures d'exposition a 'aluminium.

Le calcul pour l'indice RGI a été le suivant : (1-(croissance des plantules en présence
d'Al/croissance des plantules en absence d'Al))*100.

Atlas-66, OK91G106 et OK91G103 : variétés de blés tolérants.

Fundy, OK91G108 et OK91G107 : variétés de blés sensibles.

Un tassement des valeurs a2 5 pM d'aluminium est observé : la croissance des
racines des variétés sensibles est moins inhibée (seulement & 35% au lieu des 50%
précédents de la Figure 3.5). Les variétés tolérantes montrent des valeurs identiques a
celles observées précédemment : entre 1 & 16%. Le probléme de variabilité et de
reproductibilité des expériences d'exposition au métal apparait trés clairement ici. Ce
probléme est trés souvent rencontré par les scientifiques travaillant sur I'aluminium et

les plantes (Delhaize et al., 2001).
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3.2. BANQUES SSH

Les génes de tolérance exprimés chez les plantes résistantes peuvent étre de
trois natures :
(i) des genes spécifiques des variétés tolérantes
(ii) des génes présents chez les variétés tolérantes et sensibles mais régulés de
fagon différentes
(iii) des isoformes de génes dont celles présentes dans les variétés tolérantes

conféreraient la résistance au métal

Afin de répondre aux deux premiéres hypothéses, la technique d'Hybridation
Suppressive Soustractive (SSH) a été utilisée. Une premicre banque SSH, SSH 1, a
été réalisée en utilisant les ARN de blés Atlas-66 exposés & 50 uM et ceux de blés
Fundy exposé€s a 5 uM durant 24 heures décrits dans la Figure 3.4.

3.2.1. BANQUES SSH | ET2

La SSH étant reconnue comme une technique pouvant générer entre 5% et
99% de clones faux-positifs (Diatchenko ef al., 1998), 100 clones ont été analysés
avec des ADNc d'Atlas-66 exposé a 50 uM d'aluminium pour évaluer leur expression.
Plus d'une dizaine de clones d'expression variable ont alors été utilisés pour obtenir
des sondes de northern blot. Aucun géne testé ne montrait une différence de signaux
entre les ARN des blés tolérants et sensibles (Figure 3.7). Ces clones représentaient
aussi bien des génes trés abondants (clone 1) que des génes relativement moins

abondants (clone 83).
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Environ 2700 clones de la banque SSH 1 ont alors été¢ analysés a l'aide
d'’ADNc radioactifs issus des ARN totaux des blés Atlas-66 et Fundy exposés
respectivement a 50 pM et 5 uM d'Al. Aucun gene d'intérét n'a pu étre retenu. De
plus, la majorité des clones montrait de forts signaux aussi bien avec les ADNc
d'Atlas-66 que ceux de Fundy (Figure 3.8, photo de gauche) laissant supposer que la
banque SSH 1 €tait exclusivement composée de génes abondants communs aux Zester
(Atlas-66) et driver (Fundy).

12 3 4 12 3 4 1 2 84

o
S

Figure 3.7 : Films d'autoradiographie de test northern blot réalisés a partir des
inserts des clones 1, 2 et 83.

Pistes 1 et 2 : 12 pg d'ARN de blé Atlas-66 exposé & S0 uM d'Al ont été déposés sur
le filtre ; pistes 3 et 4 : 12 pg ARN de blé Fundy exposé a 5 uM d'Al ont été déposés
sur le filtre. Photo de gauche, centrale et de droite : inserts des clones 1, 2 et 83
utilisés respectivement comme sonde.
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Figure 3.8 : Comparaison des signaux d'hybridation d'ADNc de Fundy sur les
membranes des banques SSH 1 et 2.

Les membranes ont été réalisées a partir de 96 clones pris au hasard des banques SSH
1 et SSH 2. Les membranes figurant ici sont représentatives de toutes les membranes
réalisées pour chacune des banques SSH (soit environ une trentaine de membranes
pour chaque banque).

A : membrane prise au hasard de la banque SSH 1. B : membrane prise au hasard de
la banque SSH 2.

Les membranes ont été hybridées avec des ADNc marqués a la ra