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Avant-propos

AVANT-PROPOS

Les plantes sont des étres vivants multicellulaires a la base de la chaine alimentaire.
Elles forment 1’une des subdivisions des eucaryotes appelée « Plantae ». En général, elles
sont fixées au sol par leurs racines. Cela les rend tres dépendantes des conditions
environnementales malgré leurs capacités a produire leur propre matiére organique a partir
des sels minéraux et de 1’eau puisés dans le sol, du dioxyde de carbone naturellement
présent dans 1’air, assimilé par les feuilles grace a I’énergic solaire (organismes
autotrophes photosynthétique) pour assurer leur survie et développement. Les conditions
de I’environnement des plantes sont extrémement variables dépendant du soleil, de la
pluie, du vent, de la température, de I’eau et des sels minéraux solubles dans le sol. Tous

ces éléments jouent des roles importants pour une croissance normale des plantes.

Un des facteurs le plus limitant & la croissance des plantes est le sel sous le forme
de chlorure de sodium (NaCl). L’augmentation de la tolérance au sel des plantes est un
élément clé ainsi qu’un enjeu majeur pour les plantes pour finir leur cycle de vie, pour
I’homme pour soutenir les augmentations de la production alimentaire dans de nombreuses
régions du monde. Face au stress salin, certaines plantes ont acquis des mécanismes
biologiques de tolérance aux effets néfastes des sels sur le métabolisme, la croissance et/ou
le développement. Parmi plusieurs facteurs jouant un rdle dans la tolérance des plantes au
sel, les transporteurs / canaux ioniques, en particulier les transporteurs / canaux de
chlorure, jouent un réle important au niveau cellulaire. Ce sont des facteurs importants
impliqués dans de nombreux mécanismes de réponses aux stress environnementaux tels
que I’homéostasie des composantes nutritives, la séquestration des ions toxiques par la

compartimentation, 1’exclusion des ions en exceés ou encore le mouvement des stomates...

Ce mémoire présente, en premier une analyse bibliographique contenant deux
parties : (i) les problématiques concernant le stress salin chez la plante et la diversité de
mécanismes métaboliques que cette derniére possede en réponse a ce stress; (ii) les
connaissances actuelles relatives aux transporteurs / canaux de chlorure de type CLC

(ChLoride Channel) chez les étres vivants, particulierement chez les plantes, et leurs réles






Avant-propos

physiologiques dans I’ensemble des processus biologiques. Dans la seconde partie de ce
mémoire, sont présentés les résultats que j’ai obtenus au cours de ma thése. J’ai étudié,
dans le chapitre I, le role d’AtCLCg dans la réponse au stress salin au niveau de la plante
entiere par 1’utilisation d’approches de biologie moléculaire et de physiologie. J’ai ensuite
clarifié, dans le chapitre Il, la relation fonctionnelle entre les deux protéines AtCLCc et
AtCLCg dans le contexte de la réponse au stress salin de la plante. Enfin dans une
troisieme partie, I’ensemble des résultats obtenus sont discutés ainsi que les travaux mis en

perspectives sont présentés.
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Introduction

INTRODUCTION

I. L’étude du stress salin chez les plantes

I.1. La salinité du sol

Dans le monde, il y a plus de 800 millions d’hectares de terre infectée par la salinité
(FAO - Food and Agriculture Organisation, 2008). Ce chiffre représente plus de 6% de la
superficie totale du monde. La plupart de ces terres infectées est due a des causes naturelles
ou a l'accumulation de sels dans les zones arides et semi-arides (Rengasamy, 2002).
L’altération des roches meéres libére différents types de sels solubles, principalement des
chlorures de sodium, de calcium, de magnésium, et une quantit¢ moins importante des
sulfates et carbonates (Munns et Tester, 2008). Le chlorure de sodium est le sel le plus
soluble et abondamment libéré. L'autre cause de I'accumulation de sel dans le sol est le
dép6t de sels océaniques réalisé par le vent et la pluie. L'eau de pluie contient 6 - 50 mg.
kg™ de chlorure de sodium, la concentration diminue avec la distance de la céte. La pluie
contenant 10 mg. kg™ de chlorure de sodium déposerait 10 kg. ha™ de sel pour chaque 100

mm de précipitations par an (Munns et Tester, 2008).

A part les causes naturelles de salinité des sols, 1’agriculture moderne, en raison de
défrichement ou de I’irrigation conduit, a I’augmentation de la salinité des terres.
L'irrigation combinée a un mauvais drainage est la cause la plus grave, parce qu'elle
conduit a des pertes de terres agricoles productives. La raison de cette salinisation
secondaire, par opposition a la salinisation primaire des marais salés en bord de mer, est
que l'eau s'évapore mais les sels restent et s'accumulent dans le sol (Zhu, 2007). Selon la
FAO, au niveau mondial, 10 millions d’hectares des terres cultivées sont abandonnés
chaque année a cause des problémes d’irrigation. Sur les 1,5 milliards d'hectares de terres
cultivées par I'agriculture non irriguée, seulement 2% (32 millions d'hectares) sont affectés
par la salinité a différents degrés, alors que sur les 230 millions d'hectares des terres

irriguées actuellement, ce chiffre s’éléve a 20% (45 millions d'hectares).
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Figure I-1 : Diversité dans la tolérance au sel d’espéces différentes, représentée
comme des augmentations en matiere seche des feuilles apres 3 semaines de
croissance dans la solution ou le sable contenant du NaCl par rapport au contréle.
Les données sont pour le riz (Oryza sativa), le blé dur (Triticum turgidum ssp
durum), le blé (Triticum aestivum), l'orge (Hordeum vulgare), Thinopyrum
ponticum, Arabidopsis (Arabidopsis thaliana), la luzerne (Medicago sativa), et
Atriplex amnicola (D’aprés Munns et Tester, 2008).
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Le sol salin est caractérisé par une forte concentration de sels solubles. Un sol
classifié salin a une concentration de sels équivalente a environ 40 mM NaCl et génére une
pression osmotique d'environ 0,2 MPa (équivalent & 0,2 N. mm™) (George et al., 2008).
Sachant que NaCl est le sel le plus soluble et répandu, dans la situation de stress salin, les
plantes ont développé des mécanismes pour réguler I’accumulation de Na* et CI” ainsi que
pour sélectionner d'autres éléments nutritifs couramment présents en faibles concentrations
dans le sol, tels que K* et NO3". Dans la plupart des plantes, Na* et CI” sont effectivement

exclus par les racines tandis que I'eau est reprise a partir du sol (Munns, 2005).
1.2. Stress salin chez les plantes

Chez la plante, la tolérance au sel est la capacité des plantes a croitre et a compléter
leur cycle de vie sur un substrat qui contient de fortes concentrations de sel soluble (Parida
et Das, 2004). Les plantes qui peuvent survivre sur des concentrations élevées de sel dans
la rhizosphére et poussent bien sont appelés halophytes, tandis que les plantes glycophytes
sont les plantes que 1’on ne rencontre pas naturellement sur un substrat salin, ne pouvant
tolérer qu’une faible quantité de sels dans le milieu de croissance. Les plantes glycophytes
sont trés sensibles au sel : leur croissance est severement inhibée voir nulle par 100 - 200
mM NaCl. Par exemple Arabidopsis, ou encore le riz, ne peut pas terminer son cycle de vie
a 100 mM NacCl in vitro ou 200 mM NacCl en terre ; les arbres fruitiers tels que les agrumes
et avocatiers sont sensibles a quelques mM NaCl. Les plantes halophytes telles que la
luzerne ou Thinopyrum ponticum par contre peuvent survivre sur des concentrations
supérieures a 300 mM NaCl (Figure I-1). Certaines plantes halophytes peuvent tolérer des
niveaux de sel extrémement élevés, par exemple Atriplex vesicaria peut produire des
rendements élevés en présence de 700 mM NaCl, tandis que Salicornia europaea resterait
en vie a 1020 mM NaCl (zZhu, 2007). En fonction de leur capacité a tolérer le sel, les
plantes halophytes sont caractérisées par une grande diversité morphologique et

physiologique qui leur permet de faire face a des conditions salines.

Le stress salin s’applique sur la plante sous deux types de contraintes. Tout d’abord,
le sel exerce un effet osmotique des que les racines sont en contact avec le sel jusqu’a un
niveau seuil de concentration en sel. Ce niveau seuil est d'environ 40 mM de NaCl pour la

plupart des plantes, ou moins pour les plantes sensibles comme le riz et Arabidopsis
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Figure 1-2 : Illustration schématique du changement de potentiel hydrique du
milieu extérieur sur la cellule végétale (D’aprées Buchanan et al., 2000).
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(Munns et Tester, 2008). Dans un deuxiéme temps, le sel s'accumule a des concentrations
toxiques dans les feuilles et entraine un stress ionique (Figure 1-4).

1.2.1. Stress osmotique

Le stress osmotique est une circonstance défavorable, qui dérange ou est
susceptible de perturber le fonctionnement physiologique normal de la plante, qui affecte
la croissance immédiatement et est causée par le sel a I'extérieur des racines (Munns,
2005 ; Munns et Tester, 2008). L’eau circule dans la plante du sol vers les feuilles ou elle
passe a 1’état gazeux au niveau des parois cellulaires des cellules du mésophylle avant de
s’échapper dans I’air ambiant en traversant 1’épiderme, principalement par les stomates.
Cette circulation dépend du gradient de potentiel hydrique. Le stress salin exerce une
contrainte primaire immediatement et non spécifique par une baisse de potentiel hydrique

du sol.
1.2.1.1. Définition du potentiel hydrique

Le potentiel hydrique (¥w) est une mesure de I’avidité en eau d’un compartiment
biologique ou chimique. Toute substance en solution aqueuse exerce sur les molécules
d’eau une force d’attraction. Plus la solution est concentrée plus cette force est forte et
moins les molécules d’eau peuvent la quitter. Le potentiel hydrique représente donc le
potentiel de I’eau a quitter un compartiment donné : plus il est élevé dans un compartiment,
plus I’eau a tendance a le quitter et, inversement, ’eau a tendance a rentrer dans les
compartiments ayant un faible potentiel hydrique (Figure 1-2). Le potentiel hydrique

corresponde a 1’addition de :
Yw=¥s+¥p+¥g

ou Ws est le potentiel osmotique ou potentiel des solutés ; ¥p est le potentiel

hydrostatique ou potentiel de pression ; Wg est le potentiel gravitationnel.

Au niveau de la plante entiére, la circulation de I’eau est possible : elle se déplace
du sol, ou le potentiel hydrique est €élevé, a I’air ambiant ou le potentiel hydrique est le plus
faible. Lorsque la plante est dans la situation de stress salin, le potentiel osmotique
diminue, ce qui entraine une diminution du potentiel hydrique du sol. La cellule doit alors
ajuster son potentiel osmotique afin d’éviter des pertes d’eau trop importantes. Ainsi le

stress osmotique non seulement reduit le potentiel hydrique et provoque un désequilibre
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ionique ou des perturbations dans I'homéostasie des ions (Parida et Das, 2004), mais

entraine également des changements de conductivité hydraulique tissulaire.
1.2.1.2. Effets du stress osmotique

Le statut altéré de l'eau conduit & la reéduction de la croissance initiale et de la
limitation de la productivité végétale. Par I’effet perte d’eau, le stress osmotique affecte
tous les processus importants chez la plante tels que le changement de conductivité
hydraulique des tissus, le mouvement des stomates, la photosynthése ou encore la

croissance, etc.
a) Effet du stress osmotique sur le changement de conductivité hydraulique des tissus

La plante est capable de controler I’absorption d’eau en ajustant la conductivité
hydraulique de la membrane plasmique. Les aquaporines sont des protéines membranaires
qui permettent un passage rapide des molécules d’eau d’un compartiment a 1’autre. Cette
fonction s'effectue par ouverture ou fermeture des pores associés a ces protéines. Chez la
plante, les aquaporines sont les principaux facteurs qui exercent le contréle sur la
conductivité hydraulique tissulaire. Elles sont adaptées tant a des conditions de sécheresse
que d'inondation, elles sont impliquées dans la préservation des réserves d'eau ou dans

I'évacuation des excédents d'eau présents dans la plante (Cochard et al., 2007).

Chez Arabidopsis, les aguaporines sont codées par une grande famille multigénique
avec 35 membres dont certaines possédent un motif d’expression spécifique de la racine
(Javot et Maurel, 2002). Daniels et collaborateurs (1994) ont montré que des Arabidopsis
surexprimant des aquaporines de type RD28 possédent une meilleure tolérance a un stress
osmotique en comparaison aux plantes sauvages. Le méme résultat a été observé quand
I’aquaporine RWC3 est surexprimée chez le riz (Lian et al., 2004). A P’inverse, la
surexpression d'une aquaporine HvPIP2;1 d’orge augmente la sensibilité au sel chez le riz
(Katsuhara et al., 2003). Au cours d'un stress hydrique, les aquaporines ne sont pas toutes
réprimées, certaines sont surexprimeées. En effet, il a é&té montré que chez Arabidopsis, les
expressions des genes codant les aquaporines sont pour la plupart réprimées sauf pour
AtPIP1;4 et AtPIP2;5 dont I'expression est fortement augmentée, ce qui suggere une
redirection de I'eau vers certains types cellulaires afin d'optimiser son utilisation (Martre et
al., 2002 ; Alexandersson et al., 2005).






Introduction

b) Effet du stress osmotique sur le mouvement des stomates

Le stress osmotique perturbe I'absorption de I'eau des plantes et la biosynthese de
I'acide abscissique (ABA) conduisant a un changement rapide de la conductance
stomatique (Fricke et al., 2004). La diminution de I'ouverture stomatique de la plante lors
du stress osmotique est la réponse la plus dramatique (Munns et Tester, 2008). Le stress
osmotique déclenche la production de I'ABA dans les racines, qui est ensuite transporté
vers les feuilles causant la fermeture des stomates. Chaves et collaborateurs (2009) ont
indiqué que, lors du stress osmotique, le pH du xyleme et de 1’apoplasme influence la
compartimentation d’ABA. Par conséquent, la quantité d'ABA s’accumule dans les
cellules de garde et donc accélere la fermeture du stomate. Chez la tomate, I'augmentation
d’ABA dans les feuilles est corrélée avec la synthése d’ABA précoce en réponse au stress
salin, ce qui provoque la fermeture des stomates et, par conséquent, une réduction

d'échange de gaz de la feuille (Maggio et al., 2007 ; Lovelli et al., 2011).

Chez Arabidopsis, il a été démontré que I'expression d'un géne 9-cis-
epoxycarotenoid dioxygenase (NCED) codant une enzyme clé dans la biosynthése de
I'ABA, AtNCEDS, est induite par la sécheresse et contrdle le niveau de I'ABA endogene en
cas des conditions de stress. La surexpression d’AtNCED3 entraine une augmentation du
niveau d'ABA endogéne et donc favorise la fermeture des stomates. L’analyse de ces
plantes transgéniques montre une réduction du taux de transpiration des feuilles et une
amélioration de la tolérance a la sécheresse (luchi et al., 2001). Il a été démontré que les
expressions d’autres NCED chez d’autres espéces sont aussi induites par le stress salin. En
effet, I'expression du gene AhNCED1 chez I’arachide est induite par la salinité et la
déshydratation. Les transcrits d’AhNCED1 et I'ABA endogéne s'accumulent

principalement dans les feuilles et les tiges d'arachide (Wan et Li, 2006).

La fermeture des stomates entraine des contraintes secondaires du stress osmotique
sur la plante, augmente la température foliaire, empéche la transpiration des feuilles et
donc éteint le moteur d’absorption et translocation de 1’eau et des nutriments. Cela affecte
également la disponibilité en CO,, importante pour le fonctionnement du cycle de Calvin,
et entraine une accumulation des composants intermédiaires réduits, aboutissant au stress

oxydatif au niveau des photosystémes.
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c) Effet du stress osmotique sur la photosynthese

Le stress osmotique non seulement perturbe les balances ioniques et éléments
nutritifs des plantes mais également affecte le transport d'électrons photosynthétiques et les
activités des enzymes pour la fixation du carbone (Parida et Das, 2004 ; Zhang et al.,
2011). Une diminution du taux de photosynthese chez les plantes qui se développent sur
milieu de stress osmotique est observée. Elle est due a plusieurs facteurs : la déshydratation
des membranes cellulaires qui réduisent leur perméabilité au COo, la réduction de l'offre de
CO; en raison de la fermeture des stomates, ou les changements de I'activité enzymatique
induite par des changements dans la structure cytoplasmique (Parida et Das, 2004). La
réduction de la photosynthése augmente la formation d'especes réactives de I'oxygeéne
(ROS) qui entraine la dégradation d’ADN, I’oxydation des acides aminés ou encore
I’inactivation de certaines enzymes spécifiques. La cellule augmente alors l'activité des
enzymes qui détoxifient ces espéces (Apel et Hirt, 2004). Chez Arabidopsis thaliana, il
existe plus de 150 génes codant des éléments de la détoxification des ROS, notamment des
composés antioxydants comme 1’acide ascorbique et le glutathion ou des enzymes
permettant 1’élimination des espéces réactives de I'oxygéne comme la catalase, la
superoxyde dismutase (SOD), l'ascorbate peroxidase (APX), ou encore la glutathione S-
transferase (Noctor et Foyer, 1998 ; Mittler et al., 2004 ; Chen et al., 2012). En réponse a
un stress hydrique, I'expression et I'activité de ces enzymes sont trés fortement stimulées
(Agarwal et al., 2005 ; Kirch et al., 2005 ; Kotchoni et Gachomo, 2006). Il a été également
montré que la surexpression des enzymes telles que la réductase déshydroascorbate
(DHAR), la glutathion-S-transférase (GST) ou la glutathion réductase (GR) chez le tabac
améliore la tolérance au stress salin en modulant le niveau de glutathion (Le Martret et al.,
2011).

d) Effet du stress osmotique sur ’accumulation des solutés compatibles

L’ajustement osmotique par [’accumulation des solutés compatibles est un
processus omniprésent chez tous les organismes vivants. Les principales propriétes des
osmoprotecteurs sont de préserver 1’activité des enzymes dans les solutions salines ('Y okoi
et al., 2002), de stabiliser la structure des protéines ou encore de détoxifier les ROS
(Bohnert et Jensen, 1996). Ce sont des composés organiques qui possédent des propriétés
physiques et biologiques compatibles. Ces composés ont en commun la propriété d'étre
non chargés a pH neutre et d’avoir une haute solubilité dans I'eau. Ils sont localiseés dans le
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cytoplasme (cytosol et organelles), plus rarement dans la vacuole. La majorité des
osmolytes compatibles sont des solutés organiques comme certains acides aminés (proline
notamment), des composes d'ammonium quaternaire par exemple glycine betaine, proline
betaine, etc. (Yokoi et al., 2002). Une catégorie importante de solutés organiques se
compose également de sucres simples (fructose et glucose principalement), d’alcools de
sucre (glycérol et inositol méthyle) ou de sucres complexes (tréhalose, raffinose et
fructose). Lors d’un stress salin, les ions inorganiques entrent facilement dans la sphere
d'’hydratation des protéines et favorisent le déroulement protéique. En revanche, les
osmolytes compatibles tendent a étre exclus de la sphére d'hydratation des protéines, les
molécules d’eau vont alors entourer les protéines de mani¢re ordonnée et stabiliser leurs
structures secondaires (Figure 1-3). Ces composés sont supposés jouer un réle important
dans I'ajustement osmotique cytoplasmique de la plante en réponse a des contraintes
osmotiques. Cependant, I’importance de leur fonction dans la tolérance au stress salin reste
encore contrastée. Bien qu’il ait été montré une corrélation de I’accumulation de certains
d’entre eux avec une plus forte tolérance, eux seuls ne suffisent pas a conférer cette

tolérance (Chen et Murata, 2008 ; Ghars et al., 2008).
e) Effet du stress osmotique sur la croissance et I’architecture

Face au stress osmotique, une diminution soudaine du potentiel hydrique du sol
provoque la perte d’eau des cellules foliaires, entrainant une perte transitoire du volume de
la cellule par turgescence. Elle réduit immédiatement non seulement I'expansion des
cellules dans I’apex racinaire et dans les jeunes feuilles mais également provoque la
fermeture des stomates (Munns et Tester, 2008). Bien qu’aprés quelques heures, les
cellules retrouvent leur volume initial, les taux d'allongement des cellules sont réduits
(Munns et Tester, 2008). En conséquence, apres plusieurs jours, les dimensions des

cellules changent : les cellules sont plus petites et épaisses.

Le stress osmotique provoque un retard de croissance remarquable chez la plante
glycophyte. Ce stress diminue de fagon drastique non seulement les masses fraiches et
séches des tiges mais également le nombre de feuilles et la surface foliaire totale. Par
exemple, chez la chicorée, il a été récemment montré que la surface foliaire était moins
importante chez des plantes ayant subi un stress osmotique par rapport aux témoins
(Vandoorne et al., 2012). Cette réponse est liee a la diminution de la taille des cellules

ainsi qu’a une réduction du taux de division cellulaire (Montero et al., 1998 ; Sabirzhanova
9
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Figure 1-4 : lllustration schématique hypothétique de la réponse de la croissance
aux deux phases de réponse a la salinité pour les génotypes qui different par la
vitesse a laquelle le sel atteint des niveaux toxiques dans les feuilles. Avec les
especes annuelles, le délai est de quelques jours ou semaines, selon les espéces
et le niveau de salinité. Avec des especes vivaces, le délai est quelques mois ou
un an. Pendant la phase 1, la croissance des deux génotypes est réduite en raison
de l'effet osmotique de la solution saline a I'extérieur des racines. Pendant la
phase 2, la concentration ionique toxique agit sur les génotypes les plus sensibles
et réduit la capacité photosynthétique des plantes (D’aprés Munns et Tester,

2008).
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et al., 2005 ; Skirycz et al., 2011). Cela conduit a une diminution de 1’expansion foliaire et
a une apparition plus lente des jeunes feuilles, afin de préserver la source en carbohydrates

et maintenir ainsi le métabolisme basal (Figure 1-4).

Lors d’un stress osmotique, le développement du systéme racinaire est également
affecté mais est moins inhibé que la croissance des parties aériennes (Sharp et al., 2004).
En revanche, la croissance de la zone apicale de la racine principale est maintenue pour
permettre a la plante d’explorer le sol et de rechercher de nouvelles sources en eau mais
aussi pour augmenter le volume de stockage des ions toxiques dans la vacuole en cas de
stress salin (Sharp et al., 2004). Plusieurs études chez le mais et la tomate ont suggéré que
la forte accumulation d’ABA observée dans la racine en réponse au stress salin serait a
I’origine du maintien de la croissance de la zone apicale (Albacete et al., 2008 ; Sharp et
LeNoble, 2002 ; Spollen et al., 2000 ; Saab et al., 1990 ; Lovelli et al., 2011). Des travaux
récents chez la tomate pour mesurer la dynamique d’ABA et I’accumulation d’ions lors
d’un stress salin montrent également que cette hormone pourrait jouer un réle important
dans la répartition de matiére séche entre racines et parties aériennes (Lovelli et al., 2011).
D’autres hormones pourraient jouer des roles clés sur la croissance en réponse au stress
salin. Effectuée sur deux cultivars de tomate, une analyse des modifications de contenu en
acide jasmonique endogéne basale (JAs), une autre hormone végétale, a montré que le
niveau de JA dans les deux cultivars a changé en réponse au stress salin. Les changements
de contenu en JA endogene en réponse au stress sont différents chez les différents
génotypes. Une augmentation constante du JA a été observée dans le cultivar Hellfrucht
Frihstamm (HF) au début du traitement salin, tandis que dans le cultivar Pera, le niveau de
JA a diminué aprés 24 h de traitement (Pedranzani et al., 2003). Perez-Alfocea et al.
(2011) ont montré, qu’en général, les stress osmotique et salin augmentent chez la plante
non seulement la concentration d’ABA dans le xyléme, mais aussi diminuent la
concentration de cytokinines qui stimulent la croissance expansive et préviennent la

sénescence prématuree des feuilles.
1.2.1.3. Mécanismes de perception et signalisation lors du stress osmotique

L'adaptation des plantes aux contraintes environnementales dépend de l'activation
des cascades de reseaux moléculaires impliqués dans la perception du stress, la
transduction des signaux, lI'expression des géenes spécifiques relatifs aux stress abiotiques.
Il a été montré que les stress salins, par le froid / chaud ou la pollution chimique, utilisent
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en partie la méme signalétique conduisant dans chacun des cas au stress osmotique (Xiong
et al., 2002 ; Vinocur et Altman, 2005).

Une variété de génes répond au stress osmotique dans diverses especes de plante.
Dans les premiéres heures d'un stress osmotique, I'expression d'environ 30% des génes est
régulée (Kreps et al., 2002 ; Seki et al., 2002 ; Leonhardt et al., 2004 ; Zeller et al., 2009).
Ces genes induits lors des conditions de stress ont pour fonction non seulement de protéger
les cellules du déficit en eau par la production de protéines importantes pour le
métabolisme, mais aussi de réguler 1’expression des genes pour la transduction du signal

dans la réponse (Shinozaki et Yamaguchi-Shinozaki, 1997).

Ici sont résumées les connaissances actuelles sur les mécanismes de perception et

de signalisation du stress osmotique (Figure 1-5) :

1) Les signaux de stress extracellulaire sont d'abord percus par les récepteurs
membranaires. La protéine AtHK1 (pour Histidine Kinase) chez Arabidopsis
fonctionne comme un senseur osmotique et transmet le signal de stress en aval a
une cascade MAPK kinases (Urao et al., 1999). La protéine GPCR (G-Protein
Coupled Receptor), couplée aux proteines G, percoit également des sighaux
extracellulaires, ce qui va activer une voie de signalisation faisant intervenir des
protéines G hétérotrimériques. Cette protéine joue ainsi un réle important dans
différentes voies de signalisation en réponse au stress (Tuteja, 2009). Les RLKs
(Receptor-Like Kinases) sont une famille de protéines transmembranaires
contenant environ 600 membres (Shiu et Bleecker, 2001). Chez la pomme de
terre, StLRPK1 (Leucine-rich Repeat Receptor-like Kinase) est un récepteur
membranaire qui est induit dans des feuilles par une contrainte salinité,
participant dans les réponses contre les stress environnementaux et la résistance

aux maladies.

2) La réception des signaux de stress par les récepteurs entraine des apparitions de
messagers secondaires. Le calcium joue un r6le en tant que la molécule
messager secondaire principale dans la plante sous diverses conditions de stress,
y compris la salinité. Il a été montré que la modulation du pH et du Ca*
cytosolique provoque un changement de lipides totaux et donc affecte I’intégrité
des membranes (Kader et Lindberg, 2010). La voie inositol polyphosphate
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3)

4)

5)

(InsP) est également impliquée dans les réactions des plantes au stress
abiotique. Les études sur le stress de sécheresse ont révélé, de facon
surprenante, que les plantes exprimant 1’inositol polyphosphate 5-phosphatase
ont perdu moins d'eau et ont augmenté la tolérance a la sécheresse (Perera et al.,
2008). Dans les cellules d'Arabidopsis, le stress osmotique non seulement
stimule initialement I’influx de Ca?* et inhibe son efflux mais, en méme temps,
favorise une grande accumulation de H,O, dans le milieu extérieur, ce qui est
représentatif de la production des espéces réactives de I'oxygene (ROS). Il a été
montré qu’il existe une corrélation étroite entre le pH cytosolique et H,O, formé
via les H'-ATPases membranaires (Beffagna et al., 2005). En outre, les flux de
Ca®" induits par le stress osmotique sont liés & l'acide abscissique (ABA)
(Diedhiou et al. 2008). En effet, ’ABA peut induire la libération de Ca**. Ce
dernier peut & la fois activer des récepteurs Ca®*-dépendants et jouer un role
dans la transduction du signal.

Des augmentations transitoires de Ca?* cytosolique sont percues par les
différentes cascades de phosphorylations: CDPK (Ca**-dependent protein
kinases) (Sheen, 1996), MAPK (mitogen activated protein kinase) (Rodriguez
et al., 2010), protéines phosphatases, etc.

Ces protéines kinases par la suite induisent I’expression des facteurs de
transcriptions tels que: EREBP (Ethylene-Responsive Element Binding
Proteins) (Riechmann et Meyerowitz, 1998), EREBP/AP2 (Liu et al., 1998),
bZIP (basic leucine zipper) (Jakoby et al., 2002), MYB (Abe et al., 1997). Ce
sont les éléments clés qui contrblent et modulent les voies d'adaptation de stress
abiotique chez la plante (Golldack et al., 2011). Il a été montré que ces facteurs
de transcription se divisent en deux catégories, un groupe impliqué dans la voie
dépendante de I'ABA (MYB, MYC, bZIP) et I’autre impliqué dans la voie
indépendante de I'ABA (AP2/ERF) (Shinozaki et Yamaguchi-Shinozaki, 2007)
(Figure 1-6).

Les facteurs de transcription & leur tour activent I’expression des genes de
réponse au stress tels que les genes codant des LEA-like, antioxydants, synthese
d'osmolytes, enzymes, transporteurs, etc... qui vont conduire a la mise en place
des mécanismes de tolérance au stress.
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1.2.2. Stress ionique

Le stress ionique se développe au fil du temps et est du a une combinaison de
I'accumulation d'ions dans la partie aérienne et une incapacité a tolérer les ions qui se sont
accumulés dans les tissus vegétaux (Munns et Tester, 2008). Le stress ionique est
specifique du stress salin. 1l a moins d'effet par rapport au stress osmotique, en particulier a

faible concentration en sel. Il accélére la sénescence et la maturité des feuilles.

Dans le cas du stress salin causé par NaCl, il est du a la toxicité des ions Na* et CI
accumulés en exces dans la plante qui perturbe I’homéostasie des ions cytosoliques de
I’organisme et affecte 1’activité de certaines enzymes. Durant le stress salin pour la plupart
des espéces, Na* atteint une concentration toxique avant CI". Le niveau de toxicité du Na*
n’a pas été analysé en détail mais il est probable qu’il dépende du type de cellules (Munns
et Tester, 2008). La plupart des études se sont concentrées sur la régulation de
I’homéostasie du Na*. Quand il atteint le seuil de la concentration toxique dans les racines,
Na" entre dans le flux de transpiration. La concentration de Na" dans les parties aériennes
est supérieure a celle de la racine en raison du haut influx a partir de la racine et de la faible
quantité Na* recircularisée au travers du phloéme vers la racine (Tester et Davenport,
2003). Pour certaines especes, telles que le soja, les agrumes, et la vigne, CI est considéré
comme l'ion le plus toxique du a sa vitesse d’accumulation (Munns et Tester, 2008). CI’
peut étre toxique pour les plantes a des concentrations élevées, en général avec une toxicité
critique estimée 4 - 7 mg. g™ et de 15 - 50 mg. g™ de poids sec pour les espéces sensibles

et les espéces tolérantes respectivement (Xu et al., 2000).
1.2.2.1. La toxicité causée par Na* et CI’
a) Cas du Na*

Une cause importante d’endommagement qui perturbe la synthese des protéines est
le haut niveau de concentration de Na’. Cet ion peut dérégler les processus
métaboliques en entrant en compétition avec K* pour sa fixation sur des enzymes et des
protéines importantes. Plus de 50 enzymes sont activées par K* mais Na' ne peut pas
assurer la méme fonction. Par ailleurs, K™ est vital pour la synthése de certaines protéines,
pour 1I’osmorégulation, pour le maintien de la turgescence des cellules, pour la stimulation
de la photosynthese, la fixation des ARNt aux ribosomes ou encore la régulation de la voie
d’assimilation de ’azote (Tester et Davenport, 2003).
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En situation d’excés de Na', la plante peut entrainer une déficience
nutritionnelle en limitant 1’absorption et I’accumulation d’autres éléments nutritifs comme
K*, Ca** ou Mn®*. Entre autres, il a été montré que Na* interfére avec des transporteurs
localisés sur la membrane plasmique des cellules racinaires, par exemple les canaux
sélectifs de K* (Rubio et al., 1995 ; Chen et al., 2007 ; Horie et al., 2011) ou inhibe le
développement de la racine par effet néfaste sur la structure du sol (Tester et Davenport,
2003).

b) Cas du CI’

Le chlore est un micronutriment essentiel pour les plantes supérieures. 1l est surtout
présent sous forme d’anion CI". Le chlorure est un soluté majeur dans la vacuole et est
impliqué a la fois dans la turgescence, 1’osmorégulation cellulaire et le fonctionnement du
PSII en tant que cofacteur essentiel (Kawakami et al., 2009). Dans le cytoplasme, le
chlorure peut réguler les activités d’enzymes clés. En outre, CI™ agit également comme
contre anion, et est impliqué dans la stabilisation du potentiel de membrane, la régulation
des gradients de pH intracellulaire (Xu et al., 2000 ; White et Broadley, 2001) ; Teakle et
Tyerman, 2010). CI" devient toxique pour les plantes en cas d'accumulation a des
concentrations élevees dans le cytoplasme entrainant des désequilibres de charge électrique

cellulaire (Teakle et Tyerman, 2010).

1.2.2.2. Stratégies d’adaptation au stress ionique Na" dans le contexte de la plante

entiere

Il existe deux aspects principaux de la tolérance de la plante au stress ionique Na®,
c’est I’exclusion ionique et la tolérance des tissus végétaux (Munns et Tester, 2008). Pour
répondre au stress salin dont le stress ionique causé par Na®, la plante doit controler
I’entrée de Na* dans la racine ainsi que la translocation de cet ion de la racine aux feuilles.
Le site principal de la toxicité de Na" pour la plupart des plantes est le limbe de la feuille,
ou Na* s'accumule (Munns, 2002). Afin de détoxifier les cellules du mésophylle, la plante
doit posséder des mécanismes pour séquestrer Na* dans la vacuole ou ’excréter en dehors

des feuilles.
a) Controle de I’entrée de Na™ dans les cellules épidermiques et corticales des racines

A ce jour, aucun canal sélectif pour Na* n’a été cloné chez la plante. Par contre, il a
été montré que I’influx de Na* dans les racines peut étre régulé par Ca®*. L’ajout de Ca®* &
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Figure 1-7 : Schéma montrant le transport radial et le mouvement longitudinal
d'ions Na* a partir du sol dans la racine, dans le xyleme, et la recirculation au
travers du phloéme. Le transport du Na* est représenté par les fleches bleues.
Na* entre dans le cytosol des cellules racinaires via NSCC et HKT (y compris
OsHKT2;1). La faible concentration de Na* cytosolique est maintenue par
SOS1 et NHX1. CHX21 contribue au mouvement de Na* a partir des cellules
endodermiques vers I’apoplaste de la stéle. Dans la stéle, Na* est chargé dans le
xyléme par SOS1 et déchargé du xyleme par HKT1;1 ; HKTL1;5 ou HKTL1;4 (=
Nax1l chez le blé). Dans les feuilles, Na* peut étre déchargé par HKTL1;5 ;
HKT1;1 et HKT1;5 (= Nax2 chez le blé) ou encore les canaux NSCC. La
concentration de Na* cytosolique des cellules foliaires est régulée par SOS1 et
NHX1. Les mécanismes de chargement et de déchargement du phloéme (fleche
grise) et la recirculation de Na* via le phloéme restent a déterminer (Adapté
d’Apse et Blumwald, 2007 ; Cotsaftis et al., 2012).
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la solution externe peut réduire les effets toxiques de Na’ en raison de l'inhibition de
I’influx unidirectionnelle de Na* par Ca** (Cramer, 2002). L’influx de Na* sensible au Ca**
se produit au travers des canaux cationiques non sélectifs (NSCCs - Non Selective Cation
Channels) (Demidchik et Maathuis, 2007), des canaux nucléotides cycliques-dépendants
(CNGCs) (Kaplan et al., 2007) ou des récepteurs au glutamate (GLRs) (Davenport, 2002)
(Figure 1-7). Chez le riz, il a été montré que I’expression d’OSCNGCL1 était réprimé en
réponse au stress salin chez un cultivar tolérant au sel par rapport a un cultivar sensible, ce
qui conduit & une restriction de I’influx de Na* dans les racines observé chez le cultivar
tolérant au sel (Senadheera et al., 2009). Chez Arabidopsis, AtGLR3;7 est responsable de
I’influx de Na* quand il est exprimé dans des ovocytes de Xenopus laevis (Roy et al.,
2008). Egalement, dans I'étude de Tapken et Hollmann (2008), il a été montré
qu’AtGLR1,1 et AtGLR1,4 peuvent prendre en charge le transport de Na* au travers de la
membrane plasmique. Il a été montré que chez le blé, la protéine TaLCT1 (pour Low-
affinity Cation Transporter 1) transporte Na® quand elle est exprimée en systéme
hétérologue chez les levures (Schachtman et al., 1997 ; Amtmann et al., 2001) et, diminue
le ratio K* : Na" intracellulaire (Amtmann et al., 2001). L’activité du transport de Na* de

cette protéine est sensible a la fois au K* et Ca®* (Kronzucker et Britto, 2011).

Comme l'inhibition de P’influx de Na* par Ca®* n'est pas compléte, une partie de
l'influx de Na* est insensible au Ca?* et se produit probablement par le biais des canaux
cationiques non sélectifs (Davenport et Tester, 2000). Plusieurs autres transporteurs
pourraient potentiellement servir de médiateur a cet influx, y compris ceux codés par la
famille de génes HKT (pour High-affinity K+ Transporter) (Platten et al., 2006 ;
Kronzucker et Britto, 2011). Entre autres, il a été montré que, chez le riz, OsHKT2;1 est
exprimé dans les cellules de 1’exoderme, du rhizoderme et du cortex et, est capable de
transporter le Na™ dans les ovocytes de xénope (Jabnoune et al., 2009) (Figure 1-7). Mian
et collaborateurs (2011) ont montré que, chez I’orge, le transporteur HKT2;1, prédominant
dans le cortex racinaire, permet I’entrée du K* et Na’. La surexpression de HKT2;1
augmente l'absorption de Na*, augmente la concentration de Na™ dans la séve du xyléme, et
renforce la translocation du Na* vers la partie aérienne lorsque les plantes se développent
sur 50 ou 100 mM NacCl. Cela fait penser que la capacité de translocation de Na* a la
partie aérienne serait plus importante que I'accumulation ou la compartimentation de ce

cation dans les tissus foliaires (Mian et al., 2011).
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Figure 1-8 : Régulation de la concentration de Na* par la voie de SOS. La haute
concentration de Na* déclenche un signal de calcium qui stimule le complexe de
protéines kinases SOS3-SOS2. Celui-ci active alors I’activité de la pompe
d'échange Na* / H* de SOS1 et régule I'expression de certains genes sensibles au
sel. En outre, le complexe SOS3-SOS2 peut activer ou réprimer les activités des
autres transporteurs impliqués dans I'hnoméostasie du Na* (D’aprés Zhu, 2003).
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b) Efflux de Na* de la racine et échange de Na* au niveau du xyléme par SOS1

Afin de maintenir une faible concentration de Na* dans la racine, la plante peut
augmenter 1’entrée de Na" dans le xyléme ou activer ’efflux de Na* & partir des cellules
racinaires vers le milieu extérieur (Tester et Davenport, 2003). Shi et collaborateurs (2002)
ont montré la présence chez Arabidopsis d’une protéine AtSOS1, un anti-porteur Na* / H*
sur la membrane plasmique, localisée dans les cellules épidermiques a I'extrémité de la
racine et dans les cellules du parenchyme a la limite du xyleme des racines, des tiges et des
feuilles (Figure 1-7). Sous stress salin a 25 mM de NaCl, les plantes mutantes atsosl
accumulent moins de Na* dans la feuille par rapport aux plantes sauvages. Toutefois, en
réponse au stress salin sévere (100 mM de NaCl), les mutants atsosl accumulent plus de
Na®, comparé au sauvage. Une plus grande quantité de Na* est également présente dans la
seve du xyléme chez les plantes mutantes atsosl lorsqu’elles sont exposées a 100 mM de
NaCl. Ces résultats suggérent qu’AtSOS1 est essentiel pour contrdler le transport de Na™ a
longue distance de la racine & la tige. Shi et collaborateurs (2002) proposent qu’AtSOS1
puisse jouer un role dans la récupération du Na* a partir du xyléme sous stress salin sévére,
alors que, dans le cas de stress salin modéré, cette protéine pourrait fonctionner dans le

chargement du Na* dans le xyléme.

La régulation de SOS1 par la voie SOS (Salt Overly Sensitive) a été établie (Shi et
al., 2000 ; Zhu, 2002) (Figure 1-8). La concentration élevée en Na’ est percue par un
senseur membranaire de nature inconnue et provogue un changement de concentration en
Ca®* dans le cytosol. La protéine SOS3 codant une protéine myristoylée de liaison au Ca®*
est alors activée et se lie & SOS2, une Ser/Thr protéine kinase (Halfter et al., 2000 ; Ishitani
et al., 2000). Cette interaction est a I’origine de la régulation de 1’expression de SOS1 et de
I’activation de SOS1 par phosphorylation (Quintero et al., 2002 ; Qiu et al., 2002).

c) Contrdle de P’entrée dans le xyléme et retrait de la séve du xyléme de Na™ par les

protéines HKT

Les transporteurs HKT ont été identifiés initialement chez les plantes par
complémentation fonctionnelle d’un mutant de levure déficient pour le transport du K*
(Schachtman et Schroeder, 1994). Les travaux qui ont suivi ont montré que les protéines

HKT sont également perméables au Na* (Corratge-Faillie et al., 2010).
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AtHKT1;1 chez Arabidopsis est un transporteur situé sur la membrane plasmique
sélectif pour Na* dont la conductance n’est pas affectée par la présence de K™ (Uozumi et
al., 2000). Il a été montré qu’AtHKT]1;1 est exprimé dan les cellules de la stéle des racines
et des tissus vasculaires des feuilles (Maser et al., 2002 ; Berthomieu et al., 2003 ; Sunarpi
et al., 2005). Le mutant nul hypersensible au NaCl accumule, par rapport au sauvage, Na*
dans les parties aériennes alors que les concentrations sont diminuées dans les racines
(Maser et al., 2002 ; Berthomieu et al., 2003 ; Gong et al., 2004 ; Rus et al., 2004 ;
Davenport et al., 2007). AtHKT1;1 est donc essentiel pour la distribution du Na* entre les
racines et les feuilles en enlevant cet ion du flux de transpiration (Figure I-7). Son
expression ectopique dans la stéle ou dans les cellules du rhizoderme ou du cortex conduit
a une augmentation de la tolérance au sel chez Arabidopsis et le riz (Moller et al., 2009 ;
Plett et al., 2010). Des travaux chez d’autres espéces, notamment le riz et le blé, ont
montré que certains HKT seulement perméables au Na® jouent le méme role que
AtHKT1;1. HKT1;4 et HKT1;5 sont responsables de 1’exclusion du Na* a partir du xyléme
au niveau des parties aériennes et des racines respectivement (Ren et al., 2005 ; Byrt et al.,
2007 ; James et al., 2006 ; Huang et al., 2006) (Figure I-7).

d) Accumulation de Na* dans la vacuole

Au niveau de la cellule foliaire et racinaire, la maniére la plus efficace pour
maintenir la faible concentration de Na* cytosolique est de séquestrer ce dernier dans la
vacuole de chaque cellule pour maintenir le potentiel osmotique entre la vacuole et le
cytoplasme : les osmolytes solubles doivent étre accumulés dans le cytoplasme de telle
sorte que ceux-Ci ne perturbent pas les processus biochimiques cellulaires. L’entrée du Na*
est prise en charge par les protéines anti-porteurs Na* / H* tonoplastique de la famille NHX
(pour Sodium-Proton Exchanger) (Jiang et al., 2010). La surexpression de NHX1
augmente la tolérance a la salinité chez Arabidopsis (Apse et al., 1999), chez la tomate

(Zhang et Blumwald, 2001) ou chez Brassica napus (Zhang et al., 2001).
e) Accumulation de Na* dans la plante entiére

Au niveau de la plante entiére, la protection des jeunes feuilles et des jeunes racines
est cruciale et nécessaire pour la tolérance au stress salin. En effet, les cellules des tissus
juveniles contiennent des petites vacuoles qui sont inadaptées pour la compartimentation ;

leurs processus métaboliques sont trés sensibles a la présence de Na* (Tester et Davenport,
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2003). Tester et Davenport (2003) ont également montré que pour maintenir la faible
concentration du Na* dans les tissus juvéniles, les plantes doivent maintenir une faible
vitesse de transpiration chez les jeunes feuilles ou accumuler préférentiellement du Na*
dans les parties aériennes spécifiques (ex. vieilles feuilles). Il a été montré que chez le soja,
32p peut circuler librement & travers des tissus juvéniles tandis que ?Na ne peut pas entrer

dans les parties jeunes des racines et des feuilles (Marschner, 1995).
f) Excrétion de Na* sur la surface foliaire

Les plantes ne retiennent qu'environ 2% de I'eau qu'elles transpirent, c'est a dire
qu'elles prennent environ 50 fois plus d'eau dans le sol que ce qu'elles conservent dans
leurs tissus aériens (Munns et al., 2006). Soluble dans I’eau, Na* entre dans la plante et
cause des effets toxique en forte concentration. En conséquence, l'exclusion des ions Na*
des limbes est trés importante. Chez certaines plantes halophytes, il existe des structures
spécifiques qui contribuent a la tolérance au stress salin telles que les glandes excrétrices
de sel. L'excrétion de sel semble étre un phénoméne sélectif permettant aux plantes de
protéger les tissus contre les toxicités ioniques, sans pour autant perdre les éléments
nutritifs indispensables. Barhoumi et collaborateurs (2007) ont montré que, chez le dactyle
des gréves (Aeluropus littoralis - plante grasse de la famille des Poaceaes), Na* est excrété
par ces glandes spéciales, qui sont dispersées sur les deux faces des feuilles, alors que K,
Ca®* et Mg?* sont retenus. Chez les dactyles des gréves cultivées sous forte salinité (200 -
800 mM NacCl), I'excrétion de sel, qui est reconnaissable par des dép6ts de cristaux de sel
sur la surface des feuilles, a été observée au microscope. Ces cristaux sont absents chez les

plantes témoins et leur densité augmente avec I'augmentation de la salinité.

1.2.2.3. Stratégies d’adaptation au stress ionique CI" dans le contexte de la plante

entiere

Les plantes, selon leurs réponses de croissance a une haute concentration de CI
dans le milieu extérieur, peuvent étre divisées en trois catégories (Figure 1-9) (Greenway et
Munns, 1980). Le groupe | comprend les halophytes qui peuvent étre subdivisées en I-A
des espéces dont la croissance est stimulée par CI” (par exemple Sueda maritima, Atriplex
nummularia) ou I-B des espéces dont la croissance est peu affectée par 200 mM CI
externe (par exemple Atriplex hastata, Spartina spp., la betterave a sucre.); Le groupe 1l
comprend les halophytes et les glycophytes dont leur croissance est sensiblement réduite
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par 100 mM CI" externe, qui peuvent étre subdivisés en tolérants (par exemple Festuca
rubris, Puccinella peisonis, le coton, l'orge), intermédiaires (par exemple les tomates) et
sensibles (par exemple les haricots, soja). Le groupe 111 comprend des plantes qui sont tres

sensibles au CI" (par exemple les agrumes) (White et Broadley, 2001).

La plante posséde des mécanismes de détoxification de CI” qui sont identiques a
ceux du Na*, mais ces mécanismes physiologiques ont été beaucoup moins étudiés a ce
jour. Pour ce qui concerne les données moléculaires dans I’homéostasie de chlorure, il a été
montré que plusieurs transporteurs / canaux sont impliqués dans ce processus de maniere

directe ou indirecte.
a) Réduction d’absorption de CI" par les racines

Il 'y a peu d'études électrophysiologiques sur des canaux anioniques dans les
racines, en particulier dans le contexte du transport de CI™ en réponse au stress salin. 1l a été
montré que le contrdle de I'absorption initiale de CI" a I'interface sol - racine peut limiter la
quantité totale de cet ion entrant dans la racine et par la suite transporté vers la partie
aérienne de la plante (Teakle et Tyerman, 2010). Pour la plupart des especes végétales, la
limitation d’absorption de chlorure par les racines contribue a la tolérance aux
concentrations de sel élevees. Chez plusieurs espéces, le sel induit I’efflux de CI. Par
exemple, chez I’orge, I'utilisation de *®Cl et **Cl comme radio-traceurs a montré que
I’efflux de CI" au milieu extérieur atteint 90% de I'influx a 100 mM de CI" externe (Britto et
al., 2004). Chez Arabidopsis, il a été montré que I’influx d'anions CI est passif sous stress
salin. Cependant, I’influx du chlorure est limité en présence des cations divalents tels que
Mg®" et Ca** (Lorenzen et al., 2004). Entre autres, il a été montré qu’un co-transporteur
cation-chlorure (CCCs pour Cation-Chloride Co-transporters) qui transporte CI™ a la fois
avec K* et Na* semble jouer un role important dans I’absorption du CI” par les racines. Ce
géne s’exprime principalement dans le parenchyme xylémien, cela suggére que ce

transporteur peut également retirer CI™ a partir du xyleme (Colmenero-Flores et al., 2007).
b) Contrdle du chargement de CI” dans le xyleme

Malgré l'importance du transport d'ion dans le xyleme pour la régulation des
concentrations en ions dans la partie aérienne sous stress salin et la nutrition des plantes en
géneral, des mesures précises des ions (y compris les CI) dans le xyléeme ont rarement éte

faites (Teakle et Tyerman, 2010). C'est probablement parce que la collecte de la seve du

19






Introduction

xyléme des plantes intactes est difficile. Dans l'une des rares études de mesure de la
concentration de CI" dans le xyléeme dans la plante intacte sous stress salin, Teakle et
collaborateurs (2007) ont constaté que, en condition de stress salin, Lotus corniculatus
sensible au sel contient deux fois de plus de CI par rapport a I’espéce tolérante L. tenuis.
De méme, les mesures a l'aide de micro-analyse aux rayons X chez le blé, en présence de
50 mM de NaCl aprés 10 jours, ont montré que la concentration de CI" dans le xyléeme
d’une lignée tolérante au sel est seulement de 8 mM, tandis que celle d’une lignée sensible
est de 21 mM (Lauchli et al,. 2008). Ces résultats suggérent qu’un des facteurs qui réduit la

tolérance au sel est la réduction du chargement du xyleme en CI".

Il a été montré que des canaux observés dans les protoplastes d'Arabidopsis, dérivés
de cellules épidermiques de la racine, sont les canaux anioniques activés par la
dépolarisation et impliqués dans 1’efflux des anions. Ces canaux sont perméables & SO42,
ainsi qu’au NOg3” et CI" (Frachisse et al., 1999 ; Diatloff et al., 2004 ; Diatloff et al., 2010).
Plusieurs études utilisant la technique de « patch-clamp » menées sur des protoplastes
isolés a partir de cellules de la stéle révele la présence de différentes familles de protéines
impliquées dans le passage d’anions dont le chlorure. La famille X-IRAC (pour Inwardly
Rectifying Anion Channel) semble perméable a NO3™ et CI" (Kohler et Raschke, 2000). 1l a
été montré que le contréle du transport de CI” vers la partie aérienne dans des conditions
salines peut étre le résultat d'une charge réduite de CI° via X-QUAC (pour Quickly
Activating Anion Conductance), une famille de protéines de conductance d'anions activees
rapidement (Kohler et Raschke, 2000 ; Kohler et al., 2002). Cependant, bien que
caractérisés par ¢lectrophysiologie, tous ces canaux n’ont pas encore ¢té identifiés

moléculairement.
c) Excrétion de CI" sur la surface foliaire

Le chlorure peut étre accumulé dans les glandes excrétrices de sel sur la surface des
feuilles pour abaisser sa concentration. Ce sont des structures cellulaires hautement
specialisées et uniques pour certaines plantes halophytes. Jeschke et collaborateurs (1995)
ont montré que la sécrétion de CI" via ces glandes excrétrices de sel représente environ
20% de CI foliaire chez Leptochloa fusca (herbe de la famille des Poacées) a 100 mM de
NaCl. Chez Arabidopsis, il a été montré que la protéine co-transporteur cation - chlorure
AtCCC (pour Cation-Chloride Cotransporter), ayant probablement un réle dans le transport

de CI" a longue distance, est localisé dans les trichomes et les hydathodes (Colmenero-
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Flores et al., 2007). Il serait intéressant d'étudier si les CCCs sont également localisés dans
les glandes excrétrices de sel pour probablement excréter de CI” (et/ou Na*) a partir des
feuilles (Teakle et Tyerman, 2010).

d) Accumulation de CI dans la plante

Il a été montré que le chlorure s'accumule dans la plupart des tissus foliaires, en
particulier dans les cellules épidermiques adaxiales. La quantité de chlorure est beaucoup
plus élevée chez les cellules foliaires que chez d'autres types cellulaires. 1l est intéressant
de remarquer que la concentration de CI" dans les cellules du mésophylle ou se déroule la
plus grande partie de la photosynthése, cependant, reste faible. Une étude menée chez un
cultivar d'orge tolérant au sel et un cultivar du blé sensible a montré que CI" s’accumule
préférentiellement dans les cellules de I'épiderme par rapport a celles du mésophylle chez
ces deux cultivars. Donc, la forte accumulation de CI” dans 1’épiderme ne contribue pas de

maniére directe a la tolérance au sel (James et al., 2006).

Sasaki et al. (2004) a isolé un géne codant un transporteur de malate activé par
AP¥, TaALMT1 (pour Al**-activated Malate Transporter), chez le blé. Ensuite,
I'expression hétérologue de TaALMT1 dans des ovocytes de Xenopus et des cellules de
tabac en culture a montré que cette protéine transporte les anions (Pineros et al., 2008). Il
serait intéressant d'examiner 1’accumulation de CI" chez des variétés de blé tolérant a
I’aluminium en condition de salinité, parce que si TAALMT1 est partiellement active sans
aluminium, elle peut contribuer & I’influx de CI" a travers la membrane plasmique (Teakle
et Tyerman, 2010). Une nouvelle famille de canaux/transporteurs d'anions de type
I’activation lente S-Type, SLAC1 (pour Slow Anion Channel-associated 1) a été
découverte dans les cellules de garde chez Arabidopsis (Negi et al., 2008 ; Vahisalu et al.,
2008). L’étude sur des protoplastes isolés a partir de cellules de garde a montré que non
seulement I’accumulation de malate et fumarate, mais également de CI" et K*, chez le
mutant atslacl a augmenté par rapport au sauvage, ce qui correspond a un déficit de la
libération d'anions a partir des cellules de garde (Vahisalu et al., 2008).

Chez la plante, la faible concentration de CI" dans la partie aérienne n’est pas
toujours corrélée a la tolérance au sel. Dans un genre, et méme au sein d'une espéce, il y a
des genotypes qui peuvent tolérer des concentrations de CI™ elevées et/ou des génotypes qui
possedent la capacité d’excréter le CI” (Teakle et Tyerman, 2010). Cependant, la tolérance
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au sel serait ameliorée par la séquestration de CI” dans les vacuoles pour empécher son
accumulation a des niveaux toxiques dans le cytoplasme. Dans une recherche classique de
Hajibagheri et Flowers (1989), il a été montré que dans les cellules corticales des racines
de la plante halophyte Suaeda maritima se développant sur 200 mM de NaCl, les
concentrations de CI” varient de 430 a 465 mM dans la vacuole, de 86 & 95 mM dans le
cytoplasme, et de 111 a 130 mM dans la paroi cellulaire. Chez la vigne, un génotype
tolérant au sel possede une faible concentration de CI” foliaire, mais sa concentration de CI’
racinaire est plus forte par rapport au génotype sensible (Storey et al., 2003). Ceci suggere
une compartimentation plus efficace de CI" dans les vacuoles des cellules racinaires chez le
génotype tolérant. Chez I’avocat, il a été montré que la forte concentration de CI™ foliaire

est également associée a la tolérance au sel (Xu et al., 2000).

Chez Arabidopsis, une étude récente sur une protéine CLC (« ChLoride Channel »),
AtCLCc, a suggéré que cette protéine serait responsable de 1’entrée du CI” dans la vacuole

et a I’origine de la détoxification du cytoplasme lors d’un stress salin (Jossier et al., 2010).

Ainsi, parmi les facteurs qui jouent des réles importants dans la tolérance au stress
salin chez la plante, notamment dans [’homéostasie de chlorure ou les recherches
scientifiques restent modestes, les canaux de chlorure CLCs, qui seront abordés dans la
partie suivante, peuvent étre de bons candidats pour étudier les mécanismes de transport /

stockage du CI" au sein de la plante.
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Nom Localisation Fonction Références
subcellulaire
CLC-0 Membrane Canal CI Miller, 1982 ; Miller et White, 1984 ;
plasmique Accardi et Miller, 2004 ; Chen et Hwang,
2008 ; Lisal et Maduke, 2008 ; Zifarelli et
Pusch, 2010 ; Middleton et al., 1994 ;
Ludewig et al., 1996 ; Jentsch et al., 1990,
2002 ; Meyer et Dutzler, 2006
hCLC-1 Membrane Canal CI Jentsch, 2008 ; Mindell, 2012 ; Pedersen et
plasmique al., 2004 ; Dutka et al., 2008 ; Weinberger et
al., 2012 ; Tang et Chen, 2011
hCLC-2 Membrane Canal CI- Jentsch, 2008 ; Mindell, 2012
plasmique
hCLC-3 Endomembrane Echangeur CI-/H* Jentsch, 2008
hCLC-4 Endomembrane Inconnue Picollo et Pusch, 2005; Scheel et al., 2005
hCLC-5 Endomembrane Echangeur CI-/H* Picollo et Pusch, 2005; Scheel et al., 2005 ;
Meyer et al., 2007 ; Bergsdorf et al., 2009 ;
Novarino et al., 2010 ; Rickheit et al., 2010
hCLC-6 Endomembrane Echangeur CI-/ H* Poét et al., 2006 ; Neagoe et al., 2010
hCLC-7 Endomembrane Echangeur CI-/H* Leisle etal., 2011 ; Graves et al., 2008 ;
Mindell, 2012 ; Weinert et al., 2010
CLC-Ka Membrane Inconnue Markovic et Dutzler, 2007 ; Jentsch, 2008 ;
plasmique Mindell, 2012 ; Devuyst et Guggino, 2002 ;
Jentsch et al., 2005
CLC-Kb Membrane Inconnue Jentsch, 2008 ; Mindell, 2012 ; Devuyst et
plasmique Guggino, 2002 ; Jentsch et al., 2005
CLC-ec1 Membrane Transporteur Cl- lyer et al., 2002 ; Accardi et Miller, 2004 ;
plasmique Accardi et al., 2004 ; Dutzler et al., 2002 ;
Dutzler et al., 2003 ; Mindell et al., 2001
StCLC  Membrane Transporteur Cl- Dutzler et al., 2002 ; Dutzler et al., 2003 ;
plasmique Mindell et al., 2001 ; Cohen et Schulten,
2004 ; Rychkov et al., 1996
GEF1  Membrane Transporteur CI- Huang et al., 1994 ; Greene et al., 1993 ;
plasmique ; Réseau Lopez-Rodriguez et al., 2007 ; Schwappach
trans-Golgien etal., 1998
CLC-Nt1 Mitochondrie Inconnue Lurin et al., 2000
AtCLCa Tonoplaste Echangeur NO; / H* De Angeli et al., 2006 ; Geelen et al., 2000;
Monachello et al., 2009 ; Zifarelli et Pusch,
2010 ; Barbier-Brygoo et al., 2011 ; Wege et
al., 2009 ; De Angeli et al., 2009
AtCLCb Tonoplaste Echangeur NO5 / H* von der Fecht-Bartenbach et al., 2010
AtCLCc Tonoplaste Echangeur CI-/H* Jossier et al., 2010 ; Harada et al., 2004 ; Lv
etal., 2009
AtCLCd Golgi Transporteur Cl- von der Fecht-Bartenbach et al., 2007 ;
Dettmer et al., 2006 ; Zifarelli et Pusch,
2010
AtCLCe Chloroplaste Inconnue Marmagne et al., 2007
AtCLCf Golgi Inconnue Marmagne et al., 2007
AtCLCg Tonoplaste Inconnue Lvetal., 2009 ; Chang et al., 2009

Tableau I-1 : Récapitulatif des connaissances sur les CLCs
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I1. La famille des CLCs

I1.1. La découverte des CLCs

Les canaux chlorures (CLCs pour ChLorides Channels) font partie d’une grande
famille de protéines présentes de facon ubiquitaire dans différents organismes comme les
bactéries, les levures, les animaux et les plantes (Tableau I-1). Leur existence dans des
espéces différentes au travers des milliards d'années d'évolution suggere que les canaux

CLCs sont essentiels pour la vie (Figure 1-10).

Le premier canal chlorure CLC-0 a été découvert pour la premiére fois par White et
Miller en 1979 dans la membrane plasmique des cellules des organes électriques du
poisson torpille (White et Miller, 1979). 1l permet le passage du chlorure de la cellule vers
le milieu extérieur, provoquant ainsi une décharge électrique. Ses fonctions ont donné le
nom a la famille des CLCs. Miller et ses collegues (White et Miller, 1979 ; Miller, 1982 ;
Miller et White, 1984 ; Richard et Miller, 1990), par la reconstitution des membranes des
organes électriques dans des bicouches lipidiques, ont caractérisé l'activité du canal
chlorure. Ensuite, CLC-0 a été cloné a partir de l'organe électrique du poisson marin
Torpedo marmorata (Jentsch et al., 1990). L'expression de CLC-0 en ovocyte de xénopes a
permis de mettre en évidence son activité de canal chlorure dépendent du voltage (Bauer et
al., 1991).

CLC-0 a été décrit tres tot sous la forme dimérique & 2 pores au sein d’une
molécule (Miller, 1982 ; Miller et White, 1984). Par la suite, il a été montré que chaque
sous-unité posséde un pore indépendant qui s’homodimérise pour former une protéine
fonctionnelle (Middleton et al., 1994 ; Ludewig et al., 1996). Ainsi, CLC-0 est utilisé
comme mode¢le, car d’une part, ce canal possede une conductance assez grande (~10 pS -
picosiemens) et, d’autre part, la facilité avec laquelle les pores individuels (rapides) ou
communs (lents) peuvent étre sépares expérimentalement offre des possibilités uniques
pour étudier I'ouverture du pore, la perméation et les relations structure - fonction d’un
canal CI" (Jentsch et al., 2002).

Depuis ces travaux pionniers, les CLCs ont été étudiés chez d’autres organismes.
Pendant de nombreuses années, les scientifiques pensaient que toutes les protéines CLCs

fonctionnaient comme des canaux CI°, mais il est devenu clair que beaucoup d'entre eux
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Figure 1-10 : Arbre phylogénétique présentant les CLCs chez les différentes
espéces. Les CLCs végétaux sont divisés en deux sous-groupes avec d’un coté
constitué les CLCs relatifs aux CLCs procaryotes et de I'autre CLCs proches des
CLCs eucaryotiques. Nt : Nicotiana tabacum ; At : Arabidopsis thaliana ; St :
Solanum tuberosum ; Le : Lycopersicon esculentum ; Os : Oryza sativa ; h :
humain ; Ec : Escherichia coli ; St : Salmonella enterica serovar typhimurium ;
Sc : Saccharomyces cerevisiae (D’apres Marmagne et al., 2007 et la these de De
Angeli, 2008).
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fonctionnent plutdt comme des échangeurs 2 CI"/ 1 H* électrogéniques (appelé aussi anti-
porteur) comme le CLC d’Escherichia coli CLC-ecl ou EcCLC (lyer et al., 2002 ; Accardi
et Miller, 2004 ; Accardi et al., 2004) ou les CLCs humains hCLC-4 et hCLC-5 (Picollo et
Pusch, 2005 ; Scheel et al., 2005). Une méme famille CLC présentant des activités de
canal ou de transporteur reduit ainsi la frontiére entre canal et transporteur a quelques

acides aminés.
11.2. Le modele structural des CLCs

11.2.1. Les deux polypeptides antiparalléles des CLCs

L’étude des structures aux rayons X sur des cristaux de deux CLCs procaryotiques
homologues, StCLC (Salmonella enterica serovar typhimurium) et CLC-ecl (Escherichia
coli) a 3.0 et 3.5 angstrom a permis de construire le modele structural de base et la
topologie des CLCs (Dutzler et al., 2002 ; Dutzler et al., 2003).

La structure de CLC-ecl est essentiellement la méme que celle de StCLC. Ce sont
des protéines dimériques résultant de la juxtapotion de deux sous-unités (Figure 1-11A)
(Mindell et al., 2001). Chaque sous-unité contient 18 hélices (étiqueté A - R) et présente
une topologie complexe (Figure I-12A). La structure tridimensionnelle révele un motif
répété : la moitié N-terminale du polypeptide (alpha hélices B - 1, vert) est structurellement
liée a la moitié C-terminale (J - Q, bleu). Les deux structures similaires ont des orientations
opposées dans la membrane, et créent un axe de symétrie antiparalléle. Les hélices
transmembranaires a l'intérieur d'une sous-unité sont remarquablement inclinées et
possedent des longueurs variables. Les deux moitiés de la sous-unité s'enroulent autour
d'un centre commun de maniere a réunir les extrémités N-terminale (qui possédent la
charge positive) des hélices des segments disparates de la chaine polypeptidique (Dutzler
et al., 2002). Cet arrangement des hélices a pour but de créer un environnement favorable
pour la liaison électrostatique avec 1’anion. Ces acides aminés chargés positivement
forment le filtre de sélectivité du pore au centre de la membrane. L’existence de deux pores
au sein d’une molécule CLC confirme les resultats du groupe de Miller montrant
I’existence de 3 « sous-états » de conductances dans lesquelles un niveau correspond au
canal fermé et deux niveaux correspondent a I’ouverture d’un seul ou des deux pores du
canal (Ludewig et al., 1996).
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Figure I-11 : (A) La protéine CLC dimérique résulte de la juxtaposition de deux
sous-unités (bleu et rouge). Les glutamates externe et interne sont représentés
sous forme de sphére rouge, le chlorure est coloré en vert. (B) Structure du pore
de StCLC illustrant les trois sites de liaison (en cercle), les chlorures sont sous
forme des petites sphéres jaunes. Les sphéres vertes correspondent aux acides
aminés formant le squelette du pore et stabilisant I'interaction entre les anions et
les acides aminés. Le Glu;, (E203) ne fait pas partie du pore et donc n’est pas
illustré dans cette figure (D’aprés Miller, 2006 ; Cohen et Schulten, 2004).
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11.2.2. Domaines CBS

Les CLCs eucaryotes ainsi que certains CLCs procaryotes possedent une large
partie cytosolique en C-terminale. Cette partic contient 2 domaines CBS (pour I’enzyme
cystathionine-f-synthase, premiére enzyme chez laquelle ce domaine a été identifié) en
tandem inversés, CBS1 et CBS2 (Figure I-12B). La structure de ces domaines chez
différentes protéines a été résolue : elle contient 2 hélices a et 3 feuillets B pour chaque
domaine CBS chez CLC-0 (Meyer et Dutzler, 2006), hCLC-Ka (Markovic et Dutzler,
2007), hCLC-5 (Meyer et al., 2007) ou encore chez AMPK de la levure (adenosine
monophosphate activated protein kinase) (Townley et Shapiro, 2007). Le role de ces
domaines n'est pas toujours évident. Dans le cas de hCLC-5, la structure 3D des domaines
CBS a I’extrémité C-terminale a montré que I'ATP et I'ADP peuvent se fixer sur cette
protéine (Meyer et al., 2007). Par contre, chez CLC-0, il a été montré que ces domaines

permettraient l'interaction des deux sous-unités de la protéine (Meyer et Dutzler, 2006).
11.3. La structure du pore des CLCs

Il a été montré que les CLCs sont des dimeres dans lesquels chacune des deux sous-
unités identiques contient son propre pore indépendamment. Chaque sous-unité possede un
pore qui présente trois sites principaux de liaisons aux anions CI” (Dutzler et al., 2003): Sext
(pour Site externe), Scen (pour Site central), et Si (pour Site interne), du cété
extracellulaire vers le coté intracellulaire. Les simulations de Cohen et Schulten (2004)
basées sur la structure de Salmonella serovar typhimurium (StCLC) et publiées par Dutzler
et collaborateurs (2002) avec trois sites de liaison au CI, sont représentées dans la figure I-
11B. Les sites Sin: et Sext €n périphérie du pore sont a l'interface avec les milieux aqueux
cytoplasmiques et extra-cytoplasmiques respectivement, le site Sce, est totalement isolé
dans une poche hydrophobe au milieu de la bicouche lipidique membranaire. Comme
détaillé précédemment, chaque sous-unité comprend deux parties polypeptidiques
présentant des structures trés similaires, juxtaposées de maniére antiparalléle (Cohen et
Schulten, 2004). Cette architecture permet aux trois hélices a (D, F et N) d'avoir leurs
extrémités N-terminales positives pointees vers le pore. Il a été suggéré que, avec un tel
alignement, les hélices dipbles peuvent créer un environnement électrostatique favorable
au passage d’anions dans un pore composé principalement des hélices polaires (Dutzler et
al., 2002).
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Figure 1-12 : (A) Topologie d’une sous-unité de CLC bactérien contenant 18
hélices (étiquetées A - R), les séquences d’acides aminés conservées importantes
pour la fonctionnement de la protéine sont colorées en rouge ; (B) Une sous-
unité de CLC eucaryotique possédant une large partie cytosolique : en C-
terminale, cette partie contient 2 domaines CBS (D’apres Dutzler et al., 2002;

Meyer et Dutzler, 2006).
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11.3.1. Le site de liaison externe Sext

Le site Sext, le plus extérieur a la membrane et en contact avec le milieu extra
cellulaire, est composé par les acides aminés G(R/K)EGP, situé a I’extrémité N-terminale
de I’hélice F. Chez CLC-ecl d’E. coli, le glutamate a la position 148 (Glu 148 = E148) de
cette séquence est essentiel a I'activation du pore. Miller (2006) a proposé le nom a cet
acide aminé de « glutamate externe - Glue » tandis que Zdebik et collaborateurs (2008)

I’ont nommé « gating glutamate ».

Pour ce qui concerne le mécanisme d’activation de ce Glue, Rychkov et
collaborateurs (1996) ont montré que I’activation du pore nécessite 1’occupation du Gluex
du c6té extra-cytoplasmique par un anion CI™ et que cela dépend de la concentration en
anion CI" externe. CLC-ecl dans lequel le résidu Glue a été substitué par une glutamine
E148Q (un acide aminé non charge) ou une alanine E148A (un acide aminé apolaire)
conduit a 1’obtention d’une structure du pore dans laquelle il est en position ouverte de
maniere permanente (Dutzler et al., 2003 ; Accardi et Miller, 2004). Des résultats
similaires ont été obtenus chez d’autres CLCs tels que hCLC-4 et hCLC-5 (Picollo et
Pusch, 2005 ; Scheel et al., 2005). Le mécanisme proposeé est que: lorsque le Sex est
occupé par le groupement carboxyle du Glue, le pore est fermé ou bloqué. Par contre
quand le Sex: est occupé par un ion CI, le pore est ouvert ou conducteur (Dutzler et al.,
2003). Donc, le passage des anions ClI est controlé par une compétition entre 1’anion et le
groupement carboxyle du Gluey au niveau de Sey et ¢’est ce groupement carboxyle qui va

fermer ou ouvrir le pore.
11.3.2. Le site de liaison interne Sjn;

Le site Sint se situe a I’extrémité cytoplasmique du pore et est le plus intérieur a la
membrane. 1l est en interaction avec le milieu cytoplasmique. Chez CLC-ecl d’E. coli, ce
site comprend un autre acide aminé glutamate important a la position 203 (Glu 203 =
E203), situé¢ a I’extrémité C-terminale de I’hélice H. Ce glutamate est nomme « glutamate
interne - Gluj, » ou « proton glutamate ». Gluj, est caracteristique des CLCs transporteurs
et celui-ci est substitué par une valine, un acide aminé non protonable, chez les CLCs
canaux caractérisés (Miller, 2006 ; Lisal et Maduke, 2008). Ainsi, situé prés de la surface
intracellulaire, Glui, est nécessaire pour le transport de H* et semble agir comme un site de

transfert interne de H* (Miller, 2006). Parmi les différents résidus pouvant étre protonés,
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seule une mutation du Glu;, permet d'abolir le transport de H* chez le CLC transporteur
d’E. coli CLC-ecl (Accardi et al., 2005), chez le CLC transporteur végétal d’Arabidopsis
AtCLCa et chez le CLC transporteur d’humain hCLC-5 (Bergsdorf et al., 2009). Accardi et
collaborateurs (2005) ont montré que des mutations de ce Gluj, perturbent le transport de
H* et permettent le découplage du transport de CI” a partir du flux H”, suggérant que H™ et
CI" prennent des routes différentes pour arriver au Glue ou les deux voies convergent
(Zdebik et al., 2008). Donc, le Glue, semble important également pour le couplage H* /
anion (Bergsdorf et al., 2009 ; Accardi et al., 2005). Ainsi, il a été montré que Glue
participe a trois réactions, étroitement liés entre elles, requises pour le mécanisme
d'échange CI'/ H™ : la liaison au CI', la protonation et le changement de conformation qui
conduit a la formation d'une voie d'acces au pore. Bien que les protéines CLCs
bactériennes fonctionnent comme des échangeurs H* / CI', leurs structures sont
représentatives pour les deux catégories canal et transporteur de la famille CLC (Dutzler,
2007). Miller (2006) a montré que chez les CLCs transporteurs bactériens CLC-ecl et
StCLC, la présence de Gluey et Glui, est nécessaire pour leur fonction. Si Gluey est muté en
un acide aminé neutre, le mouvement de H* est complétement abolit, mais le transport de
CI est maintenu (Accardi et al., 2005 ; Scheel et al., 2005 ; Zdebik et al., 2008 ; Bergsdorf
et al., 2009 ; Picollo et al., 2010). L'ouverture du pore est provoquée par une modification
de l'orientation du Gluey suite a I’acceptation sur son groupement carboxyle d’un proton H*
venant du Glu;,. Cette acceptation induit un changement conformationnel du Gluey,

résultant a I’ouverture du pore et laisse entrer deux ions CI” dans le milieu cytoplasmique.

D’un point de vue évolutif, la fonction canal est apparue apres la fonction de
transporteur (Chen et Hwang, 2008). Trés récemment, Feng et collaborateurs (2012) ont
démontré que le transport de H* au travers du pore d’échangeur H' / CI” chez CLC-ecl ne
dépend pas seulement de la présence de Glue, mais aussi de la présence d’ions CI” dans le
milieu intracellulaire. Ils ont montré qu’il existe une forte interaction entre I’ion CI et le
groupement carboxyle du Glue. Ils ont supposé que CI et le groupement carboxyle du
Gluex se concurrencent et se déstabilisent entre eux. La présence de CI” dans la voie de
transport de 1’anion perturbe susceptiblement I’affinité (pKa) du groupement carboxyle du
Glue, et le rend sensible a I’échange de proton H*. Leurs résultats confirment le
mécanisme moléculaire dans lequel le proton H* est transporté par le groupement

carboxyle du Glu;, qui entre dans la voie de transport de I'anion. Ensuite, le proton H* est
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transféré vers le groupement carboxyle du Glue, qui, par la suite, le transfere du Sce, vers le

Sext €t le libére finalement dans la solution extracellulaire (Feng et al., 2012).
11.3.3. Le site de liaison central Sce,

Le site Scen, localisé dans la portion centrale hydrophobe de la membrane, est
constitué des acides aminés GSGIP (situé a I’extrémité N-terminale de I’hélice D), GXFXP
(situé & I’extrémité N-terminale de I’hélice N) et la tyrosine (situé a I’extrémité N-
terminale de I’hélice R). La fonction du motif GXFXP conservé chez les CLCs
transporteurs et canaux reste encore inconnue. La sérine de I'hélice D (hommeé Ser,) et la
tyrosine de I'nélice R (nommé Tyrc,) sont essentielles pour l'interaction avec les ions
chlorures au niveau de ce site. Il est supposé que I'existence de ces résidus est de garder un
anion en permanence dans le pore pour prévenir les événements tels que le passage de H*
par les canaux ou le passage des anions hydrophobes (Rychkov et al., 1998). En effet,
Sercen €t Tyreen fournissent un rétrécissement brusque et important du pore et interagissent

simultanément avec les anions (Cohen et Schulten, 2004).

La séquence complete de la perméabilité déterminée pour la plupart des CLCs est :
SCN ~CIO4 > CI' > Br >NO3 ~ClO3 > I' > BrOs > HCO3; ~ F (Rychkov et al., 1998).
L’étude de la structure cristallographique du transporteur CLC-ecl a permis de mettre en
évidence que le domaine S¢e, joue un réle déterminant dans la sélectivité ionique. Picollo et
collaborateurs (2009) ont montré que dans ce domaine, le Serc, détermine la sélectivité
pour les CLCs transporteurs. La substitution & cette serine d’un proline confére a ce site
une sélectivité pour le NO3™ plus important que pour CI" non seulement chez le transporteur
CLC-ecl mais également chez le canal CLC-0 (Picollo et al., 2009). Le réle essentiel de
cette Sergen dans les propriétés de sélectivité des CLCs a été démontré également chez les
autres membres CLC-0 (Ludewig et al., 1996 ; Bergsdorf et al., 2009 ; Picollo et al.,
2009), hCLC-4 (Zdebik et al., 2008), hCLC-5 (Zdebik et al., 2008 ; Bergsdorf et al., 2009 ;
Zifarelli et Pusch, 2009). Ces observations ont montré qu’en présence de la sérine, la
sélectivité s’effectue en faveur des ions chlorures, contrairement a la proline qui favorise le

passage des ions nitrates (voir la partie 11.5.1. AtCLCa).
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11.4. Les réles des CLCs chez différents organismes

11.4.1. CLC chez la levure

Une seule séquence de la famille des CLCs a été identifiée au sein de I'ensemble du
génome de Saccharomyces cerevisiae (Huang et al., 1994 ; Greene et al., 1993). La
suppression de ce géne, nommé GEF1 (pour Glycerol / Ethanol Fe-requiring) provoque
une croissance plus lente des cellules sur des milieux pauvre en fer contenant des sources
de carbone non fermentable (Greene et al., 1993 ; Gaxiola et al., 1998). La protéine GEF1
est localisée au niveau du réticulum, du réseau trans-Golgien tardif, dans les vésicules
post-Golgiennes (Schwappach et al., 1998) et de la membrane plasmique (Lopez-
Rodriguez et al., 2007). Schwappach et al., (1998) ont indiqué que son role pourrait
participer a l'acidification des compartiments intracellulaires. Ceci est soutenu par le fait
que le phénotype du mutant gef2, trés similaire a celui du mutant gefl, est lié a une
mutation d'une sous-unité de la pompe a proton ATPase vacuolaire (Eide et al., 1993). Plus
récemment, il a été montré que GEF1 neutralise I'acidification vésiculaire au cours de la
carence en fer. Dans cette condition, les compartiments intracellulaires contenant GEF1

sont ajustés a un pH plus alcalin (Braun et al., 2010).
11.4.2. CLCs chez I’homme

Chez I’homme, il existe neuf CLCs qui different dans la distribution tissulaire et la
localisation subcellulaire. Certains d'entre eux sont des canaux CI, situés sur la membrane
plasmique, qui jouent des réles importants dans la stabilité du potentiel membranaire, la
régulation du volume cellulaire et le transport transépithélial. D'autres CLCs sont des anti-
porteurs CI" / H*, localisés principalement aux vésicules d’endosome ou lysosome o ils

peuvent faciliter I'acidification ou régler la concentration de chlorure (Jentsch, 2008).
11.4.2.1. L’activité des canaux CLCs

Les canaux CLCs se situent sur la membrane plasmique de cellules de nombreux
organes (Thiemann et al., 1992). Ce groupe comprend CLC-1, CLC-2, CLC-Ka et CLC-
Kb (Jentsch, 2008 ; Mindell, 2012). Le canal chlorure CLC-1 joue un rdle important pour
les fonctions physiologiques des muscles squelettiques (Pedersen et al., 2004 ; Dutka et
al., 2008 ; Weinberger et al., 2012). L'ouverture de ce canal non seulement est dépendante
du voltage mais est également régulée par H* et CI". Des mutations de ce geéne résultent en

une maladie génétique appelée myotonie congénitale chez I’homme. Cette maladie peut
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apparaitre sous deux formes de myotonie, une forme a transmission dominante (ou maladie
de Thomsen) et une forme & transmission récessive (ou maladie de Becker) (Tang et Chen,
2011). CLC-2, trés largement exprimeé sur la membrane plasmique des cellules épithéliales,
neurones, ou cellules gliales, est un canal chlorure qui pourrait étre impliqué dans
I'hnoméostasie des ions extracellulaires ainsi que dans le transport transépithélial (Jentsch,
2008). Les canaux CLC-Ka et CLC-Kb sont impliqués dans le transport de CI
transépithélial dans le rein et I'oreille interne (Devuyst et Guggino, 2002 ; Jentsch et al.,
2005).

11.4.2.2 L'activité des anti-porteurs CI"/ H*

Les anti-porteurs CLCs, comprenant CLC-3 a -7, sont localisés sur la membrane
des compartiments intracellulaires (Jentsch, 2008). Ils sont caractérises par leur r6le dans
I’acidification des vésicules endosomales ou lysosomales en fournissant une conductance
anionique qui neutralise les courants des pompes a protons vacuolaires de type V-ATPase.
CLC-3 fonctionne comme un échangeur CI" / H* putatif des vésicules endosomales et
synaptiques (Jentsch, 2008). CLC-4 est un échangeur CI" / H* (Picollo et Pusch, 2005 ;
Scheel et al., 2005) mais son role biologique reste trés peu connu. CLC-5 est un échangeur
ClI" / H" endosomal impliqué dans les maladies dentaires et rénales chez I’homme
(Novarino et al., 2010 ; Rickheit et al., 2010). CLC-6 (43% identique a CLC-7) est presque
exclusivement exprimée dans le systéme nerveux ou elle est localisée dans les endosomes
tardifs (Poet et al., 2006) et fonctionne comme un anti-porteur CI" / H* (Neagoe et al.,
2010). CLC-7 est un échangeur CI" / H" lysosome nécessitant Ostm1 pour assurer l'activité
de transport (Leisle et al., 2011) et la perméation de chlorure dans les lysosomes (Graves et
al., 2008). Le chlorure fournit le contre-ion pour l'acidification du lumen lysosomale via
les V-ATPases (Mindell, 2012). Les mutations de cette protéine sont a 1’origine des

maladies de stockage lysosomal (Weinert et al., 2010).
11.4.3. CLCs chez les plantes

En contraste avec leurs homologues d'origine animale, les recherches effectuees sur
les CLCs végétaux sont assez modestes. Le premier CLC chez le tabac, CLC-Nt1, a été
étudié pour la premiére fois par Lurin et collaborateur (2000). L’utilisation d’anticorps
polyclonaux spécifiques a révélé la localisation subcellulaire mitochondriale pour cette

protéine. La fonction de cette protéine reste a ce jour inconnue. Chez le soja, GmCLC1 a
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été étudiée par Li et collaborateurs (2006). Les études microscopiques confocales en
utilisant des protéines fusions YFP-GmCLCL1 ont révelé que GmCLCL est localisée sur le
tonoplaste. L’expression de GmCLCL est induite par le stress NaCl. Ces résultats suggerent
que GmCLC1 vacuolaire peut posseder la capacité de séquestrer les ions CI
cytoplasmiques dans la vacuole pour réduire ses effets toxiques lors d’un stress salin (Li et
al., 2006). Chez le riz, il a été montré que la famille de CLC comprend 10 membres
(Diedhiou et Golldack, 2006 ; Barbier-Brygoo et al., 2011). Nakamura et collaborateurs
(2006) ont isolé OsCLC-1 et OsCLC-2, deux CLCs identiques a 87,9%, localisés dans les
membranes vacuolaires. OsCLC-1 s’exprime dans la plupart des tissus (Diedhiou et
Golldack, 2006), tandis qu’OsCLC-2 ne s’exprime que dans les racines, les nceuds, et les
entre-nceuds. L’expression d’OsCLC-1 est induite par un traitement avec du NaCl. Les
scientifiques ont montré que ces protéines peuvent jouer un réle dans le transport des ions
chlorures a travers la membrane vacuolaire par complémentation du mutant gefl de S.
cerevisiae (Nakamura et al., 2006). Plus récemment, chez le mais, Tampieri et
collaborateurs (2011) ont indiqué que ZmCLCc se situe dans la mitochondrie et contribue

a la tolérance au froid de la plante.
11.5. CLCs chez Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana a été choisie comme un organisme modele pour la recherche
végétale, 1’évolution, la génétique et la recherche fondamentale grace a ses nombreux
atouts : sa petite taille, son cycle de vie court de 6 semaines et sa capacité a s’autoféconder
(Fink, 1998).

Depuis plusieurs années, des études des canaux chlorures chez Arabidopsis
thaliana (AtCLCs) ont été menées. Les premiers CLCs chez Arabidopsis ont été clonés par
Hechenberger et al. (1996). Il existe sept génes AtCLCs qui sont présents dans son
génome, leur nom AtCLCa a g, leur localisation et leur fonction sont indiqués dans le
tableau I-1. Basé sur l'analyse de séquence, AtCLCa a -d et -g définissent une branche
phylogénétique distincte (Lv et al., 2009). AtCLCe et -f ont une homologie trés faible avec
les autres CLCs et sont liées aux CLCs procaryotiques (Figure 1-10).

11.5.1. AtCLCa

AtCLCa est le CLC végétal le plus étudié. C’est également le premier membre de la

famille AtCLC chez Arabidopsis a avoir été caractérisé par les techniques
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d'électrophysiologie. Il a été montré que c’est un anti-porteur, localisé sur le tonoplaste, qui
fait entrer 2 NO3™ et sortir 1 H* de la vacuole. 1l joue un réle crucial dans I’homéostasie du
nitrate vacuolaire (De Angeli et al., 2006). AtCLCa serait, en partie, responsable du
stockage de nitrate dans la vacuole d'ou une sous-accumulation de NO3™ dans des plantes
mutantes atclca (Geelen et al., 2000 ; Monachello et al., 2009). La découverte de la
fonction d’AtCLCa en tant que transporteur du nitrate a ét¢ une grande surprise et a montré
que, pour la premiere fois, la sélectivité ionique des CLCs végétaux n'est pas limitée aux
ions chlorures. AtCLCa présente deux résidus glutamate conservés « gating » et « proton »
aux positions 203 et 270 dans la séquence d’acides amines, respectivement. Ceci est
caractéristique des CLCs échangeurs de couplage de protons / anions (De Angeli et al.,
2009 ; Zifarelli et Pusch, 2010). Lorsque le glutamate « gating » E203 est muté en un acide
aminé non chargé, comme alanine E203A, le transport des anions devient découplé a celui
des protons (Bergsdorf et al., 2009) et augmente le conductivité pour le chlorure (Barbier-
Brygoo et al., 2011). Cette observation concorde avec les résultats obtenus chez d’autres
CLCs animaux tels que CLC-5, et CLC-7 (Novarino et al., 2010 ; Weinert et al., 2010) ou
chez E. coli CLC-ecl (Zifarelli et Pusch, 2010). La mutation du glutamate « proton » E270
en une alanine chez AtCLCa entraine une perte du transport de proton H* (Bergsdorf et al.,
2009). Le courant de chlorure couplé est restauré seulement lorsque les deux glutamates
« gating » et « proton » sont mutés. Cela indique que la translocation des protons par E270
est un préalable pour I’échange de protons / anions par E203 (Accardi et al., 2005 ;
Bergsdorf et al., 2009) (renvoi au 11.3). En accord avec I’importance du motif de sélectivité
ionique GS/PGIP (Dutzler et al., 2002), Wege et collaborateurs (2010) ont montré que
chez AtCLCa, la proline en position 160 localisée dans le filtre de sélectivité, P160, est
essentielle pour l'accumulation de nitrate dans la plante. D’autre part, De Angeli et
collaborateurs (2009) ont montré que la fixation d’ATP a la partie C-terminale au niveau

des 2 domaines CBS d’AtCLCa inhibe le transport du nitrate dans la vacuole.
11.5.2. AtCLCb

AtCLCb, une protéine homologue a AtCLCa (79,2% d’identité entre les deux
ADNC), est un échangeur NOs / H” localisé sur le tonoplaste (von der Fecht-Bartenbach et
al., 2010). Le gene AtCLCb est fortement exprimé dans les jeunes racines, I’hypocotyle et
dans les cotylédons. Contrairement au mutant atclca, le mutant nul atclcb ne présente

aucun phénotype vis-a-vis de son contenu en nitrate par rapport aux plantes sauvages. Ces
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résultats suggérent que AtCLCb n’est pas complétement indispensable ou que sa perte a
été compensée par d'autres transporteurs, potentiellement AtCLCa. Von der Fecht-
Bartenbach et al. (2010) concluent également que la formation d’hétérodiméres entre
AtCLCa et AtCLCb n’a que peu d'importance physiologique au niveau cellulaire. Ces
résultats sont maintenant a nuancer car, trés récemment, dans le laboratoire, Astrid Agorio
a trouvé que dans certaines conditions azotées du milieu, le double mutant atclca/atclch
présente un phenotype accentué par rapport aux simples mutants (Agorio, communication

personnelle).
11.5.3. AtCLCc

AtCLCc est le troisieme membre de la famille AtCLC localisé sur le tonoplaste a
avoir éteé bien étudié (Harada et al., 2004 ; Lv et al., 2009 ; Jossier et al., 2010). L’analyse
de la sequence d’ AtCLCc affiche les caractéristiques d'un transporteur avec une sélectivité
pour le chlorure (Zifarelli et Pusch, 2010). AtCLCc est fortement exprimé dans des cellules
de garde et le pollen et, plus faiblement dans les racines (Jossier et al., 2010).

Au laboratoire, Mathieu Jossier et collaborateurs (2010) ont mené les études sur
quatre lignees mutantes d’insertion ADN-T indépendantes d’Arabidopsis d’accession Col-
0 et WS. L’ouverture des stomates chez les mutants atclcc est réduite en réponse a la
lumiére ainsi que la fermeture des stomates en réponse a I’ABA. Les plantes mutantes
atclcc sont hypersensibles au traitement de NaCl lorsqu'elles sont cultivées sur le sol ou in
vitro. Le phénotype des mutants est associé a des modifications de contenu en chlorure
dans les cellules de garde et dans les racines. Ainsi, ils ont montré que la protéine AtCLCc
est essentielle pour les mouvements stomatiques et la tolérance au sel par la régulation de
I’homéostasie du chlorure. AtCLCc participerait alors a I’entrée du C1” dans la vacuole
(Jossier et al., 2010). D’autres travaux suggérent que AtCLCc pourrait étre responsable du
passage du nitrate au travers du tonoplaste car les mutants atclcc présentent un phénotype

de sous accumulation de nitrate dans la partie foliaire (Harada et al., 2004).
11.5.4. AtCLCd

La séquence d’AtCLCd suggére qu’il pourrait étre un échangeur de chlorure /
proton (Zifarelli et Pusch, 2010). La fonction d’AtCLCd chez Arabidopsis thaliana reste
obscure. Selon von der Fecht-Bartenbach et al., (2007), AtCLCd peut étre co-localisée
avec une sous-unité de V-type ATPase VHA-al et jouer un réle dans le réseau de trans-
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Golgi. L'invalidation de la fonction d'AtCLCd rend le mutant atclcd-1 hypersensible a la
concanamycin A, un inhibiteur spécifique de V-ATPase ce qui suggére son implication

dans I’acidification du trans-Golgi (Dettmer et al., 2006).
11.5.5. AtCLCe et AtCLCf

Marmagne et al. (2007) ont montré qu’AtCLCe et AtCLCf, apparentées aux
protéines CLC procaryotiques, sont associees aux membranes des thylakoides et a
I’appareil de Golgi respectivement. En accord avec sa localisation, AtCLCe est impliquée
dans I’activité de la machinerie photosynthétique de la plante. La fonction d’ AtCLCf reste

inconnue a ce jour.
11.5.6. AtCLCg

En ce qui concerne le dernier membre de la famille AtCLC, AtCLCg, les travaux de
Lv et collaborateurs (2009) suggerent une localisation tonoplastique de cette protéine.
Parallelement, une analyse protéomique a montré que la protéine AtCLCg est présente
dans la cellule Arabidopsis thaliana (Chang et al., 2009). Mais, en ce qui concerne de la

fonction d’AtCLCg, aucune information n’a été publiée.
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PROJET DE THESE

Le génome d'Arabidopsis thaliana comporte 7 membres de la famille CLC, tous
localisés au niveau d'endomembranes (Lv et al., 2009). Avant mon arrivée au laboratoire,
en 2006, A. De Angeli avait pour la premiére fois caractérisé AtCLCa comme étant un
transport préférentiel de nitrate par rapport aux ions chlorures. En 2007, A. Marmagne a
démontré qu’AtCLCe était localisé dans la membrane des thylacoides et impliqué dans
I’activité photosynthétique et, qu’AtCLCf est localisé dans la membrane de ’appareil de
Golgi. M. Jossier en 2010 a montré qu’ AtCLCc était localisé dans le tonoplaste et impliqué
dans la tolérance au stress salin. Pour ce qui concerne d’AtCLCg, des travaux
protéomiques sur I’isolement d’interacteur avec les protéines 14.3.3 montrent que cette
protéine est présente dans les plantes d’Arabidopsis et pourrait y avoir un role (Chang et
al., 2009). Lv et collaborateurs (2009) ont suggéré une localisation tonoplastique de cette
protéine. Mais jusqu’a ce jour, aucune recherche concernant le role d’AtCLCg n’a été

publiée, d’ou son étude approfondie dans le cadre de mes travaux de these.

Dans une premiére partie, j’ai voulu caractériser la fonction d’AtCLCg in planta.
J’ai, entre autres, étudié les localisations subcellulaire de la protéine et tissulaire de
I’expression génique. J’ai ensuite analysé le phénotype de deux mutants d’insertion

d’ADN-T dans ce géne et montré I’implication d’AtCLCg dans la réponse au stress salin.

AtCLCc, étant un autre AtCLC impliqué dans la résistance au stress salin, j’ai
voulu étudier, dans une deuxiéme partie, la redondance fonctionnelle entre AtCLCc et
AtCLCg en analysant le phénotype de la plante double mutante atclcc/atclcg. L’ensemble
de ces travaux m’ont permis ainsi de compléter I’ensemble des connaissances sur la famille

des CLCs chez Arabidopsis.
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Tableau R-1 : Liste des différentes formes d’ADNc contenant des changements
reperés aupres des colonies bactériennes

Type de changement Nombre de colonies testées Pourcentage (%)
+72nu 16 36
+14nu 2 4

-5nu 23 51

+1nu 4 9




Résultats

RESULTATS

Chapitre I - Identification et caractérisation d’AtCLCg

I. Clonage d’AtCLCg - plusieurs formes différentes d’ADNc

Lors de [I’initiation de I’é¢tude d’AtCLCg, aucune information concernant
I’identification et la caractérisation de cette protéine n’avait été publiée. D’apres les bases
de données (The Arabidopsis Information Resource (TAIR), www.arabidopsis.org), le
gene AtCLCg, situé dans la région péricentromérique du chromosome 5, est composé de

3228 paires de bases et contient 7 exons et 6 introns.

Nous avons commencé le projet en clonant I’ADNc d’AtCLCg afin d’obtenir les
outils pour étudier entre autres la localisation subcellulaire de la protéine. Pour ce faire, les
ARN totaux ont été extraits a partir des plantules entiéres d’Arabidopsis thaliana
d’accession Columbia (Col-0) ou Wassilewskija (WS), agées de 14 jours, pour synthétiser
les ADNCc (cf. Matériels et Méthodes). La PCR sur cette population d’ADNC a été réalisee
en utilisant les amorces spécifiques attBCLCgF et attBCLCgR+stop (cf. tableau M-1) afin
d’amplifier I’ADNc complet d’AtCLCg. Les fragments PCR ont été ensuite introduits dans
le vecteur donneur pDONR207 par la réaction BP (BP Clonase® Il Invitrogen).

I.1. Description des différentes formes d’ADNc¢

Malgré 3 clonages répétés indépendants a partir des matériaux végétaux de
1I’accession Col-0 ou WS, nous n’avons pas pu cloner I’ADNc d’AtCLCg prédit par TAIR
pour des raisons inconnues. Par contre, en analysant la population d’ADNc, on s’est apercu
qu'il existe plusieurs types d'/ADNc d’AtCLCg qui sont tous différents par rapport a I'ADNc
prédit par les bases de données. Les changements se situent essentiellement dans la région

du cinquiéme intron, entre les exons 5 et 6. La proportion d’apparition de chaque forme est
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ADNc (+72) GCTTATACZ—\Z—\CTTCTTACTGGATAAGGTTCTGCGAGCTTACAACTACATATATGZ—\ 1048
ADNc prédit GCTTATACAACTTCTTACTGGATAAGGTTCTGCGAGCTTACAACTACATATATGAG---- 1044
ADN génomique GCTTATACAACTTCTTACTGGATAAGGTTCTGCGAGCTTACAACTACATATATGAGTAAG 1440
o o KKK K K K kK K K K K K ok kK K K ok ok kK K K K o ok ok ok ok kK K K K ok ok ok kR K K K
ADNc (+72) CTTACAACTACAGACACATACACACAAGTAAATGTTTTCTTGATTTCTAACAGTTTTTTC 1108
ADNC prédit = @ —m o e
ADN génomique CTTACAACTACAGACACATACACACAAGTAAATGTTTTCTTGATTTCTAACAGTTTTTTC 1500
ADNc (+72) TGTCCAGGAAAGGGGTTACTTGGARAATCCTCCTCGCTTGTGCGATATCGATTTTCACGT 1168
ADNc prédit = -————---- AAAGGGGTTACTTGGAAAATCCTCCTCGCTTGTGCGATATCGATTTTCACGT 1096
ADN génomique TGTCCAGGAAAGGGGTTACTTGGAARAATCCTCCTCGCTTGTGCGATATCGATTTTCACGT 1560
R EEE SR EES SRS EEESEEEEEEEEEEEEEEEEEEEESEEEEEEEEEEEEE S
ADNc (+14) GCTTATACAACTTCTTACTGGATAAGGTTCTGCGAGCTTACAACTACATATATGA-——-—— 1043
ADNc prédit GCTTATACAACTTCTTACTGGATAAGGTTCTGCGAGCTTACAACTACATATATGA-———— 1043
ADN génomique GCTTATACAACTTCTTACTGGATAAGGTTCTGCGAGCTTACAACTACATATATGAGTAAG 1440
kkkhkhkhkkhkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkkhkkhkkhkhxkxkkx
ADNC (+14) cm oo TTTTTTC 1050
ADNC prédit W @ —mm oo
ADN génomique CTTACAACTACAGACACATACACACAAGTAAATGTTTTCTTGATTTCTAACAGTTTTTTC 1500
ADNc (+14) TGTCCAGGAAAGGGGTTACTTGGAAAATCCTCCTCGCTTGTGCGATATCGATTTTCACGT 1110
ADNc prédit = —————-- GAAAGGGGTTACTTGGAAAATCCTCCTCGCTTGTGCGATATCGATTTTCACGT 1096
ADN génomique TGTCCAGGAAAGGGGTTACTTGGARAATCCTCCTCGCTTGTGCGATATCGATTTTCACGT 1560
B I ™
ADNc (-5) GCTTATACAACTTCTTACTGGATAAGGTTCTGCGAGCTTACAACTACATATATGAG---- 1044
ADNc prédit GCTTATACAACTTCTTACTGGATAAGGTTCTGCGAGCTTACAACTACATATATGAG---- 1044
ADN génomique GCTTATACAACTTCTTACTGGATAAGGTTCTGCGAGCTTACAACTACATATATGAGTAAG 1440
khkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkhkhkkkhkkkk*k
ADNC (=5) oo oo
ADNc prédit @ -
ADN génomique CTTACAACTACAGACACATACACACAAGTAAATGTTTTCTTGATTTCTAACAGTTTTTTC 1500
ADNc (-5)  meeeeeempe GGTTACTTGGAAAATCCTCCTCGCTTGTGCGATATCGATTTTCACGT 1091
ADNc prédit = ————---- AAAGGGGTTACTTGGAAAATCCTCCTCGCTTGTGCGATATCGATTTTCACGT 1096
ADN génomique TGTCCAGGAAAGGGGTTACTTGGAAAATCCTCCTCGCTTGTGCGATATCGATTTTCACGT 1560
K o o kKKK K K o ok kK K K K o ok kK K K K K ok ok kK K K ok ok ok ok kX K K K
ADNc (+1) GTCACTACAATGATCTAGCTAGCCTTATTTTCAACACAAATGATGATGCCATCAAAAACC 1276
ADNc prédit GTCACTACAATGATCTAGCTAGCCTTATTTTCAACACAAATGATGATGCCATCAAAAACC 1276
ADN génomique GTCACTACAATGATCTAGCTAGCCTTATTTTCAACACAARATGATGATGCCATCAAAAACC 1740
Kook kK Kk K K kK ok K K kK K kK K kK K ok Kk kK K ok K ok K K kK K ok Kk kK Kk K kK K
ADNc (+1) TTTTCAGCAAAAACACTGACTTCGAGTTTCATTATTTTTCGGTTCTCGTATTTTTTTGTC 1336
ADNc prédit TTTTCAGCAAAAACACTGACTTCGAGTTTCATTATTTTTCGGTTCTCGTATTTTTT-GTC 1335
ADN génomique TTTTCAGCAAAAACACTGACTTCGAGTTTCATTATTTTTCGGTTCTCGTATTTTTT-GTC 1799
khkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhhkkkhkhkkkhkkhkhkkkkkxk * %k
ADNC (+1) ACCTGCTTCTTCCTCAGTATCTTTAGCTATGGCATTGTTGCTCCAGCAGGGCTCTTTGTG 1396
ADNc prédit ACCTGCTTCTTCCTCAGTATCTTTAGCTATGGCATTGTTGCTCCAGCAGGGCTCTTTGTG 1395
ADN génomique ACCTGCTTCTTCCTCAGTATCTTTAGCTATGGCATTGTTGCTCCAGCAGGGCTCTTTGTG 1859
Kook kKK K Kk K K K Kk kK K kK K kK Kk K K ok Kk kK K kR K kK K ok K K ok Kk kK K kR K kK K

Figure R-1 : Quatre formes d’ADNc d’AtCLCg obtenues au cours des clonages

Dans la forme ADNc (+72) (A), le carré indique le codon stop TAA. Dans les
autres formes ADNc (+14) (B), ADNc (-5) (C) et ADNc (+1) (D), le codon stop
apparait plus loin dans la séquence et ne peut pas étre illustré sur I’image. Les
couleurs surlignées indiquent les positions de changement des formes d’ADNc. Le
jaune indique les ajouts de nucléotides, le bleu indique les délétions de
nucléotides. Les séquences ont été séquencées par GATC - Biotech™,
L’alignement a été réalise grace a ClustalW2.
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notée et est reportée dans le tableau R-1. Nous décrivons ci-dessous les formes d’ADNc en
fonction du nombre des nucléotides changés.

La premiére forme d’ADNc contenant un ajout de 72 nucléotides, nommé ADNCc
(+72), est présente a 36% par rapport au nombre total des colonies bactériennes que nous
avons testées. Ces 72 nucléotides correspondent parfaitement au cinquieme intron
d’AtCLCg predit dans les bases de données. Dans cette séquence, nous pouvons observer
qu’elle présente un codon stop (TAA) qui apparait dans la région au début de 1’insertion
(Figure R-1A).

La deuxiéme forme d’ADNc¢ contenant un ajout de 14 nucléotides, nommé ADNc
(+14), représente 4% des colonies testées au cours de nos 3 clonages indépendants. Ces 14
nucléotides correspondent & une partie du cinquiéme intron (Figure R-1B). A cause de
cette séquence, la phase de lecture est changée et un codon stop apparait précocement dans

le sixiéme exon.

La troisieme forme d’ADNc contenant un changement de 5 nucléotides, nommé
ADNCc (-5), représente 50% des colonies testées au cours de nos 3 clonages. Différente par
rapport aux deux formes d’ADNc précédentes, cette forme d’ADNc représente une
délétion de 5 nucléotides au début du sixiéme exon par rapport a la séquence d’ADNc
prédite dans les bases de données. Cette délétion change la phase de lecture et fait
apparaitre un codon stop peu aprés la délétion (Figure R-1C).

Enfin, la quatriéme forme d’ADNc contient une insertion d’un seul nucléotide au
milieu du sixieme exon, nommé ADNCc (+1). Cette forme présente une proportion de 10%
des colonies testées. L’insertion d’un nucléotide entraine 1’apparition d’un codon stop situé

peu apres le changement (Figure R-1D).
1.2. Proportion des formes d’ADNc (+72) et (+14) dans la population totale d’ADNc

Avec I’apparition de ces différentes formes d’ADNc, nous avons voulu savoir la
proportion de chaque forme dans la population d’ADNc grace a la technique PCR
quantitative en temps réel (QRT-PCR). Pour ce faire, nous avons désigné des couples
d’amorces spécifiques 172 - E6 et 114 - E6 qui sont capables de reconnaitre les formes
ADNCc (+72) et ADNc (+14) respectivement. Pour les formes ADNc (-5) et ADNc (+1), les
changements ne sont pas suffisants pour étre reperés par des amorces spécifiques. En
conséquence, nous n’avons pas pu analyser la proportion de ces 2 formes par rapport a la
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population totale d’ADNc. Nous avons également désigné un couple d’amorces
specifiques E7 - E8 qui repere la région centrale d’AtCLCg. Ce couple d’amorces reconnait
toutes les formes d’ADNc décrites ci-dessus et évidemment la forme d’ADNc prédite par
TAIR, autrement dit ’ADNc d’AtCLCg total. La position de chaque amorce est indiquée
dans la figure R-2A, B et C. La spécificité et ’efficacité des couples d’amorces ont été
verifiées avant de réaliser la PCR quantitative en temps réel en réalisant des courbes de
fusion des produits d’amplification (Figure R-2D) et en effectuant la gRT-PCR sur une
gamme de dilution d’ADNc. Les valeurs d’efficacité sont de 1,907 ; 1,918 et 1,902 pour
les couples d’amorces 172 - E6 ; 114 - E6 et E7 - E8 respectivement.

Comme nous montre le résultat de la PCR quantitative dans la figure R-2E, les
quantités des formes d’ADNc (+72) et d’ADNc (+14) ne représentent que 1% et 3% de la
population d’ADNc totale d’AtCLCg respectivement.

I1. Localisation subcellulaire et tissulaire d’AtCLCg

11.1. Localisation subcellulaire d’AtCLCg

La localisation subcellulaire d’AtCLCg était incertaine au début de mon travail de
thése. En 2009, utilisant comme témoin positif une protéine localisée spécifiquement sur le
tonoplaste (water channel protein CFP-3-TIP), Lv et al. ont conclu que la protéine AtCLCg
est située sur cette membrane. Comme l'image de la localisation d’AtCLCg montre, selon
nous, une localisation sur une membrane d’un compartiment intracellulaire autre que la
vacuole, la confirmation de sa localisation sur membrane vacuolaire était préférable
(Figure R-3A).

Afin d’éviter les difficultés liées au clonage de I’ADNc, nous avons cloné I’ADN
génomique d’AtCLCg et I’avons introduit dans le vecteur d’expression pMDC43 qui
permet de former la protéine fusion GFP-AtCLCg en N-terminale. Ce vecteur a été ensuite
introduit transitoirement dans des protoplastes d’Arabidopsis thaliana par la technique de
transformation transitoire en présence de PEG (Thomine et al., 2003). La formation de la
protéine fusion ainsi que sa localisation sont observées apres 48 h sous microscope a
fluorescence de type confocal, nous avons observé le signal de la GFP sur le tonoplaste
(Figure R-3B). Cette expérience a éte répétee 3 fois et nous avons toujours obtenu le méme

résultat. Ceci confirme la localisation tonoplastique d’AtCLCg.

38



Figure R-3 : Localisation subcellulaire d’AtCLCg

(A) La localisation tonoplastique d’AtCLCg d’aprés Lv et al., 2009, (Al) image de
fluorescence de la protéine fusion AtCLCg-YFP, (A2) image de fluorescence de la
protéine fusion CFP-5-TIP, (A3) image fusionnée et (A4) image prise en transmission,
la barre d’échelle est de 5 um, les protoplastes utilisés sont des protoplastes de cellules
du mésophylle du tabac. (B, C, D, E et F) Images du microscope confocal sur des
protoplastes d’Arabidopsis thaliana transformes transitoirement avec les constructions
suivantes  pMDC43::GFP-AtCLCg  génomique, = pMDC43::GFP-ADNc(+72),
pMDC43::GFP-ADNc(+14), pMDC43::GFP-ADNCc(-5) et pMDC43::GFP-ADNCc(+1)
respectivement. Les protoplastes transformés ont été observés sous microscope
confocal (a, d, g, j, m) ou en transmission (c, f, i, I, 0). Les images fusionnées sont
présentées en b, e, h, k et n.
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11.2. Localisation subcellulaire des protéines issues de différentes formes d’ADNc

L’apparition de trois formes d’ADNc (+72), ADNc (+14) et ADNc (-5) nous
suggere éventuellement un probléme dans le phénoméne d’épissage d’AtCLCg car les
changements de nucléotides dans ces formes correspondent a I’intron 5 ou a la région entre
I’intron 5 et I’exon 6. Pour la forme ADNc (+1), cette hypothése d’épissage n’est plus

valable car le changement a eu lieu au milieu du sixiéme exon.

Afin d’¢étudier les raisons d’existence et rdles respectifs des différentes formes
d’ADNc, nous avons mené 1’étude de la localisation subcellulaire des protéines issues de
ces formes d’ADNC en introduisant ces ADNc dans le vecteur d’expression pMDCA43,
utilisé pour étudier la localisation protéique comme précédemment. La formation de la
protéine de fusion ainsi que sa localisation sont observées apres 48 h sous microscope a
fluorescence de type confocal. 1l est nécessaire de rappeler que dans tous les cas, a partir de
la séquence de 4 formes d’ADNCc obtenus, la traduction en protéine prédite donne toujours
une protéine tronquée. Les changements ont modifié la phase ouverte de lecture (ORF),

faisant apparaitre un nouveau codon stop en amont de celui prédit.

Comme le montre la figure R-3C, D, E et F, seule la protéine de fusion GFP-
AtCLCqg issue de la forme ADNCc (+72) s’adresse au tonoplaste, la protéine de fusion
GFP-AtCLCg issue de la forme ADNc (+14) est présente dans le cytosol, tandis que celles
issue de la forme ADNCc (-5) et ADNc (+1) ne donnent pas de signal de fluorescence. Ces

observations peuvent étre expliquées par les hypotheses suivantes.

D’abord pour la forme d’ADNc (+72), il est possible que 1’épissage se soit déroulé
correctement - ces 72 nucléotides correspondant au cinquiéme intron seraient éliminés - et
donne une protéine ayant la méme fonction que la protéine prédite ou protéine non
tronquée. Une autre hypothese serait que cette forme d’ADNc donne une protéine tronquée
qui s’adresse au tonoplaste; on peut se demander si cette protéine tronquée peut posséder
d’autre(s) fonction(s) sur le tonoplaste que celle de la protéine sauvage. Pour vérifier si
notre hypothése d’épissage proposé est correcte, une expérience de « Western blot » a été
réalisée avec I’anticorps anti-GFP disponible au laboratoire pour préciser la taille de la
protéine. Malheureusement cela n’a pas fonctionné et il nous faudrait recommencer

I’expérience.
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Figure R-4 : Expression tissulaire d’AtCLCg

Analyses histochimiques des plantes transgéniques d'Arabidopsis thaliana Col-0
exprimant Py ¢q::GFP-GUS. Les photographies présentées sont : (a) une
plantule de 10 jours; (b) la face inférieure de la feuille montrant des cellules de
gardes de stomates; (c) des cellules du mésophylle; (d) la partie du collet; (e) la
racine principale; (f) I’apex de la racine principale.
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Avec la forme d’ADNc (+14), les protoplastes observés en microscope confocal
présentent un signal de fluorescence GFP dans le cytosol. Ainsi la protéine issue de cette
forme a perdu sa capacité a s’adresser au tonoplaste. Cela montre que la partie manquante
dans la protéine tronquée pourrait jouer un réle important pour 1’adressage au tonoplaste et

que la protéine tronquée possederait éventuellement d’autre(s) fonction(s).

Quant aux formes d’ADNc (-5) et ADNc (+1), nous n’avons pas pu observer de
signal de fluorescence dans les protoplastes. Ces changements ont probablement provoqué
une perturbation majeure dans la formation de la protéine fusion GFP-AtCLCg: soit la
fusion aboutit a la déformation de la protéine GFP ne lui permettant pas d’émettre un
signal de fluorescence, soit I’ARNm a été dégradé et méne a une absence de traduction des

ARNmM en protéine.
11.3. Expression tissulaire d’AtCLCg

Nous avons voulu ensuite caractériser I’expression tissulaire d’AtCLCg. La région
promotrice de 1859 paires de base en amont du codon «start» a été clonée. Cette
séquence a été introduite dans le vecteur d’expression pKGWFS7 contenant les genes uidA
et GFP fusionnés. Le vecteur généré a été utilisé pour la transformation de la plante
sauvage d’accession Col-0. Nous avons obtenu 12 lignées de plantes transgéniques
indépendantes de la génération T2 présentant une ségrégation de ¥ : ¥ pour le marqueur
de sélection. Parmi ces lignées, 4 lignées transgéniques indépendantes de la génération T3
qui présentent une descendance 100% pour le marqueur de sélection, et qui sont donc
homozygotes pour le transgéne, ont été étudiées. L’activité de la B-glucuronidase codée par
le gene uidA a été testée dans des plantes agées de 10 jours poussées in vitro apres ajout de
X-Gluc. Au niveau de la plante entiére, le promoteur d’AtCLCg s’exprime trés fortement
dans les feuilles, particulierement au niveau des cellules du mésophylle et non de
I’épiderme (Figure R-4a, b et c), assez fortement dans la région du collet et a la base de
I’hypocotyle et enfin plus faiblement dans la racine au niveau du cylindre central (Figure

R-4e) alors qu’aucune activité n’a été détectée dans I’apex de la racine (Figure R-4f).

Ce profil correspond aux prédictions d’expression d’AtCLCg disponibles dans les
bases de données (www.bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi ; Winter et al., 2007).
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Figure R-5 : Position des insertions ADN-T et analyse des transcrits chez les
mutants atclcg

(A) Schéma representent la position des ADN-T selon les données fournies par
GABI-Kat collection et des amorces spécifiques utilisées pour 1’analyse de la
transcription d’AtCLCg dans les 2 mutants atclcg.

(B) Confirmation par PCR du positionnement des ADN-T et détection des
transcrits d’AtCLCg chez les mutants. Les ADNg et ARNs totaux ont été extraits
a partir des plantules sauvages et mutantes atclcg, agées de 7 jours cultivées sur
milieu in vitro 2MS. La synthése d’ADNc a éteé réalisée suivie d’une PCR en
utilisant les amorces spécifiques 1 a 6. Les expériences similaires ont été
réalisées sur I’ADN génomique avec les mémes couples d’amorces pour Vveérifier
que les couples d’amorces ont bien fonctionné et pour confirmer 1’endroit de
I’insertion ADN-T dans chaque mutant. L’expression de I’actine2 a été
également analysée dans les différents échantillons comme controle.
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I11. Criblage des mutants atclcg et production des plantes

complémentees

Parmi 7 membres de la famille protéique AtCLCs chez Arabidopsis thaliana,
AtCLCg est la quatrieme protéine identifiée sur le tonoplaste. Ceci montre le role
important de cette famille dans les échanges de molécules au travers du tonoplaste. Les
AtCLCs tonoplastiques peuvent étre divisées en deux groupes, un groupe impliqué dans
I’homéostasie du nitrate vacuolaire (AtCLCa et AtCLCb) et ’autre groupe impliqué dans
le passage du chlorure au travers le tonoplaste (AtCLCc). Quant a AtCLCg, nous n’avons
aucune information concernant son réle physiologique : serait-elle impliquée dans
I’homéostasie du nitrate et/ou dans le passage de chlorure? Pour mieux comprendre sa
fonction, il était nécessaire de chercher des plantes mutantes atclcg pour pouvoir avoir des

outils génétiques.
I11.1. A la recherche des mutants atclcg

Afin d’étudier la fonction d’AtCLCg in planta, les plantes mutantes invalidées par
I’insertion d’un ADN-T ont été recherchées auprés du Centre européen de stock
d’Arabidopsis (NASC - http://arabidopsis.info/). Nous avons trouvé 2 mutants provenant
de la collection GABI (GK-506B12-019732 appelé atclcg-1 et GK-214E12-014139 appelé
atclcg-2). Les positions des insertions d’ADN-T chez ces deux mutants sont indiquées
dans la figure R-5A. Les plantes mutantes atclcg homozygotes sont sélectionnées par PCR
avec une amorce spécifique de I’ADN-T et une amorce spécifique d’AtCLCg (cf. tableau

M-1). Elles sont utilisées pour la suite des expériences.

En analysant I’extinction d’AtCLCg chez ces deux mutants, nous avons observé que
les deux mutants possedent toujours des transcrits partiels alors qu’aucun transcrit de
pleine longueur n’a pu étre détecté (Figure R-5B). Comprenant un ADN-T a la jonction
entre le cinquieme intron et le sixiéme exon, le mutant atclcg-1 présente un transcrit partiel
avant de la position de I’insertion ADN-T. Cette insertion n’empécherait pas la
transcription du géne qui pourrait commencer au début du géne jusqu’a l’insertion et
s’arréterait probablement dans I’insertion ADN-T. Le mutant atclcg-2 portant un ADN-T
au milieu du sixieme exon du gene, donne un transcrit aprés I’insertion d’ADN-T. Ce

dernier pourrait contenir des séquences nucléotides particulieres telles qu’un codon «start»
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Figure R-6: Sélection des plantes complémentées.

Pour détecter le niveau d’expression du transgene, les ARNm sont extraits a
partir du matériel vegétal des plantules agées de 2 semaines développées in vitro
sur milieu ¥2MS, suivi d’une synthése d’ADNc. La gRT-PCR a été réalisée par
les couples d’amorces spécifiques qgS et qgAS reportés dans le tableau M-1 (cf.
la partie Matériel et Méthodes). (A) Sélection des plantes complémentées pour le
mutant atclcg-1. Nous avons pris trois lignées 1.2.2, 1.2.6 et 1.5.9 comme
exemple pour les lignées complémentées atclcg-1 35S::CLCg. Le niveau
d’expression d’AtCLCg chez deux lignées 1.2.2 et 1.3.6 est restauré par rapport
au sauvage Col-0 et non chez la lignée 1.5.9. (B) Sélection des plantes
complémentées pour le mutant atclcg-2. Pour les lignées complémentées atclcg-
2 35S::CLCg, nous avons obtenu deux lignées 2.3.8 et 2.4.9 qui ont une
expression d’AtCLCg de 5 a 6 fois plus forte par rapport au sauvage Col-0,
inversement chez la lignée 2.6.13. L’expression d’AtCLCg est bien évidemment
éteinte dans les mutants atclcg-1 et atclcg-2.
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qui permet d’initialiser la transcription jusqu’a la fin du géne. Nous pouvons constater qu’il
existe des cas similaires a ces mutants tels que les mutants atsar3-3 (pour Suppessor of
Auxin Resistance) (Parry et al., 2006) ou atarr1-3 (pour Arabidopsis Response Regulators)
(Argyros et al., 2008) ou encore atirelb-2 (pour Inositol-Requiring Enzyme 1) (Chen et
Brandizzi, 2011). Chez ces mutants, aucun transcrit de pleine longueur n’a été détecte et la
protéine tronquée pourrait jouer un réle dans le phénotype du mutant.

I11.2. Production des plantes complémentées

Nous avons généré les plantes mutantes atclcg complémentées par transformation
avec Agrobacterium tumefaciens portant le vecteur pAlligator2::AtCLCdgenomique QUi
permet d’exprimer AtCLCg sous le contréle d’un double promoteur fort et constitutif
CaMV 358S. Plusieurs lignées transgéniques ont été obtenues. Les graines des générations
suivantes de ces lignées ont été obtenues par autofécondation. Les plantes de la génération
T2 présentant une ségregation de % : Y4 pour le marqueur de selection ont été
sélectionnées. Parmi ces lignées, des lignées homozygotes de la génération T3 qui
présentent une descendance 100% pour le marqueur de sélection ont été sélectionnées.
Nous avons d’abord vérifié 1’expression de la transcription d’AtCLCg chez toutes les
lignées homozygotes obtenues par qRT-PCR (Figure R-6). Nous avons observé pour
chaque mutant atclcg deux types de plantes complémentées: des plantes complémentées
avec une tres forte expression du transgene comme la lignée 2.3.8 et 2.4.9 ; et des plantes
complémentées avec des niveaux d’expression équivalents a ceux du sauvage, par exemple
lignée 1.2.2 et 1.3.6. Par la suite, seules les lignées complémentées phénotypiquement ont
été choisies finalement pour les expériences physiologiques ultérieures. Ici les lignées
complémentées 1.3.6 et 2.4.9 ont été respectivement sélectionnées pour les mutants atclcg-

1 et atclcg-2.
IV. Caractérisation fonctionnelle d’AtCLCg

Au vu du réle connu des AtCLCs dans le transport du NOj3™ et/ou CI, nous nous
sommes posés la question : est-ce que AtCLCg est impliquée dans I’homéostasie du nitrate
et/ou dans la réponse au stress salin ? Pour ce faire, dans un premier temps, nous avons
commencé par chercher le phénotype des mutants atclcg comparés au sauvage vis-a-vis de
I’homéostasie du nitrate et, dans un deuxieme temps, par voir si cette protéine joue un role

dans la réponse de la plante au stress salin.
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Figure R-7: Implication d’AtCLCg dans I’homéostasie du nitrate.

(A) Contenu en nitrate dans les parties foliaires et racinaires chez les plantes
sauvages et chez les mutants atclcg. Les plantes sauvages et mutantes sont mises
a pousser in vitro sur milieu ABIS dont le contenu de nitrate est fixé a 7 mM.
Aprés trois semaines de croissance, les parties foliaires et racinaires sont
récupérées séparement, puis le contenu en nitrate est mesuré. L’expérience a été
répétée trois fois, les valeurs sont des moyennes de trois répétitions
indépendantes. Les barres d’erreurs correspondent aux écarts types.

(B) Expression d’AtCLCg en réponse & la limitation et la remise en azote dans le
milieu de croissance. Les plantes ont poussé pendant 2 semaines sur milieu
hydroponie contenant d’azote (+N), puis pendant 5 jours sur milieu limitant en
azote (-N) et enfin pendant 1 heure dans le milieu initial en rajoutant le nitrate
afin d’obtenir une réinduction par le nitrate. Le prélevement de matériel
biologique est effectué au moment de changement de contenu en nitrate de 6 mM
(+N) a 0,2 mM (-N) (point controle), apres 1 heure, 48 heures et 120 heures sur
milieu limitant en azote et 1 heure aprés la remise a condition initiale. Les
ARNM ont été extraits suivi d’une synthése d’ADNc. L’expression d’AtCLCg a
été quantifiee par qRT-PCR en utilisant le couple d’amorces qgS et qgAS.
L’expérience a €té réalisee une fois, les valeurs sont la moyenne de trois
répétitions biologiques. Les barres d’erreurs correspondent aux écarts types.
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A noter, nos conditions de culture sur sol en serre n'ont pas permis de mettre en
évidence des différences macroscopiques entre les deux lignées mutantes atclcg-1 et
atclcg-2 et les plantes sauvages, ce qui suggere qu'AtCLCg n'intervient pas dans le

développement général de la plante.

IV.1. AtCLCqg ne joue pas de role dans ’homéostasie du nitrate dans les

conditions testées

Comme le mutant atclca contient moins de nitrate par rapport au sauvage en
condition de culture in vitro standard ABIS (Geelen et al., 2000), ou le mutant atclcb dans
certaines conditions de culture accumule moins de nitrate par rapport au sauvage (A.
Agorio, communication personnelle), nous avons voulu Vérifier si les mutants atclcg
montraient des différences de contenu en nitrate vis-a-vis du sauvage. Pour ce faire, les
plantes sauvages et mutantes ont été mises a pousser in vitro sur milieu ABIS dont le
contenu de nitrate était fixé a 7 mM. Apres trois semaines de développement sur ce milieu,
les parties foliaires et racinaires ont été récupérées séparément puis le contenu en nitrate a
été mesuré. En observant le résultat dans la figure R-7A, nous trouvons qu’il n’y a pas de
différence de contenu en nitrate entre le sauvage et les mutants, ni dans la partie foliaire ni
dans la partie racinaire. Ces résultats suggerent que, dans ces conditions, la protéine
AtCLCg ne participe pas au déplacement du nitrate de la vacuole vers le cytosol ou

inversement.

Sachant que les expressions des genes connus, par leur role dans I’homéostasie du
nitrate, sont tous régulés selon les conditions environnementales en azote (Forde, 2000 ;
Peng et al., 2007 ; Ho et Tsay, 2010), nous avons alors voulu tester s’il y avait
éventuellement des changements d’expression d’AtCLCg suivant les conditions
environnementales en azote. Nous avons pu effectuer une expérience en hydroponie dans
laquelle on a fait varier les conditions nutritionnelles en azote: apres 2 semaines sur milieu
a forte concentration en NO3™ (6 mM NO3), les plantes ont été transférées sur un milieu
limitant en azote (0,2 mM NOg3’) pendant 120 heures avant d’étre replacées sur milieu
standard 6 mM NO3". Nous avons pu constater qu’AtCLCg ne répondait pas a la limitation
d’azote dans le milieu de croissance, aussi bien dans la partie foliaire que dans la partie
racinaire, a court terme de méme qu’a long terme. Son expression n’est pas induite lorsque

I’on rajoute du NO3™ dans le milieu (Figure R-7B).
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Figure R-8: Les mutants atclcg cultivés
sur sol en serre sont hypersensibles au
NaCl

Les plantes sont cultivées sur sol en
serre pendant 2 semaines et ensuite sont
arrosées avec de l'eau déionisée
seulement (A) ou de I’eau contenant
250 mM de NaCl (B,C) pendant 5
semaines. Les photos des plantes ont été
prises 7 semaines apres germination (5
semaines apres le début du traitement
de la salinite).
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A partir de ces résultats, nous avons constaté que 1’expression d’AtCLCg est
indépendante du changement d’azote environnemental. Cette protéine ne joue pas de réle

dans I’homéostasie du nitrate de la plante dans les conditions testées.
IV.2. AtCLCqg est implique dans la réponse au stress NaCl

IV.2.1. Les plantes mutantes atclcg sont hypersensibles au NaCl par rapport au

sauvage
IV.2.1.1. Phénotype des mutants en condition de culture en serre

Les plantes mutantes atclcg-1, atclcg-2 et sauvages d’accession Col-0 ont d'abord
été cultivees sur sol en serre. Au début de 1’expérience, les plantes ont été arrosées pendant
2 semaines normalement afin d’homogénéiser leurs croissances. Ensuite, elles ont été
arrosées pendant 5 semaines avec de I'eau déionisée seulement ou de I'eau supplémentée
avec 250 mM NaCl. Les plantes sauvages et les deux mutantes arrosées avec de 1’eau
présentent une croissance et un développement identiques. En revanche, avec le sol arrosé
par 250 mM NacCl, les plantes mutantes présentent un phénotype d’hypersensibilité au
NaCl par rapport aux plantes sauvages (Figure R-8B et C). Chez les plantes mutantes, les
rosettes sont plus petites, les feuilles sont chlorotiques et les hampes florales sont plus

courtes que celles du sauvage.
IVV.2.1.2. En condition de culture in vitro les mutants montrent:
a) Une réduction de leur matiére fraiche

Afin d’analyser ce phénotype en détail, nous avons d’abord fait pousser in vitro les
plantes sauvages Col-0, les mutants atclcg-1, atclcg-2 et les plantes complémentées atclcg-
1 35S::AtCLCg, atclcg-2 35S::AtCLCg sur le milieu de contrble ¥2MS (pour Murashige et
Skoog) (Murashige et Skoog, 1962) et sur une série du milieu ¥2MS contenant différentes
concentrations de NaCl (25, 50, 75 et 100 mM de NaCl). Nous avons également réalisé
I’expérience in vitro pour deux durées différentes (2 et 3 semaines). Lorsque les plantes
poussent sur le milieu de contrdle ¥2MS, que ce soit apres deux ou trois semaines de
développement, on peut constater que les mutants sont identiques aux sauvages. Par contre,
sur le milieu de NaCl, on peut d’abord observer 1’effet du stress NaCl sur la croissance de
tous les génotypes, c'est-a-dire que les plantes se développent de moins en moins bien

quand on augmente de plus en plus la concentration de NaCl dans le milieu. Nous avons
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Figure R-9: Les mutants atclcg se développent moins bien sur NaCl que le
sauvage

Les plantes sauvages (Col-0), mutantes (atclcg-1 et atclcg-2) et complétées
(atclcg-1 35S::CLCqg et atclcg-2 35S::CLCqg) ont été cultivées 3 semaines in vitro
sur du “2MS seul ou complété par 75 mM de NaCl (A). Les masses fraiches des
parties foliaires (B) et racinaires (C), la longueur de la racine principale (D) et le
nombre des racines secondaires (E) ont été mesurées. Les valeurs sont des
moyennes de trois répétitions indépendantes (n = 20). Les astérisques indiquent
des différences statistiquement significatives (P < 0,05) entre les mutants et le
sauvage (test de « student »).
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constaté qu’aux concentrations 25 et 50 mM NaCl, il n’y a pas de différence significative
de masse fraiche entre mutants et sauvages, alors qu’a la concentration de 100 mM NacCl,
tous les genotypes semblent avoir arrété leur croissance a 1’état de deux cotylédons
(données non montrées). C’est a la concentration de 75 mM NaCl que nous pouvons
observer une différence phénotypique entre les plantes mutantes et sauvages (Figure R-
9A). Cette différence est accentuée avec le temps : les plantes mutantes présentent un

phénotype plus fort a 3 semaines qu’a 2 semaines.

Apreés 3 semaines de développement in vitro sur milieu contenant 75 mM de NaCl,
nous avons pu voir une diminution significative de la biomasse chez les mutants par
rapport au sauvage, aussi bien dans la partie aérienne (diminution de 15%; Figure R-9B)
que dans la partie racinaire (diminution de 35%; Figure R-9C). Ce phénotype est absent
chez les plantes complémentées. Malgré que les différences soient faibles entre le sauvage

et les mutants, ce résultat est reproductible et significatif.

A noter que pour la suite des expériences, nous avons utilisé le milieu %2MS avec la
concentration de 75 mM NaCl pour le milieu de stress salin et une croissance des plantes in

vitro d’une durée de 3 semaines.

b) Une diminution de la longueur de racine principale et du nombre de racines

secondaires

Pour étudier I’impact du stress NaCl sur la structure du systeme racinaire des
plantes, les photos des boites de culture in vitro des plantes décrites dans 1’expérience ci-
dessus ont été prises, et ont ensuite été traitées par le logiciel EZ-Rhizo (Armengaud et al.,
2008) pour obtenir les données sur la longueur de la racine principale. Le nombre de
racines secondaires a été compté manuellement. Apres avoir analysé les données entre tous
les génotypes, nous avons pu observer que sur milieu “aMS, il n’y a pas de différence de
longueur pour la racine principale et pour le nombre de racines secondaires. Mais lorsque
les plantes poussent sur milieu ¥2MS contenant 75 mM NaCl, les mutants présentent une
diminution significative de 15% pour la longueur de la racine principale et de 18% pour le
nombre de racines secondaires par rapport au sauvage (Figure R-9D et E). Les plantes

complémentées présentent un phénotype similaire a celui du sauvage.
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Figure R-10: Impact de I’ADN-T sur le phénotype NaCl

Les plantes sauvages Col-0, mutantes atclcg, atnramp3 et atvitl-1 sont cultivées
in vitro sur milieu ¥2MS et %2MS ajouté 75 mM NaCl pendant 14 jours. Les
masses fraiches des rosettes et des racines sont mesurées séparément. Cette
expeérience a été répétée 2 fois avec le nombre de plantes par génotype n = 15 a
chaque fois. Les astérisques indiquent des différences statistiquement
significatives entre les plantes mutantes atclcg et les plantes sauvages (P < 0,05,
test de « student »).
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IV.2.2. Le phénotype des plantes mutantes atclcg est spécifiguement lié a I’insertion
de PADN-T

Pour micux comprendre le role d’AtCLCg, nous avons voulu vérifier que le
phénotype des plantes mutantes analysées ci-dessus était bien lié a la présence de
I’insertion ADN-T dans le géne AtCLCg et non a I’ADN-T lui-méme. Pour ce faire, nous
avons choisi deux autres mutants d’ADN-T ayant le méme type d’insertion d’ADN-T, dans
le méme fond d’accession Col-0, qui sont tout a fait différents par rapport au mutant atclcg
et disponibles dans le laboratoire: atnramp3 et atvitl-1. AtNRAMP3 est une protéine
vacuolaire dans la famille NRAMP (Natural Resistance-Associated Macrophage Protein)
qui est responsable du transport du manganese, du cadmium et du fer chez A. thaliana
(Thomine et al., 2000). AtVIT1 est un membre de la famille AtVIT (Vacuolar Iron
Transporter) qui prend en charge la séquestration de fer dans le vacuole (Ravet et al.,
2009). Nous avons cultivé in vitro les plantes sauvages, les deux mutants atclcg, les
mutants atnramp3 et atvitl-1 sur milieu de culture ¥2MS seul ou additionné de 75 mM
NaCl. Apres 14 jours de développement, nous avons mesuré la masse fraiche de ces
plantes en séparant les racines et les feuilles. Le résultat est montré dans la figure R-10.
Nous pouvons observer que sur le milieu 2MS, aucune différence entre ces génotypes n’a
été repérée. Les masses fraiches des plantes mutantes sont toutes identiques a celles du
sauvage. En revanche, sur milieu de stress salin avec la concentration de 75 mM NacCl,
nous retrouvons le phénotype d’hypersensibilité au sel uniqguement pour les mutants atclcg,
tandis que les deux mutants atnramp3 et atvitl-1 montrent un phénotype similaire au
sauvage Col-0. Cela veut dire que le phénotype observé chez les mutants atclcg est bien lié
a la disruption de ce gene.

IV.2.3. Le phénotype des plantes mutantes atclcg est spécifiquement lié au chlorure

Les plantes mutantes atclcg présentent un phénotype quand elles se développent sur
milieu en exces de sodium et chlorure. Nous avons voulu tester si le phénotype
d’hypersensibilité des plantes mutantes atclcg est spécifiquement lié a la sensibilité au
chlorure et non au sodium. Nous avons réalisé le test de stress salin en changeant le milieu
MS contenant 75 mM NaCl par du ¥2MS contenant 75 mM KCI. Dans ce contexte, le
milieu de croissance contient la méme concentration d’anion chlorure que dans
I’expérience précédente, sauf que Na™ a été remplacé par K. Aprés trois semaines de
développement, les plantes sur milieu ¥2MS sans KCI sont identiques les unes aux autres.
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Figure R-11: Les mutants atclcg sont hypersensibles au KCI mais non au mannitol

La masse fraiche en milligrammes des parties foliaires (A et C), des partie racinaires (B et
D), la longueur de la racine principale en centimétre (E et F) et le nombre de racines
secondaires (G et H) ont été mesureés sur les plantes sauvages (Col-0), les mutants (atclcg-
1 et atclcg-2) et les plantes complétées (atclcg-1 35S::CLCg et atclcg-2 35S::CLCQ)
cultivées 3 semaines in vitro sur du ¥2MS seul ou complété par 75 mM de KCI, ou par 140
mM de mannitol. Le logiciel EZ-Rhizo a été utilisé pour mesurer la longueur de la racine
principale, le nombre de racines secondaires a été compté manuellement. Les valeurs sont
des moyennes de trois répétitions indépendantes (n = 15). Les astérisques indiquent des
différences statistiguement significatives (P < 0,05) entre les mutants et le sauvage (test de
« student »).
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Sur milieu ¥2MS avec 75mM de KCI, le méme phénotype de diminution de biomasse chez
les mutants atclcg a été observé (Figure R-11A et C). Quant a la longueur de la racine
principale et au nombre de racines secondaires, quand les plantes se développent sur milieu
.MS avec ajout de 75 mM KCI, nous avons observé une diminution de ces données de
I’ordre de 24% et de 22% chez les plantes mutantes (Figure R-11E et G). Les plantes
complémentées présentent un phénotype comme le sauvage. Cependant, les ions K"
semblent plus toxiques que les ions Na* car les plantes sur KCI présentent une croissance
plus faible au niveau des feuilles et des racines que celles sur NaCl. Ce resultat suggere

que le phénotype des mutantes atclcg est spécifiquement lié a I’anion chlorure.

Pour confirmer que le phénotype d’hypersensibilité des mutants atclcg sur milieu
salin n'était pas dd au stress osmotique causé par NaCl ou KCI, des expériences identiques
ont été réalisées sur milieu ¥2MS contenant du mannitol qui n’est pas métabolisé par les
plantes et provogue une contrainte osmotique constante (Arenas-Huertero et al., 2000). Les
plantes sauvages Col-0, les mutants atclcg-1, atclcg-2 et les plantes complémentées ont été
cultivées pendant 3 semaines sur milieu ¥2MS additionné de 55, 110 ou 140 mM mannitol,
générant une gamme d’osmolarité de 100, 155 ou 185 mOsm respectivement. La pression
osmotique de la solution a 140 mM mannitol est équivalente a celle du milieu 75 mM NaCl
ou 75 mM KCI (Figure R-11). Aprés 21 jours de développement dans la chambre de
culture sur ces milieux, de maniere générale, les plantes présentent une croissance tres
réduite par rapport a celles développées sur milieu ¥2MS seul. Ceci est caractéristique
d’une perte d’eau par plasmolyse et déshydratation des cellules durant le stress osmotique
(Flowers et Yeo, 1986 ; Munns, 2002). En analysant le résultat, nous pouvons constater
qu’aucune différence significative de biomasse, de longueur de racine principale, de
nombre de racines secondaires n’a été observée pour les deux mutants atclcg par rapport au
sauvage lorsque les plantes ont poussées sur milieu 2MS additionné de différentes
concentrations de mannitol (Figure R-11B, D, F et H). Nous pouvons en conclure que la
diminution de la biomasse observée sur NaCl chez les mutants atclcg est liee a un stress

anionique et non osmotique.

IV.2.4. Le contenu des anions chez les plantes mutantes est modifié par rapport au

sauvage

Lorsque les plantes poussent sur milieu de stress NaCl, des mécanismes

physiologiques se mettent en place pour permettre a la plante de tolérer ce stress, surtout
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Figure R-12: Contenu en anions des plantes sauvages et mutantes atclcg en
réponse au NaCl

Les contenus en chlorure (A), nitrate (B) et sulfate (C) en pumol par gramme de
masse fraiche (MF) ont été mesurés dans les parties foliaires et racinaires des
plantes sauvages et mutantes apres 21 jours de développement sur milieu de
culture in vitro 2MS et ¥2MS contenant 75 mM de NaCl. Les valeurs sont les
moyennes des trois expériences indépendantes avec le nombre de plantes pour
chaque génotype sur chaque condition de culture n = 15. Les astérisques
indiguent des différences statistiquement significatives entre le traitement NaCl
et le témoin (P < 0,05, test de « student »)
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aux fortes concentrations des ions Na* et CI" dans la feuille ou a lieu la photosynthése
(Munns et Tester, 2008). Nous avons effectué des dosages de contenus en anions
inorganiques sur des plantes sauvages et mutantes cultivées in vitro en présence ou non de
75 mM de NaCl pour voir s’il y avait des differences. Nous avons voulu spécifiquement
mesurer les quantités de chlorure, nitrate et sulfate. La concentration de phosphate a été
mesurée également mais pour des raisons de dilutions des extraits végétaux cohérentes
avec la gamme des autres anions, nous n’avons pas pu obtenir les valeurs de concentration
pour cet anion. Ces dosages ont été réalisés par S. Citerne de la plateforme Chimie du

Végétal (PFCV) de I’Institut national de la recherche agronomique de Versailles.
a) Contenu en chlorure

En analysant les résultats obtenus lorsque les plantes ont poussé sur milieu ¥2MS,
nous pouvons constater qu’aucune différence de contenu en chlorure dans les parties
foliaires et racinaires n’a été observée entre le sauvage Col-0 et les mutants atclcg. Par
contre, lorsqu’elles ont poussées sur milieu ¥2MS additionné de 75 mM NaCl, nous avons
observé qu’il y a une sur-accumulation de 21% de chlorure (121,97 + 3,6 pmol par
gramme de matiere fraiche) dans la partie foliaire chez les plantes mutantes atclcg par
rapport au sauvage Col-0 (100,58 + 6,4 umol par gramme de matiere fraiche). En
revanche, dans la partie racinaire, le contenu en chlorure de ces trois génotypes est
identique. Le contenu en chlorure est de 64,66 + 3,2 umol par gramme de matiere fraiche
pour le sauvage Col-0, de 63,02 £ 2,3 umol par gramme de matiere fraiche pour le mutant
atclcg-1 et 57,94 + 10,2 umol par gramme de matiére fraiche pour le mutant atclcg-2

(Figure R-12A). Ces valeurs ne sont pas statistiquement différentes.
b) Contenu en nitrate

En ce qui concerne le contenu en nitrate dans la partie foliaire, ce dernier est
diminué de I’ordre de 60% au cours de la croissance des plantes sur milieu de stress NaCl
mais aucune différence significative n’est observée entre le sauvage et les mutants. Quant a
la partie racinaire, également aucun changement significatif de contenu en nitrate n’a été
observé entre les génotypes, que ce soit sur milieu ¥2MS avec 75 mM de NaCl ou sur
milieu de contrdle ¥2MS (Figure R-12B). Combinant ce résultat avec ceux du §IV.1, nous
pourrions strement conclure qu’AtCLCg ne joue aucun role dans I’homéostasie du nitrate

de la plante dans les conditions testées.
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Figure R-13: Expression d’AtCLCg en réponse au stress salin

Les plantes sauvages d’accession Col-0 agées de trois semaines ont été cultivées
in vitro sur milieu %2MS et sur milieu ¥2MS additionné de 75 mM NaCl. Les
feuilles et les racines ont été recupérées séparément. La quantification d’ARNm
d’AtCLCqg a été réalisée par gRT-PCR avec les amorces qgS et qgAS. Les valeurs
sont les moyennes de 3 expériences indépendantes. L astérisque indique la
différence statistiquement significative entre la condition de stress NaCl et la
condition de contrdle (P < 0,05, test de « student »).
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¢) Contenu en sulfate

Lorsque les plantes se développent sur milieu 2MS, les contenus en sulfate chez
tous les génotypes sont identiques, que ce soit dans les parties foliaire ou racinaire. Quand
les plantes poussent sur milieu ¥2MS avec 75 mM NaCl, nous pouvons observer qu’il y a
une sur-accumulation de sulfate dans la partie racinaire de 70% et 40% respectivement
chez les mutants atclcg-1 et atclcg-2, par rapport au sauvage Col-0. Aucune différence
significative de contenu en sulfate entre ces génotypes n’a été observée dans la partie
foliaire (Figure R-12C).

IV.3. Analyse de I’expression de certains genes en condition de stress
NaCl

Sous la condition de stress NaCl, une approche transcriptomique a révélé que les
expressions de 16697 et 15920 génes sont modulées chez Arabidopsis apres 2 et 10 heures
sur sel respectivement (Matsui et al., 2008). Cela veut dire que, dans cette condition de
stress, la plante mobilise fortement sa machinerie génétique pour s’adapter et/ou tolérer
cette contrainte abiotique. Afin de mieux comprendre le phénotype des mutants atclcg,
I’expression de certains génes a été analysée en réponse au stress NaCl chez les différents
génotypes.

IV.3.1. AtCLCg est induit par le stress salin

Au cours de son étude sur le role d’ AtCLCc dans le mouvement du stomate et dans
le stress salin, Mathieu Jossier a montré que, non seulement 1’expression d’AtCLCc est
induite en réponse au stress NaCl, mais également celles d’AtCLCg et AtCLCd, et dans la
partie foliaire uniquement (Jossier et al., 2010). Dans son expérience, il a utilisé des
plantes sauvages d’accession WS et testé le stress NaCl a 25 et 50 mM NaCl. Pour notre
expérience, nous voudrions savoir dans notre condition de stress salin in vitro a 75 mM
NaCl et avec 1’accession Col-0, si ces résultats se confirment. Grace a la technique de
gRT-PCR, nous avons quantifi¢ I’expression d’AtCLCg dans les feuilles et les racines.
Comme le montre le résultat dans la figure R-13, sur milieu “2MS, le niveau d’expression
d’AtCLCg est beaucoup plus fort dans la feuille que dans la racine. Sur milieu NaCl,
I’expression d’AtCLCg dans la racine reste identique au contréle. Le niveau d’ARNm
d’AtCLCg augmente de 200% en réponse au NaCl dans les feuilles. Ceci confirme le
résultat de Mathieu Jossier et permet en outre d’élargir la conclusion que, non seulement
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dans 1’accession WS sur des concentrations du NaCl de 25 et 50 mM, mais aussi dans
I’accession Col-0 & la concentration du NaCl de 75 mM, ’expression d’AtCLCg est induite

fortement dans la partie foliaire et non dans la partie racinaire.
IVV.3.2. Régulation post-transcriptionnelle d’AtCLCg en réponse au NaCl

Au cours du test de stress NaCl comme décrit ci-dessus, nous avons pu observer
que les plantes complémentées atclcg 35S::AtCLCg restaurent le phénotype du sauvage.
Nous avons vérifié la présence des transcrits d’AtCLCg dans ces plantes et obtenu des
résultats inattendus montrés dans la figure R-13. D’abord dans la partie racinaire, nous
pouvons toujours constater la présence des transcrits d’AtCLCg dans les plantes
complémentées et bien évidemment dans les plantes sauvages ou 1’expression d’AtCLCg
n’est pas induite par NaCl. Chez les mutants atclcg-1 et atclcg-2, aucun transcrit d’AtCLCg
n’a été détecté, ceci prouve que nous obtenons des mutants corrects. Les niveaux d’ARNmM
d’AtCLCg racinaire chez les plantes complémentées atclcg-1 35S::AtCLCg et atclcg-2
35S::AtCLCqg restent les mémes que ce soit en présence ou non de NaCl. Alors que dans la
partie foliaire, nous pouvons observer que, chez le sauvage Col-0, AtCLCg est surexprimé
chez les plantes qui poussent sur NaCl. Mais lorsqu’on regarde les plantes complémentées
atclcg-1 35S::AtCLCg et atclcg-2 35S::AtCLCg, le niveau d’ARNm d’AtCLCg est
significativement supérieur chez celles qui se développent sur milieu NaCl comparées a
celles qui poussent sur ¥2MS seul. Lorsque les plantes poussent sur milieu NaCl, les
niveaux d’ARNm sont respectivement d’environ 100% et 50% de plus chez atclcg-1
35S::CLCqg et atclcg-2 35S::CLCg que chez les plantes complémentées qui se développent
sur milieu %2MS sans NacCl.

Chez les eucaryotes en général, un ARN messager n'ayant pas subi de modification
post transcriptionnelle aura une durée de vie relativement courte du fait de la présence des
RNAses, protéines de dégradation des ARNs. Les ARNSs transcrits ne sont que rarement
fonctionnels ou préts a étre traduits, un certain nombre de modifications de la stabilité des
ARNmM doivent étre effectuees, ou bien les ARNm sont degradés spécifiguement par
différents mécanismes (Ambrosone et al., 2012 ; Sunkar et al., 2012). Dans ce contexte,
nous pouvons établir une hypothese : quand les plantes complémentées se développent sur
milieu stress NaCl, elles doivent subir certaines contraintes abiotiques. Pour des raisons

inconnues la protéine AtCLCg devient importante et/ou utile pour la réponse de la plante
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Figure R-14: La réponse d’AtCLCa, d’AtCLCb et d’AtSULTRA4.1 au stress NaCl
en absence d’AtCLCg

Les plantes sauvages d’accession Col-0, mutantes atclcg-1 et atclcg-2 agées de
trois semaines sont cultivées in vitro sur milieu ¥2MS et sur milieu ¥%2MS
additionné de 75 mM NaCl. La matiere végétale est récupérée en séparant les
feuilles des racines. Les ARNm sont extraits des feuilles ou des racines. La
quantité d’ARNm est détectée par gRT-PCR. Les valeurs sont les moyennes de 3
expériences indépendantes. Les astérisques indiquent la différence
statistiquement significative entre la condition de stress NaCl et la condition de
contréle (P < 0,05, test de « student »).



Résultats

Vvis-a-vis a ces contraintes, en conséquence la stabilit¢é des ARNm d’AtCLCg est renforcée
et finalement les transcrits d’AtCLCg deviennent abondants.

1VV.3.3. Expression des autres AtCLCs

Etant un échangeur de proton / nitrate a travers le tonoplaste, I’expression
d’AtCLCa est induite par I’augmentation de nitrate dans le milieu de croissance (Geelen et
al., 2000) mais reste stable en réponse au stress NaCl chez 1’accession WS (Jossier et al.,
2010). Nous avons confirmé dans un premier temps que les mémes résultats étaient
observés dans nos conditions, au niveau des parties foliaires et racinaires. A 75 mM NaCl,
AtCLCa de I’accession Col-0 répond de la méme maniere que dans I’accession WS par des
concentrations de NaCl inférieures a la notre (25 et 50 mM NaCl) et, surtout, il n’y a pas

de différence significative entre le sauvage et les mutants (Figure R-14).

Pour AtCLCb, dans son étude sur ’accession WS, Mathieu Jossier a montré gque ce
géne est surexprimé dans la partie racinaire 2 a 3 fois de plus lorsque les plantes poussent
sur milieu de stress NaCl, mais son expression semble étre réprimée dans la partie foliaire
en réponse au NaCl (Jossier et al., 2010). Quant a notre résultat, nous n’avons pu voir
I’induction de ce géne en réponse au stress salin a 75 mM NaCl ni dans les racines chez le
sauvage Col-0 ni chez les mutants atclcg. Par contre, dans la partie foliaire, nous avons
observé une répression d’expression significative de 40% chez Col-0. Cette diminution
chez les mutants est encore accentuée, jusqu’a 50% dans le mutant atclcg-2 et 60% dans le
mutant atclcg-1 (Figure R-14) mais I’expression d’AtCLCb reste indifférente entre le
sauvage et les mutants. Cette différence de résultat entre le notre et celui de Mathieu
Jossier pourrait étre expliquée par la différence d’accessions d’Arabidopsis. Dans son
travail de thése, Tangirala (2011) a montré que Ler-0 est I'accession le plus sensible a un

stress salin suivie par WS et Col-0.

Nous avons particuliérement étudié la réponse d’AtCLCc au stress NaCl dans notre

condition de culture, ce résultat sera présenté et discuté plus amplement dans le chapitre I1.
IV.3.4. AtSULTR4.1 et 4.2

Lors de I’analyse des contenus en anions inorganiques, NOUS avons observe une sur-
accumulation de sulfate dans les racines chez les plantes mutantes atclcg par rapport au
sauvage Col-0 au cours du stress NaCl. Nous avons voulu regarder si cette différence

pourrait s’expliquer par une différence d’expression de la famille d’AtSULTR (pour Sulfate

51






Résultats

Transporters) codant des transporteurs a 1’origine de la sortie du SO, de la vacuole
(Kataoka et al., 2004). Nous avons décidé de suivre 1I’expression de deux membres de cette
famille, AtSULTR4.1 et AtSULTR4.2, et avons obtenu le méme profil d’expression pour ces
deux geénes. Nous présentons ici seulement le résultat concernant 1’expression
d’AtSULTRA4.1 (Figure R-14). Dans la partie foliaire, les expressions d’AtSULTR4.1 et 4.2
restent stables entre la plante sauvage et les mutantes, quelque soit le milieu de culture.
Dans les racines, quand les plantes sauvages poussent sur milieu NaCl, nous observons une
répression significative de 20% d’expression d’AtSULTR4.1, cette reépression est de 30%
chez les mutants. Généralement, les niveaux d’expression d’AtSULTR4.1 et 4.2 chez les
plantes mutantes sont inférieurs de 30% par rapport a ceux chez le sauvage. Lorsque les
plantes poussent sur milieu de stress NaCl, cet écart monte a 50% chez le mutant atclcg-1
et a 40% chez le mutant atclcg-2 (Figure R-14). Nous pouvons constater que cette
répression d’expression d’AtSULTR4.1 et 4.2 pourrait étre en partie responsable de

I’accumulation de sulfate racinaire chez les mutants, comme montré dans §1V.2.4.c.
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Conclusion du chapitre |

Au début de ce travail, nous avons du mal a comprendre pour quelle raison il nous a
été impossible de cloner I’ADNc d’AtCLCg complet comme prédit par TAIR. Au cours de
trois clonages indépendants et dans toutes les colonies testées positives, nous n’avons
trouvé que des ADNc différents par rapport & I’ADNc prédit. Cependant, nous avons cloné
4 formes différentes d’ADNc et nous ne pouvons pas dire exactement quelle forme est

responsable du phénotype de la plante.

D’autres cas similaires au notre ont été rapportés dans la littérature. Par exemple,
Davenport (2002) a rencontré des difficultés dans ses travaux pour caractériser les
récepteurs de glutamate AtGLR (pour GLutamate Receptor) chez Arabidopsis a cause de la
toxicité de ces protéines dans Escherichia coli et dans les cellules d’hotes eucaryotes. Ils
ont montré que les ADNc des AtGLR peuvent étre transcrits et traduits dans E. coli. Les
protéines formées sont toxiques pour la bactérie car elles déséquilibrent la balance ionique
cellulaire d’ou I’impossibilité de la bactérie a se multiplier. Ce probléme de toxicité peut
étre contourné par I’utilisation d’ADN génomique qui contient des introns et produit des
protéines tronquées ou non fonctionnelles chez E. coli. Dans notre cadre de travail, nous

avons choisi cette stratégie pour pouvoir étudier AtCLCg.

En ce qui concerne les formes d’ADNc (-5) et ADNc (+1), les protéines fusions
GFP::AtCLCg ne donnent pas de signal de fluorescence lorsqu’elles sont exprimées en
protoplastes (Figure R-3E et F). Nous pouvons établir I’hypothése suivante: soit la protéine
fusion GFP::AtCLCg a été dégradée, soit la protéine GFP a été traduite mais est non
fluorescente a cause de la perturbation majeure de la protéine tronquée AtCLCg. Dans tous
les cas, pour mieux comprendre le réle de ces deux formes d’ADNc, il nous faudrait
réaliser un test par « Western blot » en utilisant 1’anticorps anti-GFP. Si nous ne pouvons
pas détecter la protéine, cela signifie que ces deux formes d’ADNc ne sont pas
fonctionnelles et elles n’ont pas d’effet au niveau cellulaire. Au contraire, si nous détectons
la protéine, il serait intéressant d’introduire ces deux formes d’ADNc dans les plantes

mutantes atclcg pour pouvoir analyser leur fonction.
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La présence des deux formes d’ADNc (+72) et (+14) est liée a un probléeme
d’¢épissage de I’intron 6. Dans la littérature, il existe des observations similaires a notre cas.
Cailliatte et collaborateurs (2009), par exemple, ont montré la présence de 2 ADNCc
d’AtNRAMPG6 chez Arabidopsis, I’un correspondant a I’ADNCc prédit, I’autre dans lequel le
sixieme intron (16) a été retenu. Dans cette derniére forme prédominante, le maintien de
I’intron 6 introduit un codon stop a la position de 36 nucléotides en aval de la jonction
entre le sixieme exon et le sixiéme intron. Dans notre clonage, pour les formes d’ADNc
(+72) et (+14), il apparait que nous avons rencontré le méme phénomene (Figure R-2E).
Malgré leur faible proportion dans la population d’ADNc total, la détection de ces 2
formes ne semble pas étre due a des artefacts de clonage car elles correspondent au
maintien partiel ou total de I’intron 6 (Figure R-2B et C). De plus, I’analyse des résultats
sur les protéines fusions GFP::AtCLCg dans les protoplastes a montré que les protéines
issues de ces deux formes d’ADNc sont bien présentes : seule la protéine fusion résultant
du vecteur pMDC43::GFP-ADNc(+72) a conservé la capacité de s’adresser au tonoplaste
(Figure R-3C). Donc, pour pouvoir vraiment juger du rble de ces formes d’ADNc dans la
population d’ADNc, les vecteurs d’expression pAlligator2 contenant ces deux formes
d’ADNc, sous le contréle du double promoteur 35S, ont été introduits chez les plantes
mutantes atclcg via Agrobacterium tumefaciens. Nous avons obtenu les plantes T1 mais

I’investigation n’a pas été suivie plus loin pour I’instant par manque de temps.

La caractérisation d’AtCLCg montre I’importance de cette protéine en réponse au
stress NaCl. En effet, par la caractérisation phénotypique des mutants atclcg, nous avons
trouvé que ces plantes présentent un phénotype d’hypersensibilité au NaCl comparé au
sauvage (Figures R-8 et R-9). L’analyse plus approfondie de ces mutants a montré que
I’hypersensibilité au NaCl était corrélée a une sur-accumulation de chlorure dans les
feuilles ou AtCLCg est plus exprimé et ou son expression est induite en réponse au NaCl.
Cette augmentation du contenu en chlorure est probablement toxique pour la plante et peut
expliquer le phénotype des plantes mutantes sur milieu de stress NaCl. Cette protéine joue
un réle essentiel dans la plante en réponse au stress NaCl, surtout au niveau des feuilles ou

nous avons une sur-accumulation de Na* et Cl” au cours du stress.

Enfin, nos résultats préliminaires montrent également que I’ARNm d’AtCLCg serait
régulé post-transcriptionnellement en réponse au NaCl. Pour confirmer ces résultats, il

nous faudrait d’abord réaliser le méme type d’analyse sur toutes les lignées complémentées
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atclcg 35S::CLCg obtenues. Ensuite, il serait nécessaire de remplacer le promoteur 35S par
un promoteur moins fort tel que celui de I’Ubiquitine (Ubi), pour voir si I’on obtient
toujours le méme phénomene chez les plantes complémentées atclcg Ubi::AtCLCg. Ce
type de régulation avec lequel notre résultat est trés similaire existe dans la littérature. En
effet, Shi et collaborateurs ont montré que chez Arabidopsis, I’ARNm d’AtSOS1 (pour Salt
Overly Sensitive 1) pourrait étre intrinsequement instable mais que sa stabilité est
augmentée en réponse au stress salin (Shi et al., 2003). Plus tard, Chung et al. (2008) ont
également montré que l'augmentation des transcrits d’AtSOS1 dans les plantes
complémentées atsos1 35S::AtSOS1 en réponse au traitement de 100mM de NaCl est due a
une stabilitt de I'ARNm. Toutes ces données nous font envisager des études plus
approfondies pour mieux comprendre ce mécanisme de régulation post-transcriptionnelle
d’AtCLCg par des expériences telles que : 1’étude du niveau de transcrits d’ARNm
d’AtCLCqg chez les plantes complémentées en réponse aux autres sortes de stress comme
H,0O,, mannitol ou KCI etc. ; I’étude du niveau de transcrits d’ARNm d’AtCLCg chez les
plantes complémentées en réponse au NaCl & des temps différents car notre résultat
préliminaire a été obtenu apres une durée de 3 semaines de stress ; la recherche de la
région responsable de la stabilité de I’ARNm. Il a été montré que soit les parties UTR, soit
I’interaction avec les microARNSs interviendraient dans ces processus (Shi et al., 2000). Il
serait intéressant de mettre sous contréle du promoteur 35S le géne AtCLCg contenant la
partic 3’UTR ou 5’UTR pour déterminer le taux de décroissance des quantités d’ARNm
d’AtCLCg.

55






Résultats

Chapitre Il - Relation fonctionnelle entre AtCLCg et AtCLCc

|. Problématique de I’étude de la redondance entre AtCLCg et AtCLCc

Avant mon arrivée au laboratoire, Mathieu Jossier a montré qu’AtCLCc est un
transporteur tonoplastique impliqué dans la tolérance au stress NaCl (Jossier et al., 2010).
Au cours de notre projet de recherche, nous avons également montré qu’AtCLCg était
localisé au tonoplaste et répondait au stress NaCl. Alors qu’AtCLCc et AtCLCg sont
impliqués dans la réponse au méme stress, les deux protéines sont présentes dans des tissus
différents dans les feuilles. AtCLCc s’exprime trés fortement dans les cellules de garde du
stomate et dans le pollen, tandis que 1’expression d’AtCLCg est tres fort dans les cellules
du mésophylle (voir chapitre précédent; Jossier et al., 2010). Dans ce contexte, nous nous
sommes poses des questions : existe-il une relation entre AtCLCc et AtCLCg ? Est-ce
AtCLCc et AtCLCg ont des redondances de fonction ?

Pour ce faire, nous avons étudié in silico ces deux protéines pour montrer leurs
points communs et leurs différences. Ensuite, nous avons généré le double mutant

atclcc/atclcg pour analyser la redondance fonctionnelle.

1. Comparaison in silico des séquences d’acides aminés d’AtCLCg et
AtCLCc

Comme nous 1’avons présenté dans I’introduction, chaque pore de la protéine CLC
est formé par une sous-unité séparée, construisant une protéine membranaire homodimere.
Chaque sous-unité est composée de deux moitiés de séquences d’acides aminés qui
s’ancrent dans la membrane avec des orientations opposées (Dutzler et al., 2002). 1l existe
dans chaque pore trois sites de liaison avec les anions Sey, Scen €t Sint, cOMme décrit dans
I’introduction. Nous avons analysé les résidus conservés de ces deux protéines en suivant
ces trois sites. Ainsi, les séquences d’acides aminés du canal chlorure CLC-0, des
transporteurs CI" / H" de Salmonella enterica serovar typhimurium StCLC (Dutzler et al.,
2002) et d’Escherichia coli ECCLC ou CLC-ecl (Dutzler et al., 2002) ont été prises
comme modéles. La séquence d’échangeur CI"/ H* de Cyanidioschyzon merolae CmCLC
(Feng et al., 2010), la seule protéine CLC eucaryote cristallisée, a été inclue pour I’analyse.
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Figure R-15: Comparaison des séquences d’acides aminés d’AtCLCg et d’AtCLCc
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Les séquences d’acides aminés viennent de TAIR. L’alignement a été réalisé avec
ClustalW?2. Les soulignés jaunes indiquent les séquences d’acides aminés conservées: (a)
séquence d’acides aminés GSGIP du motif de sélectivité ou la présence d’une sérine
confére une sélectivité en faveur du chlorure tandis que la présence d’un proline confére
une sélectivité en faveur du nitrate, (b) acide aminé glutamate « gating » ou glutamate
externe (Glu,,,), (c) acide aminé glutamate « proton » ou glutamate interne (Glu;,), (d)
séquence d’acides aminés GXFXP et (e) acide aminé tyrosine centrale « Tyr,,, ». Le signe
(###) correspond aux acides aminés qui ont été coupés de la séquence d’acide aminé

étudiée.
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Les séquences d’acides aminés ou les résidus conservés qui jouent des réles cruciaux dans
la formation du pore ainsi que la sélectivité de la protéine ont été soulignées dans la figure
R-15.

I1.1. Le site de liaison avec les anions Seyt

Le site de liaison externe avec les anions comprend le Glue:. Nous avons analysé la
présence ou I’absence de ce « glutamate gating » ou « glutamate externe - Gluey; », sachant
qu’il joue un réle trés important dans 1’ouverture et la fermeture du pore. Dans la plupart
des protéines CLCs, telles que chez CLC-0, chez les CLCs humains (de hCLC1 a hCLC5),
chez les CLCs bactériens (EcCCLC = CLC-ecl, StCLC) ou chez les CLCs végétaux, cette
position présente un glutamate. Chez CLC-0, ce glutamate est a la position 166 (E166 =
Gluext). Chez EcCLC et StCLC, cet acide aminé glutamate est a la position 148 (E148 =
Gluex), chez CmCLC ce glutamate est a la position 124 (E124 = Gluey). Chez AtCLCc,
nous pouvons trouver que c’est un glutamate, E212 = Glue, a cette position. Mais
lorsqu’on analyse la séquence d’AtCLCg, nous pouvons constater qu’a cette position est
présente une alanine (A187). Autrement dit, cet acide aminé important est absent chez
AtCLCg.

11.2. Le site de liaison avec les anions Scen

Comme décrit dans I’introduction, le site Scen comprend le motif de sélectivité
« GP/SGIP », acide aminé Tyrce, et le motif conservé « GXFXP » dont le r6le exact reste

inconnu.

D’abord, la séquence du motif de sélectivité « GP/SGIP » a été analysée sachant
que la présence d'une proline (P) a cette position confere plutdt une sélectivité pour le
nitrate tandis qu’une sérine (S) augmente la sélectivité pour le chlorure (Bergsdorf et al.,
2009 ; Zifarelli et Pusch, 2009 ; Wege et al., 2010). Nous trouvons dans ce motif de
sélectivité la présence d’une sérine chez CLC-0 (S123), EcCLC (S107), StCLC (S107) et
CmCLC (S80). De méme pour AtCLCg et AtCLCc, une sérine est présente a cette position
(S144 pour AtCLCg et S169 pour AtCLCc). Cela nous suggere que la sélectivité

d’AtCLCg s’effectuerait en faveur des anions chlorures.

Ensuite, nous avons analysé le résidu conservé « GXFXP ». Il est trés conservé
chez les CLCs analysés. Dans la protéine CLC-0, cette séquence est « GAFVP », dans
EcCLC et StCLC cette séquence est « GIFAP » et dans CmCLC cette séquence est
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« GVFVP ». Dans la protéine AtCLCg, la séquence « GXFXP » est bien présente, ce sont
5 acides aminés « GLFVP » de la position 462 a 466. Dans la protéine AtCLCc, nous

trouvons également des acides aminés « GLFIP », de la position 488 a 492.

Enfin, il a été suggéré que la tyrosine centrale (Tyrcen) non seulement interviendrait
dans la stabilisation de la liaison entre Glue, non protoné avec le site Scen, Ce qui
permettrait le transfert du proton de Glui, & Gluex (Accardi et al., 2006 ; Walden et al.,
2007), mais également contribuerait a la formation du rétrécissement brusque et important
du pore avec un site de liaison trés fort pour les anions (Cohen et Schulten, 2004). Cet
acide aminé important a été trouvé chez tous les CLCs analysé (Figure R-15). Chez
AtCLCg c’est la tyrosine Y548 et chez AtCLCc c’est Y574.

Il est intéressant de remarquer que les résidus Gluey; et Tyrcen SONt conservés aussi
bien pour les canaux que pour les transporteurs. Ceci suggére 1’importance de ces résidus
dans le transfert du proton a I’intérieur du pore. Cependant, nous pouvons nous interroger

sur le role de cette tyrosine chez AtCLCg sachant que cette protéine n’a pas de Gluey;.
11.3. Le site de liaison avec les anions Sin

Le site Si: comprend le glutamate interne. Ce « glutamate proton » ou « glutamate
interne - Glu;, » permet de marquer la différence entre canal et transporteur. En général, ce
glutamate interne n’est présent que chez les CLCs transporteurs et non chez les CLCs
canaux (Dutzler et al., 2002, Jentsch et al., 2002, Miller et al., 2006). En effet, Miller, en
2006, a montré que la présence de ces deux glutamates Gluey et Glui, dans la protéine
pouvait définir un échangeur. Chez les transporteurs ECCLC et StCLC, le Gluj, correspond
au glutamate a la position 203 (E203 = Glu,). Par contre, chez les canaux, une valine (V)
est présente a la place de ce Gluj,, comme chez CLC-0 ou on trouve une valine a la
position 227 (V227). Chez AtCLCg, ce glutamate interne Gluj, est bien présent a la
position 254 (E254). Chez AtCLCc ce glutamate est présent a la position 279 (E279).

Le transporteur CLC d'algue rouge CmCLC est un cas particulier chez les CLCs.
En effet, une thréonine se trouve a la position Glu;, et pourtant une experience de flux sur
vésicules a montré que le gradient de CI” entraine le transport de H*. L’activité anti-porteur
CI / H” persiste méme lorsque la thréonine est mutée en valine (Feng et al., 2012). Il est
intéressant de noter que la mutation de cette thréonine en glutamate chez CmCLC favorise

le transport de H* avec une vitesse encore plus rapide que celle de la protéine sauvage,
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Figure R-16: Comparaison des structures 3D d’AtCLCg et d’AtCLCc

Les séquences d’acides aminés viennent de TAIR. PHYRE?2 aligne la séquence d’acides
aminés de chaque protéine et propose une liste de protéines homologues. La structure 3D
prédite est fondée sur les résultats de cristallographie des protéines étudiées et publiées
dans la banque des données protéomiques.

Les structures 3D d’AtCLCc (A) et d’AtCLCg (C) ont été construites a partir des données
de cristaux obtenues sur CmCLC (B). L’image détaillée reléve des résidus importants du
pore de protéine AtCLCc (D), CmCLC (E) et AtCLCg (F), vu du c6té vacuolaire. Le vert
(N-terminale) et le cyan (C-terminale) montrent les deux moitiés des séquences d’acides
aminés d’orientations opposées qui s’ancrent dans la membrane. Dans la protéine
CmCLC, le rouge montre la position des résidus conservés (a) GSGIP, (b) GKEGP, (c)
Glu;,, (d) GXFXP et (e) Tyrg,. Ces légendes sont les mémes dans les protéines AtCLCc et
AtCLCg grace aux similitudes de structures 3D prédites entre ces protéines. Le point bleu
indique la position de 1’anion chlorure dans le pore. La partie C-terminale contient les
domaines CBS colorés en cyan est dans le cytosol.
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similaire a celle observée avec ECCLC (Lim et Miller, 2009). Ces expériences nous
ameénent a conclure que le Glu;, dans CmCLC affecte le transport de H*, mais il ne joue
pas un role aussi important que le Glue nécessaire au fonctionnement des transporteurs
CLCs (Feng et al., 2012).

I11. Structure 3D - la ressemblance entre AtCLCc et AtCLCg

Construire la structure 3 dimensions (3D) d’une protéine est toujours nécessaire car
cela peut nous aider a la compréhension du mode de fonctionnement de la protéine étudiée.
Les structures 3D des protéines AtCLCg et AtCLCc sont construites grace aux etudes de
cristallographiques menées au cours de cette derniére décennie sur les protéines EcCLC
d’Escherichia coli (Dutzler et al., 2002), StCLC de Salmonella typhimurium (Dutzler et
al., 2002), CLC-0 du poisson torpédo (Meyer et al., 2006) ou de CmCLC (Feng et al.,
2010). Dans le but de mieux comparer la similitude et la différence entre AtCLCc et
AtCLCg, nous avons réalisé des images stéréo de ces deux protéines en utilisant le logiciel
PHYRE2 (Kelley et Sternberg, 2009) pour obtenir I’image de structure 3D prédit a partir
de la séquence d’acides aminés. La visualisation de I’image stéréo de ces deux protéines
est facilitée par le logiciel PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Version
1.5.0.1 Schrodinger, LLC.). Nous présentons la structure 3D de CmCLC comme modele
pour comparer les structures d’AtCLCc et AtCLCg car c’est la seule protéine de la famille
CLC chez les eucaryotes qui a été cristallisée entierement (Feng et al., 2010) et qui est la

plus proche de la famille CLC végétale évolutivement.

Le résultat d’analyse de la structure 3D présenté (Figure R-16) montre qu’il y a une
tres forte ressemblance entre les structures 3D d’AtCLCc, AtCLCg et CmCLC, surtout au
niveau du pore et des orientations des résidus qui sont impliqués dans le passage des
anions au travers du pore, ce qui suggeére une conservation des mécanismes chez AtCLCg

et les autres CLCs.
IV. A la recherche du phénotype du double mutant atclcc/atclcg

Pour comprendre plus amplement la relation entre AtCLCc et AtCLCg, nous avons
géneré le double mutant atclcc-1/atclcg-2 et cherché son phénotype lorsque la plante se
développe sur milieu NaCl. Le double mutant atclcc/atclcg a été généré a partir de deux
simples mutants atclcc-1 et atclcg-2. Parmi les deux mutants atclcg disponibles au
laboratoire, nous avons choisi atclcg-2 car ce mutant présente le phénotype le plus fort sur
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Figure R-17: Le double mutant atclcc-1/atclcg-2 a un phénotype similaire a

chacun des 2 simples mutants

Les plantes sauvages Col-0, simples mutants atclcg-2, atclcc-1 et double mutant
atclcc-1/ atclcg-2 sont cultivées in vitro pendant 3 semaines sur milieu ¥2MS seul
ou avec 75mM NaCl. La masse fraiche des rosettes et des racines a été pesee. La
longueur de la racine principale a été mesuree grace au logiciel EZ-Rhizo et le
nombre de racines secondaires a été compté manuellement. Les valeurs sont des
valeurs moyennes de trois expeériences indépendantes (n = 12). Les lettres
montrent les différences statistiquement significatives ou non entre les génotypes.
Analyse de la variance ANOVA, seuil de signification o = 0,05.
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NaCl. Pour le mutant atclcc, nous en avons 4 et, seul atclcc-1 présente le plus fort
phénotype et est le mutant sur le méme fond d’accession Col-0 qu’atclcg-2 (Jossier et al.,
2010).

IV.1. Le double mutant présente un phénotype identique a celui des simples mutants
IV.1.1. Phénotype du double mutant sur milieu de stress NaCl

Les plantes sauvages d’accession Col-0, les mutants atclcg-2, atclcc-1 et le double
mutant atclcc-1/atclcg-2 ont été cultivés in vitro sur milieu “2MS seul ou avec 75 mM
NaCl. Aprés trois semaines de développement, les masses fraiches des plantes ont été
mesurées et la structure racinaire des plantes a été analysée. Sur milieu %2MS, les plantes
de ces quatre génotypes présentent une croissance identique, quelque soit la masse fraiche
foliaire ou racinaire, la longueur de la racine principale ou le nombre de racines
secondaires (Figure R-17). Une diminution de masse fraiche foliaire de 27%, 42% et 36%
a été observée sur milieu NaCl chez le mutant atclcg-2, atclcc-1 et chez le double mutant
atclcc-1/atclcg-2 comparés a la plante sauvage respectivement (Figure R-17A). Pour la
masse fraiche de la partie racinaire, nous obtenons le méme profil de diminution chez les
simples mutants et le double mutant par rapport au sauvage, ces valeurs sont de 27%, 36%
et 26% respectivement (Figure R-17B). Aucune différence significative de masse fraiche

foliaire et racinaire n’a été observée entre le double mutant et les simples mutants.

Nous avons également analysé la structure racinaire des plantes dans cette
expérience et trouvé que, sur milieu NaCl, le systéeme racinaire des simples mutants et du
double mutant a diminué aussi bien pour la longueur de la racine principale que pour le
nombre de racines secondaires comparé au sauvage (Figure R-17C et D). Mais lorsqu’on
compare les données du double mutant avec celles des deux simples mutants, le profil du
double mutant reste toujours identique a ceux des simples mutants pour la longueur de la

racine principale, et au mutant atclcc-1 pour le nombre de racines secondaires.
IVV.1.2. Phénotype du double mutant sur milieu de stress KCI et de stress osmotique

Pour vérifier que le phénotype du double mutant est bien lie a I’effet du stress
ionique et non osmotique, nous avons réalisé I’expérience de culture in vitro pour faire
pousser les plantes sauvage Col-0, le mutant atclcg-2, atclcc-1 et le simple mutant atclcc-
1/atclcg-2 sur milieu ¥2MS seul ou avec 75 mM de KCI, ou encore avec 140 mM de
mannitol (cf. chapitre 1). Apres trois semaines de développement dans la chambre de
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Figure R-18: Analyse du double mutant sur KCI et mannitol

Les plantes sauvages Col-0, simples mutants atclcg-2, atclcc-1 et double mutant
atclcc-1/ atclcg-2 sont cultivées in vitro pendant 3 semaines sur milieu 2MS seul
ou avec 75mM KCI ou 140 mM mannitol. La masse fraiche des rosettes et des
racines a été pesée. La longueur de la racine principale a été mesurée grace au
logiciel EZ-Rhizo et le nombre de racines secondaires a été compté manuellement.
Les valeurs sont des valeurs moyennes de trois expériences indépendantes (n =
12). Les lettres montrent les différences statistiquement significatives ou non entre
les génotypes. Analyse de la variance ANOVA, seuil de signification a = 0,05.
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culture, les masses fraiches des parties foliaire et racinaire ont été mesurées, ainsi que la
longueur de la racine principale et le nombre de racines secondaires. Lorsqu’on regarde sur
milieu ¥2MS avec 75 mM KCl, les simples mutants atclcg-2, atclcc-1 et le double atclcc-
1/atclcg-2 mutant présentent une réduction de la masse fraiche foliaire et racinaire, ainsi
que de la taille du systéme racinaire par rapport au sauvage Col-0, mais la différence de
masse fraiche et de taille du systéme racinaire entre ces trois génotypes reste non
significative. Quant au milieu ¥2MS additionné de 140 mM de mannitol, nous pouvons
observer qu’il n’y a aucune différence pour les masses fraiches foliaire et racinaire, de
méme pour la taille du systeme racinaire entre les plantes sauvages et les plantes simples
mutants ou le double mutant (Figure R-18).

Nous pouvons donc conclure que le double mutant atclcc-1/atclcg-2 présente un
phénotype d’hypersensibilité au stress NaCl, mais son niveau de sensibilité est équivalent a
celui des simples mutants atclcc-1 et atclcg-2. Son phénotype est lié spécifiquement au

stress ionique causé par les ions chlorures et non au stress osmotique.
IV.2. Contenus en anion du double mutant en condition de stress NaCl

Nous avons constaté que le phénotype d’hypersensibilité au NaCl chez le double
mutant reste le méme que celui des deux simples mutants, comme montré précédemment.
Nous avons voulu voir le contenu en anions de ce double mutant comparé aux simples
mutants et au sauvage dans cette condition de stress. Pour ce faire, les plantes sauvages
d’accession Col-0, les simples mutants atclcg-2 et atclcc-1, les plantes doubles mutantes
atclcc-1/atclcg-2 ont été cultivées in vitro sur milieu ¥2MS et sur milieu ¥2MS contenant 75
mM NaCl. Les dosages des anions ont été effectués sur les parties foliaire et racinaire de
plantules agées de 3 semaines. Le résultat est montré dans la figure R-19.

De maniere générale, lorsque les plantes se développent sur milieu ¥2MS, les
contenus en chlorure, en nitrate ou en sulfate sont tout a fait identiques entre les génotypes
dans les parties foliaire ou racinaire. Mais sur milieu 2MS ajouté de 75 mM NaCl, il y a
une trés forte accumulation d’ion chlorure dans la partie foliaire (entre 100 et 120 pumol par
gramme masse fraiche). Nous pouvons également observer qu’il y a une sur-accumulation
statistiguement significative de 20% de contenu en chlorure dans la partie foliaire chez les

plantes simples mutantes atclcg-2 et atclcc-1, mais aussi chez la plante double mutante par
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Figure R-19: Le contenu en anions est identique chez le double mutant atclcc-
1/atclcg-2 et chez les simples mutants, atclcc-1 et atclcg-2

Les contenus en CI-, NO; et SO, en umol par gramme de masse fraiche (MF)
dans la partie foliaire (A, C, E) et racinaire (B, D, F) ont été mesurés chez des
plantes sauvages et mutantes cultivées pendant 3 semaines in vitro sur milieu
.MS seul ou additionné de 75 mM NaCl. Les valeurs sont des valeurs moyennes
de trois expériences indépendantes (n = 12). Les lettres montrent les différences
statistiquement significatives ou non entre les génotypes. Analyse de la variance

ANOVA, seuil de signification o = 0,05.
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rapport a la plante sauvage. Dans la partie racinaire, aucune différence de contenu en

chlorure n’a pu étre détectée entre ces génotypes.

Pour le contenu en nitrate, nous pouvons constater qu’il n’y a aucune différence
significative entre tous les génotypes quelque soit le milieu de croissance et de méme pour
les parties foliaire ou racinaire. Il est intéressant de noter qu’il y a une diminution
d’environ 50% de contenu en nitrate dans la partie foliaire quand les plantes se
développent sur milieu de stress NaCl (Figure R-19C). En effet, face a une sur-
accumulation de chlorure vacuolaire, la cellule pourrait exercer une sous-accumulation de
nitrate pour maintenir la balance de potentiel électrigue membranaire au travers du

tonoplaste.

Présent en faible quantité par rapport au chlorure et nitrate, le sulfate reste inchangé
dans la partie foliaire entre toutes les plantes. Lorsqu’on regarde la partie racinaire, sur
milieu X2MS, le contenu en sulfate de tous les génotypes est le méme, par contre il y a une
sur-accumulation du contenu en sulfate chez les simples mutants et chez le double mutant
par rapport au sauvage quand les plantes poussent sur milieu ¥2MS avec 75 mM NaCl. Le
mutant atclcg-2 accumule 44% de plus de sulfate, tandis que le simple mutant atclcc-1 et le
double mutant atclcc-1/atclcg-2 accumulent 80% de plus de sulfate par rapport au sauvage.
Le contenu en sulfate chez les simples mutants et le double mutant n’est pas

statistiquement différent (Figure R-19F).
IVV.3. Analyse de I’expression d’AtCLCa, b, ¢, g et AtSULTR4
1VV.3.1. Expression d’AtCLCc ou AtCLCg chez les plantes du simple mutant

Sachant que le phénotype du double mutant ne correspond pas a un phénotype
additionné des deux simples, nous nous sommes demandés comment variait I’expression
d’AtCLCg en absence d’AtCLCc et inversement. Pour cela, nous avons réalisé la
quantification des ARNm par la technique de gRT-PCR chez les plantes sauvages Col-0,
mutantes atclcc-1, atclcg-2 cultivées in vitro 3 semaines sur milieu ¥2MS seul ou avec 75

mM NaCl. Le résultat obtenu est montre dans la figure R-20.

En analysant les résultats, il apparait qu’AtCLCc est réprimé constitutivement en
absence d’AtCLCg et qu’AtCLCqg est reprimé lors du stress NaCl en absence d’AtCLCc. En

effet, ’expression d’AtCLCqg est identique chez le sauvage Col-0 et chez le mutant atclcc-1
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Figure R-20: Expression d’AtCLCg et d’AtCLCc en réponse au NaCl chez les

simples mutants atclcc-1 et atclcg-2

Les expressions d’AtCLCg (A et B) et d’AtCLCc (C et D) en réponse au NaCl
ont été analysées chez la plante sauvage Col-0 et chez la plante mutante atclcc-
1 (A et B) ou chez la plante mutante atclcg-2 (C et D). Les ARNm ont été
extraits a partir de feuilles ou de racines des plantes cultivées in vitro pendant
trois semaines. Les valeurs sont des valeurs moyennes de trois expériences
indépendantes (n = 3). L’actine a été pris comme géne constitutif. Les lettres
indiquent la différence statistiquement significative entre la plante sauvage
Col-0 et les simples mutants. Analyse de la variance ANOVA, seuil de

signification o = 0,05.
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dans les parties foliaire ou racinaire en absence de NaCl (Figure R-20A et B). En présence
de NaCl, I’expression d’AtCLCg est induite dans la partie foliaire et non dans la partie
racinaire chez le sauvage, comme montré précédemment dans 81V.3.1 du chapitre I. En ce
qui concerne I’expression d’AtCLCc chez le sauvage Col-0, nous avons retrouve
I’induction de ce géne en réponse au NaCl dans la partie foliaire et non dans la partie
racinaire (Figure R-20C et D). Ce résultat confirme encore une fois ceux de Jossier et al.
(2010). En outre, nous avons constaté que, chez le simple mutant atclcg-2, AtCLCc est
réprime de maniére constitutive dans les parties foliaires et racinaires quelque soit le milieu
de croissance, probablement par un mécanisme de régulation encore inconnu. Chez le
mutant atclcc-1, un résultat similaire a été observé pour I’expression d’AtCLCg mais
seulement en présence du NaCl. Ceci nous suggere que : (i) I’expression d’AtCLCc ne se
fait qu’en présence d’AtCLCg chez Col-0; (ii) la présence d’AtCLCc est necessaire pour
activer I’expression d’AtCLCg en réponse au NaCl.

1VV.3.2. Expression d’AtCLCa, AtCLCb et AtSULTRA4.1 chez le double mutant atclcc-
1/atclcg-2

Afin de continuer la caractérisation du double mutant, nous avons voulu voir
I’expression de deux autres AtCLCs vacuolaires (AtCLCa et AtCLCb) et AtSULTRA4.1 dans
la condition de stress NaCl chez la plante double mutante atclcc-1/atclcg-2 comparée aux
deux simples mutants. Les résultats dans la figure R-21A a D montrent qu’il n’y a pas de
changement d’expression d’AtCLCa et AtCLCb dans la partie foliaire et racinaire chez la
plante sauvage Col-0 quand les plantes se développent sur milieu 2MS ou sur milieu ¥2MS
avec 75 mM NaCl. L’expression de ces génes reste stable chez tous les autres simples

mutants et le double mutant, quelque soit le milieu de croissance.

Pour I’expression d’AtSULTR4.1, il n’y a pas de différence chez la plante sauvage

Col-0 sur milieu ¥2MS ou %2MS avec 75 mM NaCl, que ce soit dans la partie foliaire ou
racinaire. Pour les trois autres génotypes, dans la partie foliaire, I’expression de ce géne
reste similaire lors de la croissance des plantes sur milieu ¥2MS additionné de 75 mM NaCl
comparé a celui des plantes ayant poussé sur milieu ¥2MS. Dans la partie racinaire des
plantes simples mutantes et double mutante, nous avons pu observer pour ce gene une
répression de I’expression significative par rapport au sauvage Col-0. Cette répression
entraine probablement une diminution de la quantité des protéines AtSULTR4.1, protéine
exportatrice de sulfate vacuolaire vers le cytosol, ce qui aboutit a une augmentation de
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Figure R-21: Expression d’AtCLCa, d’AtCLCb et d’AtSULTR4.1 en réponse au
NaCl et a I’extinction d’AtCLCc et/ou d’AtCLCg

Les expressions d’AtCLCa (A et B), d’AtCLCb (C et D) et d’AtSULTR4.1 (E et
F) en réponse au NaCl ont été mesurées chez la plante sauvage, les plantes
mutantes atclcc-1, atclcg-2 et la plante double mutante atclcc-1/atclcg-2. Les
ARNmM ont été extraits a partir des feuilles ou des racines des plantes agées de
trois semaines cultivées in vitro. Les valeurs sont des valeurs moyennes de trois
expériences indépendantes (n = 3). L’actine a été pris comme le géne constitutif.
Les astérisques indiquent la différence statistiguement significative entre la
plante sauvage Col-0 et les autres plantes (P < 0,05, test de « student »).
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concentration en sulfate vacuolaire chez les simples mutants et chez le double mutant
(Figure R-19F). Le méme resultat a été trouvé pour AtSULTR4.2, une protéine également

impliquée dans la sortie du SO, de la vacuole (données non montrées).
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Conclusion du chapitre 11

Pour résumé, en ce qui concerne la séquence d’acides aminés déterminant la
définition du pore d’AtCLCc, la présence d’une sérine dans le motif de sélectivité et la
présence des deux acides aminés Gluey et Glui, suggérent que cette protéine serait un
transporteur de chlorure. Ceci est en accord avec les résultats de Jossier et al. (2010).
L’analyse in silico de la structure stéréo d’AtCLCc et AtCLCg nous a montré une grande
similarité entre ces deux protéines. Elles possédent une structure 3D prédite similaire et
idem a CmCLC, surtout au niveau de 1’orientation des hélices alpha du pore. La différence
entre ces deux protéines n’est qu’au niveau de la séquence d’acides aminés conservée
Gluex. AtCLCc posséde les deux Glue et Glui,. 1l est important de rappeler que, quand le
Gluex est muté en une alanine chez EcCLC, hCLC-4 et hCLC-5, ces transporteurs
deviennent des canaux (Dutzler et al., 2003 ; Accardi et Miller, 2004 ; Picollo et Pusch,
2005 ; Scheel et al., 2005). Les travaux de Bergsdorf et al. (2009) ont montré que
lorsqu’AtCLCa native s’exprime dans des ovocytes de Xenopus, elle favorise
préférentiellement 1’échange de NO3z / H. La mutation du « glutamate gating » en alanine
E203A conduit cette protéine a une conductance anion découplée qui est plus grande pour
CI" que pour NOg3". Le remplacement du « glutamate proton » par I'alanine E270A abolit le
courant. Ce dernier pourrait étre restauré par la mutation E203A découplée (Bergsdorf et
al., 2009). Ainsi, quand un CLC posséde les deux Glue et Glui, il est plutét un
transporteur (Miller, 2006). Ainsi, AtCLCg pourrait étre un canal et la structure du pore
dans ce cas la serait uniquement en position ouverte (Miller, 2006 ; Dutzler et al., 2003). Il
serait intéressant d’analyser AtCLCg par électrophysiologie pour confirmer cette
hypothése en comparant les courants sur des vacuoles extraites de cellules du mésophylle
de plantes sauvages, mutantes et complémentées. De méme, nous pouvons envisager
d’équiper AtCLCg par un deuxiéme Gluex par mutagéneése dirigée et ensuite analyser son
effet sur le phénotype des plantes dans le contexte de stress NaCl. Pour ce qui concerne le
motif de sélectivité d’AtCLCg, nous trouvons également que son motif de sélectivité
ionique est en faveur du passage des anions chlorure. Nos résultats d’expérience

physiologiques confirment ainsi ce caractére prédit (voir chapitre 1). Ayant I’acide aminé
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sérine (Serce,) dans le motif de sélectivité (Scen), comme AtCLCc, AtCLCg aurait une
sélectivité anionique prédite en faveur du chlorure. Pour pouvoir vérifier cette hypothese, il
nous faudrait analyser la sélectivité d’AtCLCg lors des mesures d’électrophysiologie
envisageées au préalable (Dutzler et al., 2003 ; Bergsdorf et al., 2009). Cette protéine n’est
pas impliquée dans le passage de nitrate dans nos conditions testées de limitation en azote
ou de stress NaCl. Mais peut-étre qu’en forcant, AtCLCg pourrait aussi étre impliquée

dans le transport de nitrate.

Il a été suggéré qu’ AtCLCc est un transporteur de chlorure qui permet de détoxifier
le cytoplasme aux forts niveaux en chlorure lors du stress NaCl. Jossier et al. (2010) ont
montré que les mutants atclcc qui présentent un phénotype d’hypersensibilité au NaCl,
sous-accumulent du chlorure par rapport au sauvage. Pour ce qui concerne les données
d’expression tissulaire, AtCLCc est fortement exprimé dans les cellules de gardes et dans le
pollen mais pas dans les cellules du mésophylle. Par contre, AtCLCg n’est exprimé qu’au
niveau des cellules du mésophylle. En mutant ces deux protéines AtCLCc et AtCLCg, puis
en analysant le phénotype de la plante double mutante atclcc-1/atclcg-2, nous avons
montré gque celle-ci ne possede pas un phénotype accentué par rapport aux simples mutants
en réponse au stress NaCl. Autrement dit, AtCLCc et AtCLCg n’auraient pas de fonction
redondante. En revanche, I’analyse des transcrits d’AtCLCg et AtCLCc chez les simples
mutants a montré qu’il existe une relation forte entre ces deux protéines : AtCLCc a besoin
de la présence d’AtCLCg pour étre exprimé correctement quelque soit la condition de
croissance de la plante et, inversement AtCLCg ne s’exprime qu’en présence d’AtCLCc en
présence de NaCl dans le milieu de croissance. Ainsi, I’absence des deux protéines
AtCLCc et AtCLCg dans le double mutant atclcc-1/atclcg-2 est équivalente a ce qui se

passe chez les simples mutants.

Ainsi, le phénotype non-accentué¢ du double mutant atclcc-1/atclcg-2 peut
s’expliquer par le fait que :
i) Ces deux protéines AtCLCc et AtCLCg ne sont pas exprimeées dans les mémes

tissus.

ii) Dans chacun des simples mutants, I’autre CLC est sous-exprimé. Il est envisagé
de penser qu’il existe un mécanisme de régulation d’expression entre AtCLCc et

AtCLCg. En effet, lorsqu’on regarde 1’expression d’AtCLCg chez la plante sauvage
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en réponse au stress NaCl, il y a une induction de ce gene seulement dans la partie
aérienne chez Col-0 (ce travail) ou chez WS (Jossier et al., 2010). Quand on
analyse 1’expression d’AtCLCg chez la plante mutante atclcc-1 dans le fond Col-0
lorsqu’elle se développe sur NaCl, il n’y a pas d’induction d’AtCLCg. Par contre,
I’expression d’AtCLCg est méme réprimée, a la fois dans la partie aérienne et la
partie racinaire (Figure R-20A et B). Cela nous suggere que peut-étre le phénotype
de la plante mutante atclcc-1 dans le fond Col-0 est lié a une répression
d’expression d’AtCLCg. Or, cette différence d’expression d’AtCLCg dans les
mutants atclcc dans le fond WS n’a pas été trouvé par Jossier et al. (2010). Ces
résultats suggérent que le phénotype d’hypersensibilité au NaCl chez les mutants

atclcc dans le fond WS n’est pas lié¢ a AtCLCg.

Si on regarde I’expression d’AtCLCc chez la plante mutante atclcg-2, on peut
observer qu’AtCLCc est toujours sous-exprimé, que ce soit lorsque la plante se
développe sur milieu de controle ¥2MS ou sur milieu de stress NaCl (Figure R-20C
et D). Mais de maniere surprenante, le phénotype de la plante mutante atclcg-2
n’est observé que quand les plantes se développent sur milieu de stress NaCl. La
sous-expression d’AtCLCc chez la plante mutante atclcg-2 ne peut pas expliquer
son phénotype, autrement dit le phénotype sur NaCl de la plante mutante atclcg-2
n’est pas li¢ a 1’absence d’AtCLCc. Cependant, une perte d’induction de
I’expression d’AtCLCc dans la partie foliaire en réponse au NaCl est également
observée chez le mutant atclcg-2 (Figure R-20C). Le phénotype du mutant atclcg-2
pourrait étre alors di a un effet seuil de la quantité de protéine AtCLCc, c'est-a-dire
que la plante mutante atclcg-2 a besoin d’une quantité minimum de protéine
AtCLCc pour étre capable de répondre a I’effet du NaCl. Chez la plante sauvage
Col-0, la protéine AtCLCc en quantité suffisante permet de répondre efficacement
au stress NaCl. En revanche, chez la plante mutante atclcg-2, I’expression
d’AtCLCc est réprimée par une raison encore inconnue, cela entrainant une perte de
quantité de protéine AtCLCc sous le seuil nécessaire pour activer 1’induction
d’AtCLCc en réponse au stress NaCl (voir la partie Discussion et Perspectives,
Figure R-23).

La perspective pour éclaircir ces hypothéses mentionnées ci-dessus est de générer

les plantes transgéniques atclcc-1 surexprimant AtCLCg et inversement, atclcg-2
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surexprimant AtCLCc. Nous avons genéré ces deux sortes de plantes transgéniques a la
génération T2, les lignées homozygotes de la troisieme génération sont en cours d’analyse

pour le phénotype sur NaCl.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Au début de ma thése, nous avions trés peu d’informations concernant AtCLCg. Au
cours de mes travaux, I’analyse d’AtCLCg nous a emmené de surprise a surprise. D’abord,
par le fait que nous ayons été dans 1’impossibilité de cloner I’ADNc prédit d’ AtCLCg pour
des raisons inconnues comme déja discuté dans le chapitre I. Ensuite, 1’analyse de la
séquence des acides aminés d’AtCLCg nous a montré que cette protéine possede des

critéres particuliers.

Jusqu’a présent, nous savons que parmi les sept membres de la famille AtCLCs
chez Arabidopsis, quatre AtCLCs sont localisés sur le tonoplaste. Ceci démontre le role
important de cette famille de protéines dans 1I’homéostasie des anions au travers du
tonoplaste. Basé sur la sélectivité ionique de ces quatre protéines tonoplastiques, on peut
les diviser en deux groupes. Un groupe contenant AtCLCa et AtCLCb qui possedent la
sélectivité pour les anions nitrate tandis que 1’autre groupe AtCLCc et AtCLCg ont une
sélectivité en faveur des anions chlorure. Prenant le critere « canaux / transporteurs », ils
peuvent alors étre divisés en deux groupes. Un groupe contient des CLCs, qui possédent
tous les deux glutamates : externe Glue et interne Gluj,, dont AtCLCa, AtCLCb sont
justifiées par I’expérience électrophysiologique et, AtCLCc est justifié expérimentalement
par les études physiologiques. L’autre groupe contient seulement AtCLCg dont I’analyse in
silico nous a montré que cette protéine ne contient qu’un seul glutamate interne Gluip.
Comme discuté dans le chapitre IlI, AtCLCg serait plutét un canal sachant qu’il a été
montré que dans la famille CLCs, la présence de Glui, et Glue est caractéristique des
transporteurs (Miller, 2006), a I’exception de CmCLC chez I’algue rouge Cyanidioschyzon
merolae qui est un transporteur de chlorure possédant une thréonine a la place du Glui,
(Feng et al., 2010).

Bien sdr, la nature de canal d’AtCLCg doit étre approuvée par les travaux
d’¢électrophysiologie. 11 é ét¢ démontré qu’AtCLCa et AtCLCb sont des anti-porteurs NO3’
/ H* (De Angeli et al., 2006 ; von der Fecht-Bartenbach et al., 2010). Il manque a ce jour

des donnees publiées concernant des travaux d’électrophysiologie effectués sur AtCLCc
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Figure R-22: Modéle d’explication de la sur-accumulation du chlorure chez la
plante mutante atclcg vis-a-vis de la plante sauvage

Le modele est designé essentiellement pour les cellules de meésophylle. Lorsque la
plante sauvage se développe sur milieu de stress NaCl, ClI- entre dans le cytoplasme
et est ensuite accumulé dans la vacuole via AtCLCg pour détoxifier le cytosol. Chez
la plante mutante atclcg, quand la concentration de chlorure cytoplasmique est
élevée, il n’y a plus AtCLCg pour détoxifier le cytosol, la cellule posséderait
d’autres mécanismes pour stocker le chlorure dans des compartiments autres que la
vacuole ou pour I’exclure dans le paroi / apoplasme.



Discussion et perspectives

pour confirmer sa nature de transporteur de chlorure. Ainsi, parmi les quatre AtCLCs
vacuolaires dont trois sont des transporteurs, AtCLCg joue un role particulier,

probablement celui d’un canal dans le passage de CI™ au travers du tonoplaste.

Si notre hypothése qu’AtCLCg de canal de chlorure est validée, comment peut-on
expliquer le phénotype de sur-accumulation de chlorure des plantes mutantes atclcg sur

NaCl par rapport au sauvage ?

i) Chez la plante sauvage, AtCLCg peut laisser passer librement les anions
chlorures au travers du tonoplaste selon le gradient électrochimique.
Lorsqu’elle se développe sur NaCl, I’accumulation de CI cytosolique atteint
un seuil toxique. AtCLCg peut jouer le role d’un canal de CI', laisse passer
librement les anions CI" du cytoplasme au travers du tonoplaste dans la

vacuole, afin de détoxifier le cytosol (Figure R-22).

i) Chez la plante mutante atclcg-2, I’absence d’AtCLCg ne perturbe pas la
croissance lorsque la plante se développe sur milieu ¥2MS normal. Par
contre, quand elle se développe sur un milieu de stress NaCl, 1’absence
d’AtCLCg peut entrainer une sur-accumulation de CI° dans des
compartiments autres que la vacuole, tels que dans les chloroplastes, dans la
paroi cellulaire ou dans 1’apoplaste éventuellement (Figure R-22). En effet,
il a été montré que chez la plante traitée par le stress salin, la sur-
accumulation de chlorure peut avoir lieu ailleurs que dans la vacuole. Dans
une étude comparant deux cultivars d'orge qui tolerent difféeremment le sel,
la technique de microanalyse aux rayons X a révélé que la concentration de
chlorure dans le cytoplasme et la vacuole étaient similaires entre les deux
génotypes mais le cultivar tolérant accumulait environ moitié moins de
chlorure dans la paroi cellulaire par comparaison avec le cultivar sensible
(Flowers et Hajibagheri, 2001).

iii) Chez la plante mutante atclcc-1, nous avons observé également une sur-
accumulation de CI" dans la feuille par rapport au celle du sauvage
lorsqu’elle se développe sur 75 mM NaCl pendant trois semaines, mais
aucune différence significative n’a été remarquée dans la racine. Par contre,

Jossier et al., (2010) ont reporté qu’aucune différence de contenu en CI" n'a
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Le trait noir continue indique qu’AtCLCg induit I’expression d’AtCLCc. Les
traits rouges pointillés indiquent la relation entre AtCLCg et AtCLCc en réponse

au stress NaCl.




Discussion et perspectives

été observée entre Col-0 et le mutant atclcc-1 a 25 et 50 mM NaCl pendant
deux semaines. Cette différence peut s’expliquer par le fait que les
expériences sont réalisées avec des concentrations de NaCl et des temps de
développement différents (milieu de stress salin causé par 25 et 50 mM
NaCl pendant 2 semaines pour les travaux de Jossier et al., (2010) contre 75
mM NaCl pendant 3 semaines pour ce travail). Peut-étre la concentration
plus éleveée de NaCl dépassant un seuil critique et la durée du temps de
traitement prolongée dans mes expériences font que la plante mutante
atclcc-1 a tendance a accumuler du CI” dans des compartiments autres que la

vacuole.

iv) En résumant toutes les analyses transcriptionnelles et physiologiques
chez la plante simple mutante atclcg-2, atclcc-1 et la plante double mutante
atclcc-1/atclcg-2, nous pouvons conclure que les plantes simple mutantes se
comportent comme le double mutant, aussi bien au niveau de 1’expression
génique concernant AtCLCc et AtCLCqg et, du phénotype de développement

en réponse au stress NaCl (Figure R-23).

Il serait intéressant alors de mesurer le ClI" dans I’apoplasme et les différents
compartiments chez les mutants atclcg pour clarifier le role exact d’AtCLCg lors du stress
NaCl. Malheureusement, il est techniquement difficile d'obtenir des mesures directes
expérimentales de flux de CI" et ses concentrations dans le systeme de plante intacte, bien
que certaines estimations aient été faites en utilisant des différents techniques telles que la
micro-analyse aux rayons X (Hajibagheri et Flowers, 1989), les microélectrodes sensibles
aux ions intracellulaires (Felle, 1994), I’analyse de traceurs (Britto et al., 2004) ou de

sondes fluorescentes sensibles au CI" (Lorenzen et al., 2004).

En plus de I’analyse du contenu en chlorure, j’ai également mesuré les contenus en
nitrate, en sulfate, en phosphate et en sodium des plantes en réponse au stress NaCl. Chez
les mutants atclcg, nous avons observé qu’il y a non seulement une sur-accumulation de
chlorure dans la partie aérienne (comme montré dans 81V.2.4) mais également une sur-
accumulation de sulfate dans les racines. Ceci est en corrélation avec 1’analyse de
I’expression du geéne AtSULTR4.1 et 4.2. Dans la littérature, il y a trés peu de travaux
concernant a la relation entre CI” et SO,%, surtout dans le systéme de la plante entiére et en
réponse au stress salin. Une des rares études physiologiques réalisées chez le soja a montré
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ainsi qu’une augmentation de 1’assimilation du SO4" lorsque les plantes sont traitées par
NaCl (Nazar et al., 2011). Pour le contenu en phosphate, par contre, il a été montré que
NaCl peut étre impliqué dans 1’absorption et le transport de PO,* (Termaat et Munns, 1986
; Romero et al., 1994). Mais, en raison des problémes techniques, nous n’avons pas pu
obtenir les valeurs de PO,> lors de I’analyse des échantillons. Pour ce qui concerne de
contenu en sodium, mes résultats préliminaires montrent qu’il n’y a pas de différence
significative entre les mutants atclcg et le sauvage Col-0 lorsqu’elles se développent sur

NaCl (données non montrées).

En conclusion, mon travail de thése a conduit a la caractérisation d’AtCLCg, un des
sept membres de la famille des CLCs chez Arabidopsis thaliana. J’ai pu montrer que cette
protéine joue un rdle de canal chlorure putatif. Localisée sur le tonoplaste, exprimée
principalement dans les cellules de mésophylle, cette protéine serait impliquée dans
I’homéostasie du chlorure vacuolaire pour détoxifier le cytoplasme lorsque la plante se
développe sur NaCl. J’ai également pu indiquer qu’il n’existe pas de redondance
fonctionnelle entre AtCLCc et AtCLCg, mais les deux génes codant ces deux protéines
possédent une forte relation transcriptionnelle entre eux. Ainsi, I’ensemble de mes travaux,
combiné aux études précédentes, contribue a montrer I’importance des ions chlorures et la
diversité¢ fonctionnelle de la famille des CLCs dans 1’homéostasie des anions dans la

réponse au stress NaCl de la plante.
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MATERIEL ET METHODES

. Matériel

1.1. Matériel végétal

Mes travaux de these ont été réalisés chez Arabidopsis thaliana dans l'accession
Columbia-0 (Col-0) et dans l'accession Wassilewskija (WS). Les plantes mutantes
invalidées pour le gene AtCLCg ont été étudiées pour déterminer le réle de la protéine
correspondante in planta. Ces plantes proviennent de la collection GABI-Kat
(http://www.mpiz-koeln.mpg.de/GABI-Kat/) réalisée dans 1’écotype Col-0; deux alléles
nommeées atclcg-1 et atclcg-2 correspondant aux lignées GK-506B12-019732 et GK-
214E12-014139 respectivement. L’ADN-T inséré dans ces lignées comporte le gene de
résistance a la sulfadiazine. La figure R-5A montre la position des insertions ADN-T dans
le géne AtCLCg.

1.2. Souches bactériennes

1.2.1. Escherichia coli

DH5a: La souche DH5a (Hanahan, 1983) a été utilisée pour le clonage classique.
Le génotype de cette souche est : F* @80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 deoR recAl
endAl hsdR17(r’, m¢") phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl X'

XL10-Gold ® : La souche (fournie par Stratagene) a été rendue ultra compétente
pour la transformation de grandes molécules d’ADN avec une grande efficacité. Son
génotype est: Tet’A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl
gyrA96 relAl lac Hte [F" proAB lacl“ZAM15 Tn10(Tet") Amy Cam'].

DB3.1: La souche DB3.1 (fournie par Invitrogen) a été utilisée pour entretenir les
vecteurs de type Gateway « vide » et vecteurs de destination. Ces vecteurs contiennent le
géne suicide ccdB codant la protéine ccdB, un poison naturel qui agit sur I’ADN gyrase et
qui bloque la croissance de la bactérie. Une mutation de la gyrase (gyrA462) rend les
bactéries DB3.1 résistantes a l'action de ccdB. Le génotype de cette souche est: F
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Figure M-1 : Plasmide d’entrée de clonage Gateway™ pDONR207
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gyrA462 endAl A(srl-recA) mcrB mrr hsdS20(rs, mg) SupE44 ara-14 galK2 lacYl
proA2 rpsL20(SmR) xyl-5 A-leu mtl-1.

1.2.2. Agrobacterium tumefaciens

LBA4404 : La souche Agrobacterium tumefaciens LBA4404 a été utilisée lors de
nos expériences de transformation d’Arabidopsis thaliana. Cette souche est dérivée d’une
souche sauvage a octopine (Ach5) porteuse du plasmide pAL4404 contenant la région Vir
sans ADN-T (Komari et al., 1996). Le marqueur de sélection de ce plasmide est le géne de

résistance a la rifampicine.
1.3. Plasmides

1.3.1. Plasmide d’entrée de clonage Gateway (Invitrogen)

pPDONR207 est un vecteur donneur permettant le clonage des ADNc d’intérét dans
le systeme Gateway (Figure M-1). Il confére la résistance au chloramphénicol et a la

gentamicine avant et aprés la recombinaison respectivement (Invitrogen).
1.3.2. Plasmide utilisé pour la surexpression d’ADNc¢ chez Arabidopsis thaliana

Le plasmide pAlligator2 est utilisé pour la transformation par Agrobacterium
tumefaciens de fagon stable des plantes d’Arabidopsis thaliana (Bensmihen et al., 2004). Il
s’agit d’un vecteur binaire conférant la résistance a la spectinomycine chez les bactéries. Il
permet la synthese de la protéine GFP sous le contréle du promoteur At2S3 et, ainsi
d’observer une fluorescence exclusivement dans les graines facilitant la sélection des
transformants en T1. Il permet également de former une protéine fusion contenant un tag

HA en position N-terminale (Figure M-2).

pMDC43, un vecteur destinataire pour I'analyse de la localisation subcellulaire des
protéines, est utilisé pour la transformation transitoire de protoplastes de mésophylle d’A.
thaliana (Curtis et Grossniklaus, 2003). 11 s’agit d’un vecteur binaire conférant la
résistance a la kanamycine et a I’hygromycine chez les bactéries et la plante
respectivement (Figure M-3). Il permet la fusion de la protéine GFP a la protéine d’intérét

en position N-terminale sous le contr6le du double promoteur 35S (2x35S promoteur).

pKGWFS7 est un vecteur binaire utilisé pour 1’analyse du promoteur d’un géne

d’intérét via I’expression de la protéine fusion GFP-GUS sous le contrdle du promoteur du
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géne d’intérét (Karimi et al., 2002). Ce vecteur confére la résistance a la spectinomycine
chez la bactérie et a la kanamycine chez la plante (Figure M-4).

1.4. Amorces nucléotidiques

Pour réaliser les manipulations de biologie moléculaire, les amorces spécifiques
sont utilisées. Leurs noms, séquences et les températures d’hybridation pour chaque couple

d’amorces sont indiqués dans le tableau M-1.

1. Méthodes

I1.1. Méthodes relatives aux plantes

11.1.1. Stérilisation des graines

La solution de stérilisation (1 mL) est ajoutée a 20 mg de graines pendant 5 min
avec agitation dans le tube Eppendorf® 1,5 mL. Les graines sont ensuite rincées par quatre
bains de 1 minute a 1’éthanol 95% puis séchées sous hotte a flux laminaire pendant 5
heures. Une fois les graines seches, les tubes sont fermés et gardés ainsi stériles. La
composition de la solution de stérilisation est: solution de javel (NaOCl 800mM) 10%
(v/v) et éthanol 90% (v/v).

11.1.2. Culture in vitro de plantules d’Arabidopsis thaliana

Les graines stériles sont semées sur milieu ¥2MS, puis vernalisées pendant 48h a
4°C a I’obscurité afin de lever la dormance et d’homogénéiser la germination. Les graines

sont ensuite placées dans un caisson de culture (cf. tableau M-2).

Les plantules se sont développées dans des boites carrées 12x12 ¢cm contenant 60
mL de milieu ¥2MS autoclavé, solidifié par I’ajout de phytagel 5% (Sigma®). Les boites
sont fermées a 1’aide d’un scotch perméable a I’air (Sparadrap URGOPORE en bobine).
Ces derniéres sont placées a la verticale sur des racks dans la chambre de culture Sanyo®
ayant des conditions de lumiére, température et humidité controlées (Tableau M-2). Aprés
trois semaines de croissance, les parties foliaires et racinaires ont été récupérées
séparément, pesées et stockées dans des tubes Eppendorf®. Les tubes sont placés
immédiatement dans 1’azote liquide et ensuite stockés a -80°C avant de poursuivre la

procédure de traitement des échantillons.
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Tableau M-1 : Noms, séquences et températures d’hybridation des amorces
utilisées dans ce travail

Amorce sens Amorce anti sens ToC
Nom -
(5°>3) (5> 3) hybridation
Pour introduire les inserts dans le vecteur donneur pPDONR207 (amorces avec cassette Gateway®)
attBCLCg TACAAAAAAGCAGGCTTCATGCCAA CAAGAAAGCTGGGTCTGAGAAGAA 56
ACTCAACGACGGA AGGCAGCCGAA (avec codon stop)
CAAGAAAGCTGGGTCTCATGAGAAG 56
AAAGGCAGCC (sans codon stop)
attBPro TACAAAAAAGCAGGCTTCAAAGAG CAAGAAAGCTGGGTTCTTGGAACTT 56
CTTCTTCATCATCA TGACGAAGTAG
Pour qRT-PCR
gAtCLCqg TGCCAACGTCTGTCCAAT ACTTAACACCGGCGAGATTC 55
gAtCLCc GACGATGGATCTGTCGGATT AAGCGCCCATTTGAGAAAC 55
gActine2 GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG AACGACCTTAATCTTCATGCTGC 55
gNHX2 AAAGCGACCACCAGTACCAC CAAACACAGGACGCATGAAG 55
Pour séquencer
Amorces GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGC GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCT 56
universels AGGCTTC (U3) GGGTC (U5)
Pour sélectionner les mutants atclcg homozygotes
AtCLCgqg ATGCCAAACTCAACGACGGAGGAC TCATGAGAAGAAAGGCAGCCGAAT 56
entier (CLCgF) CC (CLCgR)
AtCLCg AGGGCCTATGGTGCATACTG AAACCGTCCATACGATGCTC 57
partiel (CLCgLP) (CLCgRP)
GABI TATTGACCATCATACTCATTGC GTGGATTGATGTGATATCTCC 56
(GABI-LB) (GABI-RB)
Pour quantifier les différentes formes d’ADNc¢ (QRT-PCR)
ADNc total CCATCAAAAACCTTTTCAGCA TGAGTTTGAACCAAGCAGCA 56
ADNCc (+72) AGACACATACACACAAGTAAATGT AAGGCTAGCTAGATCATTGTAGTGA 56
ADNCc (+14) CATATATGAGAGTTTTTTCTGTCCA AAGGCTAGCTAGATCATTGTAGTGA 56
G
Pour la détection des transcrits partiels chez les mutants
1-2 TGCCAACGTCTGTCC AAT ACTTAACACCGGCGAGATTC 57
3-4 CCATCAAAAACCTTTTCAGCA TGAGTTTGAACCAAGCAGCA 57

5-6 TGCCTCTCCGTACACTGTTG ATCCGAAGCCTTTTCCACTT 57
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- Le milieu ¥2MS : pour 1 L de “2MS : poudre MS (Sigma réf. M5524) 2,15 g ; phytagel 5
g.L*;pH58

11.1.3. Culture de plante d’Arabidopsis thaliana en systeme hydroponie (Orsel et al.,
2004)

Les graines d’Arabidopsis stérilisées sont semées sur les porte-graines contenant la
solution demi-nutritive solidifiée avec 0,8% phyto-agar stérilisée (trois graines par porte-
graines). Les portes-graines ont été placées dans des boites plastiques transparentes, pour
permettre le passage de la lumiére, garder I’humidité et éviter la contamination par les
moisissures. Les boites sont renfermées par du papier d’aluminium et placées a 4°C
pendant 48h. Ensuite, les boites sont placées dans la chambre de culture pendant 10 jours
(Tableau M-2). Les portes-graines contenant les plantules sont transférées dans les bacs
contenant la solution nutritive standard. La solution nutritive dans les bacs est renouvelée
grace a un systéeme de tuyaux liés avec un bidon contenant la solution stock qui est changée
tous les deux jours, via une pompe (Ismatec® Peristaltic pump MV-CA). Une autre pompe
a air assure la présence d’air dans la solution nutritive. Le tout est placé dans un caisson de
culture sous les conditions intensité de lumiére & 150 pmol photon m™? s, température a
21°C le jour et 19°C la nuit, humidité relative a 75%, photopériode de 16 h lumiére.
L’humidité des plantules est assurée par pulvérisation d’eau ultra pure une fois par jour
pendant la premiére semaine. Les plantules sont ensuite triées pour retenir celles qui sont
homogenes de la taille de la rosette de 2 - 4 feuilles. Aprés 2 semaines de croissance dans
le milieu nutritif standard qui contenait 6 mM NOg, les plantes subissent le traitement
limitant en NOj3™ en les plagant sur 0,2 mM NOj3; pendant 2 jours. Ensuite, elles sont
transférées a nouveau sur milieu standard 6 mM NOs pendant 1h. Le prélévement de
matériel biologique est effectué apres le temps désigné pour 1’expérience (1, 48, et 120h en

condition limitante et 1h apres réinduction) et stocké a -80°C.

— Le milieu nutritif standard 6 mM NO3 : 3 mM KNOgz, 1,5 mM Ca(NOs),, 2 mM
MgSQO,4, 2 MM KH,PO,4, 1 mM K3SO,4, 0,7 mM CaCl,, 10 uM MnSOy, 24 uM H3BO3, 3
uM ZnS0s, 0,9 uM CuSOs, 0,04 1M (NH4)sM07024, iron-EDTA 10 mg I™* (Sequestrene,
Ciba-Geigy).
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Tableau M-2: Conditions de cultures des plantes

Lumiére  Température Nuit Température  Hygrométrie
Chambre de culture 16h 21°C 8h 21°C 70%
Enceinte S3 16h 21°C 8h 19°C 80%
Serre 16h 23°C 8h 23°C 70%

Tableau M-3: Marqueurs de sélection pour les vecteurs utilisés

Vecteur Marqueur de sélection chez la Marqueur de sélection chez la Note

plante bactérie

Antibiotique Concentration Antibiotique Concentration

-1 Génération les
plantes
complémentées
Observation de GFP
dans la graine

50 pg mL1 Etude la localisation
subcellulaire de la
protéine

1 Etude ’expression
tissulaire de la
protéine

pAlligator2 Spectinomycine 100 pg m

pMDC43 Hygromycine 20 uygmL?  Kanamycine

pKGWFS7  Kanamycine 50 uygmL™ Spectinomycine 100 ug m
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— Le milieu limitant en N 0,2 mM NOj : la méme composition que le milieu 6 MM NO3
sauf : 0.1 mM KNOg, 0,05 mM Ca(NOs); et 2,45 mM K,SOy4, 2,15 mM CaCl, au lieu de 1
mM K;SQOq4, 0,7 mM CaCl.,.

11.1.4. Production des plantes transgéniques par la transformation avec

Agrobacterium tumefaciens par la technique « Floral Dip »
11.1.4.1. Transformation

La technique « Floral Dip » (Clough et Bent, 1998) a été utilisée pour obtenir les
plantes transgéniques. Les plantes sont cultivees en caisson en jour long (cf. tableau M-2)
jusqu’au début du stade de floraison. En méme temps, la souche d’Agrobacterium
tumefaciens LBA4404 contenant la construction d’intérét a été cultivée en pré culture dans
5 mL de milieu 2YT liquide en présence des antibiotiques adéquats (rifampicine 200 mg/L
final pour le vecteur avec le gene Vir ; spectinomycine 100 mg/L pour le vecteur binaire
pAlligator2) pendant 24 h & 30°C sous agitation (150 rpm). Ensuite, un erlen de 300 mL
de 2YT a été ensemencé avec 1 mL de pré culture pendant 24 h a 30°C toujours sous
agitation. La culture bactérienne est ensuite centrifugée a 5000 g pendant 20 minutes a
15°C dans les tubes Falcon de 50 mL. Le culot bactérien a été resuspendu dans une
solution contenant du sucrose 5% a une densité optique & 600 nm (DOggo) de 1,0. L’agent
mouillant Silwet L-77 (Lehle Seeds) a été ajouté a la concentration finale de 0,05% dans le
but de faciliter la pénétration des agrobactéries dans les interstices cellulaires. Les siliques
présentes sur les hampes florales sont éliminées grace a des ciseaux, puis les hampes
florales sont plongées dans la suspension d’Agrobacterium pendant 5 minutes (méthode de
« Floral Dip »). Les plantes ont ensuite été placées sous cloche pendant 2 jours afin de

créer une atmosphere saturée en humidité.

La culture des plantes s’est déroulée dans 1’enceinte en jour long (cf. tableau M-2)
jusqu’a la fin du stade reproductif. Les graines séchées sont récoltées puis sélectionnées in
vitro en présence de I’agent de sélection adéquat (antibiotique) afin d’identifier celles ayant

intégré la construction d’intérét.

- La composition du milieu 2YT : Pour 1 L de 2YT : bactotryptone 16 g ; extrait levure
10g;NaCl5g;pH7.
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11.1.4.2. Sélection

Les lignées TO résistantes, résultant des graines transformées, sont sélectionnées

soit par I’antibiotique adéquat soit par le signal de fluorescence GFP.

Dans le cas de sélection par antibiotique, les graines ont été semées sur la boite
.MS avec I’antibiotique de sélection convenable pour chaque vecteur, la concentration
d’antibiotique utilisé est indiquée dans le tableau M-3. Aprés la vernalisation a 4°C
pendant 2 jours, les boites sont ensuite placées dans la chambre de culture Sanyo®. Seules
les graines transformées sont capables de se développer et de former les plantes TO. Les
graines non transformées quant a elles dépérissent aprés avoir atteint le stade deux
cotylédons a cause de I’absence du géne de résistance a 1’agent de sélection intégré dans le

vecteur destinataire.

Dans le cas de la sélection sous macroscope, les graines transformées qui émettent
les signaux de GFP sont sélectionnées, ensuite transférées sur milieu ¥2MS additionnée de
1% saccharose pendant 1 semaine avant d’étre placées sur terreau en serre pour la
production des graines par autofécondation. Les graines des lignées de plantes T1 sont
récoltées. La ségrégation est analysée afin de sélectionner celles qui donnent ¥ graines
résistantes a D’antibiotique (ou fluorescentes) : ¥ graines non résistantes (ou non

fluorescentes) afin de sélectionner les plantes avec 1 insertion.

Les graines des lignées T1 sélectionnées sont cultivées in vitro et transférées
ultérieurement en terre pour la production des graines. A la génération suivante T2, sont
sélectionnées les lignées homozygotes qui donnent 100% de graines résistantes a
I’antibiotique de sélection ou 100% de graines fluorescentes. C’est sur ces lignées

homozygotes que I’ensemble de nos expériences a été réalise.
11.1.5. Transformation transitoire de protoplastes d’Arabidopsis thaliana

La suspension cellulaire a été préparée a partir de cellules du mésophylle en culture
d’Arabidopsis sauvage. Les cellules sont repiquées régulierement sur milieu JPL et

maintenir sur la plate-forme de culture en lumiere continue a 21°C et a 3 g agitation.

- Le milieu JPL 1X : le milieu Jouanneau et Peaud-Lenoel (1967) est un milieu complet et

synthétique utilisé pour la culture de protoplaste en suspension.
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- La composition : KNO3 19,43 mM, CaCl; 0,9 mM, MgSO, 0,45 mM, KH,PO, 0,375
mM, Fe-EDTA 5 uM, hydrolysat caséine 0,1 g/L, myo-inisitol 550 uM, glycine 26,6 uM,
hormone ANA (acide naphtaléne acétique) 1,07 uM, NaH,PO, 0,03 mM, Na,HPO, 0,06

mM, les micro-éléments 1X, la solution vitamine 1X, saccharose 43,8 mM

- Les micro-éléments 3333X : H;BO3 100 mM, KI 5 mM, MnSO,4 100 mM, ZnSO, 30
mM, Na,MoO, 1 mM, CuSO, 0,1 mM, CoCl, 0,1 mM

- La solution vitamines 1000X : thiamine HCI 1,18 mM, acide nicotinique 4,08 mM,
pyridoxine HCI 2,43 mM

11.1.5.1. Préparation des protoplastes

40 mL d’une culture cellulaire d’A. thaliana a 30% sont placés dans un tube Flacon de 50
mL puis centrifugés a 200 g sans frein pendant 5 min et a 20°C. Le culot est remis en
suspension dans 25 mL de solution enzymatique puis complété jusqu’a 75 mL par du JPL
0,34 M, le tout est placé dans un erlen de 250 mL stérile. Il est ensuite incubé pendant 3 h a
3 g agitation a 21°C. Aprés ce temps d’incubation, la culture cellulaire est centrifugée a
200 g sans frein pendant 5 min et & 20°C. Le culot est ensuite homogénéisé avec 25 mL de
JPL 0,34 M et a nouveau centrifugé a 200 g sans frein pendant 5 min et a 20°C. Le culot
est alors délicatement homogénéisé dans 1 mL de JPL 0,28 M puis complété jusqu’a 5 mL
avec du JPL 0,28 M et enfin centrifugé a 200 g sans frein pendant 5 min et a 20°C. Trois
phases se distinguent, la premiere phase contient les protoplastes, la seconde phase contient
le JPL 0,28 M et la derniére phase contient les débris cellulaires. La phase contenant les
protoplastes est récupérée a 1’aide d’une pipette stérile puis placée dans le tube de culture
de 13 mL a 4°C. Les protoplastes sont dilués au 1/20 dans du JPL 0,34 M puis comptés

grace a une cellule de Malassez afin de connaitre leurs concentrations.

- La solution JPL 0,34 M : JPL 1X, glucose 167,4 mM, mannitol 169,2 mM et pH 5,5
avec KOH 1M

- La solution JPL 0,28 M : JPL 1X, saccharose 280 mM et pH 5,5 avec KOH 1M

- La solution enzymatique : JPL 0,34 M, cellulase RS 1% (p/v) et macerozyme R10 0,2%
(P/v)
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11.1.5.2. Transformation des protoplastes

Dans un tube de culture de 13 mL, 10ug d’ADN plasmidique dilués dans 15 pL
d’eau ultra pure sont ajoutés a 2.10° protoplastes dans 50 pL de JPL 0,34 M. Le tout est
mélangé puis 150 uL de solution de PEG en état de décongélation sont ajoutés et le tube
est placé 15 min a I’obscurité sous agitation. 500 uL de Ca(NOgz), 275 mM sont ajoutes et
le tout est mélangé doucement, 500 puL de Ca(NOs), 275 mM sont a nouveau additionnés
et le tube est homogénéise en tournant. Le mélange est ensuite centrifugé 5 min a 200 g
sans frein, 75% du surnageant est enlevé et le culot est remis en suspension. Les
protoplastes sont ensuite recentrifugés 5 min a 200 g sans frein puis le culot est repris dans
500 pL de JPL 0,34 M et le mélange est homogeénéisé. Les protoplastes sont ensuite placés
a I’obscurité a 21°C pendant 24 a 72 h.

- PEG : PEG 6000 25% (p/v), Mannitol 450 mM, Ca(NOz3), 100 mM et pH ajusté a 9 avec
KOH2 M

11.2. Méthodes relatives aux bactéries

11.2.1. Transformation des bactéries E. coli par choc thermique

100 pL de bactéries thermo compétentes sont prélevés du stock conservé a -80°C,
mis dans un tube Falcon® et plongé dans la glace puis 4 uL de B-mercaptoéthanol ont été
ajoutés afin de faciliter I’entrée du vecteur. Une quantité de 50 ng d’ADN est ajoutée dans
I’aliquote cellulaire et 1’échantillon est incubé dans la glace pendant 30 minutes. Ensuite, le
tube Falcon® est plongé dans le bain-marie a 42°C pendant 30 secondes, puis dans la glace
pendant 2 minutes. 900uL de la solution S.O.C. préchauffée & 42°C sont ajoutés dans le
tube et il est alors incubé a 37°C pendant 1 h sous agitation a 250 rpm. Le mélange de
transformation est étalé sur la boite LB agar contenant 1’antibiotique adéquat. La boite de

Pétri est mise a 37°C pendant la nuit pour faciliter la croissance des colonies.

- S.0.C. (pour Super Optimal broth with Catabolite repression): bacto-tryptone 20g/L,
bacto-yeast Extract 5g/L, NaCl 10mM, KCI 2,5mM, MgCl, 10mM, MgSO, 10mM et
glucose 3,69/L

11.2.2. Transformation d’A. tumefaciens par choc électrique

Pour réaliser la transformation des plantes avec A. tumefaciens, les vecteurs

d’expression sont introduits dans la bactérie par choc électrique. 50 uL de bactérie A.
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tumefaciens sont mélangés a 15 ng d’ADN plasmidique dans une cuve a électroporation.
Cette derniére est placée dans un électroporateur (BIORAD® Gene Pulser Mxcell
Electroporation system) réglé sur 2500 V, 120 mQ et 40 pA, le choc électrique est réalisé
pendant 0,4 ms. 1 mL de milieu SOC est ajouté puis les bactéries sont mises a incuber 3 h
a 30°C a 250 rpm. Le mélange de transformation est étalé sur milieu Y2T solide additionné
d’antibiotique convenable et placé une nuit a 30°C pour sélectionner les colonies le

lendemain.
11.3. Méthodes de biologie moléculaire

11.3.1. Extraction rapide d’ADN génomique végétal

Ce protocole est basé sur la méthode décrite par Edwards et al. (1991). Environ 50 -
100 mg de matériel végétal est prélevé puis congelé dans de l'azote liquide dans un tube de
1,5 mL contenant trois billes de fer. L'échantillon est broyé mécaniquement par un broyeur
(Qiagen Tissue Lyser Retsch MM301 Mixer), puis sont ajoutés 400 pL de tampon
d'extraction (200 mM Tris-HCI (pH 7.5), 250 mM NacCl, 25 mM EDTA, et 0.5% SDS).
L'ensemble est vortexé quelques secondes, les debris sont ensuite culotés par une
centrifugation de 10 minutes a 13 000 g au froid (4°C). Une partie du surnageant (300 pL)
est transféré dans un nouveau tube de 1,5 mL et 300 pL d'isopropanol sont ajoutés afin de
précipiter les acides nucléiques. Aprés 5 minutes d'incubation a température ambiante,
I'ADN génomique est culoté par centrifugation (15 min, 13 000 g). Le culot est lavé a
I'éthanol 70% glacial puis est laissé sécher 2 minutes sous vide au Speed-Vac®. L'ADN
génomique est finalement dissout dans 30 uL d'eau déionisée, sa concentration est mesurée

au nano drop (Thermo Fisher Scientific Inc. - NanoDrop 1000) et il est stocké a -20°C.
11.3.2. Construction de plasmides par la technique Gateway®

Le systeme Gateway® est basé sur les réactions de recombinaison permettant
I’intégration directionnelle d’un produit PCR (portant le geéne d’intérét et deux sites de
recombinaison attB ajoutés grace aux amorces de PCR) dans un vecteur donneur (portant
deux sites attP) grdce a une réaction de recombinaison dite « BP ». Le produit de cette
premiere recombinaison, contenant deux nouveaux sites de recombinaison attL, appelé
vecteur d’entrée, sert de matrice a une seconde recombinaison, dite « LR » avec un vecteur
de destination (portant deux sites de recombinaison attR) pour obtenir un vecteur

d’expression (Figure M-5).
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Le gene AtCLCg est amplifié par 35 cycles de PCR avec 1’enzyme haute fidélité
Phusion® (ADN polymeérase Phusion® a été développée par Finnzymes, Thermo Fisher
Scientific New England Biolabs) avec les amorces indiquées dans le tableau M-1 a partir
de la population d’ADN génomique. Ces amorces permettent d’obtenir le géne AtCLCg
génomique avec les deux extrémités 5’ et 3’ contenant la séquence attB nécessaire a la
recombinaison avec les fragments attP sur le vecteur pPDONR207. Deux constructions sont
réalisées afin d’avoir soit un ADN génomique entier pour permettre la réalisation de fusion
en N-terminale de la protéine, soit un ADN génomique dépourvu du codon STOP pour
réaliser la fusion en C-terminale de la protéine. Ces constructions permettent d’obtenir
ultérieurement la protéine fusion dans les deux sens, en amont et en aval, de la protéine
interét.

L’amplicon a été purifié par le kit « illustra GFX® 96 PCR Purification Kit » (GE
Healthcare®). 100 ng du produit PCR sont additionnés a la méme quantité de vecteur
pDONR207 pour permettre une réaction BP grace a I’enzyme BP clonage II (Invitrogen®)
qui a lieu & 25°C pendant la nuit selon les recommandations du manufacteur. L’activité de

I’enzyme est désactivée par ajout 1 pL de protéinase K pendant 10 min a 37°C.

Les bactéries Escherichia coli de souche XL 10-Gold (Stratagene®) sont
transformées avec 1 pL de produit BP. Les colonies sont sélectionnées sur LB agar
additionné de gentamycine 4 la concentration de 80 pg. mL™. La présence du géne AtCLCg
a été vérifiée par PCR sur colonies avec les amorces spécifiques (cf. tableau M-1). Ensuite,
une extraction plasmide « miniprep » (QuickLyse Miniprep Kit - Qiagen®) a été effectuée.
Les plasmides extraits ont été envoyés a séquencer chez la compagnie GATC biotech
(www.gatc-biotech.com).

Une fois que nous avons obtenu le vecteur d’entrée (pDONR207::AtCLCQ), ce
dernier est utilisé pour effectuer la réaction LR avec les différents vecteurs destinataires en

fonction de 1’objectif recherché.
11.3.3. Extraction d’ARN total au Trizol / Chloroforme

Environ 50 - 100 mg de tissu végétal, broyé dans un tube de 2 mL en présence de
I’azote liquide, sont homogeneisés dans 1mL de Trizol. Le tube est incubé 5 minutes a
30°C. Ensuite, 0,2 mL de chloroforme sont ajoutés. Le tube est agité au vortex 15 secondes
et incubé 2 a 3 minutes a 30°C. Le tube ensuite est centrifugé a 12 000 g pendant 15
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minutes a 4°C. Le mélange est séparé en une phase inférieure rouge, la phase de phénol-
chloroforme, une interphase, et une phase aqueuse supérieure sans couleur. L'ARN reste
exclusivement dans la phase aqueuse. Cette derniere est transférée dans un nouveau tube
contenant 0,5 mL d’isopropanol. Le tube est inversé et laisse 10 minutes a 30°C. Apres une
centrifugation a 12 000 g pendant 15 minutes a 4°C, le précipité d'’ARN, souvent invisible
avant centrifugation, forme un culot colloidal (texture proche de la gélatine) au fond du
tube. Le tube ensuite est laissé sécher sur le papier absorbant pendant 20 minutes afin
d’enlever complétement 1’isopropanol. Le culot d'’ARN est lavé avec 1 mL d'éthanol a 70%
au froid, aprés une centrifugation & 10 000 g pendant 10 minutes & 4°C. L’éthanol est
enlevé complétement du tube en le laissant 2 minutes sous vide. Le culot est resuspendu
dans 500 pL d’eau ultra pure. La solubilisation d’ARN est facilitée par une incubation de
10 minutes a 60°C. Les concentrations des ARNs sont mesurées par spectrométrie a 260
nm (NanoDrop). Les ARNs sont migrés ensuite sur gel d’agarose 2% pour vérifier le
profil.

11.3.4. Transcription inverse (RT) pour synthése d’ADNc¢

Avant de réaliser la réaction de transcription inverse a partir des ARNSs extraits, tout
I’ADN contaminant est éliminé par un traitement a la DNase avec le kit « DNase-free »
(Fermentas®). Une quantité de 1 ug ARN est préparé, ensuite 1 pLL de tampon 10X (avec
MgCl,) et d’enzyme DNase (1 unité) sont ajoutés. Le tout est incubé a 37°C pendant 30
minutes. L’activité de I’enzyme est arrétée apres ajout de 1 uL EDTA et incubation a 65°C

pendant 10 minutes.

L’ADNc est synthétisé avec le kit « SuperScript Il First-Strand Synthesis »
(Invitrogen®) selon le protocole fourni par Invitrogen. Un mélange de 1 pL
oligonucléotide d(T)o et 1 pL ANTP 10 mM est préparé, ensuite sont ajoutés 3 ug d’ARN
ajusté au volume final de 10 pL par ’eau traitée au diéthyl pyrocarbonate (DEPC). Apres
une incubation a 65°C pendant 5 minutes, la réaction est plongée dans la glace pendant au
moins 1 minute. 2 uL de tampon 10X RT; 4 uL MgCl; 25 mM; 2 uL DTT 0,1 M; 1 pL
RNaseOUT et 1 pL d’enzyme SuperScript III RT sont ajoutés, le tout est incubé a 50°C
pendant 50 minutes. La réaction est ensuite incubée a 85°C pendant 5 minutes et plongée
dans la glace. Un volume de 1 uL. de RNase H est ajouté et la réaction est incubée a 37°C
pendant 20 minutes. L’ADNc est conservé a -20°C et prét pour [’utilisation lors

d’expérience de PCR simple ou PCR quantitative en temps réel.
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11.3.5. PCR quantitative en temps réel - gRT PCR

La quantification des ADN s’est faite de fagon relative par rapport a un géne de
référence. L’analyse de 1’expression de 1’ensemble des génes dans ce travail a été réalisée
avec le kit LightCycler® 480 SYBR Green | Master (Roche Applied Science). Les
réactions PCR quantitative sont realisées sur des plaques de 96 puits, chaque puits
contenant 5 pL. mélange SYBR Green I; 1 pL amorce sens et anti-Sens & la concentration
de 10 uM; 0,5 puL d’eau DEPC et 2,5 uL d’ADNc. L’expression des génes d’intérét a été
normalisée avec les expressions des genes de reférence actine2, UBQ10 ou TUBA4. Il est
nécessaire de noter que dans ce manuscrit ne sont présentés que les résultats d’expression
des genes normalisés avec 1’actine2. Mais pour chaque réaction de gRT PCR, la
normalisation a été vérifiée également avec UBQ10 et TUB4. Le méme profil d’expression
des genes d’intérét par rapport a 1’actine2 a été obtenu avec ces deux genes de référence.
Le profil thermique utilisé était de 2 minutes & 50°C et 10 minutes & 95°C, suivi par 45
cycles de 30 secondes a 95°C, 30 secondes a 60°C et 30 secondes a 72°C.

La présence d'un amplicon unique dans chaque réaction PCR a été confirmée par
référence aux courbes de fusion. La courbe standard a été obtenue a partir des réactions par
les amorces spécifiques de 1’actine2 et une série de cing dilutions de la matrice d'ADNCc.
La quantité relative pour chaque échantillon d'ADNCc a été déterminée en normalisant avec
la courbe standard, et a été calculé comme la moyenne arithmétique des trois réactions
indépendantes. Les données sont représentatives de trois expériences biologiques

indépendantes.

Pour chaque couple d’amorces, I’efficacité d’amplification a été vérifiée avant
d, oq. . 9 . b : A
utilisation pour mesurer 1’expression du gene correspondant. Ces valeurs doivent étre

supérieures a 1,9 et inférieures a 2,0.
11.3.6. Dosage des anions par analyseur DX-120 DIONEX®

50mg de matériel végétal sont récupérés et ensuite broyés en poudre dans un tube
Eppendorf de 2 mL. 1mL d’eau ultra pure est ajouté dans les tubes. Ces derniers sont
congelés - décongelés 3 fois de suite (-20°C / 20°C). Apreés une centrifugation a 21°C a
10 000 g pendant 10 minutes, 200 uL de surnageant sont récuperés dans un tube Eppendorf
de 1,5 mL contenant 500 pulL d’eau ultra pure. Les tubes sont stockes a -20°C pour étre

analysé a 1’aide d’analyseur DX-120 Dionex®. Les dosages sont assures par la plateforme
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de Chimie du Végétale (PFCV) de Versailles. Les échantillons ont nécessité des dilutions
afin de rentrer dans la gamme d’étalonnage. Les valeurs de contenus en anions sont
normalisées avec la gamme d’étalonnage tenant compte des dilutions et des masses

fraiches prélevees.
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Abstract

Under temperate climates and in cultivated soils, nitrate is the most important source of nitrogen (N) available for
crops and, before its reduction and assimilation into amino acids, must enter the root cells and then move in the
whole plant. The aim of this review is to provide an overall picture of the numerous membrane proteins that achieve
these processes by being localized in different compartments and in different tissues. Nitrate transporters (NRT)
from the NRT1 and NRT2 families ensure the capacity of root cells to take up nitrate, through high- and low-affinity
systems (HATS and LATS) depending on nitrate concentrations in the soil solution. Other members of the NRT1
family are involved subsequently in loading and unloading of nitrate to and from the xylem vessels, allowing its
distribution to aerial organs or its remobilization from old leaves. Once in the cell, nitrate can be stored in the
vacuole by passing through the tonoplast, a step that involves chloride channels (CLC) or a NRT2 member. Finally,
with the exception of one NRT1 member, the transport of nitrite towards the chloroplast is still largely unknown. All
these fluxes are controlled by key factors, the ‘major tour operators’ like the internal nutritional status of the plant
but also by external abiotic factors.

Key words: CLC family, NRT family, nitrate, transport.

Introduction

Nitrogen is one of the most essential nutrients for plants
and is involved in the building of the fundamental bricks of
life: nucleotides, amino acids, and proteins. Only some plant
species are able to use atmospheric nitrogen due to their
capacity of a symbiotic relationship with specific micro-
organisms (Gordon et al., 2001). The other species find their
resources in the soil where nitrogen is present in different
forms. For example, the soil solution may contain different
organic N forms such as soluble proteins or amino acids
derived from proteolytic processes. In particular ecosys-
tems, some plant species are able to use these organic N
forms, as described in a recent review (Nédsholm er al.,
2009). In temperate climatic conditions, inorganic N forms
are predominant and fertilizers are often supplied as nitrate,
ammonium or urea (http://www.fertilizer.org/ifa/). In this

review, the focus will be on nitrate as a main nitrogen
source for Arabidopsis plants, and why and how it is present
in soils, how it is taken up by plant roots, distributed in the
whole plant or inside one cell, and, finally, what the ‘tour
operators’ are that organize and regulate this complex
journey.

Origin of nitrate

It is axiomatic that all the nitrate on earth today originates
from atmospheric nitrogen gas (N,). However, this conver-
sion to nitrate has involved both abiotic and biotic pro-
cesses. In Fig. 1 a time-course of nitrate production on
earth, from early pre-biotic times to the present day, is
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proposed. Originally, in an anoxic early-earth atmosphere,
small amounts of NO (nitric oxide) would have been
produced by lightning acting in the atmosphere (N, and
CO,) and this NO settled into the oceans where nitrate and
nitrite would have formed (Canfield er al, 2006). The early
organisms (facultative heterotrophs such as Archaea and
Bacteria) evolved a process of using this nitrate as an electron
acceptor for respiration in the absence of oxygen (Pina-Ochoa
et al., 2010). Some of these bacteria can accumulate up to
800 mM nitrate in their vacuole (Schullz-Vogt, 2006). Recent
genome sequencing of some of these bacteria (Mussmann
et al., 2007) indicates that the transport of nitrate into the
vacuole most probably involved an early version of chloride
channels/transporters, of which one has recently been discov-
ered to load nitrate into Arabidopsis vacuoles (see “Travelling
within the cell’). A reduction of abiotic N fixation soon after
the origin of life resulted in a possible N crisis, which
triggered the development of biological nitrogen fixation
(Navarro-Gonzalez et al, 2001). Once aerobic organisms
(cyanobacteria) evolved on earth, the atmosphere was
oxygenated and production of nitrate steadily increased, and
as Falkowski points out, this production of nitrate must have
evolved after the advent of oxygenic photosynthesis, as there
can be no nitrate without oxygen (Falkowski, 1997). Roughly
42 million years ago, the Arabidopsis genus split from the
Brassica complex (Beilstein ez al, 2010), so clearly, the
evolutionary ancestors of Arabidopsis were exposed to nitrate
and therefore evolved mechanisms to absorb and transport
nitrate. More recently, the introduction of the Haber—Bosch
process dramatically increased the amount of ammonium-
nitrogen produced and, when added as fertilizer to soil, has
resulted in a large increase in nitrogen and nitrate in soils.

Nitrate in soils

The vast majority of the total nitrogen in soil (>98%) is in
organic matter, which is mostly unavailable directly to

plants. Only a very small fraction of this total N is in
inorganic forms. This conversion to inorganic forms
(ammonium, nitrite, and then nitrate) occurs via biological
processes involving soil microorganisms. Generally in
aerated soils, nitrate predominates and if it is not absorbed
by plant roots or utilized by microorganisms, it is available
for leaching. Nitrate leaching occurs because nitrate has
a very weak affinity to form surface complexes with soil
minerals and most soils more strongly adsorb cations
compared with anions (Strahm and Harrison, 20006).
Because of this, the diffusion coefficient for nitrate is very
high, i.e. nitrate diffuses quickly to areas of depletion such
as to the rhizosphere. The concentration of nitrate in soil
solutions is very variable, both spatially and temporally
(Miller et al., 2007), depending very much on soil type,
fertilizer addition, microbial activity etc. Nitrate concen-
trations in soil solutions have been reported by a number of
surveys and reviews (Reisenauer, 1966; Wolt, 1994). Con-
centrations generally range from very low levels of a few
hundred micromolar to around 20 mM, the highest up to
70 mM. Consequently, plant roots are exposed to this wide
range of concentrations, and it is then understandable that
plants have developed a system of regulation of nitrate
transporters to cope with this variability (see the next
section, ‘Travelling from the soil to plant roots’). It is
important to note that the plant’s demand for N is the
actual pacemaker for nitrate uptake by the roots from the
soil solution.

Travelling from the soil to plant roots

The selective uptake of water and solutes to support plant
growth and development is achieved by the root system. Its
species-specific size and its architecture may vary depending
on a wide variety of developmental and environmental
factors (reviewed in Zhang et al., 2007). The main root, the
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Fig. 1. A proposed time-course of the relative amount of nitrate produced on earth (based on Canfield et al., 2006, 2010; Pina-Ochoa
et al., 2010; Navarro-Gonzalez et al., 2001; Falkowski, 1997; DE Canfield, personal communication).
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lateral roots, and the root hairs are the major components
of a root system that are organized in a simple or complex
manner, such as in Arabidopsis or in cereal crops (Osmond
et al., 2007). The nitrate fluxes through the root part can be
considered in two dimensions: the radial and basipetal
fluxes.

Transport across the root to the vascular tissue can occur
through the inter-cellular space (apoplastic transport) or
through the different cell layers (symplastic transport),
namely the epidermis, cortex, and endodermis in Arabidopsis.
Characterized by cell wall deposition that surrounds the
cell like a belt, the endodermis layer separates the outer
(peripheral) from the inner (central) root cell layers (Enstone
and Peterson, 2002). Recently, Baxter and co-workers
showed that suberin on the endodermis acts as a barrier to
the apoplastic transport of both water and mineral ions
(Baxter er al, 2009). Thus, whatever the nitrate routes
from the soil to the stele, nitrate must enter either the
epidermal, the cortex or the endodermal cell before being
loaded into the xylem vessels.

Early studies indicated that ions enter the plant at the
root tip and are translocated basipetally to the shoot
(Cannings and Kramer, 1957). However, since this publica-
tion, many studies have shown that the root axis is
characterized by regions that are heterogeneous in their
uptake and transport capacities (Siebrecht ez al., 1995).

Depending on the external nitrate concentrations, two
different uptake systems occur within the plant: the so-
called high- (HATS) and low-affinity (LATS) systems
operate when nitrate is present in the soil at low (<1 mM)
or high concentration (>1 mM), respectively. Physiological
studies demonstrated that each system is composed of
constitutive and nitrate inducible components (Glass and
Siddiqi, 1995).

In the apical part of the Arabidopsis root, one master
gene is expressed, NRT1I.1, coding for a protein that, at the
same time, plays the roles of nitrate transporter (Tsay et al.,
1993) and nitrate sensor to activate the expression of
nitrate-related genes (Ho er «l, 2009). NRTI1.1 is also
involved in different signalling processes leading to changes
in root development and seed germination (Ho and Tsay,
2010). Very recently, Krouk et al. showed that NRT1.1 is
able to facilitate auxin transport in a nitrate repressible way
(Krouk et al., 2010). NRT1.1 was thus proposed to repress
lateral root growth at low nitrate availability by promoting
basipetal auxin transport out of these roots. Discovered in
the 1990s, the NRT1.1 gene, also named CHLI, belongs to
the NRT1 family comprising 53 members in Arabidopsis
(reviewed in Tsay et al, 2007). It was first described as
a low-affinity nitrate transporter characterized by a K, of
5 mM, involved in the LATS. The expression of the NRT1.1
gene is inducible by nitrate, suggesting a role of the protein
in the inducible component of the LATS. Near the root tip,
it is found primarily in the epidermis where nitrate can enter
directly by the symplastic route and, further from the root
tip, its expression takes place in the cortex and endodermis
(Huang et al., 1996). The same protein was also shown to be
involved in HATS (Liu et al., 1999). Liu et al. demonstrated
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that the phosphorylation—dephosphorylation of threonine
T101 was responsible for the shift from a low to a high
affinity uptake characteristic (Liu and Tsay, 2003). The
CBL-interacting protein kinase CIPK23 (SnRK3.23) is able
to phosphorylate T101 under low nitrate conditions, allow-
ing NRTI.1 to function as a high-affinity nitrate transporter
(Ho et al., 2009).

In the root tip and in the mature regions of roots,
a second gene of the same family, AtNRT1.2, is expressed in
root hairs and root epidermis (Huang et al, 1999). In
contrast to the nitrate inducible expression of the NRT1.1
gene, NRT1.2 mRNA accumulates without prior nitrate
exposure and was shown to participate to the constitutive
component of the LATS.

Absent from the Arabidopsis root tip but expressed in the
mature part of the root, the AtNRT2.1 gene belongs to
another gene family, comprising seven members in Arabi-
dopsis (Orsel et al., 2002). GUS expression, directed by the
AtNRT2.1 promoter, is found in the epidermal, cortical,
and endodermal cell layers of mature root parts (Nazoa
et al., 2003). The NRT2.1 protein is localized on the plasma
membrane (Chopin et al., 2007a) and is the major actor of
the HATS system, particularly when the external nitrate
concentration is low (Filleur ez al., 2001; Orsel et al., 2004).
However, the NRT2.1 protein is not acting alone in the
nitrate transport process but requires a second protein,
named NAR2 (AtNRT3.1), as shown in barley (Tong e? al.,
2005) or in Arabidopsis (Okamoto et al., 2006; Orsel et al.,
2006). In addition to possibly being involved in NRT2.1
stability (Wirth e al., 2007), NAR2 was recently found to
be physically associated to NRT2.1 at the plasma mem-
brane and to form the active nitrate transporter as
a tetramer consisting of two subunits each of AtNRT2.1
and AtNAR2.1 (Yong et al., 2010). A second AtNRT2.2
gene is located near the 4¢tNRT2.1 on chromosome I. Li
and co-workers dissected the HATS activity in AtNRT2.1
and AtNRT2.2 single and double mutants and showed that
AtNRT2.1 is responsible for 72% of HATS activity. This
result suggests that AtNRT2.2 makes only a small contri-
bution to the system, except when AtNRT2.1 is lost, its
contribution increases and results in a partial compensation
(Li et al., 2007).

Net root nitrate uptake results from the balance between
nitrate influx, described above, and passive nitrate efflux
whose physiological role still remains obscure. In response
to biotic (Garcia-Brugger et al, 2006) or abiotic stresses
(Macduff and Jackson, 1992; Aslam er al., 1995), this efflux
increases and can even overcome the influx leading to net
nitrate excretion. Using a functional biochemical approach,
the NAXTI1 protein from a sub-family of seven members
from the large NRT1 family was identified and shown to be
responsible for the prolonged root nitrate excretion occur-
ring after acidification of the culture medium (Segonzac
et al., 2007). The protein is localized on the plasma
membrane of the cortical cells of mature roots but other
members of this NAXT sub-family are expressed in
different cellular types such as the root epidermis or root
stele, possibly being involved in nitrate xylem loading.
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Subsequently to this loading, nitrate is then translocated
to the upper part of the plant where other NRT proteins
allow its distribution in the whole plant.

Travelling within the plant

Nitrate concentrations vary to a large extent according to
organs and nitrate supply. Figure 2 summarizes the nitrate
contents of plants in the vegetative phase (Fig. 2A) grown
under two nitrogen regimes, and plants in the reproduc-
tive stage (Fig. 2B) grown with full nutrient supply
(J Dechorgnat, M Jossier, unpublished results). Nitrate is
found in all organs and must therefore reach each of them
by different routes.

The first step to transport nitrate towards the plant aerial
part is the loading into the xylem vessels of the vascular
stele and it has been shown that this step is a separate
control point for transport of nutrient into the shoot
(Herdel et al., 2001). The release of ions, such as potassium,
across the plasma membrane of xylem-parenchyma cells
into the xylem occurs through ion channels whose activity is
regulated by membrane voltage (Gaymard et al, 1998).
Kolher and co-workers used the patch-clamp technique on
protoplasts isolated from xylem-parenchyma barley cells
and showed that apoplastic nitrate itself controls the
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Fig. 2. Concentration of nitrate in different organs. (A) Vegetative
stage: Arabidopsis plants were grown for 35 d under short days on
sand under high (10 mM, black) or limiting (2 mM, grey) nitrate
supply. (B) Reproductive stage: Arabidopsis plants were grown for
46 d under long days on sand under full nitrogen supply (5 mM
nitrate). Young and old siliques were harvested 0-10 d and 10-20
d after fertilization, respectively. The values are means =SE of six
independent plants.

voltage-dependence of X-QUAC, the Quickly Activating
Anion Conductance, exerting a positive feed-back on its
loading into the xylem (Ko&hler e al., 2002). The potential
of the plasma membrane is negative (around —100 mV),
thus nitrate might only be passively transported from the
parenchyma cells into the xylem. However, a nitrate trans-
porter belonging to the NRTI1 family, AtNRTI1.5, was
found to be expressed in the pericycle cells surrounding the
protoxylem (Lin er al, 2008). Expression in Xenopus
oocytes revealed that it is able to transport nitrate in the
low affinity range but in both directions. In addition, nitrate
uptake is not affected in atnrtl.5 knock-out mutants but
translocation of nitrate, followed by the 5N tracer, is
slower in the mutant compared with the wild type. Taken
together, these results suggest that AtNRT1.5 plays a major
role in the loading of root nitrate into the xylem from the
pericycle cells but other mechanisms must co-exist within
the root.

Moving up to the aerial part of the plant, the petiole is an
important organ, ensuring nitrate distribution towards the
leaves. It is generally characterized by a high nitrate content
(Raab and Terry, 1995). One member of the NRT1 family,
AtNRTI.4, encodes a low-affinity nitrate transporter that is
constitutively and specifically expressed in petioles and mid-
ribs of Arabidopsis leaves. In addition, atnrtl.4 knock-out
mutants showed a reduced nitrate content in the petiole and
the mid-rib (45-50% of wild-type levels), while that of the
lamina was slightly increased (Chiu et al, 2004). These
results suggest that this NRTI1 protein plays a role in the
nitrate distribution to the lamina of the leaves where nitrate
reduction takes place. However, the AtNRTI1.4 mRNA,
detected by whole-mount in situ hybridization, does not
seem to be located in the vascular tissues. The mild
phenotype of the mutants indicates that AtNRT1.4 is not
the only actor of nitrate distribution to the lamina. Another
gene of the same family, the 4zNRT1.8, is in fact expressed
predominantly in parenchyma cells within the vasculature in
both roots and shoots of seedlings, suggesting a role in
xylem loading and/or unloading (Li ez al, 2010). Further
experiments showed that xylem sap collected from mutants
accumulate more nitrate than the wild-type, allowing the
authors to demonstrate that the protein, localized in
the plasma membrane, is a low-affinity nitrate transporter,
the function of which is to transport nitrate across paren-
chyma cells to unload nitrate from the xylem sap. Thus, two
proteins, AtNRT1.5 and AtNRT1.8, closely related phyloge-
netically, are, respectively, involved in nitrate loading into
the root stele and nitrate unloading from the root stele or
from the shoot vasculature, ensuring the fine-tuning of long-
distance transport from the roots to the shoots.

Once inside the cell, nitrate can follow different routes. It
can be stored as ‘temporary parking’, in the vacuole, where
it can serve as an osmoticum or as a stock to be mobilized
when the plant is growing under unfavourable conditions
(see ‘Travelling within the cell’). Similarly to amino acids
remobilized from proteins during seed filling (Masclaux-
Daubresse er al, 2010), nitrate can be exported from the
vacuole and transported towards growing organs, such as
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young leaves, when the external resource availability is
decreasing, or when the mature leaf is ageing and becomes
a source leaf. Thus, membrane(s) protein(s) must transport
nitrate through the plasma membrane towards the vascular
tissues of source organs. Looking at this specific expression,
Fan et al. showed recently that the 4zNRT1.7 was a good
candidate to achieve this function (Fan ez al, 2009). The
protein is localized in the plasma membrane of companion
cells and sieve element complex of mature leaves and
characterization of null mutants revealed that they accumu-
late higher amounts of nitrate in older leaves and are
defective in remobilizing nitrate from older leaves to young
leaves. The AtNRTI.7 gene expression is also induced by
nitrogen starvation and, as a consequence, null mutants
showed growth retardation under these stress conditions
(Fan et al, 2009). Two genes of the NRT2 family,
AtNRT2.4 and AtNRT2.5, are also regulated by nitrogen
availability, being induced by nitrogen starvation and
repressed by nitrogen re-supply (Orsel ef al., 2002; Okamoto
et al., 2003). They could represent complementary actors for
nitrate remobilization and the double or triple mutants’
sensitivity to nitrogen starvation would be interesting to
study.

In some species, nitrate uptake seems to be completely
repressed by flowering and no longer operates during seed
filling (Malagoli et al., 2004) whereas in Arabidopsis this
process is lower than during the vegetative stage but still
occurs (Masclaux-Daubresse er al., 2010). In addition, as
shown in Fig. 2, not only the vegetative organs contain
nitrate but also reproductive organs such as stems, siliques,
and even seeds (Chopin et al, 2007b). Although nitrate is
not the major nitrogen form in seeds, it plays an important
role in the regulation and breaking of seed dormancy
(Alboresi et al., 2005). How does nitrate reach this
particular organ? One good candidate is the AtNRTI.6,
a low-affinity nitrate transporter localized on the plasma
membrane (Almagro et al., 2008). The gene is expressed in
the vascular tissue of the silique and in the funiculus, which
ensures the link between the developing seed and the
sustaining silique. In agreement with the expected decrease
in nitrate supply to developing embryos, atnrtl.6 seed
nitrate content was found to be reduced. Interestingly, the
mutant also showed an increased seed abortion due to
embryo abnormalities at the globular stage of development
(Almagro et al., 2008). This phenotype was found only
under normal nitrate supply but not under deficiency
conditions, suggesting that the plant can sense the nitrogen
availability and modulate its nutrition strategy for grain
development. In summary, up to now, 12 genes are shown
to encode transport proteins involved in nitrate fluxes
through the whole plant and they are represented in
a schematic diagram in Fig. 3.

Travelling within the cell

Techniques for measuring intracellular nitrate concentra-
tions include the compartmental tracer efflux method,
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nitrate selective-microelectrodes, cellular nitrate reductase
assays, and '*Cs nuclear magnetic resonance (NMR)
(Miller and Smith, 2008). The nitrate concentrations
measured depend very much on the technique used, cell
type, and growing conditions, but a few generalizations can
be made. Cytosolic nitrate concentrations (1-6 mM) are
more stable than vacuolar concentrations (5-75 mM) when
the external nitrate concentrations vary 10 000-fold (van der
Leij et al., 1998; Cookson et al., 2005; Miller and Smith,
2008). This result is consistent with the idea that the
vacuolar nitrate pool provides a reservoir of stored nitrate
that can be used to maintain the cytosolic nitrate concen-
tration. This was confirmed by the fact that the nitrate pool
is not maintained at a steady-state in the cytosol of the root
tip cells where the vacuoles are not fully developed
(Radcliffe ez al., 2005; Miller and Smith, 2008). Nitrate can
also be found in chloroplasts. For example, in isolated
chloroplasts from spinach leaves, the concentration of this
anion is around 5 mM and stays constant independently of
the external nitrate conditions (Schroppelmeier and Kaiser,
1988). Finally, it is assumed that nitrate might be present in
other organelles, mainly ER (Siddiqi and Glass, 2002). The
future development of fluorescent probes that report nitrate
concentrations would be the ultimate tool for measuring
more precisely intracellular nitrate concentrations and
following possible changes in different nitrate pools
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Fig. 3. Schematic representation of nitrate routes within the
Arabidopsis plant.
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according to environmental conditions. Recent advances in
FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) and FP
(Fluorescent Protein) technologies have allowed the pro-
duction of fluorescent probes for calcium, glucose, sucrose,
and phosphate (Okumoto, 2010). Similar probes for nitrate
have yet to be developed (Okunola ez al, 2008). However,
the discovery of proteins that transport nitrate and their
crystallization provides future hope for developing such
nitrate-specific fluorescent probes. The challenge will be to
ensure a nitrate probe highly selective for nitrate (over
nitrite and chloride) and relatively pH-insensitive for use in
different cellular compartments.

It is now well established that nitrate in the vacuole is not
only important for storage but also for turgor maintenance
(Mclntyre, 2001; Miller and Smith, 2008). Very early studies
suggested the presence of a NO3/H™ transporter in the
tonoplast (Schumaker and Sze, 1987; Miller and Smith,
1992). Recent evidence shows that the activities of these
nitrate transporters are connected to the activity of the
vacuolar H"-ATPase, confirming the key role of the pH
gradient as a driving force of fluxes through the tonoplast
(Krebs et al, 2010). AtCLCa was the first NO;/2H"
exchanger discovered, responsible for nitrate loading into
the vacuole in Arabidopsis (Fig. 4) (De Angeli et al., 2006).
This protein belongs to a family of chloride channel/
transporters. The difference of selectivity between AtCLCa
and the other AtCLCs is mainly due to the presence of
a proline residue in the selectivity motif (Bergsdorf et al.,
2009; Wege et al., 2010; Zifarelli and Pusch, 2010).

Knock-out plants for A¢tCLCa have only a 50% re-
duction in nitrate accumulation compared to the wild-type
(Geelen et al, 2000; Monachello et al, 2009). This
indicates that there are additional genes that are also
responsible for nitrate loading into the vacuole. Recently,
AtCLCDb, the AtCLCa closest related protein, has also
been shown to be a nitrate transporter in the tonoplast
(von der Fecht-Bartenbach ez al., 2010). Nevertheless, it is
still unclear if AtCLCDb is involved in nitrate loading or
release from the vacuole. In contrast to the CLC family,
only one member of the NRT families has been shown to
be involved in nitrate flux within the cell, the AtNRT2.7
protein. The gene is specifically expressed at the final stage
of seed maturation and the protein is localized on the
tonoplast (Chopin et al., 2007b). Characterization of null
mutants, showing reduced nitrate contents in mature seeds,
suggests that the AtNRT2.7 protein is involved in the
loading of nitrate into the embryo vacuoles, and thus
complements the role of the AtNRTI.6 in seed nitrate
feeding (Almagro et al, 2008, see previous section
‘Travelling within the plant’).

The analyses of these vacuolar transporters revealed that
co-operation between the tonoplast and plasma membrane
exists at the molecular level to regulate the fluxes to
maintain the cytosolic nitrate homeostasis. For example, in
atclca mutants, both expression of NRT1.1 and NRT2.1 are
reduced (Monachello er al, 2009; Wang et al, 2009).
Further analyses will be needed in the future to understand
the integrated network responsible for this process.

Nitrate homeostasis is buffered as well by the cytosolic
nitrate reductase (NR), the first enzyme in the nitrate
assimilation pathway, reducing nitrate into nitrite (Fig. 4)
in an NAD(P)H-dependent manner (Cookson et al, 2005;
Fan et al., 2006). Once nitrite is formed in the cytosol, it is
translocated into the chloroplast to be reduced into
ammonium by the nitrite reductase (NiR). The transport of
nitrite from the cytosol to the chloroplast remains largely
unknown in higher plants. Although a free diffusion has
been proposed, the physiological nitrite concentration in the
cytosol (in the range of micromolar) is too low to allow this
mechanism (Kawamura er «l, 1996) and requires the
presence of transporters. A nitrite transporter has been
isolated in cucumber: CsNitrl (Cucumis sativus nitrite
transporter) (Sugiura et al., 2007). This transporter belongs
to the proton-dependent oligopeptide transporter (POT)
family and is able to export nitrite when expressed in yeast.
CsNitrl is localized in the inner membrane of the chloro-
plast envelope and Arabidopsis mutants of the orthologous
gene (At1g68570), which belongs to the NRT1 family (Tsay
et al., 2007) over-accumulates NO, compared with the wild
type. Another transporter which could participate to nitrite
transport in the chloroplast is the AtCLCe member of CLC
family (Fig. 4), targeted to thylakoid membranes
(Marmagne et al, 2007). Knock-out mutants of AtCLCe
present an altered photosynthetic activity, an under-accu-
mulation of nitrate associated with an over-accumulation of
nitrite (Monachello et al., 2009). Nevertheless, it is difficult
to conclude as to the exact function of AtCLCe as the
expression of several genes implicated in nitrate fluxes
(NRT2.1 or NRTI.I) are modified in atclce mutants
(Monachello er al., 2009). Another actor of NO, fluxes
from the cytosol to the chloroplast is the highly conserved
PII protein, a sensor of carbon/nitrogen balance and energy
status in bacteria, cyanobacteria, and plants (Lillo, 2008).
In Arabidopsis, one P11 homologue (GLBI1) has been cloned
(Hsieh et al, 1998). Arabidopsis PII mutant seedlings
present an increased sensitivity to NO; toxicity (Ferrario-
Mery et al., 2005). This sensitivity can be explained by an
increase by 30-40% of the light-dependent NO, uptake
observed on isolated chloroplasts of the PII mutant
compared with the wild type (Ferrario-Mery et al., 2008).
Thus, PII appears to be involved in the down-regulation of
NO, uptake into the chloroplast; however, its partners in
this mechanism remain to be identified.

The tour operators

The importance of nitrate for growth and development lead
to the existence of tightly regulating systems to co-ordinate
nitrate transport and assimilation with developmental needs
and environment cues. Globally, operators of nitrate trips
can be summarized as (i) nitrate itself, (ii) the plant N status
(amino acids) exerting a negative regulation on trans-
porters, and (iii) the plant C status (light, carbohydrate) or
reduced nitrogen forms (ammonium or amino acids)
stimulating or inhibiting, respectively, nitrate transport and
assimilation (see Gojon ef al., 2009, for a review).
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Fig. 4. Schematic representation of nitrate routes within the cell; NR, nitrate reductase.

Nitrate itself, either as an external nutrient or as an
intracellular ion induces specific sets of genes to shape plant
shoot and root morphology, influence flowering time, and
relieve seed dormancy (Bernier e al, 1993; Alboresi et al.,
2005; Zhang et al, 2007). The typical primary nitrate
response, observed after re-providing nitrate to short-term
starved plants, is characterized by the induction of nitrate
transporters (NRT2.1; NAR2; NRT1I.1) and nitrogen assim-
ilation genes (nitrate reductase, glutamine synthetase).
Nitrate uptake is decreased if internal N status is high or
when other nitrogen sources are provided. Glutamine was
shown to be the most powerful repressor of NRT2.1
transcript and represents the main shoot-to-root N status
signal to regulate N uptake (Vidmar ez al, 2000; Gansel
et al., 2001; Nazoa et al., 2003). In contrast to the amino
acid negative regulation, induction of nitrate transporters
by photosynthesis products involves metabolites down-
stream of the hexokinase activity and requires the oxidative
pentose phosphate pathway (Lejay e al, 2008). A putative
signalling candidate would be glucose-6-P, already known
to be an allosteric regulator of the key carbohydrate metabolic
steps phosphoenolpyruvate carboxylase and sucrose phos-
phate synthase (Matsumura et al., 2002; Takahashi-Terada
et al, 2005). The glucose-6-P level was found to be
well correlated with the transcript levels of NRTI.l and
NRT2.1 in roots, but further work is needed to assign
a regulatory function of this metabolite for nitrate uptake.
Interestingly, this new regulation mode also concerns members
of the NO; and SO7 transporter family, thus illustrating a co-
ordinated regulation of different nutrient uptake (Lejay et al.,
2008).

Next to these operators, means of regulating N nutrition
acting either at the transcriptional or post-translational
levels of target gene products have been characterized. They
include protein kinases, transcription factors, RING-type
ubiquitin ligase or microRNAs (for reviews see Gojon ez al.,

2009; Miller et al., 2009; Castaings et al., 2011). Ordering
this complex web of regulating components into a primary
master regulator or secondary developmental regulatory
loops around nitrate pools is a major challenge.

Other parameters of the environment also affect the
nitrate journey into a plant. For example, cadmium stress
was shown to induce the expression of the xylem nitrate
unloading transporter A¢tNRT1.8 (Li et al, 2010) and to
repress the xylem nitrate loading system AtNRTI.5
(Lin et al., 2008). This response illustrates a strategy of
nitrate reallocation under Cd** stress aiming at maintaining
nitrate in roots. In plants experiencing a prolonged potas-
sium deficiency, nitrate absorption is reduced by reversibly
repressing the expression of AtNRT2.1, AtNRT2.3, and
AtNRT2.6 (Armengaud et al., 2004). In these conditions,
the concomitant depletion of root nitrate content, together
with the stimulation of nitrogen assimilatory pathway
(NR, GS, GOGAT), represents an original situation where
nitrogen absorption and assimilation are uncoupled
(Armengaud et al., 2009). The interaction between water
and nitrate are already known and molecular (Wang et al.,
2001) and genetic interactions (Loudet ez al, 2003) have
been investigated. Interestingly, 4¢tNRT1.1 is expressed and
functions in Arabidopsis guard cells. In the absence of
NRTI.1 protein, stomatal opening and transpiration rates
are reduced, leading to enhanced drought tolerance when
compared with the wild type (Guo et al., 2003).

Concluding remarks

During the last decade, huge efforts have been devoted to
the molecular dissection of nitrate fluxes through the whole
plant. A very complex picture is now emerging (Figs 3, 4),
combining the action of members of at least four gene
families, namely NRTI, NRT2, NAR, and CLC. Given that
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the specific functions of 12 NRTI and NRT2 genes are at
present described in Arabidopsis (Tsay et al., 2007; this
review), there are still 48 genes whose roles in planta remain
to be elucidated. In addition, we are just at the beginning of
understanding how these different proteins act in a co-
ordinated manner, particularly when fluxes through the
plasma membrane, tonoplast or chloroplast envelopes take
place in the same cell. Finally, even if Arabidopsis con-
stitutes a very good model to study this complex biological
process, the function of orthologous genes in crops is yet to
be elucidated. However, efforts must be emphasized partic-
ularly in species characterized, for example, by different
nitrogen metabolisms such as rice (paddy environment). For
example, in rice, one NRTI gene has been functionally
characterized (Lin ez al, 2000) while the functions of two
NAR?2 like (Araki and Hasgawa, 2006) and four NRT2 like
genes (Cai et al, 2008) are still under investigation.
Symbiotic interactions, bacterial or mycorrhizal, may also
have pronounced effects on the functions and regulations of
nitrogen transport. Recent studies on mycorrhizal interac-
tions have highlighted the roles of newly identified key
transporters, in the fungi or in the host plants as well
(Chalot et al., 2006, Javot et al., 2007).
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SUMMARY

Identification and characterization of the chloride channel, AtCLCg, involved in salt stress
response in Arabidopsis thaliana

In plant cells, anion channels and transporters are essential for key functions such as
nutrition, ion homeostasis and, resistance to biotic or abiotic stresses. In Arabidopsis thaliana,
members of the ChLoride Channel (CLC) family located on the tonoplast have been shown to be
required for nitrate homeostasis (AtCLCat, AtCLCb?) or involved in salt tolerance (AtCLCGcS).

In this study, we identified and characterized the chloride channel AtCLCg in A. thaliana.
Use of an AtCLCg:GFP fusion revealed the localization of this protein on the tonoplast. Studies on
the disruption of the AtCLCg gene by a T-DNA insertion in two independent lines demonstrated
that AtCLCyg is involved in response to salt stress and not in nitrate homeostasis in our conditions.
Although no difference in shoot and root NO3™ content is observed, mutant plants show a phenotype
compared to wild-type when they are grown on 75 mM NaCl: (i) a decrease by 20% of total plant
fresh weight; (ii) a diminution by 16% of primary root length and a reduction by 19% of secondary
root number; (iii) an over-accumulation of chloride and sulfate in shoots by 21% and 26%
respectively. These phenotypes are abolished in complemented lines with 35S::AtCLCg. atclcg
mutants show a similar phenotype in the presence of 75 mM KCI, but no difference is detected in
response to 140 mM mannitol. This result suggests that the hypersensitivity phenotype of atclcg

mutant depends on the ionic component and not on osmotic effect of salt stress.

Knowing that AtCLCg and AtCLCc share a high degree of homology, approximately 75%
of identity at protein level, and both are involved in response to salt stress, we generated a clcc/clcg
double mutant. Phenotypic analysis showed that the two KO mutations do not have additive effect
under salt stress of 75 mM NaCl. In parallel, gene expression analysis showed that AtCLCg is
repressed in the clcc mutant background, and conversely. Expression analysis of reporter gene
displayed a different pattern for Pacicq::GUS, strongly expressed in mesophyll cells, compared
with a strong expression of Pacicc::GUS in guard cells and pollen. Altogether these results
demonstrate that both AtCLCc and AtCLCg are involved in response to salt stress but they are not

functionally redundant.



RESUME

Identification et caractérisation d'un canal chlorure, AtCLCg, impliqué dans la réponse au
stress salin chez Arabidopsis thaliana

Dans les cellules végétales, les canaux et les transporteurs anioniques sont essentiels pour
les fonctions clés telles que la nutrition, I'hnoméostasie ionique et la tolérance aux stress biotiques
ou abiotiques. Chez Arabidopsis thaliana, les membres de la famille CLC (pour ChLoride
Channel), situés sur le tonoplaste, sont requis pour I'homéostasie du nitrate (AtCLCa et AtCLCb)
ou impliqués dans la tolérance au sel (AtCLCc).

Dans mon travail de thése, j’ai identifié et caractérisé un canal chlorure, AtCLCg, chez A.
thaliana. L'étude de la protéine fusion AtCLCg::GFP a révélé que cette protéine est localisée sur le
tonoplaste. Deux lignés mutants indépendants d’insertion ADN-T, atclcg ont été sélectionnés. Les
études physiologiques sur ces deux lignés ont démontré qu’ AtCLCg joue un réle dans le passage de
chlorure mais pas dans I'homéostasie du nitrate au travers du tonoplaste. En effet, aucune
différence de contenu en nitrate (NOj3) racinaire et foliaire n’a été observée entre le sauvage et les
mutants dans nos conditions. Par contre, les plantes mutantes présentent un phénotype par rapport
au sauvage lorsqu'elles se développent sur milieu de croissance contenant 75 mM NaCl: (i) une
diminution de 20% de la masse fraiche ; (ii) une diminution de 16% de la longueur de racines
primaires et une réduction de 19% du nombre de racines secondaires ; (iii) une sur-accumulation de
21% et 26% de chlorure et sulfate foliaire, respectivement. Ces phénotypes sont abolis chez les
lignés complétées avec 35S::AtCLCg. De plus, les mutants atclcg présentent un phénotype
similaire & la présence de 75 mM KCI, mais aucune différence n'est détectée en réponse a 140 mM
mannitol. Ce résultat suggere que le phénotype d'hypersensibilité des mutants atclcg dépend du

chlorure et non du I'effet osmotique du stress salin.

Sachant qu’AtCLCg et AtCLCc partagent un haut degré d’homologie, environ 75%
d'identité au niveau des protéines, et que les deux sont impliquées dans la réponse au stress salin de
la plante, nous avons généré le double mutant atclcc/atclcg. L’analyse phénotypique a montré que
le double mutant ne présente pas un phénotype additif sur milieu de stress 75 mM NaCl. En
paralléle, l'analyse de I'expression des génes a montré qu’AtCLCg est réprimé dans le fond mutant
atclcc, et inversement. Par ailleurs, lI'analyse de l'expression de géne rapporteur démontre que
PatcLcg::GUS est fortement exprimé dans les cellules du mésophylle alors qu’une forte expression
de Pacicei:GUS dans les cellules de garde et le pollen est observé. Ainsi, I’ensemble de ces
résultats montrent que ces deux protéines AtCLCc et AtCLCg sont impliquées dans la réponse au

stress salin de la plante, mais elles n’ont pas de fonction redondante.



