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RESUME : Le ~"Cs et le *'Cs, deux isotopes radioactifs du césium relachés entre autres a la suite des
accidents de Tchernobyl et Fukushima, sont des sources de préoccupations majeures pour la sécurité
sanitaire et pour la préservation des écosystemes. L'absorption de césium est inégale entre espéces
végétales : outre sa disponibilité dans le sol, le transport du césium est également influencé par des
propriétés propres a la plante. Les flux d’éléments chez les végétaux étant régulés par des
transporteurs, I'objectif général de ma these a été d’identifier et de caractériser ceux qui sont
significativement impliqués dans le transport du césium. Du fait de I'analogie avec le potassium, le
césium est supposé emprunter les voies de transport dédiées a ce macronutriment. Le systeme de
transport potassique comprend une diversité de protéines dont les contributions respectives
dépendent des niveaux d’apport en potassium. Je me suis donc intéressée a I’étude de 'absorption,
de I'accumulation et de la distribution du césium pour trois niveaux de nutrition potassique. En ce qui
concerne I'absorption racinaire de césium, nos données sont cohérentes avec les connaissances sur
les rbles respectifs du transporteur potassique HAK5 et des canaux cationiques non sélectifs en
fonction du niveau de potassium. En outre, les tests réalisés indiquent que des canaux potassiques
de la famille des Shaker pourraient étre impliqués dans la translocation du césium ainsi que dans sa
recirculation. Le transporteur HAKS, plutdt bien caractérisé pour son role dans I'absorption racinaire
de césium et de potassium, appartient a la famille de transporteurs nommée KUP/HAK/KT. Les
résultats produits pendant cette thése mettent en évidence le role in planta du transporteur KUP9,
un membre de cette famille des KUP et jusque-la peu étudié. Nous n’observons pas de modifications
de I'absorption du potassium chez les mutants invalidés sur ce transporteur comparés a I'écotype
sauvage : il serait donc possible de le manipuler pour moduler I'absorption de césium sans que la
nutrition potassique ne soit altérée. Ce résultat est particulierement encourageant dans un objectif
de gestion des territoires contaminés par l'utilisation de plantes capables d’accumuler de grandes
qguantités de césium (phytoremédiation) ou a I'inverse limitant les transferts a la chaine alimentaire
(safe food).

Mots-Clés : Arabidopsis thaliana, césium, transporteurs
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ABSTRACT: ~~"Cs an Cs, two radioactive isotopes unintentionally released after the Chernobyl and
the Fukushima accidents, are of major concern for ecosystems protection and human health.
Together with the soil and the soil solution composition, plant properties have a major influence on
the amount of caesium uptake which is highly heterogeneous between species. Due to the important
role of transporters in the control of elements fluxes, the aim during my thesis was to identify and
characterize those that were involved in a significant part of cesium transport. Due to analogy with
potassium (K), an essential macronutrient for plants, caesium is supposed to pass predominantly
through potassium carriers. Potassium transport involves a diversity of proteins and their respective
contribution depends on the level of K supply to the plant. Therefore, | started my project testing the
effect of three different K-treatments on uptake, accumulation and distribution of caesium.
Concerning the effects of K supply on root uptake of caesium, our results are consistent with the
known role of the potassium transporter HAK5 and non-selective cations channels respectively.
Additionally, our observations show that two potassium channels from the Shaker family could be
involved in caesium translocation and recirculation. The HAKS transporter mentioned above is
already well characterized for its role in the root uptake of caesium and potassium. This transporter
belongs to the KUP/HAK/KT family with 12 other proteins in A. thaliana. Results produced during my
thesis demonstrate in planta the role of KUP9 transporter —a member of the KUP family-, which has
received little attention so far. Changing in potassium uptake has not been observed in mutant lines
disrupted in this KUP9 transporter: it could be possible to modulate caesium uptake without
alteration of potassium nutrition. This result is very promising for management strategies of
contaminated lands modulating plant properties to accumulate large amount of caesium
(phytoremediation) or to limit caesium transfer in foodstuffs (safe food).

Key words: Arabidopsis thaliana, cesium, transporters
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CONTEXTE

Cette thése s’inscrit dans le projet DEMETERRES (DEveloppement de Méthodes bio- et Eco-
Technologiques pour la Remédiation Raisonnée des Effluents et des Sols, ANR-11-RSNR-0005)
soutenu par le programme d’investissements d’avenir pour la « Recherche en Slreté Nucléaire et en
Radioprotection » (RSNR) et piloté par I’ANR. Coordonné par le CEA, ce projet a pour ambition de
développer un ensemble de technologies innovantes de remédiation des sols et des effluents
contaminés, en appui a une stratégie de réhabilitation apres un accident nucléaire. Ces technologies
doivent étre sélectives des radionucléides (principalement Césium et Strontium), non intrusives et
optimisées en matiére de déchets secondaires.

Dans ce cadre, ma thése participe plus précisément aux objectifs concernant le développement de
phytotechnologies pour la gestion de la contamination en radiocésium. Ces phytotechnologies
consistent a utiliser les capacités des plantes a accumuler ou au contraire a discriminer le césium
dans le but de gérer sa présence dans les sols contaminés par des technologies respectivement de
phytoremédiation ou de « safe food ». Les travaux réalisés pendant ma thése se situent en amont de
ces stratégies c’est-a-dire au niveau de l'approfondissement des connaissances fondamentales
concernant les propriétés du flux de césium chez les végétaux. Pour cela, les travaux ont été réalisés
au sein de deux laboratoires d’accueil complémentaires. Le L2BT (Laboratoire de Biogéochimie,
Biodisponibilité et Transferts des Radionucléides) de I'IRSN mene des recherches concernant
I’ensemble des voies de transfert de radionucléides au sein de la biosphére terrestre notamment
dans le cadre de la gestion de crise et de suivi post-accidentel. L’équipe du LBDP (Laboratoire de
Biologie du Développement des Plantes) du CEA travaille principalement sur les aspects moléculaires
relatifs au transport et au stockage d’éléments dans les plantes, en particulier chez A. thaliana.
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Chapitre I- Analyse bibliographique

Le césium est présent naturellement a de faibles concentrations dans la crolte terrestre. |l n’a pas de
role biologique connu chez les plantes et de ce fait a été écarté des recherches en biologie végétale
pendant longtemps a part pour ses propriétés de bloquant des canaux potassiques. Cependant, le
récent accident de Fukushima Daiichi, et avant lui celui de Tchernobyl, et la contamination en

radiocésium des sols et de champs cultivés qui en a résulté a relancé I'intérét de la compréhension

des mécanismes impliqués dans I'absorption de césium par les plantes.

137 134

Cs et
cause de leur temps de demi-vie relativement long et de leur rapide incorporation dans les

Parmi les radioisotopes du césium, le Cs sont les principaux objets de préoccupation a
écosystémes (Section 1.1). Les fortes concentrations en césium induisent un retard de croissance
chez les plantes ce qui suggére que ces derniéres ont la capacité d’accumuler de grandes quantités
de césium, en tout cas des quantités suffisamment élevées pour dépasser le seuil de tolérance.

L'absorption de césium chez les plantes est donc importante et la contamination des productions
végétales agricoles n’est pas une menace anodine. Dans un objectif de sécurité alimentaire et de
protection des écosystémes, différentes stratégies de gestion des territoires contaminés sont mises
en ceuvre (Section 1.2). Parmi ces stratégies, |'utilisation des capacités des plantes a extraire le
césium du sol ou au contraire le développement de « safe food » représentent des alternatives
intéressantes a la fois scientifiqguement et économiquement mais sont encore a I'étude.

La compréhension des caractéristiques physiologiques et moléculaires de l'absorption et de
I"accumulation de césium chez la plante est un outil indispensable a I'optimisation de ces stratégies
alternatives. Le fait que le césium n’a pas de role dans le métabolisme de la plante suggére qu'il
n’existe pas de systéme de transport spécifiquement dédié a cet élément. Le césium, radioactif ou
stable, est présent en solution sous forme de cation Cs*. En tant que tel, les flux de Cs* dans la plante
sont soumis aux mémes regles que celles qui s’appliquent aux autres cations monovalents et
notamment a K" dont le systéme de transport est assez bien caractérisé (Section 1.3).

En plus de I'analogie chimique existant entre les ions K et Cs’, les paramétres qui régissent le
transfert de césium aux végétaux indiquent que les deux éléments sont vraisemblablement en
compétition pour les mémes systemes de transport (Section 1.4). Les flux de césium a travers la
plante empruntent ainsi différents transporteurs dédiés ou contribuant au systéme de transport
potassique (Section I.5).

I.1- UELEMENT ETUDIE : LE CESIUM
1.1.1-Le césium dans I’'environnement

Dans l'environnement, la répartition du césium stable d’origine naturelle differe de celle du césium
radioactif d’origine exclusivement anthropique. En effet, le césium stable atteignant les phases
mobiles provient par exemple de I'érosion de certaines roches alors que le césium radioactif est
inféodé aux activités nucléaires. Néanmoins, les différents isotopes du césium (stable et radioactifs)
ont les mémes propriétés chimiques et se comportent de la méme maniere notamment en termes de
mobilité.

Le césium stable est un élément rare sur terre : il est présent a 3 ppm dans la cro(te terrestre contre
25000 ppm pour le potassium (K). On ne le trouve pas sous forme « pure » car, comme expliqué

dans la section suivante, il réagit violemment avec I’eau mais il est présent sous forme de cristal. On

IRS[1 Manuscrit de thése L. GENIES 2017 16/175



Chapitre I- Analyse bibliographique

le trouve en faible proportion, avec le rubidium, dans les roches riches en silice et en alumine
contenant du potassium et du lithium. Le césium est également présent en plus forte proportion
(jusqu’a 34 a 36 %) dans la pollucite (Davis, 1963 ; Greenwood & Earnshaw, 1984 ; Daburon, 2000),
un minerai d’aluminosilicate. On estime les concentrations en césium stable a 10~ ng.g” dans I'eau
de mer, 1 ug.g" dans les granites, 4 ug.g" dans les roches sédimentaires et a 13,4 pg.g” dans le
charbon (Davis, 1963 ; Bowen, 1979 ; Coughtrey & Thorne, 1983).

Comme indiqué plus haut, I'occurrence de radiocésium dans I’environnement est uniquement due
134 37Cs sont produits lors de la
Ba. Ces deux isotopes, le **Cs

Csetle
136

aux activités de I’homme. Deux isotopes majeurs du césium, le

133

fission d’actinides ou le bombardement neutronique du ~>°Cs ou du

et le ¥’

Cs, présentent un intérét environnemental particulier du fait de leur rapide incorporation
dans les systemes biologiques, leur demi-vie relativement longue et I’émission de rayonnements 3 et

v durant leur désintégration (White & Broadley, 2000).

Deux accidents nucléaires majeurs sont a l'origine des relargage les plus significatifs de **’Cs et de
34Cs dans I'environnement : I'accident de Tchernobyl (Ukraine) en 1986 et I'accident de Fukushima-
Daiichi (Japon) en 2011. Treize ans aprés l'accident de Tchernobyl, plus de 70000 ha de terre
ukrainienne —en plus des 30 km de la zone d’exclusion autour de la centrale de Tchernobyl- étaient
toujours indisponibles pour I'usage agricole a cause de la présence de radiocésium a de fortes
concentrations (Payne et al., 2004). A Fukushima, la majorité du territoire contaminé (>185 kBg.m™)
qui s’étend sur environ 1700 km? est de nature forestiére (75%, Yoshihara et al., 2013) et 20% sont

constitués de zones agricoles (Steinhauser et al., 2014).

Dans les écosystemes terrestres, le césium est mobile et échangeable d’un compartiment a I'autre

(Fig.l.1).
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Figure 1.1 : Cycle du césium dans les écosystémes terrestres. D’apres Avery (1996).

Au niveau du sol, le césium a tendance a rester dans les couches les plus superficielles a cause d’une
adsorption sur les argiles, notamment sur les illites, et les fractions organiques (Cawse, 1983 ; Smith
& Elder, 1999 dans White & Broadley, 2000). La solubilité et la mobilité du césium augmente avec la
diminution du pH, le H" remplacant alors les ions Cs” liés aux particules argileuses (Avery, 1996). Ainsi
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dans les sols a hautes teneurs en humus, le caractere acide a tendance a faire augmenter la
biodisponibilité des ions Cs* (Heinrich, 1992). L’adsorption des ions Cs* sur les argiles est également
en compétition avec I'adsorption des ions potassium et ammonium (Nielsen & Strandberg , 1988 ;
Kirk & Staunton, 1989). Finalement la part de césium présente dans la solution du sol, disponible
pour les plantes, varie considérablement d’un sol a I'autre et selon de nombreux critéres parmi
lesquels la capacité d’échange cationique (Akiba et al., 1989), la durée écoulée depuis I'incorporation
du césium (Konoplev et al.,, 1993 ; Absalom et al., 1995) et, comme dit plus haut, les teneurs en
argiles, en potassium et en ammonium échangeable. L'estimation de la mobilité et de la
biodisponibilité du césium dans les sols fait I'objet de nombreuses études. Le facteur de distribution
(Kd), correspondant au rapport de la concentration en césium dans la phase solide sur la
concentration dans la phase liquide, est souvent utilisé pour évaluer la mobilité des radionucléides
en général dans les sols. Les valeurs de Kd pour le césium peuvent étre regroupées selon la texture
du sol : de 9,6 4 3,5.10* L.kg’1 pour les sols sableux, de 3,9.10' 3 3,8.10° L.kg'1 pour les sols limoneux-
argileux, de 4,3 3 9,5.10* L.kg" pour les sols organiques (AIEA, 2010). Le paramétre RIP (pour
Radiocesium Interception Potential), défini comme le produit du coefficient de distribution du
césium labile (KdL) par la concentration des ions NH," et K* et tenant compte de la nature des sites de
sorption du césium (spécifiques ou non spécifiques), est utilisé en modélisation pour I’estimation du
parameétre Kd et de la biodisponibilité du césium dans les sols (Cremers et al., 1988 ; Van Der Perk et
al.,, 2000 ; Absalom et al., 2001 ; Sanchez et al., 2002 ; Takeda et al., 2014). Globalement, on peut
retenir que les gammes de variations du Kd du césium sont tres larges et que les valeurs sont plut6t
élevées ce qui indique une faible mobilité du césium dans les sols.

Au niveau des végétaux supérieurs, le césium peut emprunter deux voies différentes : absorption
foliaire ou racinaire. De tres nombreux facteurs (mode d’exposition, climat, espece végétale
considérée...) influencent la quantité de césium absorbée par les végétaux que ce soit par voie
foliaire (épaisseur de la cuticule, capacités de la canopée a retenir I'eau,...) ou par voie racinaire
(propriétés et composition du sol, pratique culturale...). Le facteur de transfert (FT) sol-plante, défini
comme le rapport de 'activité dans la plante sur I'activité dans le sol, peut étre utilisé pour rendre
compte de la mobilité d’un radionucléide entre ces deux compartiments. Pour le césium, les valeurs
indiquées par I'AIEA peuvent étre considérées comme globalement élevées avec des FT moyens
tournant autour de 10 & 10™ pour plusieurs plantes cultivées (AIEA, 2010).

Les micro-organismes ont une place majeure dans le cycle biogéochimique du césium, notamment
via la décomposition de la matiére organique, entrainant la lixiviation et une augmentation de la
mobilité du césium (Witkamp & Frank, 1970 ; Clint et al., 1992). Dans les écosystéemes forestiers
notamment, 'importance des champignons dans la migration du césium est bien connue (Rafferty et
al., 1997). De plus, les micro-organismes seraient impliqués dans la rétention du césium au niveau de
la couche supérieure des sols (Johnson et al., 1991).

Au niveau des grands animaux, la principale voie de contamination en radiocésium est la
consommation de denrées alimentaires contaminées. Dans une moindre mesure, les contaminations
aériennes ou de contact contribuent également a I'accumulation de césium par les grands animaux
dans les zones urbaines (Andersson & Roed, 1994).

La mobilité du césium dans I'environnement dépend donc de nombreux facteurs comme la quantité
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de cations monovalents présents ou encore la teneur en minéraux inorganiques des substrats solides.
Les organismes biologiques directement contaminés par le radiocésium dans lI'environnement sont
les micro-organismes et les plantes alors que la contamination des plus grands animaux se fait en
général via la consommation de denrées alimentaires contaminées.

1.1.2 — Propriétés physico-chimiques du césium

Le césium fait partie du groupe des métaux alcalins avec qui il partage certaines propriétés comme
de provoquer une vive réaction avec dégagement de dihydrogéne quand il est mis en contact avec de
I’eau et de perdre facilement un électron formant ainsi un cation. En solution, le césium est présent
majoritairement sous forme de cation Cs* avec une faible voire aucune tendance a former des
complexes (Zhu & Smolders, 2000). Le point de fusion du césium (28,5°C) est le plus bas de la famille
des alcalins (Daburon, 2000). Il fait ainsi partie, avec le gallium et le mercure, des rares métaux
liguides a température ambiante.

Le césium possede 31 isotopes dont la masse varie de 114 a 145 (Daburon, 2000), tous radioactifs a

133

I’exception du césium stable (7°Cs). Comme expliqué plus haut, les deux isotopes radioactifs

d’intérét écologique sont le **Cs et le **'Cs.

La désintégration du **’Cs, dont I’activité massique est de 3,22.10"* Bq.g™, suit la réaction suivante :

B- 14
12705 L5 13mpg L, 13754
La désintégration de ces radionucléides produit donc des rayonnements [ et vy, avec des périodes
134¢s et 30,17 ans pour le **’Cs. Du fait de sa
Cs est plus fréquemment retrouvé dans les milieux que le **Cs.

radioactives relativement longues : 2,06 ans pour le

décroissance moins rapide, le 137

D’un point de vue physico-chimique, le césium partage des points communs avec le potassium qui
est un macronutriment essentiel impliqué dans de trés nombreux mécanismes biologiques vitaux. Le
potassium est aussi un métal alcalin, présent sous forme de cation monovalent K* dans la nature.
Cette ressemblance entre le potassium et le césium est un point majeur dans la suite du
raisonnement présenté dans ce chapitre. En effet, méme si le césium ne peut pas remplacer le
potassium dans les différents processus biologiques dans lesquels il est impliqué, la proximité
chimique de ces deux ions se traduit en revanche par un cheminement proche dans les différents
compartiments d’un écosystéeme.

1.1.3 — Toxicité du césium
Toxicité chimique

Chez 'homme, le césium est soluble dans les fluides corporels (Komarov & Bennett, 1983) et est
distribué dans tout le corps, principalement les muscles et autres tissus mous, via le tractus digestif
(Pendleton et al., 1965 ; Ghosh et al., 1993). La toxicité chimique des ions Cs" se traduit par des
troubles du systéme nerveux central - ce qui suggére qu’ils seraient capables de remplacer les ions K*
impliqués dans les fonctions de ce systéme (Ghosh et al., 1993 ; Bramham & Riddel, 1994), un
changement de fluidité de la membrane plasmique ainsi qu’une altération de certains composés
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cytoplasmiques comme le cytosquelette (Santini et al., 1993). La demi-vie dans le corps humain varie
en fonction de I'dge et du sexe du sujet contaminé (Komarov & Bennet, 1983 ; Cambray et al., 1987),
allant de 57 a 105 jours (Avery, 1996).

De la méme fagon que chez les animaux, les ions Cs* peuvent perturber la physiologie des végétaux
par compétition avec le K* pour les sites de liaison avec les protéines (Avery, 1995 ; Hampton et al.,
2004). En effet, le césium ne se comporte pas exactement comme le potassium qui, lui, est impliqué
dans des mécanismes vitaux tels que ’lhoméostasie, la turgescence, les transports d’eau et de séve...
Ainsi, différentes études suggérent que la toxicité du césium tient plus au rapport Cs/K qu’a la
guantité totale de césium (Davis, 1963 ; Sheahan et al., 1993). Chez A. thaliana, la toxicité chimique
du césium est démontrée par la réduction de la matiere fraiche des plantes cultivées sur agar
contenant 2mM de K" et plus de 0,3 mM de Cs* ou contenant 20 mM de K* et plus d’ 1 mM de Cs*
(Hampton et al.,, 2004). D’apres ces auteurs, on peut donc supposer que dans la plupart des
conditions environnementales « naturelles », c’est-a-dire avec une concentration potassique de
I'ordre du mM dans le sol (Marschner , 1995) et des concentrations en césium généralement
inférieures au uM (White & Broadley, 2000), le césium n’entraine que trés rarement des effets
toxiques sur les plantes.

Le retard de croissance engendré par les hautes concentrations en césium est médié en partie par la
voie de signalisation d’'une phytohormone, I'acide jasmonique acteur majeur dans la réponse aux
stress biotique et abiotique telle que la déficience en potassium (Armengaud et al., 2004 ; Adams et
al., 2013). De récentes études suggérent également que le césium pourrait étre séquestré dans les
vacuoles via le fonctionnement d’une protéine SNARE, Sec22 (Draxl et al., 2013).

Radiotoxicité

Comme évoqué dans la Section 1.1.1, la discrimination isotopique entre le césium stable et les formes
137 134
Cs et P

maniere identique au niveau des organismes vivants en termes d’absorption et de mobilité. En

radioactives Cs est négligeable. Les différents isotopes du césium se comportent donc de
revanche, si la toxicité chimique de I'élément césium est considérée comme faible, la radiotoxicité est
également a considérer dans I’évaluation de la dangerosité des isotopes radioactifs du césium.

Les modes d’exposition des populations humaines au **’Cs sont multiples. Les expositions internes
sont liées principalement a I'ingestion de denrées et, dans une moindre mesure, a l'inhalation de
poussiéres contaminées. Bien que minoritaires, les irradiations externes liées a I'’émission de
rayonnements y (les rayonnements B étant arrétés par les barrieres physiques) depuis les dépots
dans I'environnement existent également (Souidi et al., 2009).

Dans les cellules des organismes vivant, trés rapidement (de I'ordre de 10™* secondes) aprés
exposition a des rayonnements y, des espéces réactives de I'oxygene (ROS) sont produites a la suite
de la radiolyse de I'eau. Les effets en cascade qui en découlent, auxquels s’ajoutent des dommages
directs liés a la rupture de différentes liaisons moléculaires, affectent les macromolécules
biologiques : ADN (Duncan Lingdoh & Shaefer, 2009 ; Han & Yu, 2010 ; Lomax et al., 2013), lipides
(Stark, 1991 ; Benderitter et al., 2003 ; Corre et al., 2010), protéines (Le Maire et al., 1990) et les
processus les impliquant. Ainsi, au bout de quelques minutes a quelques heures, des dommages
cellulaires (dépendants de la dose d’irradiation regue) apparaissent comme un ralentissement de la
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mitose ou encore une perturbation des transports transmembranaires voire la rupture des
membranes (Singh & Singh, 1982 ; Reisz et al., 2014). Des mécanismes de réparation variés sont alors
déclenchés. Ceux-ci impliquent par exemple des facteurs de transcription qui favorisent I'expression
d’enzymes antioxydantes (McDonald et al., 2010 ; Patwardhan et al., 2013) et les réponses aux
dommages de I’ADN (voir la synthése de Thompson, 2012). Finalement les dommages causés par les
rayonnements ionisants, en particulier les rayonnements y, au niveau cellulaire et moléculaire sont
plutét bien connus et développés par exemple dans la synthese de Reisz et al. (2014). Nous ne nous y
intéresserons que trés brievement ici, I'objectif étant d’illustrer la radiotoxicité du césium sans en
faire une synthése exhaustive.

B7Cs sont étudiés sur les populations contaminées

Chez I'homme, les effets radiotoxiques du
accidentellement. Apreés I'accident de Goiania au Brésil, ayant entrainé une exposition externe et/ou
interne de plusieurs personnes & des doses élevées de *’CsCl, I’étude de Brandao-Mello et al. (1991)
rapporte des effets classiquement associés a une radiotoxicité aiglie. Ces dommages se traduisent
majoritairement par un syndrome d’aplasie médullaire (baisse du nombre de globules blancs et
immunodéficience). Dans le cas d'une exposition chronique a de faibles doses, des études
épidémiologiques ont été menées sur des populations vivant sur les territoires contaminés a la suite
de I'accident de Tchernobyl. Les résultats obtenus sont néanmoins difficilement imputables au **’Cs
spécifiqguement car d’autres contaminants interviennent dans ces cas (Souidi et al., 2009).

137¢s dans un

Au laboratoire, les effets d’une exposition chronique par ingestion a de faibles doses de
contexte post-accidentel ont été partiellement décrits chez le rat. Suite a l'ingestion d’eau
contaminée en **’Cs (6500 Bg.L™ soit environ 1,5.10° uM), de fines modifications ont été observées
sur plusieurs voies métaboliques comme celles de la vitamine D3 (Tissandie et al., 2006), du
cholestérol (Souidi et al., 2006) et des hormones stéroidiennes (Grignard et al., 2008), ainsi que sur
plusieurs systemes physiologiques comme le systeme cardio-vasculaire (Guéguen et al. 2008),

digestif (Dublineau et al., 2007), ou encore la réponse neuro-inflammatoire (Lestaevel et al., 2008).

Sur le terrain, les effets de I'exposition chronique a de faibles doses sur les animaux et les plantes
apres I'accident de Tchernobyl sont publiés par exemple dans la synthése de Geras’ kin et al., (2008).
Les auteurs distinguent en général deux périodes suivant un accident nucléaire tel que celui survenu
a Tchernobyl : une courte période d’irradiation intense au cours de laquelle sont observés les effets
les plus sévéeres suivie d’'une longue période de diminution des doses regues. Ces effets concernent a
la fois la santé globale des écosystémes avec par exemple des perturbations liées a la perte d'un
maillon de la chaine alimentaire et a la fois les organismes pris individuellement (mortalité, effets sur
la reproduction et sur la viabilité de la descendance, altérations morphologiques, sensibilités aux
pathogénes...).

Dans cette premiere section, nous avons vu que I'absorption de césium par les plantes terrestres est
une source de préoccupation sur différents plans. D’'une part, le césium radioactif est toxique pour
les végétaux avec des effets négatifs observés sur plusieurs traits phénotypiques (reproduction,
architecture...) et est donc considéré comme une menace vis-a-vis de la stabilité des écosystémes.
D’autre part, le facteur de transfert sol-plante du césium est relativement élevé pour différentes
plantes consommeées qui représentent la voie dominante de contamination des grands animaux. La
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consommation de ces denrées contaminées menace donc également la sécurité sanitaire des
populations humaines. Dans la section suivante, nous décrirons les méthodes liées a la dépollution
des sols qui ont pour objectif de limiter I’entrée de radiocésium dans cette chaine alimentaire.

1.2 — LA GESTION DES SOLS CONTAMINES EN RADIOCESIUM
1.2.1 - Les mesures traditionnelles

Les mesures traditionnelles de gestion des sols contaminés en radiocésium comprennent des
méthodes physiques et des contre-mesures agricoles (voir la synthése de Zhu & Shaw, 2000). Le
remplacement par un nouveau sol impose le stockage et le traitement de I’ancien sol contaminé par
exemple avec des agents chélatants. Cette technique est coliteuse (transport, stockage, traitement)
et envisageable uniquement sur des petites zones (Zhu & Shaw, 2000). Une autre méthode,
I'atténuation naturelle, consiste a laisser faire I'ensemble des processus naturels de dispersion,
dilution, adsorption, dégradation de la contamination sous surveillance. Cette technique présuppose
que I'entrée de radiocésium dans la chaine alimentaire est réduite par exemple en retirant les sols
contaminés de I'usage agricole (White et al., 2003).

Enfin, largement utilisées apres I'accident de Tchernobyl et testées a Fukushima, les deux techniques
utilisées « en routine » actuellement sont l'application d’intrants qui contiennent des cations
compétiteurs (notamment K*) et des techniques agricoles de labour et de paillage. L’objectif étant de
limiter la disponibilité du césium dans la solution du sol et son absorption par les plantes.

1.2.2 - L'utilisation des capacités d’absorption du césium par les végétaux

Parallelement a ces mesures traditionnelles, I'étude de la capacité d’absorption du césium par les
plantes intéresse a la fois les industriels et les scientifiques dans un objectif d’application a la gestion
des territoires contaminés. Le développement de stratégies de phytoremédiation se concentre ainsi
sur I'extraction de radiocésium présent dans les sols contaminés par des plantes a biomasse élevée
et ayant de grandes capacités d’absorption du césium. D’un autre c6té, les plantes a faible capacité
d’absorption du césium sont intéressantes dans le cadre du développement de « safe food » dont
I'objectif est de limiter I’entrée de radiocésium dans la chaine alimentaire.

1.2.3 — Optimisation des stratégies de phytoremédiation et du développement de « safe food »

L’extraction du césium par absorption racinaire peut étre limitée par des facteurs qui concernent a la
fois sa biodisponibilité dans le sol (qui peut étre limitée a cause de I'adsorption de Cs* sur les argiles
par exemple) et des caractéristiques propres a la plante (White et al., 2003). En ce qui concerne la
plante, une biomasse trop faible et/ou une capacité insuffisante a accumuler le césium par exemple
peuvent ralentir la dépollution des sols en radiocésium. Nous nous intéresserons dans la suite de ce
chapitre aux caractéristiques du transfert de césium chez les végétaux et aux facteurs propres a la
plante qui influencent l'intensité de ce transfert.
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1.3 — ASPECTS GENERAUX DE L’ABSORPTION D’IONS PAR LA RACINE

Comme nous l'avons vu dans les sections précédentes, le césium est présent sous forme de cation Cs"
en solution. Afin de comprendre les mécanismes d’absorption qui sous-tendent I'accumulation de
césium chez les végétaux, nous proposons dans cette section de rappeler la physiologie de
I'absorption d’ions en général puis du potassium en particulier.

1.3.1 — Transport radial d’ions : de la racine jusqu’au xyleme

L’évaporation de I'eau au niveau des feuilles, ou transpiration, est la principale force entrainant le
flux radial d’eau et de solutés de la périphérie de la racine vers les vaisseaux conducteurs. En effet, la
baisse de pression dans le xyleme engendré par la transpiration crée une force de succion tirant la
seve vers le haut. L'eau et les solutés en provenance de la racine viennent alors remplir I'espace

laissé dans le xyleme (grace a la diffusion de solutés a I'intérieur du vaisseau via les plasmodesmes).

Cortex Stele

Eau et Epiderme l Endoderme l
solutés ——r SN S

/
Poil
absorbant

~~ Péricycle

|
Cadre de
Caspari

Y

Eau et absorbant

solutés

Figure 1.2 : Transport radial d’eau et de solutés dans la racine. Illustration d’aprés le document en
ligne  http://www.pearson.ch/download/media/9782744073069 SP biologievegetale chap04.pdf.
Globalement, le transport radial d’eau et de solutés se fait de la périphérie de la racine vers le cortex

via le continuum des parois cellulaires interconnectées. A la frontiére entre cortex et stele, la couche
cellulaire endodermique imperméable force le passage des ions dans le cytoplasme via la membrane
plasmique. Ce point de contréle permet également la collecte des ions s’échappant du xyleme.

Les ions en solution dans le sol sont absorbés par la racine principalement au niveau des poils
absorbants (la subérisation de I'épiderme en s’éloignant de la zone piliféere empéche I'absorption) et
se dirigent vers le xyleme, d’ou ils sont distribués au reste des tissus végétaux (Fig.l.2). Jusqu’a
I’endoderme le flux peut se faire par la voie apoplasmique c’est-a-dire via la paroi ou I'espace entre
les cellules. L’'endoderme et plus exactement le cadre de Caspari constitué de molécules
hydrophobes de subérine forme ensuite une barriére a cette voie apoplasmique. Les ions sont alors
forcés de pénétrer a l'intérieur des cellules de I'endoderme via des transporteurs situés sur la
membrane plasmique : c’est la voie symplasmique. De I'endoderme jusqu’au xyléme, les éléments
peuvent circuler suivant leur gradient de concentration via des plasmodesmes c’est-a-dire des
connections symplasmiques entre cellules. Finalement, le chargement du xyléeme est assuré au
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niveau de la membrane plasmique des cellules parenchymateuse de la stele par des transporteurs
capables d’orienter le flux contre le gradient électrochimique.

Comme nous I'avons vu dans cette section, le transport de cations monovalents, comme Cs*, a travers
la racine et jusqu’au xyleme se fait principalement par la voie symplasmique : il faut donc traverser au
moins deux fois la membrane plasmique des cellules racinaires avant d’arriver au feuilles. On
comprend alors I'importance d’identifier et de caractériser le fonctionnement des transporteurs
gérant les flux de Cs* & travers la membrane plasmique dans des stratégies de gestion de son
accumulation par les végétaux.

1.3.2 — Transport a longue distance : circulation dans le xyleme et le phloéme

Le mouvement de solutés de la racine vers les feuilles, ou translocation, est entrainé principalement
par la pression négative dans le xyleme (créée par I'évaporation de I'eau au niveau des feuilles) mais
aussi par la pression racinaire (due aux flux d’eau entrant a cause de la présence de nutriments dans
la racine elle-méme). Ces deux forces entrainent le mouvement ascendant de la séve brute dans le
xyleme.

Comme expliqué plus haut, le chargement du xyléme au niveau de la racine fait intervenir des
protéines de transport situées sur la membrane plasmique des cellules du parenchyme xylémien. De
la méme fagon, le déchargement du xyleme dans les parties aériennes passe vraisemblablement par
I'activité de transporteurs spécifiques des cellules du parenchyme xylémien (Ahmad & Maathuis,
2014) et pourrait également faire intervenir des mécanismes d’endocytose (Botha et al., 2008).

Si le xyléeme est responsable des flux unidirectionnels d’eau et de solutés de la racine vers les feuilles,
c’est le phloeme qui assure la distribution des produits de la photosynthese des organes sources vers
les organes puits. Le taux de recirculation des feuilles vers les racines via le phloeme de certains ions
comme le K" par exemple est également trés important (Marschner et al., 1997). Cette recirculation
du K" joue ainsi différents roles physiologiques : contre-ion pour la translocation du NO; (Ahmad &
Maathuis, 2014), chargement du phloéme en produits de la photosyntheése pour distribution vers les
organes puits.... La encore, le chargement du phloéme implique différentes protéines de transport.

1.3.3 — Aspect thermodynamique du flux d’ions a travers les membranes

Le caractere actif ou passif du transport membranaire d’un ion dépend de la variation du potentiel
électrochimique Ap lorsque cet ion passe du milieu extérieur au milieu intracellulaire :

Cext
cint

A= Py = RTln( ) — 7F (Eext — Eint)

Avec

R : constante des gaz parfaits

T : température

Cext, Cint : concentration de I'ion dans le milieu extérieur, intracellulaire respectivement
z : valence de I'ion considéré

F : constante de Faraday

Eext — Eint : différence de potentiel membranaire
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- SiAu < 0: linflux de lion dans la cellule se fait passivement selon le gradient
électrochimique.
- SiAp > 0: linflux de lion dans la cellule se fait activement contre le gradient
électrochimique.
- Lorsque Au =0, on dit que I'ion est a I'équilibre (le flux net de I'ion a travers la membrane est
égal a 0).
Ce calcul prend donc en compte a la fois le gradient de concentration et la différence de potentiel de
part et d’autre de la membrane.

1.3.4 - Les différents systémes de transport membranaires

On distingue trois grands types de systemes de transport selon le sens de diffusion de I'élément
transporté et les mécanismes permettant son passage d’'un compartiment a 'autre :

- Les canaux (Fig.l.3-A) sont impliqués dans le transport passif des ions c’est-a-dire dans le sens
du gradient électrochimique. Ils se caractérisent par la présence d’'un pore qui, lorsqu’il est
ouvert, laisse passer les ions sans changement de conformation supplémentaire. La vitesse
de diffusion des ions a travers les canaux est donc tres rapide comparée aux transporteurs.

- Les pompes ioniques (Fig.l.3-B) transportent leurs substrats contre le gradient
électrochimique grace a I'énergie issue de I’"hydrolyse d’une liaison covalente d’une molécule
d’ATP par exemple.

- Les transporteurs dits uniports sont impliqués dans le transport passif, alors que les symports
et antiports permettent le transport des ions contre le gradient électrochimique (transport
actif) grace au couplage avec le transport d’un autre ion (Fig.l.3-C). A la différence des
canauy, les transporteurs changent de conformation a chaque fois qu’ils laissent passer un
substrat.
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Figure 1.3 : Les trois types de systemes de transport. D'aprés le manuscrit de these de Jabnoune
(2008). A- Les canaux facilitent le transport des ions dans le sens du gradient électrochimique. B- Les
pompes ioniques permettent le transport des ions contre le sens du gradient électrochimique. C- Les
transporteurs regroupent un ensemble de protéines capables de faciliter le transport d’ions dans le
sens du gradient électrochimique ou dans le sens opposé grace au couplage avec le transport d’un
autre élément.

1.3.5- Le modeéle de Michaelis-Menten appliqué au transport d’éléments chez les plantes
Les études citées dans la section suivante (Section 1.4) utilisent certains parameétres cinétiques pour
décrire le transfert de césium chez les plantes. Il est donc nécessaire ici d’introduire la définition de

ces parametres.

Par analogie avec la vitesse d’une réaction enzymatique, la vitesse d’absorption d’un élément par la
plante peut étre décrite par I'’équation suivante :

v = Umax - [S]
K + 151
Avec v :vitesse d’absorption d’un élément en fonction de sa concentration [S],
VUmax - Vitesse maximale d’absorption mesurée pour une concentration saturante en
élément,

K,y : constante de Michaelis spécifique de I’élément transporté et qui traduit la capacité de la
plante a absorber I'élément. L'affinité de la plante pour I'élément considéré évolue a I'inverse du
K., : une augmentation du K,,, traduit une diminution de I'affinité.
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Pour la plupart des ions, comme K* par exemple, la cinétique d’absorption est composée de deux
systemes dépendants de la concentration de I'ion (Fig.l.4). Quand la concentration de I'ion dans le
milieu est élevée (de I'ordre du mM), c’est le systeme dit basse-affinité qui fonctionne parfois avec
une cinétique quasi linéaire en fonction de la concentration en ion (comme dans le cas du nitrate,
NOs’) ou qui suit une cinétique de Michaelis-Menten avec un K, relativement élevé (comme dans le
cas de K'). A 'opposé, le systéme dit haute-affinité est actif pour des concentrations relativement
faibles (de I'ordre du uM voire de la centaine de uM) et suit une cinétique de type Michaelis-Menten
avec un petit K,,,.
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Figure 1.4 : Cinétique d’absorption du potassium par des racines excisées d’orge (d’aprées Epstein et

al., 1963). L’absorption racinaire de K* est décrite par la somme de deux équations de Michaelis-

Menten de parametres respectifs Kmi 0,021 MM, Vs 11,9 pmol.g™.h™ et Ki 11,4 mM, Ve 13,2
-1 -1

pmol.g™.h™.

L’absorption des cations monovalents en fonction de leur concentration dans le milieu extérieur est
alors décrite comme la somme de deux équations de Michaelis-Menten qui traduisent deux
mécanismes d’absorption distincts (Epstein et al., 1963). Il est a noter que |'utilisation du modele de
Michaelis-Menten pour décrire I'absorption de cations et notamment de K' est antérieure a la
découverte des différents types de systémes de transport. Ainsi, aux débuts de I'application du
modéle de Michaelis-Menten a I'absorption de K, les auteurs ont d’abord suggéré que la double
composante cinétique pouvait s’expliquer par I'existence de deux sites de liaison et de transport
d’ions sur un méme transporteur.

1.3.6 — Mécanismes généraux du transport de potassium chez les plantes

Le césium possede des propriétés chimiques proches de celles du potassium, ce qui implique que les
voies d’assimilation de ces deux éléments sont trés proches.

Le potassium est I'un des éléments le plus abondant dans la matiere séche végétale dont il
représente 3 a 10% (Marschner, 1995) et fait partie des nutriments essentiels a la plante. La
disponibilité et le transport de K’ intra- et extra-cellulaire ont un rdle, entre autres, dans la
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polarisation de la membrane, I'osmorégulation, le contréle du potentiel hydrique et de la
turgescence, I'élongation cellulaire... En outre, le K intervient dans les processus de transport
longue-distance comme le transport des produits de la photosynthése des organes source vers les
organes puits ainsi que dans le phénomeéne de transpiration (contrdle de I'ouverture des stomates).
Les différents mécanismes d’absorption et de translocation du K* permettent 3 la plante de s’adapter
aux changements de conditions environnementales et/ou a la modification des besoins potassiques
de certains organes.

Au contraire, le césium n’a aucune fonction essentielle connue et n’est pas toxique aux
concentrations retrouvées dans I'environnement (Hampton et al., 2004). Il est donc peu probable de
trouver des protéines de transport spécifiquement dédiées au transport de césium. En revanche, la
proximité chimique des deux ions et la comparaison des cinétiques d’absorption du Cs* et du K*
(explicitée dans la Section 1.4) suggerent que ces deux éléments sont en compétition pour, au moins

en partie, les mémes systémes de transport.

En se basant sur I’hypothéese générale que les végétaux n’ont pas développé de systéme de transport
propre au césium et que celui-ci emprunterait plutét les voies de transport potassique, nous
proposons donc ici d’appliquer les concepts décrits plus haut au transport de potassium.

Quand la [K']e« est faible (< 100 uM), le potentiel membranaire des cellules racinaires d’A. thaliana
peut descendre jusqu’a -215 mV (Hirsch et al., 1998) et est entretenue majoritairement par I'activité
de pompes a protons (Hedrich et al., 2012) . Le gradient électrochimique impose alors I'apport
d’énergie pour l'influx de K'. Chez A. thaliana, ce systéme d’absorption est attribué a des
transporteurs haute-affinité de la famille des KUP/HAK/KT et notamment au transporteur HAK5S
(Rubio et al., 2000; Gierth et al. 2005; Rubio et al., 2008 ; Qi et al. 2008 ; Nieves-Cordones et al.,
2010). Ce systéme de transport haute-affinité est représenté par la courbe de parametres K1, Vimaxt
sur la Fig. 1.4.

Quand la [K']ex dépasse 100 uM, le potentiel membranaire des cellules racinaires suit le potentiel
d’équilibre de I'ion K* (Hirsch et al., 1998). Ce potentiel d’équilibre est défini par I’équation de Nernst
dont découle I'équation du gradient électrochimique décrit dans la section 1.3.5 :

RT = Coxt

=—1In
eq zF Cint

Dans ces conditions, la conductance potassique est assurée par des canaux a rectification (du
potentiel membranaire) entrante dont I'ouverture est activée pour des potentiels de membrane plus
négatifs que le potentiel d’équilibre de I'ion K*. Ce systéme d’absorption potassique implique les
canaux Shaker avec un réle dominant pour AKT1 quand la concentration externe en potassium
dépasse 500 uM (Rubio et al., 2010). Ce systeme est globalement défini comme un systéme
d’absorption basse-affinité, représenté par la courbe de paramétres K..,, Vinax2 Sur la Fig. 1.4.
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Figure 1.5 : Principaux transporteurs impliqués dans I'absorption racinaire de potassium chez A.
thaliana et gammes de concentrations potassiques dans lesquelles ils opérent, d’aprés Alemadn et
al. (2011). Le transporteur HAK5, fonctionnant probablement comme un symport K*/H*, est le seul
systéme opérant a trés faibles concentrations externes en K* (< 10 uM). Les deux systémes, HAKS et
AKT1, se chevauchent pour des [K]e. comprises entre 10 et 200 uM. Un systéme encore non identifié
est impliqué dans I'absorption de potassium pour des concentrations élevées (> 1 mM).

Néanmoins, les deux systémes transporteurs/canaux se « chevauchent» dans des gammes de
concentrations potassiques comprises entre 10 et 200 uM dans le milieu extérieur (Fig.l.5, Rubio et
al., 2010 ; Pyo et al., 2010), la catégorisation d’'une protéine de transport dans I'un des mécanismes
haute- ou basse-affinité n’étant pas nette (Hirsch et al., 1998 ; Santa-Maria et al., 2000). De plus, un
systétme dont I'identité n’est pas claire a ce jour intervient vraisemblablement dés 100 uM de K*
extérieur (Rubio et al., 2010. D’aprés Aleman et al (2011), ce systéme pourrait étre composé de
transporteurs appartenant a la famille des CHX (Zhao et al., 2008), des CNGC (Li et al., 2005 ;
Demidchik & Maathuis, 2007, Kaplan et al., 2007) et/ou des GLR (Dietrich et al., 2010 ; White &

Karley, 2010).

Dans cette section, nous avons vu que le transfert d’ions chez les végétaux impliquent différents
types de protéines de transport capables de faciliter la diffusion a travers les membranes biologiques
dans le sens ou contre le gradient électrochimique de I'ion considéré. Le transfert apparent de
cations comme K’, un analogue de Cs*, & la plante peut étre décrit par le modéle de Michaelis-
Menten avec des parametres comme K., qui traduisent I'affinité de la plante pour I'ion considéré. Ces
parametres, calculés pour I'absorption racinaire de différentes especes végétales, sont présentés
pour le césium dans la section suivante.
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1.4 — DESCRIPTION DU TRANSFERT DE CESIUM CHEZ LES VEGETAUX

Dés les années 40, des études sur I'absorption racinaire de césium sont rapportées dans la littérature.
D’abord utilisé pour ces propriétés chimiques de cations alcalins proches du macronutriment K*
(Collander, 1941) puis par souci des relargages de radiocésium dans I'environnement suite aux essais
nucléaires dans la stratosphere entre 1952 et 1963 (Avery, 1996), I'intérét pour le césium est encore

accentué apres l'accident nucléaire de Tchernobyl en 1986.

Alors qu’il travaille sur la sélectivité exercée par les racines des plantes supérieures vis-a-vis des ions,
Collander (1941) publie pour la premiére fois (a notre connaissance) la capacité de ces organismes a
absorber et a accumuler les ions Cs* présents dans une solution nutritive. Il observe que les espéces
végétales riches ou pauvres en potassium, le sont également en rubidium et en césium et que les
vitesses d’absorption de ces trois éléments sont équivalentes. Pour expliquer ces similarités, il pose
I’hypothése que les plantes ne seraient pas capables de distinguer le potassium, le rubidium et le
césium et que ces trois éléments emprunteraient alors les mémes voies d’absorption.

Quelques années plus tard, Epstein & Hagen (1952) utilisent I’analogie entre activité enzymatique et
mécanisme d’absorption des ions par la racine (expliqué dans la Section 1.3.5) pour proposer que le
potassium, le rubidium et le césium entreraient en compétition pour le méme site actif sur le
systéme chargé de leur transfert chez les racines excisées d’orge. Ces observations sont ensuite
confirmées et complétées, entre autres, par les publications de Menzel & Heald (1955), de Bange &
Overstreet (1960) et de Middleton et al. (1960) qui indiquent une discrimination des plantes envers
le césium en faveur du potassium et du rubidium.

1.4.1 - U'absorption du césium est influencée et influence I'labsorption d’autres cations

L'ajout de cations monovalents dans une solution nutritive contenant des ions Cs* a pour effet de
diminuer |'absorption de ce dernier (Sutcliffe, 1957 ; Bange & Overstreet, 1960 ; Zhu et al., 1999).
Comme déja abordé précédemment, I'absorption de Cs* diminue quand la concentration en K" et en
Rb" augmente (Bange & Overstreet ,1960 ; Smolders et al., 1996). Cette discrimination contre le Cs"
et en faveur de K' par la plante peut étre évaluée par le facteur de discrimination DF (pour
Discrimination Factor) qui est défini par I’équation suivante :

C
_ ( S/K)plante

(CS/K)

Ce facteur de discrimination correspond a la comparaison entre le rapport de concentrations en

ext

césium et en potassium dans le milieu extérieur et ce méme rapport dans les plantes testées, c’est-a-
dire a la comparaison entre la proportion de césium disponible dans le milieu et la proportion de
césium effectivement absorbée.

Si DF < 1, le césium est absorbé moins efficacement que le potassium puisque le rapport Cs/K dans la
plante est inférieur au rapport Cs/K dans le milieu extérieur. C’est le cas pour la plupart des facteurs
de discrimination rapportés dans la littérature (voir la synthése de Zhu & Smolders, 2000).

Plus DF est proche de 0, plus la sélectivité du systeme de transport est forte, autrement dit plus la
discrimination envers le césium est importante. Chez le blé tendre (Triticum aestivum), Smolders et
al. (1996) observent ainsi une importante diminution du DF (i.e. une plus grande sélectivité des
racines) avec I"laugmentation de la concentration en potassium dans le milieu extérieur. Outre I'effet
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de la dilution du Cs* en solution avec 'augmentation de K", les différences entre les DF en fonction du
traitement potassique sont interprétées comme une preuve de la pluralité des mécanismes
d’absorption du césium en fonction de I'apport potassique. Ainsi, pour des faibles concentrations en
K* (<100-200 uM), I'ajout de K" réduit significativement I'absorption de Cs* chez les plantes (Shaw &
Bell, 1991). Dans ces conditions, le potassium est donc en compétition avec le césium pour le méme
systéme de transport haute-affinité peu sélectif. En revanche, quand le niveau de K* dépasse le mM,
I’absorption de Cs* est beaucoup plus faible et reste quasiment inchangée avec I'ajout de K* (Buysse
et al.,, 1996 ; Sacchi et al.,, 1997 ; Zhu, 2001). A l'inverse du systéme impliqué a haute-affinité, le
systeme de transport basse-affinité du potassium est donc tres sélectif (en défaveur du césium).

En outre, d'autres cations monovalents ont été rapportés comme affectant |'absorption de Cs* par les
plantes avec un effet plus ou moins marqué suivant l'ordre suivant : K" > Rb*> NH; Na* > Li* (Bange &
Overstreet ,1960 ; Shaw & Bell, 1989 ; Hampton et al., 2004).

Certains cations divalents, ont également pour effet de diminuer I'absorption de Cs* avec une
efficacité suivant I'ordre Ba** > Mg** > Ca** (Bange & Overstreet,1960 ; Sze & Hogdes, 1977 ; Broadley
et al., 2001 ; Hampton et al., 2004) ainsi que certains cations trivalents comme La*" et Gd** (Broadley
et al., 2001 ; Hampton et al., 2004).

Cette connaissance de I'effet inhibiteur de certains cations, et notamment de K, sur I'absorption de
Cs" par les racines est mise a profit dans la gestion des territoires agricole contaminés en césium.
Ainsi, comme nous I'avons vu dans la Section 1.2.1, I'épandage d’intrants contenant des cations est
traditionnellement utilisé pour limiter I'entrée de césium dans les cultures (Zhu & Shaw, 2000 ; White
et al., 2003). L'effet du potassium sur I'absorption de césium est donc rapporté dans plusieurs études
sur des plantes cultivées : orge (Middleton et al., 1960), blé (Shaw & Bell, 1989 ; Smolders et al.,
1996 ; Zhu et al., 2000 ; Zhu, 2001 ; Schimmack et al., 2004 ; Putyatin et al., 2006), mais (Sacchi et al.,
1997 ; Schneider et al., 2008), riz (Kondo et al., 2015), épinard (Buysse et al., 1995), radis (Prorok et
al., 2016)...

En revanche, I'effet de Cs* sur I'absorption d'autres cations est plus discuté. En effet, il semblerait
que les différences entre conditions expérimentales (le statut nutritif des plantes utilisées, I'étude de
racines séparées ou attachées aux parties aériennes de la plante, sur un laps de temps de |'ordre de
I'neure ou de la minute) d'une publication a l'autre aient eu pour conséquence des conclusions
contrastées (White & Broadley, 2000). Par exemple, Epstein & Hagen (1952) ont montré qu’a
certaines concentrations le césium est capable d’inhiber I'absorption de rubidium. Cependant, dans
les conditions décrites par Bange & Overstreet (1960), 'augmentation de la concentration en Cs*
dans le milieu extérieur s’accompagne d’une diminution de I'absorption de Na* mais n’a pas d’effet
sur I'absorption de Rb".

1.4.2 - Le césium est pris en charge par au moins deux systémes d’absorption

Comme pour le potassium (Epstein et al., 1963, Section 1.3.5), deux systémes d’absorption du césium
sont distingués chez les racines excisées d’orge par Bange & Overstreet (1960, Fig.l.6) :

- Le premier systeme, « tres efficace » fonctionne a faible concentration externe en césium
([Cs]ext < 100uM) et sature aux alentours de 50 uM : K, = 8 uM et V. = 2 umol.g'1 MF.h. Ce
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systeme est peu spécifique puisqu’il prend également en charge au moins le potassium et le
rubidium.

- Le deuxieme systeme devient dominant pour des concentrations externes en césium de
I’ordre du mM et ne sature pas, méme a des concentrations supérieures a 75 mM.

o/
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Figure 1.6 : Absorption du césium en fonction de la concentration en césium dans le milieu ([CS]ex:)
par les racines excisées d’orge (d’apres Bange & Overstreet, 1960).

Comme observé par Epstein et al. (1963) sur "absorption du potassium par les racines d’orge, le
systéme d’absorption du césium ne suit donc pas une simple cinétique de Michaelis-Menten. La
pluralité des mécanismes liés a I'absorption racinaire du césium est encore confirmée par le travail
sur blé tendre (Triticum aestivum) de Shaw & Bell (1989). Ces auteurs distinguent, de la méme facon
que précédemment :

- un premier systéme (Systeme 1 sur la Fig.l.7) fonctionnant majoritairement a faible
concentration externe en césium ([Cs]ex < 200uM) ;

- un deuxiéme systeme (Systéme 2) fonctionnant pour des concentrations plus élevées en
césium ([Cs]exe >1mM) et qui ne sature pas méme a 50 mM.

En outre, a des [Cs]exx < 200uM c’est-a-dire a l'intérieur du « Systeme 1 », deux mécanismes se
distinguant par leur affinité pour le césium seraient a I'ceuvre (Shaw & Bell, 1989). Poussant ainsi plus
loin la décomposition du mécanisme d’absorption du césium en deux systémes, ces auteurs
proposent que le « Systeme 1 » (globalement haute-affinité) soit lui-méme la somme de deux
composantes dont les K,, respectifs seraient de 1,18 uM et 63,5 uM (Fig. 1.7).
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Figure 1.7: Absorption du césium en fonction de la concentration en césium dans le milieu ([Cs]cx)
par les racines de blé tendre (d’aprés Shaw & Bell, 1989). Le premier systeme d’absorption (courbe
de gauche) est lui-méme décomposé en deux sous-systemes se distinguant par leurs parametres
cinétiques.

Comme pour les ions K* (voir Section 1.3.6), il a été proposé que le systéme d’absorption haute-
affinité de Cs" serait complétement énergie-dépendant alors que, a fortes concentration, les ions Cs"
passeraient par des canaux non-spécifiques, guidés par le gradient-électrochimique (Bange &
Overstreet, 1960 ; Shaw & Bell, 1989).

1.4.3 — Variation quantitative de I'accumulation de césium en fonction de I'espéce végétale

Nous avons vu dans la Section 1.4.2 que les parameétres cinétiques de I'absorption racinaire du
césium varient d’une plante a I'autre, par exemple entre le blé et I'orge. Cette variation est d’ailleurs
souvent plus grande entre différentes especes placées sur un méme sol que pour une méme espéece
placée sur différents sols (Bell et al., 1988).

Ces différences de capacité d’accumulation du césium existent méme entre groupes de plantes d’une
méme espéce. Ainsi, I'accumulation de césium varie d’un facteur 1,5 a 4,3 entre différentes variétés
d’une méme espéce chez les Poacées comme le mais (Schneider et al., 2008), le blé (Schimmack et
al., 2004 ; Putyatin et el., 2006), I'orge ou encore le seigle (Prister et al., 1992). De méme,
I"accumulation de césium pour différentes accessions d’Arabidopsis présente une grande variabilité
phénotypique expliquée a 69% par la variabilité génétique (Kanter et al., 2010).
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Figure 1.8 : Variabilité du transfert de césium pour différents familles végétales. D’apres Broadley &
Willey, 1997. La valeur représentée est la concentration en césium (nmol.g* MF) dans les feuilles
aprés 6h d’exposition a 10 umol de CsCl marqué par du **Cs.

Les différences significatives d’accumulation du césium entre les espéces végétales (Fig.l.8) suggere
gue ce caractére est controlé par plusieurs genes qui agissent ensemble comme un trait quantitatif
complexe (Payne et al. 2004 ; Schneider et al., 2008 ; Kanter et al., 2010). Les variations de
I'absorption du césium entre especes pourraient étre liées a la performance du systeme de
discrimination K/Cs (Kanter et al., 2010) et/ou a la variation du ratio transporteurs sélectifs/non-
sélectifs du K (Broadley & White, 2012): les espéces ayant un plus grand nombre de transporteurs
sélectifs au potassium absorberaient ainsi moins de césium. Par exemple, de nombreuses plantes
capables d’absorber de grandes quantités de radiocésium présent dans le sol, appartiennent a la
famille des Chénopodiacées (Broadley & Willey, 1997 ; Willey & Martin, 1997). L’Amaranthe réfléchie
(Amaranthus retroflexus, proche de la famille des Chénopodiacées) est également capable

d’accumuler une grande quantité de **’

Cs tout en produisant abondamment de la biomasse (Lasat et
al., 1997, 1998 ; Dushenkov et al., 1998). Cette famille des Chénopodiacées contient de nombreuses
especes halophytes pour lesquelles les mécanismes d’absorption de cations sont généralement
considérés comme moins sélectifs que chez les especes non-halophytes (Marschner, 1995). Broadley
et al. (1999) s’appuient sur cette hypothése pour interpréter le fait que les taxons appartenant a la
famille des Chénopodiacées absorbent globalement plus de césium que les plantes de la famille des

Poacées entre autres.
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1.5 — ETAT DES CONNAISSANCES SUR L’IDENTITE DES TRANSPORTEURS IMPLIQUES DANS LES FLUX DE CESIUM

Au contraire du césium, le potassium est un élément essentiel chez les végétaux et différentes
familles de génes codant pour des transporteurs potassiques ont été identifiées chez A. thaliana

(Fig.1.9).
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Figure 1.9 : Diversité des protéines de transport impliquées (supposées et avérées) dans les flux de
potassium chez A. thaliana. L’arbre est construit a partir des séquences peptidiques récupérées sur
TAIR (https://www.arabidopsis.org/) et analysées par le programme PhyML (v3.0, mode « One

Click ») disponible via la plateforme en ligne Phylogeny.fr
(http://phylogeny.lirmm.fr/phylo_cgi/index.cgi) puis dessiné avec le programme en ligne AQUAPONY

(http://www.lirmm.fr/~cazaux/AQUAPONY/). La construction de cet arbre a comme unique objectif
d’illustrer la diversité des protéines de transport impliquées dans les flux potassiques. Nous ne
discuterons pas dans cette these des liens phylogénétiques entre ces protéines et nous ne
remettrons pas en question les familles dans lesquelles elles sont classées.

En considérant que le césium emprunte en partie le systeme de transport potassique, les
connaissances actuelles sur l'identité moléculaire des transporteurs impliqués dans les flux de
potassium indiquent que plus d’'une centaine de genes sont des candidats potentiels au transport du
césium chez A. thaliana. Les protéines codées par ces genes sont regroupées en 7 familles (Fig.1.9) :

(a) les transporteurs KUP/HAK/KT (K" Uptake/High Affinity K*/K" Transporters- 13 génes),

(b) les canaux potassiques Shaker (9 génes) subdivisés en 5 groupes selon leurs séquences et
leur capacité de rectification du potentiel membranaire entrant chez les KIRC (K" Inward-Rectifying
Channels) et sortant chez les KORC (K" Outward Rectifying Channels),

(c) les transporteurs TrK/HKT (Transporters K*/ High-affinity K' Transporters- 1 géne),

(d) les canaux TPK (Tandem Pore K* channel- 5 génes),

(e) TPC1 (Tandem Pore Channel- 1 géne) parfois rattaché a la famille des TPK,
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(d) les NSCC (Non-Selective Cation Channels) aussi appelé VICC (Voltage-Independant Cation
Channels) subdivisés en 2 familles les CNGC (Cyclic-nucleotid Gated Channels- 20 genes) et les GLR
(Glutamate-Like Receptors- 20 génes),

(g) les transporteurs CPA (Cation/Proton Antiporter) subdivisés en 3 groupes : les KEA (K"
Efflux Antiporter- 6 génes), les NHX (Na’/H" Antiporter- 7 génes) et les CHX (Cation/H" Antiporter- 28
geénes).

Plusieurs synthéses recensent la structure, le réle et la régulation, connus ou supposés, des différents
transporteurs potassiques (Véry & Sentenac, 2002, 2003 ; Gierth & Maéser, 2007 ; Lebaudy et al.,
2007 ; Szczerba et al., 2009 ; Hedrich et al., 2012 ; Sharma et al., 2013 ; Ahmad & Maathuis, 2014 ;
Anschiitz et al., 2014 ; Nieves-Cordones et al., 2014 ; Véry et al., 2014...). Dans cette section, nous
nous intéressons de maniére non-exhaustive aux différentes protéines de transport connues pour
leur réle dans les flux de potassium chez A. thaliana et, si cela est explicité dans la littérature, pour
leur capacité a transporter le césium.

SYSTEME DE TRANSPORT TYPE CANAL

1.5.1 - Les canaux potassiques Shaker ne semblent pas impliqués dans I’'absorption racinaire de
césium mais pourraient participer a sa translocation

La famille des canaux Shaker est composée de 9 génes chez Arabidopsis (Véry & Sentenac, 2002). La
différence de potentiel membranaire contréle I'ouverture de certains de ces canaux et est rectifiée
sous leur action de transport du K*. En se basant sur ces propriétés de rectification, on peut diviser
les Shaker en 3 sous-familles : rectification entrante, faiblement entrante et sortante.
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Canaux potassiques Shaker a rectification entrante (KIRC pour K* inward-rectifying channels) et
faiblement entrante

Type de transport Fonctionnement type canal sélectif, ouverture activée quand le
potentiel membranaire est plus négatif que le potentiel d’équilibre
du K* (E¢) et permettant son influx.

Structure 4  sous-unités, chacune composée de 6 segments
transmembranaires, organisées autour d’un pore central. La

eme

(MRS EMUART: sensibilité au voltage est assurée par le 4™ segment et une boucle
P membranaire relie le 5°™ et le 6°™ segment et intervient dans la

sélectivité du pore (motif de sélectivité pour le K*). La région C-

\\J M terminal cytosolique porte des domaines d’association a des

N-ter CYTOPLASME ‘Ankyrine , . . < .
nucléotides cycliques et a I'ankyrine.

La formation d’hétéromeres a été observée entre des canaux KAT et
AKT (voir références citées dans Maser et al., 2001 et dans Véry et
al., 2014).

Localisation tissulaire Périphérie de la racine i.e. poils absorbants et cortex (AKT1, KC1) ;
tige (AKT1, AKT2, KAT1, KAT2, KC1) ; feuilles épiderme/cellules de
garde (AKT1, KAT1 et KAT2) et phloéme (AKT2 et KAT2) ; fleur (AKT6)
et pollen (SPIK) (synthése dans Véry et al., 2014).

Localisation intracellulaire Membrane plasmique.
Geénes identifiés 7 génes organisés en 4 groupes :

Groupe 1 (présence d’un domaine de fixation a I’'ankyrine au niveau
du C-terminal et lié a un courant rectifiant entrant) : AKT1, SPIK et
AKT6.
Groupe 2 (absence d’'un domaine de fixation a I'ankyrine et lié a un
courant rectifiant entrant) : KAT1 et KAT2.
Groupe 3 (présence d’un domaine de fixation a I'ankyrine et lié a un
faible courant rectifiant entrant) : AKT2.
Groupe 4 (absence d’un domaine de fixation a I'ankyrine): KC1 (sous-
unité régulatrice).

Fonctions Nutrition potassique (AKT1 et AtKC1/AKT1, Hirsch et al. 1998 ;
Reintanz et al.,, 2002), régulation de la pression osmotique et du
potentiel membranaire.

Réle dans les flux de césium Non significatif pour AKT1 (Broadley et al., 2001).

Les fonctions identifiées pour les KIRC chez Arabidopsis sont généralement relatives a
I’absorption/distribution du K" :

- AKT1, localisé au niveau de la membrane plasmique des cellules racinaires, et associé a sa
sous-unité régulatrice KC1 (Reintanz et al., 2002), est le canal dominant pour I'absorption
racinaire du K* (Hirsch et al., 1998 ; Spalding et al., 1999 ; Broadley et al., 2001 ; Gierth et al.,
2005). En effet, environ 60% de I'absorption racinaire d’un analogue du potassium, le
rubidium, est attribué a I'activité du canal AKT1 dans la gamme de concentration externe
comprise entre 10 et 50 mM (Gierth & Maser, 2007).
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- KAT1 et KAT2 participent a I'influx de K™ au niveau des cellules de garde et sont impliqués
dans le contréle de I'ouverture/fermeture des stomates (Kwak et al., 2001 ; Szyroki et al.,
2001 ; voir la synthese de Lebaudy et al., 2007). KAT1 est exprimé plus faiblement au niveau
des racines ou il est supposé récupérer le K" localisé dans "apoplasme (Nakamura et al.,
1995).

- KAT2 et AKT2 sont impliqués dans les flux de K* et le contrdle du potentiel membranaire au
niveau du phloeme, mécanisme indispensable dans la circulation de la séve élaborée
(Deeken et al., 2002 ; Gajdanowicz et al., 2011).

- SPIK, spécifiquement exprimé dans les fleurs avec AKT6 (Lacombe et al., 2000 ; Mouline et
al., 2002), joue un réle dominant dans I"absorption de K" au niveau du pollen et la croissance
du tube pollinique (Mouline et al., 2002).

Certains de ces canaux sont faiblement perméables au Cs* avec un rapport de coefficient de
perméabilité P./P¢x de 0,07 pour les canaux KIR des cellules du cortex racinaire d’A. thaliana
(Maathuis & Sanders, 1995). En outre, différentes études d’électrophysiologie indiquent un effet
inhibiteur du Cs* sur des canaux de type KIRC (Véry et al., 1994 ; Becker et al., 1996 ; Ichida &
Shroeder, 1996 ; Maathuis & Sanders, 1995 ; Bertl et al., 1997; Zimmermann et al., 1998, Lacombe et
al., 2000). Cette inhibition se traduit par une atténuation du courant entrant mesuré en réponse au
voltage imposé dans les différents systemes utilisés (ovocytes de Xénope, levures, protoplastes de
cellules racinaires d’Arabidopsis) et par une diminution de I'influx de K*. Cette inhibition des KIRC par
le césium extracellulaire dépend en général du voltage imposé et des concentrations en K et en Cs*
dans le milieu extérieur. Il est a noter que la sensibilité des KIRC au césium est fonction du systeme
d’expression utilisé, du niveau d’expression des génes et de leur combinaison (White & Broadley,
2000 et références citées dans cet article).

In planta, I'invalidation du canal AKT1 n’a pas d’effet sur I'absorption de césium par la lignée mutante
ataktl suffisamment approvisionnée en potassium (Broadley et al., 2001). Bien que ce canal
dominant de type KIRC n’ait pas de role direct dans I'absorption de césium, d’autres études indiquent
gue les KIRC restent des objets d’études intéressants dans un objectif de manipulation des capacités
d’absorption du césium par les plantes. En effet, la caractérisation d’'un mutant insensible au césium
(appelé Csi52) indique qu’une modification des propriétés des KIRC (probabilité d’ouverture,
dépendance au voltage et/ou affinité pour le K') serait vraisemblablement a l'origine de cette
résistance au césium (Sheahan et al., 1993 ; Maathuis & Sanders, 1996).

Nous avons donc vu que, de maniére générale, les KIRC sont perméables au Cs* mais n’en
transporteraient que trés peu vers les racines car I'augmentation de la concentration en césium dans
le milieu extérieur diminue la perméabilité de ces canaux aux cations (références citées plus haut).
S’appuyant sur le fait que la mutation de certains résidus du canal KAT1 affecte I'effet inhibiteur
et/ou la perméabilité du césium (Becker et al., 1996 ; Ichida & Shroeder, 1996 ; Hoth et al., 1997 ;
Ichida et al., 1999), White & Broadley (2000), suggérent néanmoins la possibilité de moduler I'influx
de césium via les KIRC grace a des techniques de biologie moléculaire. Ces travaux sont
particulierement encourageants dans un objectif d’amélioration les stratégies de phytoremédiation
des territoires contaminés en radiocésium évoquées dans la Section 1.2.

IRS[] Manuscrit de thése L. GENIES 2017 38/175



Chapitre I- Analyse bibliographique

Les canaux potassiques Shaker a rectification sortante (KORC pour K* outward-rectifying channels)

Type de transport Fonctionnement type canal sélectif, ouverture quand le potentiel
membranaire est moins négatif que Ey et permettant I'efflux de K.
Structure Voir Structure des KIRC.
Localisation tissulaire GORK - poils absorbants, tige, cellules de garde
SKOR - péricycle et xyleme, pollen
Localisation intracellulaire Membrane plasmique
Geénes identifiés Groupe 5 des Shaker (présence d’un domaine de fixation a I'ankyrine
et lié a un courant rectifiant sortant) : AtGORK et AtSKOR
Fonctions Régulation de la pression osmotique et du potentiel membranaire

Role dans les flux de césium Non connu

Les KORC sont des canaux potassiques sélectifs appartenant a la superfamille des Shaker. On en
distingue deux types chez A. thaliana :

- SKOR (Stellar K" outward rectifier) permet principalement la sortie de K* dans un seul sens,
des cellules racinaires vers le xyleme (contribuant ainsi au transport longue-distance des
racines vers les feuilles). Ainsi, une mutation de SKOR conduit a une moindre conductance de
K" et a une diminution de la concentration en K* de la tige et des feuilles (Gaymard et al.,
1998). En plus de son activité, le niveau d’expression de SKOR est régulé négativement quand
la concentration en K" diminue (Maathuis et al., 2003 ; Pilot et al., 2003 ; Lebaudy et al.
2007).

- GORK (Guard-cell outward-rectifying K" channel) est le canal potassique a rectification
sortante le plus abondant dans les cellules de garde et joue un réle essentiel dans le
mouvement des stomates (Ache et al., 2000 ; Hosy et al., 2003). GORK est activé par la sortie
d’anions de la cellule de garde, c'est-a-dire a la dépolarisation et son activation a pour effet
une perte d'eau et la fermeture des stomates. Les mutants gork montrent ainsi une anomalie
au niveau de la fermeture des stomates (Hosy et al., 2003). GORK est également exprimé
dans les cellules racinaires ou il est vraisemblablement impliqué dans la régulation
osmotique et le maintien du potentiel membranaire négatif (Ivashikina et al., 2001 ; Reintanz
et al., 2002).

Comme les KIRC, les KORC et en particulier SKOR sont faiblement perméables au Cs" (P¢,/Px de 0,12-
0,15, Maathuis & Sanders, 1995 ; Gaymard et al.,, 1998). En revanche, ils sont relativement peu
sensibles & une inhibition par le Cs* extracellulaire (Maathuis & Sanders, 1995 ; Gaymard et al., 1998).
Il existe néanmoins des preuves d’une inhibition des KORC par le Cs* cytoplasmique via un
mécanisme voltage-dépendant (Maathuis & Sanders, 1995).
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1.5.2- Les Tandem-pore K* channel (TPK) et Two-Pore Channel 1 (TPC1) n’ont pas encore été étudiés
pour leur role dans les flux de césium

Type de transport

Structure

MILIEU EXTRA-CELLULAIRE

i

Transport type canal, ouverture contrdlée par Ca’*et le pH et
indépendante du voltage.

TPC1 : 2 segments transmembranaires, 1 boucle-P

TPK: 4 segments transmembranaires, deux boucles-P, motif de
sélectivité a K* (GYGD), motif EF-hand en C-terminal (fixation Ca®")

=
EF-hands™

NAer yTOPLASME

pour 3 membres sur 5 (TPK1,2 et 3).

Racines, Feuilles (stomates), pollen (TPK4)

Tonoplaste (TPK1, TPK5), membrane plasmique (TPK4), thylakoide
(TPK3)

5 genes TPK identifiés chez A. thaliana : TPK1 (KCO1), TPK2 (KCO2),
TPK3 (KCO6), TPK4 (KCO4), TPK5 (KCO5) et un seul géne TPC1 (KCO3)
Flux de K* entre la vacuole et le cytosol, impliqué dans le bon

Localisation tissulaire
Localisation intracellulaire

Geénes identifiés
Fonctions

fonctionnement de la photosynthése (TPK3), dans la croissance du
tube pollinique (TPK1), dans le mouvement des stomates...

Role dans les flux de césium Non connu

Globalement, les canaux de type TPK (a I'exception de TKP4) et TPC1 participent aux flux de K entre
la vacuole et le cytosol. Ces flux de K* médiés par les TPK sont reliés a divers mécanismes comme
I'ouverture/fermeture des stomates et la croissance des plantes (Gobert et al., 2007), la croissance du
tube pollinique (Becker et al., 2004) ou encore le contréle de la photosynthése (Carraretto et al.,
2013).

Comme pour les canaux potassiques en général, le césium (5mM) bloque le transport de K* a travers
AtTPK4 exprimé en ovocyte de Xénope (Marcel, 2010). En revanche, a notre connaissance, la
perméabilité des TPK et de TPC1 a Cs* n’a pas encore été étudiée. Il est donc difficile de conclure sur
un role potentiel de ces canaux dans les flux de césium.

1.5.3 - Des canaux cationiques non sélectifs (NSCC) sont supposés prendre en charge la plus grande
part de I'absorption de césium

Les NSCC, aussi appelés VICC (Voltage Independant Cation Channels) sont codés par des génes de la
famille des CNGC et des GLR, qui sont pour la majorité exprimés au niveau des racines (Lacombe et
al., 2001 ; Maéser et al., 2001 ; Davenport , 2002 ; White et al., 2002 ; Talke et al., 2003 ; Hampton et
al., 2005 ; Demidchik & Maathuis, 2007 ; Kaplan et al., 2007 ; Roy et al., 2008). Contrairement a ce
qgue leur nom indique, I'ouverture des canaux de type VICC n’est pas indépendante du voltage mais
en dépend faiblement (Tyerman et al., 2002). En revanche, leur ouverture est vraisemblablement
contrélée par des ligands : les nucléotides cycliques dans le cas des CNGC (Cyclic Nucleotid Gated
Channels) ou des acides aminés dans le cas des GLR (Glutamate Like Receptor).

L'implication des NSCC dans I'absorption de césium par A. thaliana est suggérée en partie par un
modele théorique développé a partir des cinétiques de fonctionnement des protéines perméables au
Cs" et capable de prédire la part de I'absorption totale assurée par chacune de ces protéines (White
& Broadley, 2000; Hampton et al., 2005). Selon ce modele, dans les conditions d’apport en
potassium suffisantes, la plus grande partie du flux de Cs* (30-90%) absorbé par les racines emprunte
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des NSCC et la partie restante est prise en charge par des transporteurs de la famille des
KUP/HAK/KT.

Les CNGC

Type de transport Fonctionnement type canal non sélectif, ouverture activée par des
nucléotides cycliques (AMPc et GMPc par exemple) et régulée par la
calmoduline.

Structure Proche des canaux Shaker avec 6 segments transmembranaires pour

JULEUEITR CELLRE chaque sous-unité et une boucle P (mais ne portant pas de motif a
I I I lIUI haute sélectivité vis-a-vis du K*), présence de domaines de fixation
;N\ e aux nucléotides cycliques et a la calmoduline en C-terminal (Kéhler

/ - /
Nter  CYTOPLASME aimoduline

et al., 1999 ; Maser et al., 2001).
Localisation tissulaire Racines, feuilles, pollen.
Localisation intracellulaire Membrane plasmique (Ma et al., 2006), localisation intracellulaire a
déterminer.
Geénes identifiés 20 membres: AtCNGC 1 a 20 avec CNGC10 = ACBK1, CNGC19 =
CNBT2 et CNGC20 = CNBT1 (Maser et al., 2001).

Fonctions Les connaissances sont encore partielles. Impliqués dans la
signalisation cellulaire et la réponse aux stress : CNGC2 joue un réle
dans la réponse végétale aux pathogenes (Clough et al., 2000) alors
que I'invalidation de CNGC1 confére une tolérance a Pb*" (Sunkar et
al., 2000). Perméabilité supposée faiblement sélective aux cations
monovalents (K*, Na*; NH,", Cs"...) et/ou & Ca®* (Kéhler et al., 1999 ;
Leng et al., 1999 ; Véry & Sentenac, 2002).

Réle dans les flux de césium Perméabilité démontrée en systeme hétérologue pour AtCNGC2 et
AtCNGC4. Absorption plus importante/moins importante du césium
selon le géne invalidé chez A. thaliana (Hampton et al., 2005).

Chez les plantes, les CNGC sont impliqués dans le transport d’ions. AtCNGC1 est impliqué dans le
transport du Pb*" (Sunkar et al., 2000) et du Ca** (Ma et al., 2006), AtCGNC3 participe a la
translocation/distribution d’ions a partir du xyleme (Gobert et al., 2006) et la surexpression
d’AtCNGC10 chez le mutant ataktl restaure en partie I'absorption du K* (Kaplan et al., 2007).
Certains CNGC sont également impliqués dans la résistance aux pathogenes chez les plantes et le
développement (voir références citées dans la synthése de Kaplan et al., 2007).

Bien que le réle des AtCNGC dans I'absorption de césium ne soit pas clairement défini, différents
arguments tendent a démontrer que leur implication est loin d’étre négligeable. Ainsi, AtCNGC2 et
AtCNGC4 exprimés dans des ovocytes laissent passer un flux entrant de Cs* contrdlé par les
nucléotides cycliques (Leng et al., 2002 ; Balagué et al., 2003). De plus, AtCNGC10 exprimé dans E.
coli souche LB650 (AtrkH, AtrkG) conduit a une toxicité du césium (Li et al., 2005). Des tests sur des
mutants Arabidopsis déficients en divers AtCNGC montrent des résultats divergents concernant leur
réle dans le transport de Cs* (White et al., 2004 ; Hampton et al., 2005). Alors que I'absence de
certains AtCNGC s’accompagne d’une concentration moindre en césium dans la plantule (AtCNGC1, 9
et 12), les mutants déficients en d’autres AtCNGC montrent au contraire une accumulation plus
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importante de césium comparativement a I'écotype sauvage (AtCNGC2, 3, 16, 19, 20) (Hampton et
al., 2005). Les auteurs suggérent que ces divergences seraient liées a des différences supposées entre
les perméabilités des AtCNGC testés. Ainsi, les mutants déficients en AtCNGC supposés étre
perméables aux ions Ca®* - comme AtCNGC2 (Hua et al., 2003 ; White et al., 2002) - accumulent
souvent de faibles concentrations en Cs'. En revanche, chez les mutants déficients en AtCNGC
supposés étre perméables aux cations monovalents — comme AtCNGC1 (Leng et al., 2002 ; Véry &
Sentenac, 2002), les concentrations en Cs* sont plus élevées. L’hypothése avancée est qu’il existerait
des voies de compensation chez les mutants pour lesquels ce sont des AtCGNC impliqués dans une
part significative du transport de K qui sont invalidés. Le césium emprunterait alors ces voies de
compensation induisant logiquement une plus forte concentration en cet élément.

Les GLR

Type de transport Fonctionnement type canal non sélectif, ouverture probablement
activée par le glutamate (entre autres acides aminés).
Structure Par homologie avec les récepteurs ionotropiques pour le glutamate
RorIMUELEURECERL e chez les animaux: tétramere ou pentamere, chaque sous-unité
e contient 3 domaines transmembranaires, deux sites de fixation des
ﬁ I ligands sont situés sur la face externe de la membrane (Dietrich et
CYTOPLASME al., 2010).
Localisation tissulaire Rosette, racines, siliques.
Localisation intracellulaire Inconnue.
Geénes identifiés 20 membres identifiés chez A. thaliana : AtGLR 1.131.4,2.1a2.9 et
3.1a3.7 (Lacombe et al., 2001).
Fonctions Transport de Ca*" et d’ions monovalents.
Réle dans les flux de césium Non connu.

Toujours dans le groupe des NSCC, la famille des GLR (pour Glutamate-Like Receptor) chez les plantes
est encore moins étudiée que celle des CNGC (Hedrich , 2012). Certains AtGLR sont supposés étre des
canaux non-sélectifs de cations tels que Ca*, K et Cs* (Dennison & Spalding, 2000 ; Demidchik et al.,
2004 ; Qi et al., 2006). Ainsi, AtGLR3.4 exprimé dans des ovocytes laisse passer un flux entrant de
Cs* (Meyerhoff et al.,, 2005). De plus, des courants de Cs* activés par le glutamate, voltage-
indépendants et sensibles 3 la quinine, au La>* et au Gd** ont été enregistrés sur des protoplastes de
cellules racinaires d’Arabidopsis (Demidchik et al., 2002 ; 2004). Ce profil pharmacologique concorde
avec d’autres mécanismes végétaux impliquant les GLR (White et al., 2002).

L’expression de certains membres de la famille des AtGLR est régulée par le niveau de K':
I’expression de AtGLR1.3 et AtGLR1.4 est plus élevée en condition de carence en potassium qu’en
condition normale (Hampton et al., 2004). Il est également a noter que I'expression d’AtGLR1.2 et
d’AtGLR1.3 augmente chez les plantes exposées au Cs’, sans que I'on sache si cette régulation est un
effet indirect di a la carence en K" induite par I'absorption de Cs* (Hampton et al., 2004).
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SYSTEME DE TRANSPORT TYPE TRANSPORTEUR

1.5.4 - La famille des Trk/HKT

Type de transport  Fonctionnement type transporteur : symport K'/Na® et/ou uniport
Na®.
Structure 4 paires de segments transmembranaires avec une boucle P entre

| MIHEUBIRACELLULARE chaque domaine transmembranaire d’'une méme paire. C- et N-
layal
W’I IMI ]\U“fl terminal cytosoliques.
// “\,,,/‘ = ’/
N-ter CYTOPLASME //

Localisation tissulaire Cellules parenchymateuses du xyleme.
Localisation intracellulaire Membrane plasmique.
Geénes identifiés Un seul gene chez A. thaliana (AtHKT1 : Uozumi, 2000 ; Kato et al.,
2001) alors que plusieurs genes chez différentes plantes a graine
commercialisées.
Fonctions Tolérance au stress salin.
Réle dans les flux de césium Non connu

Cette famille de transporteurs est présente chez les champignons (Trk) et les bactéries (Ktr). Le
premier HKT végétal cloné est TaHKT1 du blé (Schachtman & Shroeder, 1994). Ce transporteur
(TaHKT1) agit comme un co-transporteur K'/Na* de haute-affinité, et est converti en uniport Na*
lorsque la force ionique est importante (Rubio et al., 1995). Exprimé en systéme hétérologue ovocyte
de Xénope, TaHKT1 est perméable au Cs” : I'absorption de Cs’, en absence de K’, atteint environ 86%

de I'absorption du K* (Schachtman & Shroeder, 1994).

Par la suite, les caractérisations de HKT orthologues chez différentes espéces végétales ont révélé un
mélange de transporteurs Na®, de co-transporteurs Na‘/K" et de transporteurs Na* couplé au K* pour
ces genes (Gierth & Maser, 2007). Ainsi, la famille des transporteurs HKT est généralement divisée en
deux groupes se distinguant par leur sélectivité. Le groupe 1 regroupe les uniports Na* et serait
probablement représenté chez toutes les espéces végétales (Véry et al., 2014). Les HKT du groupe 2,
identifiés uniquement chez les Monocotylédones pour I'instant (Platten et al., 2006), sont impliqués
dans le transport de Na* et de K" de type symport dans certaines conditions et uniport Na* quand la
concentration en Na*est élevée.

En général, plusieurs génes codant pour des HKT sont identifiés chez les végétaux. Par exemple,
jusqu’a 9 genes sont identifiés chez le riz (Garciadeblas et al., 2003). En revanche, un seul géne,
nommé AtHKT1,1, est identifié chez A. thaliana (Uozumi et al., 2000 ; Kato et al., 2001). Le transport
de Na* via AtHKT1 est reconnu comme un mécanisme majeur de la tolérance a la salinité chez A.
thaliana (Davenport et al., 2007 ; Horie et al., 2009). Ainsi, I'expression transgénique d’AtHKT1
améliore la croissance du riz en milieu salin (Plett et al., 2010). Cette tolérance a la salinité chez les
différentes lignées Arabidopsis varie en fonction des alléles de HKT présents (Rus et al., 2006 ; Baxter
et al., 2010).

Méme si I'implication directe des HKT dans le transport de Cs* n’est pas avérée, les études sur le réle
de cette famille dans la gestion du stress salin est riche d’enseignements. La manipulation de
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I’expression des HKT via des biotechnologies ou des techniques de sélection apparalt comme une
stratégie intéressante pour améliorer la tolérance au stress salin chez les plantes cultivées (Waters et
al, 2013). De la méme facon, I'étude des transporteurs (pas forcément HKT) impliqués dans les flux
de césium pourrait permettre d’identifier des génes cibles dans un objectif de phytoremédiation des
sols contaminés ou de développement de « safe-food » (voir Section 1.2). Waters et al (2013)
soulignent I'importance de connaitre le schéma d’expression, la fonction et de la régulation des
transporteurs ciblés pour atteindre le résultat escompté. Par exemple, I'étude de Moller et al. (2009)
montre que la surexpression constitutive d’AtHKT1 conduit a une augmentation de I'accumulation de
Na® dans les feuilles et une sensibilité accrue a la salinité alors que I'expression ciblée au niveau de la
stéle améliore significativement la tolérance au stress salin chez A. thaliana.

1.5.5 - Les antiports de la superfamille des CPA (monovalent Cation/Proton Antiporter) pourraient
participer a la distribution cellulaire du césium

Type de transport Antiports cations monovalents/ H* (Na*/H*, K*/H")
Structure CHX: 10-12 domaines transmembranaires et queue carboxyle

CYTOPLASME  _—_§ )

N-te) m‘ hydrophile de longueur variable.

\ A Vb /
II'IU.! III NHX: des résidus acides situés dans les domaines
NS NN

VACUOLE

transmembranaires seraient impliqués dans le transport du K* (Wang
et al., 2015).
Localisation tissulaire Racines, Feuilles, Pollen (CHX)
Localisation intracellulaire Membrane plasmique (SOS1, CHX14), tonoplaste et endosome
(NHX), chloroplaste (CHX et KEA),
Geénes identifiés Environ 44 genes organisés en deux familles, elles-mémes
subdivisées en plusieurs catégories :
CPA1 : NHX (14 8); SOS1
CPA2 : KEA (1 a6); CHX (1a28)
Fonctions CPAL1 : Stockage du K* et détoxification du Na* dans la vacuole.
CPA2 : CHX impliqués dans la régulation de I’'homéostasie potassique
pendant le développement du pollen et la germination. Gestion de
I’équilibre potassique et du stress salin. KEA impliqués dans le
transport du K au niveau des chloroplastes.
Réle dans les flux de césium L’absorption du K par AtCHX13 exprimé en levures diminue avec
I’augmentation de la concentration externe en Cs' (Zhao et al.,
2008).

Trois types d’antiports Na*,K’/H" sont distingués chez Arabidopsis : les AtKEA, les AtCHX et les AtNHX.
Compte-tenu des gammes de concentrations en potassium et de pH dans lesquels ces antiports sont
actifs, les modes d’action de ces trois types d’antiports semblent différents sans qu’un schéma clair
n’ait été décrit (Wang et al., 2015).
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Les NHX

Les membres de la famille des CPA1 sont bien caractérisés. En se basant sur leur localisation et leurs
fonctions a priori, les NHX sont classés en 3 groupes : les NHX vacuolaires (AtNHX1-AtNHX4), les NHX
endosomaux (AtNHX5 et AtNHX6) et les NHX de la membrane plasmique (AtNHX7/SOS1 et AtNHXS8)
(Rodriguez-Rosales et al., 2009). Les NHX de la membrane plasmique jouent un réle essentiel dans
I’équilibre du Na*, du K* et du pH (voir références citées dans Wang et al., 2015). Les NHX vacuolaires
sont impliqués dans la régulation de I’équilibre intracellulaire du potassium, dans la tolérance au
stress salin et dans la croissance et le développement des plantes (AtNHX1 et AtNHX2, Bassil et al.,
2011 et Barragdn et al., 2012). Enfin, les NHX endosomaux sont impliqués dans I'homéostasie
cellulaire du potassium et du pH (AtNHX5 et AtNHX6, Wang et al., 2015).

CHX

Le génome d’Arabidopsis contient un grand nombre de génes codant pour des antiports cation:H" et
une grande partie de ces genes n’est pas encore caractérisée. Beaucoup des CHX sont exprimés
préférentiellement voire spécifiquement dans le pollen (Sze et al., 2004 ; Lu et al.,, 2011) bien
gu’aucune déficience au niveau du pollen n’ait été décrite chez les mutants atchx, probablement a
cause de la redondance de fonctions dans cette famille (Zhao et al., 2008). Cinq sous-classes sont
généralement utilisées pour catégoriser les CHX (Sze et al., 2004).

Dans le Cluster IV, plusieurs CHX ont été caractérisés. AtCHX17 est localisé sur la membrane des
endosomes et est impliqué dans I'équilibre intracellulaire du potassium (Cellier et al., 2004 ;
Maresova & Sychrova, 2006 ; Chanroj et al., 2011, 2013). AtCHX20 exprimé en levures permet leur
croissance quand l'apport en potassium est faible et que le pH est alcalin et est impliqué dans la
régulation de la pression osmotique dans les cellules de garde (Padmanaban et al., 2007 ; Lu et al.,
2011). AtCHX21 est localisé au niveau de la membrane plasmique et est impliqué dans la régulation
de la concentration en Na’ dans le xyléme (Hall et al., 2006 ; Evans et al., 2012). AtCHX23 est
impliqué dans les fonctions chloroplastiques via la régulation du pH du stroma (Song et al., 2004) et
dans les fonctions du pollen (Sze et al., 2004).

Dans le Cluster Ill, AtCHX13, localisé au niveau de la membrane plasmique, est impliqué dans
I’absorption du K" quand la concentration potassique dans le milieu est limitante (Zhao et al., 2008).
Son expression est d’ailleurs régulée positivement dans les racines dans des conditions de carence en
potassium (Zhao et al., 2008). Il est a noter que le transport du K* (pour une concentration externe de
20 uM) a travers AtCHX13 diminue avec I'augmentation de la concentration externe en Cs* suggérant
gue ces deux cations pourraient entrer en compétition pour le méme site de fixation sur le
transporteur (Zhao et al., 2008). L’expression d’AtCHX14, localisé au niveau de la membrane
plasmique, est également régulée par le niveau de K notamment par les trés hautes concentrations
en potassium. AtCHX14 fonctionne alors comme un transporteur basse-affinité impliqué dans I'efflux
de K" des cellules de I’'épiderme et du cortex vers le xyléme, I'objectif étant de gérer le stress d’un
excés de K* (Zhao et al., 2015).

Finalement, la capacité de transport du césium par les CHX n’est pas encore connue. Ils pourraient
étre considérés comme des candidats intéressants pour les flux de césium (absorption racinaire,
compartimentation, translocation, efflux). Nous avons vu plus haut que les réles dans le transport de
césium du canal potassique AKT1 (Broadley et al., 2001, voir p. 53) et de différents CNGC (Hampton
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et al., 2005, voir p. 57) ont été démontrés par comparaison entre des lignées de mutants invalidés
pour le gene cible et un écotype sauvage non muté. La redondance supposée des genes codant pour
des transporteurs de type CHX apparait comme une difficulté majeure dans ce type de stratégies.

KEA

Chez A. thaliana, trois KEA — KEA1, KEA2 et KEA3- sont impliqués dans l'efflux de potassium du
chloroplaste vers le cytosol (Aranda-Sicilia et al., 2012 ; Kunz et al., 2014 ; Dana et al., 2016).

Bien qu’on ne connaisse pas directement le réle des KEA dans le transport du césium, ils apparaissent
comme des candidats intéressants. En effet, la toxicité du césium se traduit par une décoloration des
feuilles et une réduction de la chlorophylle (Le Lay et al., 2006 ; Qi et al., 2008). De plus, des outils
d’imagerie appliqués au césium indiquent vraisemblablement sa présence dans les chloroplastes (Le
Lay et al.,, 2006). Ainsi, on peut penser que la localisation de plusieurs KEA au niveau des
chloroplastes et 'accumulation de césium dans cet organite pourraient étre liées.

1.5.6 — Focus sur la famille de transporteurs KUP/HAK/KT

Au cours de ma thése, les travaux se sont dirigés vers la famille de génes KUP/HAK/KT et leur
implication dans les flux de césium. Nous aborderons donc ici plus en détail les connaissances
actuelles sur cette famille.

Type de transport  Actif, symport supposé K’/ H’, systtme d’absorption potassique
principalement haute-affinité.
Structure 10 a 14 segments transmembranaires (Gierth & Maser, 2007), N-

MILIEU EXTRACELLULAIRE

| II il II Irl
I l ! \,I I! l ya-ak
A, - |

CYTOPLASME \

terminal et C-terminal cytoplasmiques.

Localisation tissulaire Toute la plante (tissus floraux, foliaires, racinaires...).
Localisation intracellulaire Membrane plasmique, tonoplaste, réticulum endoplasmique.
Geénes identifiés 13 membres nommés KUP1 a 12 (avec KUP3=KT4 et KUP4=KT3) et
HAKS5. Répartis sur les cing chromosomes et classés en trois clusters
phylogénétiques.
Fonctions Développement végétal, absorption/efflux du K*, régulation de la
pression osmotique.
Réle dans I'absorption du Cs AtKUP9 testé chez E. coli est impliqué dans I'absorption de Cs'.
(Kobayashi et al., 2010)
AtHAKS testé chez A. thaliana est impliqué dans I’absorption de Cs*
quand la concentration en K est faible (100 uM) (Qi et al., 2008)

Identification de la famille des KUP/HAK/KT

La famille des KUP/HAK/KT chez les plantes a été identifiée grdce a son homologie avec des
perméases impliquées dans I'absorption de K' chez les bactéries (KUP = K uptake permeases)
(Schleyer & Bakker, 1993) et avec des transporteurs potassiques haute-affinité chez les champignons
(HAK = High-affinity K" transporters) (Bafiuelos et al., 1995). Cette famille comprend 13 membres
répartis sur les cinqg chromosomes chez A. thaliana (Maser et al., 2001), et 27 membres chez le riz
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(Gupta et al., 2008). Selon les homologies de séquences, la famille des KUP/HAK/KT est organisée
généralement en 4 clusters (Rubio et al.,, 2000) dont seulement 3 sont représentés chez A.
thaliana (Fig.1.10):

- Lecluster | n’est représenté que par AtHAK5 chez A. thaliana.
- Lecluster Il comprend 6 génes : AtKUP1, AtKUP3, AtKUP4, AtKUP2, AtKUP6, AtKUP8
- Lecluster lll comprend 6 genes : AtKUP9, AtKUP10, AtKUP11, AtKUP5, AtKUP7, AtKUP12.

Si les homologies de séquences entre ces différentes protéines sont grandes, les fonctions qu’elles
assurent semblent diverses (quand elles sont connues).
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Figure 1.10: Organisation phylogénétique des KUP/HAK/KT chez A. thaliana. 'arbre a été généré
comme décrit dans la légende de la Fig. 1.9. L'alignement a été réalisé par Muscle (v3.8.31) puis
corrigé par Gblocks (v091b). Le programme PhyML (v3.0) a utilisé la méthode du maximum de
vraisemblance et la méthode WAG comme méthode de substitution des acides aminés. Les valeurs
indiquées sur les noeuds correspondent a la valeur de Bootstrap (pour 100 tirages). L'échelle
représente le nombre de changements pour 100 acides aminés.

Fonctions des transporteurs KUP/HAK/KT chez les plantes

Les génes KUP/HAK/KT ont été clonés a partir de différentes espéces végétales avant d’étre testés
par complémentation de mutation chez Escherichia coli et d’autres systéemes hétérologues pour le
transport de K* (Quintero & Blatt, 1997 ; Gierth & Maiser, 2007). Néanmoins, les connaissances
actuelles sur le rdle physiologique et les mécanismes de transport du K* par les transporteurs
KUP/HAK/KT restent encore partielles (Véry et al., 2014).
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Dans le Cluster I, HAKS assure le transport du K™ quand les concentrations dans le milieu sont faibles
([K]ext < 200 uM) et apparait comme un mécanisme d’adaptation activé en cas de carence (Rubio et
al., 2000; Gierth et al. 2005; Rubio et al., 2008 ; Qi et al. 2008 ; Nieves-Cordones et al., 2010). Ainsi,
comme nous |’avons vu dans la Section 1.3, le transporteur HAK5 a un role majeur dans I'absorption
racinaire du potassium.

Dans le Cluster IlI, les fonctions démontrées jusqu’a présent sont en lien avec la croissance et le
développement chez A. thaliana. Ainsi, KUP4 est impliqué dans la croissance des poils absorbants
(étude sur le mutant tiny root hair 1 = trh1, Rigas et al., 2001) et KUP2 dans I’élongation cellulaire en
général (étude sur le mutant shy3-1, Elumalai et al., 2002). Avec KUP6 et KUP8, KUP2 serait
également impliqué dans I'efflux de K* au niveau des cellules racinaires participant ainsi aux
processus d’ajustement de la pression osmotique qui interviennent lors de la croissance cellulaire et
des réponses au stress hydrique (Osakabe et al., 2013).

Dans le Cluster Ill, KUP7 est impliqué dans I"absorption racinaire et la translocation du K* des racines
vers les feuilles en condition de carence potassique (Han et al., 2016). KUP11 est impliqué dans les
mécanismes d’adaptation au stress salin (Maathuis , 2006). Exprimé en bactérie déficiente pour tous
les systémes de transport potassique, KUP9 est capable d’assurer I'absorption de K* dans une large
gamme de concentrations externes (Kobayashi et al., 2010). Dans une publication récente sur la
comparaison des KUP/HAK/KT chez 46 espéces végétales d’Angiospermes, le Cluster Il est en fait
divisé en deux clusters distincts (Nieves-Cordones et al., 2016). L’arbre présenté en Fig.l.10 est en
accord avec ce résultat avec une divergence dés le 1° nceud et une valeur de Bootstrap élevée (99%)
entre KUP9, KUP10 et KUP11 d’un c6té et KUP7, KUP5 et KUP12 de I'autre.

Globalement, les KUP/HAK/KT sont donc considérés comme des transporteurs potassiques : haute-
affinité pour HAK5 (Rubio et al., 2000), KUP4 (Rigas et al., 2001) et KUP7 (Han et al., 2016),
apparemment basse-affinité pour KUP2 (Quintero & Blatt, 1997) ou a la fois haute et basse-affinité
pour KUP1 (Fu & Luan, 1998 ; Kim et al., 1998). Le potassium est impliqué dans un grand nombre de
mécanismes (croissance, régulation osmotique, polarisation de la membrane..) et les flux
potassiques interviennent dans différents organes (absorption racinaire, translocation,
compartimentation dans la vacuole ou encore dans les chloroplastes). Il n’est donc pas surprenant de
recenser une diversité de fonctions au sein de cette méme famille de transporteurs KUP/HAK/KT.

Passage du césium par les KUP/HAK/KT

Une prise en charge du césium a d’abord été mise en évidence pour les KUP bactériens (Bossemeyer
et al., 1989). Comme la structure des segments transmembranaires et de ceux reliant ces segments
sont bien conservés entre ces KUP bactériens et les KUP chez les plantes, I'hypothése avancée était
gue les mécanismes de transport le sont aussi (White & Broadley, 2000). Ainsi, des études ou des
KUP de plantes sont exprimés en systeme hétérologue levure (Fu & Luan, 1998) et bactérie (Kim et
al., 1998), mettent en évidence un phénomeéne de compétition entre les ions Cs* et K pour le
transport par AtKUP1 et AtKUP2 .

Il existe également des preuves plus directes de la prise en charge du Cs* par d’autres transporteurs
KUP présents chez A. thaliana, notamment pour les transporteurs HAKS5 (Qi et al., 2008) et KUP9
(Kobayashi et al., 2010). Ainsi, I'invalidation du géne HAK5 chez A. thaliana a pour effet de diminuer
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sa sensibilité et son absorption de césium dans certaines conditions (Qi et al., 2008). Le transporteur
KUP9 exprimé chez E. coli déficiente pour tous les systemes de transport potassiques induit
I’absorption de Cs*™ (Kobayashi et al., 2010). Néanmoins, le réle in planta de KUP9 dans le transport
du césium reste encore a prouver.

Les transporteurs codés par la famille de géne KUP/HAK/KT sont donc des candidats trés
prometteurs pour I'absorption du Cs* chez A. thaliana et particulierement dans des conditions de
carence en K* (White & Broadley, 2000).

Régulation de I’expression des génes KUP/HAK/KT

Nous avons vu précédemment que les différents KUP/HAK/KT sont impliqués dans des fonctions
diverses chez A. thaliana. La régulation de ces différents genes ainsi que la localisation des
transporteurs pour lesquels ils codent pourrait expliquer au moins en partie les fonctions auxquelles
ils sont associés.

Le niveau d’expression de certains génes de la famille des KUP/HAK/KT chez A. thaliana dépend a la
fois du stade de développement et de I'apport en potassium pendant la culture des plantes. Ainsi,
alors qu’il est exprimé constitutivement au stade floraison (Ahn et al., 2004), 'expression du géne
KUP3 (codant pour le transporteur KT4/KUP3) est induite par le manque de K' chez les jeunes
plantules (Kim et al., 1998). De la méme fagon, le transporteur KUP11 ne serait pas synthétisé chez
les plantules alors gqu’il est présent chez les plantes au stade floraison (Ahn et al., 2004). En ce qui
concerne le gene HAKS, il semblerait que son niveau d’expression soit plus élevé au stade plantule
qu’au stade floraison avec une régulation positive par le manque de K" externe pour ces deux stades
de développement (Ahn et al., 2004). Au contraire, le niveau d’expression des génes KUP2, KUP3,
KUP5 et KUP8 augmente avec le niveau de K* (Hampton et al., 2004). Il est & noter que les conditions
expérimentales (stades des plantes testées, durée du traitement potassique ...) ont une influence
significative sur les résultats d’expression des genes et notamment du géne HAK5 (Gierth & Maser,
2007).

Bilan des connaissances sur la localisation des transporteurs KUP/HAK/KT chez Arabidopsis
thaliana

Jai utilisé I'outil Arabidopsis eFP Browser (Winter et al., 2007) sur le site de BAR (Bio-Analytic
Resource for plant biology, http://bar.utoronto.ca/) pour comparer les tissus et les membranes ou
sont exprimés les différents KUP/HAK/KT chez A. thaliana. Comme |'expression de certains KUP
difféere en fonction du stade de développement considéré (comme KUP3 et KUP11, Kim et al., 1998 ;
Ahn et al. 2004), jai choisi de simplifier I'analyse en ne présentant ici que les stades de
développement précédant le stade 5 (Emergence de 'inflorescence, Boyes et al., 2001 sur le site de
TAIR), c’est-a-dire les stades testés dans les expériences d’accumulation du césium pendant ma
thése.
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Tableau 1.1 : Localisation de I’expression des différents KUP/HAK/KT chez A. thaliana. Les données
sont issues de BAR sauf pour HAKS. Pour chaque tissu (Racines, Cotylédons ou Rosette), les valeurs
d’expression des différents genes (a I’exception de HAKS) ont été regroupées et classées selon leur
écart a la médiane de toutes ces valeurs : -/+ = I'écart entre la valeur et la médiane est plus grand

qgue I'écart moyen ala médiane, | = I'écart entre la valeur et la médiane est plus petit que |'écart
moyen.

Cluster Gene Code Racines Cotylédons Rosette Membrane

Cluster| HAK5 At4gl13420 +[1] -[1] -[1] Plasmique [2]

KUP1 At2g30070 | | |
KUP3  At3g02050 | | |
Cluster KUP4 At4g23640 [ + + Tonoplaste [3], Plasmique [4]
|

I KUP2 At2g40540 + I Plasmique [5]
KUP6  At1g70300 - - + Plasmique [6]
KUP8  At5g14880 I I +
KUP9  At4g19960 I I I
Cluster KUP10 At1g31120 - - |
I KUP11 At2g35060 I I I Plasmique [5]
KUP5  At4g33530 + + + Tonoplaste [3]
KUP7  At5g09400 - - I Tonoplaste [3], Plasmique [7]
KUP12 Atlg60160 I I I Chloroplaste [8]

Références : [1] Ahn et al., 2004 ; [2] Qi et al., 2008 ; [3] Jaquinod et al., 2007 ; [4] Rigas et al., 2013 ;
[5] Nihse et al., 2004 ; [6] Osakabe et al., 2013 ; [7] Han et al., 2016 ; [8] Kleffmann et al., 2004.

D’apreés les résultats de micropuces mis a disposition sur BAR, tous les KUP/HAK/KT sont exprimés a
la fois dans les racines et dans les feuilles avec un niveau plus ou moins important (+/- dans le
Tableau 1.1). Globalement, les génes KUP6, KUP7 et KUP10 sont peu exprimés dans les racines
comparés a |'expression des autres KUP, aux stades précoces de développement. Nous avons traité
I’expression de HAK5 a part ici car elle est fortement dépendante des niveaux de potassium dans le
milieu de croissance.

Les résultats présentés sur BAR divergent parfois des résultats publiés dans la littérature, notamment
pour les localisations membranaires qui sont prédites par algorithme avec I'outil Cell eFP Browser de
BAR. J'ai donc préféré me référer aux résultats issus de tests protéomiques ou avec utilisation de
génes rapporteurs présentés dans la littérature pour cette donnée au moins. La localisation des
transporteurs KUP/HAK/KT sur différentes membranes serait reliée a la diversité des fonctions
assurées par cette famille de transporteurs (Senn et al., 2001 ; Bafiuelos et al., 2002 ; Ahn et al.,
2004).

Comme pour le potassium, la distribution cellulaire du césium ne se limite pas au cytosol. L’analyse
de cellules végétales aprés exposition révele ainsi la présence de césium dans la vacuole et
potentiellement dans les chloroplastes (Le Lay et al., 2006 ; Akamatsu et al., 2014). Des flux de
césium seraient donc possibles a travers la membrane plasmique mais également a travers d’autres
membranes intracellulaires. Reliée a la présence de transporteurs KUP sur la membrane de différents
compartiments cellulaires, I'observation précédente suggere la possibilité de trouver des roles pour
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des KUP dans le transport de césium autre que I'absorption racinaire ou la translocation vers les
parties aériennes.

Architecture des protéines KUP/HAK/KT

Les relations structure-fonction sont plutét bien connues pour la famille des canaux potassiques
Shaker par exemple. L'obtention des cristaux de canaux potassiques bactériens (KcsA Doyle et al.,
1998 ; KVAP Jiang et al., 2003) et de mammiferes (Kv1.2 Long et al., 2005) a ainsi fourni une vision
tres détaillée du mécanisme de sélectivité du pore de ces canaux (voir dans Benito et al., 2014). En
revanche, I'architecture des KUP/HAK/KT n’est toujours pas avérée mais est déduite de I'index
d’hydropathie de leur séquence d’acides aminés. Les analyses structure-fonctions pour ces
transporteurs sont donc peu nombreuses (Aleman et al., 2014).

Dans la littérature, on trouve des données sur I'architecture supposée des transporteurs KUP chez A.
thaliana et la conservation de différents motifs. Sur 10 a 14 domaines transmembranaires (Gierth &
Maser, 2007), 11 sont tres conservés chez les différents KUP (Gupta et al., 2008). Néanmoins, Véry et
al. (2014) indiquent qu’il n’y a pas de structures clairement répétées dans la séquence d’acides
aminés des différents KUP si bien qu’il est difficile de préjuger de la configuration de ces domaines
transmembranaires dans la formation de pores par exemple.

Récemment, il a été montré qu’une seule mutation au niveau de |'acide aminé 130 Phénylalanine de
HAKS5 (mutation F130S) avait pour effet d’augmenter la sélectivité en faveur du K* et contre le Cs* en
systeme hétérologue levure (Aleman et al., 2014). L’hypothése avancée par les auteurs est que cet
acide aminé et plus largement la séquence GEGGTFALY seraient impliqués dans la sélectivité du
transporteur HAKS. Il est a noter que nous avons retrouvé ce motif chez tous les KUP d’A.thaliana a
I’exception de KUP9, KUP10 et KUP11 (Fig.l.10). Les connaissances sur le sujet sont encore trop
incompletes pour suggérer que ces trois transporteurs aient des propriétés bien différentes des
autres KUP mais cette observation soutient la division du Cluster Il en deux groupes distincts comme
décrit dans le paragraphe Organisation phylogénétique.

Il est tentant de supposer, en se basant sur la conservation du domaine décrit par Aleman et al.
(2014) et sur la sélectivité K/Cs du transporteur HAK5 (Rubio et al., 2000), que potentiellement la
majorité des transporteurs KUP ne sont pas discriminants envers le Cs*. Néanmoins, des études
supplémentaires sont nécessaires afin de compléter les connaissances sur les résidus acides aminés
impliqués dans la sélectivité des KUP/HAK/KT.
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Figure 1.11 : Alignement des séquences peptidiques des différents KUP/HAK/KT chez A. thaliana. Voir légende Fig. 1.10 pour plus de précisions sur
I'alignement. Seul le début de I'alignement est représenté ici. TM = domaine transmembranaire. F130 = Point de mutation étudié par Aleman et al. (2014).
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AUTRES PROTEINES
1.5.7 - Autres protéines impliquées dans les flux de césium

Une étude récente, indique que ZIFL2 (pour Zinc-Induced Facilitator Like 2 appartenant a la super-
famille des MFS pour Major Facilitator Superfamily) est impliqué dans le transport de K* et de Cs’
chez A. thaliana (Remy et al.,, 2015). L'étude de lignées mutantes Arabidopsis indique qu’une
invalidation ou une surexpression de ZIFL2 induit respectivement une hypersensibilité ou une
diminution de la sensibilité au césium. Au vu des résultats présentés dans leur article, Remy et al.
(2015) font I’hypothese que, quand les concentrations en césium et en potassium sont élevées, ZIFL2
est impliqué dans l'efflux de K" et de Cs* dans I'apoplasme de 'endoderme et du péricycle limitant
ainsi le chargement du xyléme et I'accumulation de K* et de Cs* dans les feuilles. Comme cette étude
se base sur la comparaison des effets toxiques du césium stable, les auteurs ont di appliquer des
niveaux (de l'ordre du mM) éloignés des concentrations enregistrées dans I'environnement.

Bien que cette protéine soit impliquée dans le développement des gamétophytes, Draxl et al., (2013)
ont trouvé un allele mutant sec22 qui n’affecte que les tissus végétatifs d’A. thaliana et qui
s’accompagne d’une réduction significative de I'accumulation de césium dans la plante. Cette
protéine SEC22 fait partie des SNARE, une super-famille impliquée dans la fusion des membranes et
donc dans I'adressage des protéines et 'autophagie. En travaillant sur un orthologue de SEC22 chez
la levure, les auteurs proposent I'hypothése selon laquelle Sec22p serait impliquée dans I'adressage
de transporteurs ou de protéines capables de moduler spécifiquement I'activité de transporteurs au
niveau de la vacuole. La mutation de Sec22p aurait finalement pour effet d’altérer la séquestration
des cations dans la vacuole. Cette découverte est particulierement intéressante car les auteurs
n’observent pas d’effets négatifs sur I'accumulation de potassium chez le mutant A. thaliana sec22 et
proposent donc une application potentielle a la phytoremédiation des sols contaminés en
radiocésium avec une discrimination spécifique contre Cs".

1.5.8- Bilan

Comme illustré dans la Fig.l.12, les flux de potassium in-planta et donc potentiellement de césium
impliquent une diversité de protéines de transport.

En plus de jouer un réle important dans I’absorption racinaire de K, les canaux Shaker sont impliqués
dans sa distribution. Ainsi, la translocation du K* de la racine vers les feuilles implique le chargement
du xyléme par le canal Shaker SKOR (Gaymard et al., 1998) et d’autres canaux a rectification sortante
dont l'identité est encore inconnue (Ahmad & Maathuis, 2014) alors que sa recirculation via le
phloéme est assurée en partie par le canal AKT2/3 (Deeken et al., 2002). Le canal Shaker GORK, lui,
est impliqué dans I'efflux de K* (Demidchik , 2014). En ce qui concerne le canal dominant pour
I’absorption racinaire de K*, AKT1, il a été montré que sa participation dans I’absorption de Cs* n’est
pas significative (Broadley et al., 2001).

En paralléle des mouvements intercellulaires, les mouvements intracellulaires du K* impliquent
largement une compartimentation dans la vacuole (synthése par Ahmad & Maathuis, 2014) via des
transporteurs de la famille des KUP/HAK/KT (r6le supposé d’aprés les données de Jaquinod et al.
2007), des CHX et NHX (Bassil et al., 2012 ; Barragan et al., 2012) ou encore des TPK (Gobert et al.,
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2007). Pour la plupart de ces protéines, les capacités a transporter les ions Cs* ne sont pas encore
démontrées.

VACUOLE

, CHX, NHX

VACUOLE

EA, CHX

KUP (HAKS) K

Figure 1.12 : Transporteurs et canaux impliqués dans les flux de potassium et de césium chez
Arabidopsis thaliana (supposés et avérés). D’apres les synthéses de White & Karley (2010) et Ahmad
& Maathuis (2014).
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Problématique de la these

Comme nous l'avons vu précédemment, l'identification et la compréhension des facteurs qui
influencent I'accumulation de césium chez les plantes est un point clé dans la gestion des territoires
contaminés. Dans ce contexte, mon travail de thése a eu pour objectif général d’obtenir une
meilleure compréhension des mécanismes de transport du césium chez Arabidopsis thaliana. Dans
un premier axe, je me suis intéressée aux caractéristiques macroscopiques des flux de césium chez la
plante modele c’est-a-dire a la description de son absorption, son accumulation ainsi que sa
distribution pour différentes conditions physiologiques. Par ailleurs, j'ai cherché a approfondir les
connaissances sur le transport de césium d’un point de vue moléculaire en identifiant puis en
caractérisant un transporteur impliqué dans les flux de césium et jusque-la trés peu documenté.

Dans le but d’identifier les acteurs moléculaires du transport de césium chez la plante, jai été
amenée a comparer différentes stratégies. Une d’entre elle est I'analyse QTL (Quantitative Trait Loci)
qui a déja été utilisée chez A. thaliana (Payne et al. 2004 ; Kanter et al., 2010). Cette méthode
consiste a comparer le génome de plantes présentant des différences phénotypiques pour
I'accumulation de césium afin de déterminer les loci qui ont un impact sur ce trait quantitatif
complexe. Néanmoins, les différences d’absorption du césium entre plantes peuvent étre liées a de
nombreux parameétres physiologiques comme la demande de la plante en potassium, le degré de
mycorrhization, les stratégies de croissance de la plante (taux de croissance racinaire, total...),
I'architecture racinaire, le type de protéines de transport sur la membrane plasmique des cellules
racinaires (Zhu & Smolders, 2000). En dehors de la diversité génétique, les multiples facteurs
responsables des variations naturelles observées pour différentes lignées d’'une méme espece
peuvent donc compliquer la détection des genes en question.

Ainsi pour identifier des génes impliqués dans I'accumulation de césium, nous avons préféré nous
intéresser a I'’étude de lignées mutantes plutot qu’a I'étude de la variation naturelle observée entre
les différentes espéces végétales. Cette approche de génétique inverse a largement conditionné le
choix du modele d’étude qui s’est porté sur Arabidopsis thaliana. En effet, il existe des banques de
mutants conséquentes (comme par exemple le NASC, Nottingham Arabidopsis Stock Centre,
Versailles ou encore GABI-Kat) pour cette espece. De plus, Arabidopsis est largement utilisée dans
différents domaines de la recherche en biologie ce qui facilite I'obtention de données par recherche
bibliographique.

Comme expliqué dans I'analyse bibliographique, le transport du césium est lié (au moins en partie) a
celui du macronutriment potassium. Nous avons donc choisi de rechercher les transporteurs
impliqués dans les flux de césium au sein du systeme de transport potassique. Ce dernier incluant
une centaine de génes potentiels chez Arabidopsis thaliana, nous avons été amenés a resserrer les
travaux sur les candidats les plus prometteurs. Jusqu’ici des membres de la famille des canaux
cationiques non sélectifs (NSCC) et HAK5, un transporteur haute-affinité de la famille des
KUP/HAK/KT, ont été démontrés comme ayant un role significatif dans I'absorption de césium. Par
ailleurs, KUP9 (un autre transporteur de la famille des KUP/HAK/KT) exprimé en systéme hétérologue
bactérie démontre des capacités a transporter le césium. Les connaissances restent partielles et le
role de KUP9 ainsi que celui des autres membres de la famille des KUP/HAK/KT par exemple
n’avaient pas encore été testé in planta avant ma these. L'ensemble de ces résultats préliminaires
m’ont finalement conduit a m’interroger plus en détail sur le réle de cette famille dans les flux de
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césium chez A. thaliana et a tester des lignées mutantes invalidées sur différentes génes
KUP/HAK/KT.

Les méthodes utilisées pendant cette these incluent des techniques d’analyse radiologique
(expériences avec traceurs et analyse en scintillation liquide B), de génétique inverse (analyse de
lignées mutantes, phénotypage sous différentes conditions physiologiques) et de biologie
moléculaire (clonage, études de localisation, transcriptomique). Les résultats obtenus sont organisés
en trois chapitres :

(i) Dans le but de mieux comprendre les conséquences de I'analogie K/Cs sur le transfert de
césium chez A. thaliana, nous avons mesuré |'absorption et la translocation de césium
chez I’écotype sauvage Columbia 0 (Col-0) en conditions hydroponiques pour différents
niveaux de compétition K/Cs. Dans ce chapitre, nous discutons des liens existants entre
les cinétiques obtenues et les connaissances préliminaires présentées dans l'analyse
bibliographique sur le transport de potassium et de césium chez A. thaliana.

(i) Nous avons utilisé une approche de génétique inverse afin d’identifier les membres de la
famille KUP/HAK/KT qui ont un rodle significatif dans le transport de césium. Le principe
consiste a comparer des mutants knock-out (invalidés au niveau de genes codant pour
des KUP) a I’écotype sauvage non muté. Les mutations des lignées obtenues du NASC ont
d’abord été vérifiées puis nous présentons un crible qualitatif basés sur les effets
toxiques du césium pour différentes lignées mutantes valides.

(iii) Mise en évidence dans le crible qualitatif, I'hypersensibilité au césium des mutants kup9
est quantifiée et reliée a une plus grande accumulation du césium dans le Chapitre V. Les
connaissances sur la régulation et I'expression du géne AtKUP9 était tres partielles et son
role dans l'accumulation de césium chez A. thaliana était encore inconnu. Des
hypotheses sur les mécanismes impliquant le transporteur AtKUP9 dans les flux de
césium sont également présentées et évaluées.
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CHAPITRE ||

MATERIEL ET METHODES
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11.1-MATERIEL VEGETAL ET CULTURE
11.1.1-Stérilisation des graines et culture in-vitro

Les graines d’Arabidopsis thaliana sont stérilisées par deux lavages successifs avec un mélange 70%
éthanol (96%) - 0,05% SDS (20%). Un dernier lavage a I’éthanol 96% est réalisé avant de les mettre a
sécher sous hotte stérile.

Les graines sont semées en boite de Pétri carrée 120mm*120mm sur 60 mL d’un milieu MS %
(dilution 1:2 du milieu de Murashige & Skoog, 2,2 g de poudre commerciale « MS ») contenant 1%
m/v de sucrose, 1% m/v d’agar, 1,95 g de MES et au pH ajusté a 5,8 avec du N-méthyl-D-glucamine
(NMDG).

Aprés 48h a 4°C dans l'obscurité afin de synchroniser la germination et de lever la dormance, les
boites sont placées en position verticale dans une chambre de culture a 23°C, 50% HR, avec un cycle
8/16h jour/nuit pendant 7 jours.

11.1.2-Itinéraire cultural avec traitement potassique

Semis sur milieu Croissance sur sable Acclimatationa Traitement potassique
gélosé Arrosé avec la I’hydroponie Dans une solution nutritive
MS % 1% sucrose solution Dosatron Dans la solution Dosatron a [K] contrélée

(7 jours) (14 jours) (3-5 jours) (5-7 jours)

Figure II.1 : Itinéraire cultural des plantes.

Litinéraire cultural suivi par les plantes est présenté dans la Fig. Il.1. Les plantules agées de 7 jours
sont transférées sur du sable d’aquarium (Zoolux) et arrosées avec une solution nutritive utilisée en
routine au laboratoire appelée Dosatron (MgS0O, 1,1 mM, Ca(NOs), 805 uM, KNO3; 2 mM, K,HPO, 60
UM, KH,PO, 695 uM et des micronutriments : Fe-EDTA 10 uM, MnSQ, 3,6 UM, (NH,4)sM0;0,, 74 nM,
ZnS0O, 3 uM, HsBO® 9,25 UM, CuSO, 785 nM, pH 5,8). Les plantes continuent leur croissance sur ce
milieu pendant 14 jours.

Afin de les acclimater a la culture hydroponique, les plantes agées de 21 jours sont d’abord placées
dans 1L de la solution Dosatron pendant 3-5 jours. Le dispositif de culture hydroponique est illustré
sur la Fig. 11.2.

Figure 11.2 : Dispositif de culture hydroponique. Entre 5 et 6 plantes peuvent étre cultivées dans la
méme boite de 1L. Les parois des boites sont opaques afin de limiter les perturbations que peut
causer I'éclairage sur les racines. La solution est aérée et homogénéisée par bullage.
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Le traitement potassique est ensuite appliqué, toujours en systeme hydroponique, en remplagant la
solution Dosatron par une solution nutritive a niveau de potassium contrélé (0,75 mM MgS0O,, 2 mM
Ca(NO3),, 0,5 mM H;PO,, 3,5 mM MES pH 5,8, micronutriments comme décrit pour la solution
Dosatron, KCl 10/100 ou 3000 uM, ajustement du pH a 5,8 avec NMDG). Ce traitement potassique est
appliqué pendant 5 a 7 jours pour produire des plantes avec des statuts potassiques différents.

11.1.3-Propagation des différentes lignées et obtention de nouvelles graines

Pour amener les plantes a la floraison et les porter a graines, la culture est réalisée sur terreau au
phytotron OGM du CEA. Les plantes sont amenées jusqu’a ces stades pour différents objectifs :
transformation des plantes pour la création de lignées transgéniques, maintien du stock de graines et
normalisation de I'dge des graines pour I'expérimentation.

La croissance végétative est réalisée en jours courts (8 h de jour) pendant 4-5 semaines, puis les
plantes sont transférées en jours longs (16 h de jour) pour favoriser leur floraison. Les conditions, en-
dehors de la photopériode, sont sensiblement les mémes en jours courts et en jours longs : 18-23°C,
55-60% HR, cycle d’arrosage solution nutritive/Eau/Eau/Eau.

Une fois que les fleurs sont formées, les plantes sont ensachées individuellement. Les graines sont
récoltées aprés séchage des plantes pendant 14 jours (arrét de I'arrosage seulement quand toutes les
siliques sont formées).

11.2-EXPOSITION AU CESIUM

Deux isotopes du césium ont été utilisés dans les différents tests dont les résultats sont présentés
dans les Chapitres Ill et V. Pour les tests d’influx (exposition a court-terme) nous avons tracé
I'absorption du **Cs stable par du **’
les tests nécessitant des manipulations fréquentes de la solution nutritive et des plantes nous avons

Cs radioactif. En revanche, pour les expositions plus longues et

préféré utiliser uniquement du Cs stable (sous forme de CsCl).
A ce jour, aucune discrimination isotopique n’a été décrite concernant I'absorption de césium par les

137

végétaux : nous avons considéré pour nos expériences que le ~>'Cs et le Cs stable sont absorbés de la

méme fagon.

11.2.1-Cinétique d’influx du césium tracé avec du *’Cs

Les plantes utilisées sont pré-cultivées selon l'itinéraire décrit précédemment (Fig. 11.1) avec un
traitement potassique a 10, 100 ou 3000 uM. Ce niveau de potassium est conservé pendant
I’exposition au césium afin d’éliminer des effets potentiels d’'un changement de composition du
milieu - autres que ceux liés a la présence de césium - sur la physiologie des plantes testées.

La solution d’exposition est donc composée de la solution nutritive utilisée pour le traitement
potassique a laquelle est ajoutée du Cs stable dans une gamme allant de 0,1 a 3000 uM tracé par
environ 140 Bq.mL™ de *’Cs (0,3 nM). Le **’Cs est ajouté a partir d’une source du laboratoire diluée
dans du HCI 0,1 M (CERCA-72652).

Les plantes sont exposées séparément dans des puits contenant 8 mL de solution d’exposition (Fig.
1.3). Seules les racines sont en contact avec cette solution d’exposition. Aprés 15 min a 6 h

IRS[1 Manuscrit de thése L. GENIES 2017 61/175



Chapitre II- Matériel et Méthodes

d’exposition, le césium adsorbé sur les racines est éliminé par rincage dans 8 mL de solution nutritive
(ne contenant pas de césium) pendant 1min.

17 Solution d’exposition = Solution nutritive a K fixé +
CsCl + 137Cs = 140Bq/mL (=0,3nM)

Q Solution de ringage = Solution nutritive pour retirer

" le Cs non absorbé

3 replicats d’'une méme
modalité

Durée d’exposition : 15 min, 30 min, 2h, 6h

Gamme de concentrationde Cs : 0,1 a 3000 uM

137¢s. Pour chacune des

Figure 11.3 : Dispositif d’exposition des plantes au césium tracé par du
conditions (K, Cs et durée d’exposition), I'expérience a été répétée au moins deux fois sur un

minimum de trois plantes a chaque fois.

Les plantes sont minéralisées a chaud dans des tubes en verre de 20 mL avant dosage des éléments.
Sur bain de sable chauffant (environ 100-150 °C), les racines et les feuilles sont digérées dans 5-6 mL
de HNO; 65%. Apres dissolution des tissus végétaux dans |'acide, 1,5 mL de H,0, 30% est ajouté. Les
échantillons sont évaporés a sec puis repris dans 1 mL de HNO3 2% v/v.

L’activité du *’Cs accumulé dans les plantes est mesurée par scintillation liquide (Wallac, Quantulus).
Les minéralisats sont alors placés dans un liquide scintillant Insta-Gel Plus (Perkin EImer). La lumiére

1¥7¢cs est

issue de l'interaction entre ce milieu et les particules B émises par la désintégration du
mesurée pendant 30 min par échantillon. La quantité de Cs stable accumulée dans I’échantillon est
déduite du ratio **’Cs/**>Cs choisi dans la solution d’exposition.

Le contenu en potassium des plantes a l'issu du pré-traitement potassique est dosé par ICP-AES
(spectrométrie d’émission atomique, OPTIMA 4300 DV, puis OPTIMA 8300, Perkin Elmer, limite de
quantification 10 pg.L™) sur un minimum de 3 individus non exposés représentatifs de chaque lot

testé.

11.2.2 —~Accumulation du césium stable (***Cs)

Comme expliqué plus haut, pour ces tests nécessitant de grands volumes de solution d’exposition et
des manipulations fréquentes nous avons préféré utiliser uniquement du Cs stable.

A lissu de la pré-culture avec le traitement potassique, les plantes sont transférées dans 1L de
solution d’exposition (avec 3 a 4 plantes exposées dans la méme boite). La solution d’exposition est
composée de la méme solution nutritive que celle utilisée pour le traitement potassique (10, 100 ou
3000 uM) a laquelle est ajouté 1 uM de CsCl. Lexposition dure 7 jours avec deux renouvellements de
la solution pour maintenir les concentrations en potassium et en césium proches des concentrations
initiales et éviter les écarts entre les différentes boites.

Aprés minéralisation des tissus végétaux, les contenus en potassium et en césium des plantes testées
sont mesurés respectivement par ICP-AES et par ICP-MS (spectrométrie de masse, PQ Excell Thermo
Electron avec S-Option, limite de détection 5 ng.L™). Les minéralisats évaporés a sec ont été repris et
dilués dans HNO3 2% v/v pour ajuster les concentrations aux gammes de détection optimales par les
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appareils de mesure. Les niveaux de potassium et de césium dans les solutions d’exposition ont
également été suivis par les mémes techniques.

1.2.3 - Cinétiques de déplétion et d’efflux du ***Cs

Lobjectif étant d’évaluer l'efflux de césium par des plantes contaminées, la premiére étape de cette
expérience consiste a « charger » les plantes en césium. Pour cela, les plantes sont cultivées comme
décrit précédemment pendant 35-39 jours dont 7 jours dans une solution nutritive a 10 uM de
potassium pour favoriser I'absorption de césium par la suite. Les plantes sont ensuite transférées
dans 20 mL d’une solution d’exposition (sous agitation) contenant 50 UM de Cs et 0 uM de K pendant
24 h (Fig. 11.4).

La deuxieme étape consiste a mesurer l'efflux de césium de ces plantes contaminées vers la milieu
extérieur. Pour cela, les plantes contaminées en césium sont transférées dans 20 mL d’une solution
nutritive contenant 10 uM K et 0 uM Cs pour mesurer la réapparition du césium en solution. A
différents temps, et pendant 24h, 100 pL de solution sont prélevés et la concentration en césium est
suivie par ICP-MS.

« Charge » en Cs « Purge » du Cs

A Plante contaminée
Pré-traitement : 10pM

K pendant 7 jours en Cs
~a\g— &/
—— -
C +
/ Cs 7%\
:s+/4 Cs
cst Mesure de la disparition '/ Mesure de I'apparition
o . —— .
du Cs en solution S de Cs en solution.
Solution d’exposition 50uM Cs Solution nutritive non contaminée.

Figure 11.4 : Dispositif appliqué pour I’évaluation de I'efflux de césium des plantes contaminées vers
la solution extérieure. La premiére étape consiste a « charger » les plantes en césium pendant 24h.
Dans la deuxieéme étape, les plantes sont transférées dans une solution ne contenant pas de césium
pour mesurer son relargage de la plante vers le milieu extérieur.

11.3 — VERIFICATION DES LIGNEES MUTANTES PAR INSERTION D’ADN-T

Les lignées mutantes utilisées dans cette these proviennent des banques SAIL (Syngenta Arabidopsis
Insertion Library) et SALK construites par insertion d’ADN-Transfert (ADN-T) via Agrobacterium
tumefaciens dans les fonds génétiques Columbia et stockées par le NASC (Nottingham Arabidopsis
Stock Center). Dans la grande majorité des cas, l'insertion de cet ADN-T (Fig. 11.5) dans une région
codante a pour effet de supprimer la fonction du géne invalidé (Wang, 2008).
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Figure I1.5 : Organisation général de I’ADN-T inséré dans le génome des lignées mutantes.

L'ADN-T est encadré par des séquences appelées Right Border (RB) et Left Border (LB) dans lesquelles
sont dessinées les amorces utilisées par la suite pour la vérification des lignées mutantes. Un géne de
sélection, ici codant pour la résistance a un antibiotique toxique pour les plantes (kanamycine) ou a
un herbicide (phosphinotricine), permet de cribler les plantes ayant réellement intégré I’ADN-T.

La collection de mutants SALK a été réalisée par transformation de I'écotype sauvage Col-0 (CS60000)
avec le vecteur pBIN-pROK2 (Alonso et al., 2003). Ce vecteur de transformation portant un gene de
résistance a la kanamycine, la discrimination entre plantes transformées ou non repose donc sur ce
marqueur de résistance. Néanmoins, apres plusieurs générations, une lignée mutante peut ne plus
exprimer de résistance a la kanamycine.

Pour la collection de mutants SAIL, deux ADN-T différents ont été utilisés. Ces deux ADN-T ont le
méme Left Border mais des Right Borders différents :

- Pour les lignées numérotées entre 1- 456, 1052-1057 et 1142-1205 c’est I'écotype Col-3 qui a
été transformé avec le vecteur pCSA110 (Preuss et al.,, 1994 ; McElver et al.,, 2001). Les
amorces spécifiques du Right Border de ce vecteur sont nommées QRB1, QRB2 et QRB3.

- Pour les lignées numérotées entre 500-918, 1206-1307 c’est I’écotype Col-0 qui a été
transformé avec le vecteur pDAP101 (McElver et al., 2001). Les amorces spécifiques du Right
Border de ce vecteur sont nommées RB1, RB2 et RB3.

Le marqueur de sélection des mutants de la collection SAIL est la résistance au BASTA ou
phosphinotricine, et ce pour les deux vecteurs de transformation utilisés.

Les lignées mutantes doivent étre vérifiées avant utilisation car I'insertion de I’ADN-T n’est pas
toujours stable dans le génome, certaines lignées peuvent avoir perdu la mutation ou n’étre
gu’hétérozygotes. En collaboration avec Ludovic MARTIN, post-doctorant au CEA, les lignées
mutantes kup ont donc été vérifiées avant d’étre criblées sur leur sensibilité au césium. Le protocole
de vérification suivi est résumé dans la Fig. 11.6.

Une lignée mutante est considérée comme valide si :

- L’ADN-T est bien inséré dans le géne KUP ciblé,

- Lalignée est homozygote pour la mutation : ’ADN-T doit étre inséré sur les deux loci du gene
KUP ciblé,

- La mutation est bien nulle : il n’y a pas de synthese du transporteur codé par le gene invalidé.
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Graines

Semis

Plantules

Extraction de 'ADNg

ADN génomique
N
Insertion de 'ADN-T dans le géne ciblé ?
PCR avec amorce génomique/amorce ADN-T

v AN
Insertion homozygote ?
/ PCR avec amorces génomiques

N
Lignées homozygotes Lignées hétérozygotes
Vérifier que la mutation est Sélectionnerles lignées
nulle par PCR sur ADNc homozygotes dans la descendance

Figure 11.6 : Protocole pour la vérification des lignées mutantes par insertion d’ADN-T des banque
SALK et SAIL. D’apres le protocole « Screening SALK T-DNA mutagenesis lines », University of
Wisconsin — Madison Knockout Facility et Ohio State University — Arabidopsis Biological Resource
Center.

11.3.1-Extraction de 'ADN génomique

L'ADNg des lignées mutantes est extrait a partir de deux jeunes feuilles de plantules dgées d’environ
3 semaines. Aprés broyage dans l'azote liquide, 250 pyL de tampon d’extraction est ajouté aux
échantillons (50 mM Tris HCI pH 8, 200 mM NacCl, 0,2 mM EDTA pHS, 0,5 % SDS20%, 100 ug.mL'1
Protéinase K DNAse-free). L'ADNg est isolé en phase aqueuse par centrifugation apres ajout de 250
uL de phénol-chloroforme-alcool isoamylique puis précipité a -80°C pendant 1h dans 500 pL
d’éthanol 100% et 10 pL d’acétate de sodium (3 M, pH 5). Le précipité est recueilli par centrifugation
et lavé avec 500 plL d’éthanol 70% avant d’étre repris dans H,0 milliQ autoclavée. Les ADN ont été
dosés au Nanodrop avant d’étre stockés a -20°C.

11.3.2-Extraction de 'ARN et rétrotranscription

L’ARN total des lignées mutantes kup (et d’'un témoin Col-0) a été extrait en suivant le protocole pour
les tissus végétaux fourni avec le kit RNeasy (QlAgen). Les plantes utilisées sont dgées d’une dizaine
de jours et proviennent d’une culture in vitro pour prélever a la fois les feuilles et les racines.

La rétrotranscription de tous les ARNm a ensuite été réalisé avec le kit Superscript Il (Invitrogen) sur
1 pg d’ARN total en utilisant les Oligo(dT),, fournis. Pour les PCR, c’est une dilution au 1 :20°™ ou
1 :40°™ des ADNc synthétisés qui a été utilisée.
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11.3.3-Design d’amorces pour la vérification des lignées mutantes

Trois amorces sont nécessaires pour déterminer si I’ADN-T est inséré sur les deux loci
chromosomiques du géne muté : une amorce dessinée dans un des borders de I'ADN-T (appelé
amorce ADN-T) et deux amorces dessinées dans les régions de 'ADNg qui encadrent I’ADN-T
(appelées amorces génomiques). Les amorces ADN-T existent déja sous le nom de Lbb1.3 pour les
lignées SALK et LB1, LB2 ou LB3 par exemple pour les lignées SAIL. En revanche, les amorces
génomiques doivent étre dessinées par I'utilisateur.

Le design des amorces et leur combinaison dans les réactions de PCR nécessite de connaitre la
localisation et le sens d’insertion de I’ADN-T dans ’ADNg. Ces informations sont disponibles en ligne
sur le site Internet SIGnAL, comme illustré dans la Fig.ll.7, avec 'outil « Arabidopsis Gene Mapping »
(http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress).

A AT4619960.2 B
AT4619960. 1
e ey o >SAIL_211_E04
AATCAATTAATTCGGCGTTAATGTACGACATTAAAAACGTCCG
[ [10814423 CAATGTGTTATTAAGTTGTCTAAGCGTCAATTTGTTTACACCAC
Ly e < ! =l , AATATATACTGGTATGTGTTATACGAGTTGTTTCTTGCCCGGTT
L8 GRBI_165C07 EEBNARY -_.-.<.-4u.'_1.-.s.-:.. TTGGCGTATGCTCATTCGGATTGATCAATGTTGTTTTGCAGGT
_165e07 ETERNINE] SAllseq_s| | CGAACTTTAGCTATATATICGTTGCTTTGTAGACATGCTAAAG
' v o—— TGAAACTAATCCCGAATCAGCACCGTAGTGATGAGGATCTCA
RN S ARy m 2L E e CGACTTATAGTCGAACTGTATCCGCTGAAGGGTCTTTTGCTGC
243 GABI 165007 | SAKIEIG 0BT TAAAACCACAGAAATGGTTGGAGGGTAAAGAATGGAGGAA
- GAGAGCTCTTCTTGACGATGATCATCTACTTCGACAATAGGAT
=6 - TCAATCTTAAGAAACTTTATTGCCAA...

Figure 11.7 : Recherche d’informations sur le site de SIGnAL. A- Orientation de ’ADN-T dans le géene
KUP9 chez la lignée mutante Sail_211 E04 (kup9-1). B- Séquence génomique voisine (séquence
flanquante) de ’ADN-T chez la lignée mutante kup9-1.

Avec l'outil « Arabidopsis Gene Mapping », une fleche au-dessus du nom de la lighée mutante
indique I'orientation de ’ADN-T dans le chromosome (Fig. 1l.7.A). Le site d’insertion de I’ADN-T dans
le géne invalidé est également renseigné avec la séquence flanquante génomique (Fig. 11.7.B) située
en amont ou en aval de 'ADN-T (selon l'orientation de I'insert). Cette séquence est déterminée par
séquencage aprés amplification de la région ADNg de la plante avec I'amorce LBb1, spécifique du Left
Border de I’ADN-T :

- si ’ADN-T est inséré dans le sens du géne, alors la séquence au niveau de l'insert est 5’ « RB
ADN-T LB » Région flanquante séquencée 3’

- si I’ADN-T est inséré dans le sens opposé au gene alors la séquence au niveau de l'insert est
est 5’ Région flanquante séquencée « RB ADN-T LB » 3’

Du fait des incertitudes du séquencage (chevauchement de séquences, incertitudes sur le nucléotide
séquencé), la localisation de I’ADN-T n’est pas exacte : la distance entre la séquence flanquante et le
site d’insertion réel de I’ADN-T varie entre 0 a 300 pb. Les amorces génomiques sont donc dessinées
en dehors de cette zone d’incertitude en respectant les criteres suivant :

- Le nucléotide situé en 3’ de 'amorce est une cytosine ou une guanine (liaison forte),
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- La proportion d’adénine + thymine doivent étre équivalente a la proportion de cytosine +
guanine,
- Lataille de 'amorce est comprise entre 25 et 30 nucléotides,
- La température de fusion (Tm) est d’environ 60°C (méme Tm pour toutes les amorces pour
limiter les différences de conditions de PCR),
- Le risque d’homo- hétérodiméres entre amorces doit étre faible (I'énergie nécessaire a les
désapparier doit étre inférieure a 10 kcal.mole™).
Ces criteres ont été vérifiés grace a l'outil OligoAnalyzer disponible en ligne sur le site d’'IDT
(Integrated DNA Technologies, https://eu.idtdna.com/calc/analyzer). La liste des amorces utilisées

pour la vérification des lignées de mutants kup (résultats décrits dans le Chapitre IV) est présentée en
Annexe-1.

Encore inexistant au moment des travaux présentés ici, I'outil iSect Primers maintenant disponible
sur le site Internet SIGnAL permet de dessiner les amorces génomiques en entrant le code SALK ou
SAIL du mutant d’intérét. Cet outil prend en compte 'orientation de I’ADN-T dans le géne muté : il
suffit alors de combiner 'amorce notée RP (pour Right Primer) dessinée dans la région génomique
placé en 3’ de I'insert ADN-T avec I'amorce LB du Left Border de ’ADN-T. Le design des amorces est
donc simplifié par cet outil.

11.3.4-Conditions de PCR

Les PCR ont été réalisées dans 10 uL réactionnel sur 50 ng d’ADNg. Chaque réaction contient 200 uM
de dNTP, 1 uM de chacune des deux amorces, du tampon PCR (Tag DNA Polymerase Buffer,
ThermoFisher) et environ 1 unité d’une Taq produite au LBDP. Le programme appliqué est le suivant :
10 min a 94°C, 35-40 cycles a 94°C pendant 30 sec, 52-55°C pendant 30 sec et 72°C pendant 1 min, et
enfin 10 min a 72°C pour I'extension finale. Les produits PCR sont vérifiés par électrophorese sur gel
a 2% d’agarose et 0,5 ug.mL™" de BET (Bromure d’Ethidium)

La combinaison des amorces pour vérifier I'insertion de I’ADN-T dans le géne KUP d’une part et
vérifier I’homozygotie de la mutation d’autre part est expliquée dans la Fig. 11.8.
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Figure 11.8 : Méthode PCR pour la détection de 'ADN-T chez les lignées mutantes. D’aprés le
protocole décrit sur le site de SIGnAL. Le sens d’insertion de ’ADN-T dans le gene détermine les
combinaisons entre amorces. A- Cas ou I’ADN-T est inséré dans le sens du géne invalidé. B- Cas ou
I’ADN-T est inséré dans le sens opposé au géne invalidé.

Les lignées qui ont perdu la mutation se comportent comme I'écotype sauvage non muté : une PCR
avec le couple d’amorces génomique donne un fragment amplifié dont la taille correspond a celle du
fragment obtenu sur I'écotype sauvage non muté. Comme I'ADN-T n’est pas présent, rien n’est
amplifié en combinant I'amorce placée dans I’ADN-T avec I'amorce génomique.

Au contraire, une PCR avec le couple amorce génomique/amorce ADN-T produit un fragment
amplifié pour les lignées mutantes. Si la lignée est hétérozygote pour la mutation alors une PCR avec
le couple d’amorces génomiques produit également un fragment amplifié de méme taille que pour
I’écotype sauvage non muté.

11.4 — ANALYSE PHENOTYPIQUE DES LIGNEES MUTANTES
11.4.1 — Crible de toxicité du césium en milieu liquide et dosage de la chlorophylle

Afin d’identifier des candidats KUP potentiellement impliqués dans le transport de césium, nous
avons criblé les lignées mutantes sur leur sensibilité aux effets toxiques du Cs* stable.

Entre 15 et 25 graines stérilisées sont semées dans 2 mL de solution nutritive a K 10, 100 ou 1000 uM
dans des plaques 12 puits. Apres 48 h a 4°C pour vernalisation et synchronisation de la germination,
1 mL de solution nutritive contenant différentes concentrations en CsCl est ajouté dans les puits. Les
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graines sont alors transférées en chambre de culture (jours courts) pendant 7-10 jours avant
observation. Les solutions utilisées contiennent :

-K10 uM : 0, 10 ou 100 uM de Cs,
-K 100 uM : 0, 100, 300 uM de Cs,
- K3000 uM : 0, 300, 500 uM de Cs.

Ayant observé des phénotypes différents entre certaines lignées mutantes et I'écotype sauvage, les
effets toxiques du césium en milieu liquide ont ensuite été quantifiés par dosage de la chlorophylle
totale. Afin d’obtenir suffisamment de matériel végétal pour I'extraction de la chlorophylle, le
protocole décrit plus haut a été adapté par I'équipe pendant un stage de Master 2 se déroulant en
parallele de ma thése a I'IRSN. Les plantules sont pré-cultivés pendant 7 jours sur MS % agar avant
d’étre transférées pendant 7 autres jours dans des puits individuels contenant 300 pL de solution
d’exposition composé de césium. Les parties aériennes de chaque lignée sont prélevées et
regroupées pour obtenir 300 mg de masse fraiche (24 a 42 plantes). Les feuilles sont d’abord réduites
en poudre par broyage a I'aide d’un pilon en présence d’azote liquide avant d’étre transférées dans
500 pL d’acétone 80%. Apres centrifugation (4°C, 15 min a 3000 rpm), I'absorbance du surnageant
est mesuré a deux longueurs d’onde différentes (663 nm et 645 nm). La chlorophylle totale est
finalement calculée a partir de I'équation suivante :

(8,02 X Aggz + 20,20 X Agys) XV Xm
1000

Chlab =

Avec  Chlg, : concentration en chlorophylle totale (mg.g™* MF),
V : volume d’acétone (mL),
m : masse fraiche (g).

11.4.2 — Test d’élongation racinaire sur milieu gélosé en fonction de la nutrition potassique et en
présence de césium

Les graines stérilisées de Col-0 et des lignées de mutants homozygotes sont semées sur un milieu
MS¥% 1% sucrose 1% agar. Aprés 48h a 4°C puis 4 jours en chambre de culture, les plantules sont
transférées en conditions stériles sur un milieu nutritif 1% agar contenant du CsCl (gamme de 0 a 500
uM) et différents niveaux de potassium (10, 100 ou 1000 uM). L'élongation racinaire est mesurée
apres 7 jours sur le milieu contenant du césium avec le logiciel public Imagel (v 1.48, NIH, USA,
http://imagej.nih.gov/ii/) . Nous avons contrdlé les concentrations en potassium et en césium dans le

milieu gélosé utilisé par ICP-AES et ICP-MS apres minéralisation du milieu dans les mémes conditions
gue celles décrites précédemment pour les végétaux.

11.4.3 — Evaluation des capacités d’absorption du potassium

Les plantes sont cultivées comme décrit précédemment pendant 35-39 jours dont 7 jours dans une
solution nutritive a 10 pM de potassium.

Les capacités d’absorption du potassium des mutants kup9 ont été évaluées par mesure de
I'accumulation d’un de ses analogues, le rubidium (Rb). Le protocole suivi et une adaptation de celui
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décrit dans Rubio et al. (2010) : les plantes sont transférées dans 20 mL d’une solution nutritive
contenant 0 uM K et 50 uM de RbClI (seules les racines sont en contact avec cette solution). Toutes les
heures, pendant 5 a 7 h, 100 pL de cette solution sont prélevés afin de suivre par ICP-MS la déplétion
du Rb dans le milieu due a l'absorption racinaire. La matiére fraiche, la matiere seche et les
concentrations en Rb dans les tissus végétaux (apres minéralisation) a la fin du test sont également
enregistrées.

11.5- QUANTIFICATION DU NIVEAU D’EXPRESSION DES GENES KUP PAR QRT-PCR
11.5.1-Matériel végétal et synthése d’ADNc

L'ARN total des lignées mutantes kup9-1 et kup9-2 et de I'écotype sauvage Col-0 a été extrait en
suivant le protocole pour les tissus végétaux fourni avec le kit RNeasy (QlAgen) sur des plantes agées
d’une trentaine de jours et cultivées comme décrit précédemment dont 7 jours de traitement
potassique a 10, 100 ou 3000 pM. La rétrotranscription de tous les ARNm a ensuite été réalisée avec
le kit SuperScript® Vilo™ sur 1 ug d’ARN total dans un volume total de 20 pL.

11.5.2-Réactions de PCR quantitatives

Les qRT-PCR ont été réalisées en utilisant le gene ROC3 pour la normalisation de I'expression des
génes, comme appliqué en routine au laboratoire. Les amorces, dessinées et déja testées par I'équipe
du CEA, ont pu étre réutilisées pendant ma thése (Tableau I1.1).

Tableau 1.1 : Amorces utilisées pour les PCR quantitatives.

Gene Amorce sens Amorce anti-sens

ROC3 (geéne de référence) TCGGTGAAAGCTTGATCCTT ATCGTGATGGAGCTTTACGC
HAK5 ATCTAATGGGAGAGACCGAG AACTCATAGGTCATGCCAAC
KUP9 AGAGGAGGAGGAGACGGATGAG GCCCTACAAATCTTAGCAAG

Les réactions ont été réalisées en micro-plaque 384 puits dans un Light Cycler 480 (Roche). Chaque
réaction d’'un volume total de 5 plL contient: 2,5 uL de Sybr Green Master Mix 2X (intercalant de
I’ADN double-brin utilisé pour suivre I'amplification des fragments ciblés par fluorescence), 2 uL
d’ADNc dilué au 1 :20°™ v/v et 500 nM de chacune des amorces d’un couple. Le programme appliqué
est le suivant : 10 min a 95°C, 45 cycles a 95°C pendant 10 sec, 60°C pendant 10 sec et 72°C pendant
10 sec. Les cycles d’amplification sont suivis d’une étape nécessaire a la réalisation de la courbe de
fusion/dissociation : 30 sec a 95°C, 30 sec a 40°C, augmentation rapide de la température de 40°C a
65°C puis augmentation lente de 65°C a 95°C (avec 5 mesures par degré). La réaction est finalement
refroidie pendant 2 sec a 37°C.

Des gammes de dilution ont été réalisées afin d’évaluer l'efficacité de la PCR quantitative avec
chacun des couples d’amorces utilisés. Quatre points ont ainsi été mesurés avec des dilutions en
cascade (1, 1/5, 1/125, 1/625) de I'ensemble des échantillons d’'une méme expérience.

11.5.3-Analyses

Chaque réaction contient 'ADNc synthétisé a partir de 'ARN de 3 plantes distinctes et provenant
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d’une méme expérience (feuilles et racines traitées séparément) et est réalisée en triplicat technique
sur la méme plaque. Chaque expérience (traitement K10/100 ou 3000 uM appliqué aux lignées
mutantes kup9 et a I'écotype sauvage Col-0) a été répétée au moins deux fois.

11.6- CLONAGE

Le gene rapporteur codant pour GUS a été mis sous contrble de la séquence promotrice du géne
KUP9 afin de localiser les tissus ou celle-ci est active. Nous avons également tenté de localiser la
protéine KUP9 en fusionnant la séquence codante pour le transporteur avec le gene rapporteur
codant pour la GFP.

Pour cela nous avons créé des lignées transgéniques exprimant les constructions décrites en Fig. 11.9.

A LN 52 |GFP

pBGWFS7

Sm/SpR BAR

C-ter

IEY cos kupo GFP

pB7m34GW

p35S

Sm/SpR BAR

B3 B3

pB7m34GW pB7m34GW

Sm/SpR BAR Sm/SpR BAR

Figure 11.9 : Constructions réalisées pour I'étude du géne KUP9. A- Construction pour I'étude du
schéma transcriptionnel du géne KUP9. Les genes rapporteurs codant pour la B-glucuronidase (GUS)
et la « Green Fluorescent Protein » (GFP) sont placés sous le contrble de la séquence promotrice du
géne KUP9 (pKUP9). B et C- Constructions pour la localisation du transporteur KUP9. La séquence
codante pour KUP9 (CDS KUP9) est fusionnée avec le gene codant pour la GFP. La séquence codant
pour cette protéine de fusion est placée sous le contréle du promoteur du gene KUP9 ou du
promoteur de la sous-unité ribosomale 35S afin de sur-exprimer et donc d’amplifier le signal de la
GFP.

11.6.1-Obtention des séquences a cloner

Les séquences clonées concernent le promoteur et la séquence codante du gene KUP9 (At4g19960).
Pour le clonage du promoteur, nous avons ciblé la séquence prédite par AGRIS AtCis
(http://arabidopsis.med.ohio-state.edu/AtcisDB/) comme étant la séquence promotrice du géne
KUPS.

Amplification des séquences d’intérét par PCR

Le couple d’amorces utilisé pour I'amplification du promoteur de KUP9 cible les 2745 pb situées en
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amont du codon start du géene KUP9 (At4g19960), dont 30 pb appartenant a la région 3’-UTR du gene
At4g19950. Les 7 nucléotides précédant immédiatement le codon start de KUP9 ne sont pas inclus
dans cette séquence ciblée par le couple d’amorces pKUP9-Flc et pKUP9-R1b. Par la suite, ces 7
nucléotides sont réintégrés a la séquence clonée dans les vecteurs de destination du systeme
Gateway® par amplification avec des amorces contenant la séquence manquante. Nous n’avons pas
directement amplifié la séquence contenant les 7 nucléotides qui précédent le codon start car les
différentes amorces dessinées dans ce cas ne produisaient pas de bons rendements de produits PCR.

Pour I'amplification de la séquence codante du gene KUP9 (appelé CDS pour Coding DNA Sequence),
nous avons travaillé sur 'ADNc de Col-0 obtenu par rétrotranscription de 1 ug d’ARN avec le kit
SuperScript lll. La séquence codante correspond au variant d’épissage référencé sous le nom
At4g19960.2 sur TAIR.

Différentes conditions de PCR ont été testées avant de garder celles présentées ci-aprés. La PCR est
réalisée dans 25 plL réactionnel sur 250 ng d’ADNg pour amplification du promoteur et sur 2 uL
d’ADNc de Col-0 dilué au 1 :20°™ pour amplification de la séquence codante du géne KUP9. Chaque
réaction contient 200 uM de dNTP, 1 uM de chacune des amorces, 0,5 unité de Taqg haute-fidélité
(Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase) et du tampon (5X Phusion® HF Buffer). Le programme
appliqué est le suivant : 30 sec a 98°C, 30-35 cycles a 98°C pendant 10 sec, 55°C pendant 30 sec et
72°C pendant 1 min 30 sec, et enfin 10 min a 72°C pour I'extension finale.

La Tag Phusion® géneére des produits de PCR avec des extrémités franches (« blunt-ended ») alors
qgue le clonage dans le vecteur pCR-XL-TOPQO® utilisé par la suite repose sur la méthode de « TA-
Cloning ». Cette méthode consiste a insérer le fragment d’intérét dans un vecteur de clonage
linéarisé portant une Thymine (T) a chaque extrémité. Le fragment a cloner doit donc porter une
Adénine (A) a son extrémité pour étre inséré dans le vecteur par complémentarité des bases. Cette
adénine a I'extrémité des produits PCR a été obtenue par I'activité d’'une Taq polymérase (TaKaRa
ExTag DNA Polymerase) ajoutée juste avant I'étape finale d’élongation des produits PCR. Nous
n’avons pas utilisé directement cette Taq pour amplifier les séquences d’intérét car nous obtenions
des rendements de produits PCR bien inférieurs a ceux obtenus avec la Taq Phusion®.

Clonage dans le vecteur pCR-XL-TOPO®

Nous avons choisi de passer par cette étape de clonage supplémentaire dans un vecteur de
« transition » afin de faciliter le clonage avec le systeme Gateway® utilisé par la suite. Lobjectif est de
maintenir et de multiplier les séquences d’intérét (le promoteur et la séquence codante du gene
KUP9) dans des bactéries. La technique consiste a insérer les produits PCR des séquences d’intérét
dans un vecteur de clonage avant de transformer les bactéries avec cette construction. Le vecteur
pCR-XL-TOPO® porte un gene létal appelé ccdB dont I'expression est invalidée par I'insertion des
produits de PCR. Il porte également un gene de résistance a la kanamycine. Ainsi, seules les bactéries
qui contiennent le vecteur dans lequel sont insérées les séquences d’intérét survivent et sont
capables de se développer sur un milieu sélectif.

Les produits de PCR ont d’abord été purifiés sur colonnes avec le kit QlAquick afin d’augmenter
I'efficacité de la ligation dans le vecteur, comme recommandé dans le manuel d’utilisation de la
technologie de clonage TOPO® XL PCR. La réaction de clonage est réalisée sur 4 plL de produits de PCR
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purifiés (entre 50 et 150 ng) avec 1 puL de solution pCR-XL-TOPQO® fournie dans le kit de clonage. Apres
incubation pendant 30 min a température ambiante, la réaction est stoppée avec 1 pL de TOPO
Cloning Stop Solution.

MT Fuwrs e prmog ste ur

201 CACAPAGGAA ACAGCTATGA CEATGATTAC GOCAAGCTAT TTAGCTGACG CCTTAGAKTA
] ~ "

Figure 11.10 : Vecteur pCR-XL-TOPO®. Source : Guide utilisateur « TOPO® XL PCR Cloning kit » (25-
0199).

Transformation de bactéries

La transformation des bactéries compétentes One Shot® TOP10 a été réalisée par choc thermique.
Nous avons utilisé 4 pL de la construction pour 25 pL de bactéries. Aprés incubation pendant 30 min
sur glace, les bactéries sont placées 30 sec a 42°C puis remises immédiatement sur la glace pendant 2
min. Suite a ce choc thermique, les bactéries sont mises a incuber sous agitation a 37°C pendant 1h
dans 250 pL de milieu de culture S.0.C. (pour Super Optimal broth with Catabolit repression). Enfin,
200 pL de cette solution bactérienne sont étalés sur milieux de culture gélosés LB (pour Lysogeny
Broth) contenant 50 ug.mL™ de kanamycine pour la sélection des transformants.

Extraction de plasmides

La préparation d’ADN plasmidique a été réalisée avec le kit NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel) en
suivant le protocole « Isolation of high-copy plasmid DNA from E. coli ». Pour les minipreps, le point
de départ est une culture liquide bactérienne de 3 mL dans du LB contenant 50 pg.mL* de
kanamycine. Brievement, I'ADN plasmidique est isolé de 'ADN chromosomique bactérien par lyse
alcaline (pour dénaturer les molécules d’ADN) puis neutralisation (pour permettre le ré-appariement
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des brins de 'ADN plasmidique alors que 'ADN chromosomique, beaucoup plus long, est précipité).
LADN plasmidique est purifié sur colonne et lavage a I'éthanol avant élution dans H,0 puis dosé au
Nanodrop.

11.6.2-Clonage avec le systeme Gateway®

Le phage Lambda (Enterobacteria phage A) est un virus (Groupe | des virus a ADN double brin)
bactériophage d’E. coli. Le cycle lysogénique (par opposition au cycle lytique) de ce virus correspond
a l'insertion de son génome dans celui de la bactérie mais de maniére « dormante », c’est-a-dire sans
gu’il ne soit exprimé. La technique de clonage Gateway® est basée sur les mécanismes de
recombinaison de I’ADN utilisés par le phage A. Le protocole peut étre divisé en trois étapes
principales (Fig 11.11):

(i) L'amplification de la séquence d’intérét (ici le promoteur et la séquence codante du gene
KUP9) encadrée par les sites de recombinaisons Gateway® attB pour permettre son insertion dans un
vecteur d’entrée ;

(i) La création d’un vecteur d’entrée pDONR™ : c’est un plasmide capable de « donner » a un
plasmide de destination le géne d’'intérét. Ce vecteur n’est pas exprimé permettant ainsi le
séquencage et le stockage du gene d’intérét dans I’'h6te c’est-a-dire E. coli. L'insertion de la séquence
d’intérét dans le vecteur d’entrée se fait par réaction de recombinaison BP (recombinaison entre les
sites attB de la séquence d’intérét et les sites attP du vecteur d’entrée) ;

(iii) Le transfert du gene d’intérét du vecteur d’entrée vers le vecteur de destination. C'est a
cette étape que les différents genes sont assemblés selon le schéma de construction désiré.
L'insertion des différents génes dans le vecteur de destination se fait par réaction de recombinaison
LR (recombinaison entre les sites attL et attR).

pBGWFS7

SIS
- _iqon ®P .
oo PKUP9 gecombinaison
pDONR 221 —_— pDONR 221 —_—

Kanamycine Kanamycine Sm/SpR

BAR

Figure 11.11 : Recombinaisons BP et LR pour la construction pKUP9:GFP-GUS.

Obtention des séquences d’intérét encadrées par les sites de recombinaison attB

Afin d’insérer les séquences d’intérét dans les vecteurs d’entrée pDONR™, il faut intégrer des sites de
recombinaison attB de part et d’autre de ces séquences. Pour cela, nous avons réalisé des PCR en
utilisant des amorces spécifiques des séquences d’intérét et portant les sites de recombinaison attB
(amorces attB). Nous avons dessiné ces amorces en suivant le guide d’utilisateur « Multisite
Gateway® Three-Fragment Vector Construction » (N° de publication 25-0541). en faisant attention a
I'ajout de nucléotides pour respecter le cadre de lecture des fusions GFP-KUP9 par exemple.
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Les PCR ont été réalisées sur 10 ng de plasmide pCR-XL-TOPO® contenant les séquences promotrices
et codantes du gene KUP9 clonées. Chaque réaction (50 pL) contient 200 uM de dNTP, 1 uM de
chacune des amorces attB, 1 unité de Taq haute-fidélité (Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase) et
du tampon (5X Phusion® HF Buffer). Le programme appliqué est le suivant : 30 sec a 98°C, 35 cycles a
98°C pendant 10 sec, 55°C pendant 30 sec et 72°C pendant 1 min 30 sec, et enfin 10 min a 72°C pour
I’extension finale.

Les produits PCR encadrés par les sites attB sont purifiés sur colonnes avec le kit QlAquick avant leur
insertion dans les vecteurs pDONR™. L'objectif est d’éliminer les amorces attB qui entreraient en
compétition avec les séquences d’intérét pour la recombinaison avec le vecteur d’entrée.

Clonage dans les vecteurs d’entrée et transformation de bactéries

M13 M13 M13 M13

F R 3 Forward Reverse
R o e DAY o O 2 B

pDONR™
P4-P1R

pDONR™221

4777 bp

pDONR™

P2R-P3
4773 bp

Figure 11.12 : Vecteurs pDONR™ du systeme de clonage Gateway®. Les vecteurs conferent aux
transformants une résistance a l'antibiotique kanamycine. Source: Guide utilisateur « Multisite
Gateway® Three-Fragment Vector Construction Kit » (25-0541).

Les séquences promotrices et codantes du gene KUP9 sont transférées dans les vecteurs d’entrée par
recombinaison BP. La réaction est catalysée par une enzyme BP Clonase® Il sur 50 fmoles de produits
PCR attB (80-90 ng) et 50 fmoles de vecteur pDONR™ (150 ng). Apres incubation toute la nuit a 25°C,
la réaction est stoppée par 2 ug de Protéinase K (10 min a 37°C).

Les différentes réactions réalisées sont les suivantes (présentées en Annexe-3) :

- séquence promotrice de KUP9 dans pDONR221 pour la construction finale pKUP9 :GUS-GFP,

- séquence promotrice de KUP9 dans pDONR P4-P1r pour les constructions finales pKUP9 :GFP-KUP9
et pKUP9: KUP9-GFP,

- séquence codante de KUP9 dans pDONR P2r-P3 pour les constructions finales pKUP9 :GFP-KUP9 et
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p35S:GFP-KUP9,

- séquence codante de KUP9 dans pDONR221 pour les constructions finales pKUP9 :KUP9-GFP et
p35S:KUP9-GFP.

Le promoteur 35S et la séquence codante pour la GFP encadrés par les sites de recombinaison attB
étaient déja disponible au LBDP.

Comme décrit précédemment, les bactéries One Shot TOP10 sont transformées par choc thermique.
Nous avons utilisé entre 2 et 4 uL de plasmide recombiné pour 25 pL de bactéries. Les clones
résistants sont sélectionnés sur milieu gélosé LB contenant 50 pg.mL™ de kanamycine.

LADN plasmidique est extrait comme décrit précédemment dans la Section 11.6.1 et est contr6lé par
séquencage avant de passer a I'étape suivante.

Clonage dans les vecteurs de destination et transformation de bactéries

Les différents génes clonés sont assemblés selon le schéma de la construction finale par
recombinaison LR dans le vecteur de destination (Fig. 11.9). La réaction est catalysée par une enzyme
LR Clonase Il sur 10 fmoles de chacun des ADN plasmidiques purifiés (environ 50 ng) et 150 ng de
vecteur de destination. Aprés incubation une nuit a 25°C, la réaction est stoppée par 2 ug de
Protéinase K (10 min a 37°C).

Comme décrit dans la Section 11.6.1, les bactéries One Shot TOP10 sont transformées par choc
thermique. Nous avons utilisé 5 uL de la réaction de recombinaison LR pour 25 uL de bactéries. Les
clones résistants sont sélectionnés sur milieu gélosé LB contenant 50 pg.mL™ de spectinomycine.
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Figure 11.13: Vecteurs de destination pBGWFS7 (construction pKUP9 :GFP-GUS) et pB7m34GW
(constructions avec fusion KUP9-GFP). Les vecteurs conférent aux transformants une résistance a
I'antibiotique spectinomycine et a I'herbicide BASTA. Source : https://gateway.psb.ugent.be.
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11.6.3 — Contrdle du clonage

Vérification par PCR des bactéries transformées

La présence du géne cloné dans les colonies bactériennes résistantes est vérifiée par PCR avec des
amorces spécifiques du promoteur/de la séquence codante du géne KUP9. La PCR est réalisée
directement sur une partie de la colonie résistante qui est repiquée par la méme occasion sur un
nouveau milieu sélectif. Chaque réaction contient 200 uM de dNTP, 1 uM de chacune des deux
amorces, du tampon PCR (Tag DNA Polymerase Buffer, ThermoFisher) et environ 1 unité d’'une Taq
produite au LBDP. Le programme appliqué est le suivant : 10 min a 98°C, 35 cycles a 94°C pendant 30
sec, 55°C pendant 30 sec et 72°C pendant 2 min, et enfin 10 min a 72°C pour I'extension finale.

Vérification par séquencgage du géne cloné

Avant de I'envoyer pour séquencage, le profil de digestion des ADN plasmidiques par des enzymes de
restriction a été vérifié. Le séquencage de I'ADN plasmidique a été réalisé par GATC Biotech
(https://www.gatc-biotech.com/fr/index.html) selon la méthode de Sanger pour vérifier qu’il n’y avait
pas d’erreurs dans la séquence du géne cloné. Le résultat du séquencage et la séquence du géne
d'intérét ont été comparés avec l'outil BLASTn disponible en ligne sur le site du NCBI
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch). La qualité du séquencage a été
évaluée grace au chromatogramme fourni par GATC Biotech. Les séquences du promoteur et de la
région codante du géne KUP9 clonées ont été vérifiées a chaque fois qu’une PCR aurait pu introduire
des erreurs c’est-a-dire apres insertion dans le vecteur pCR-XL-TOPO® et apreés insertion dans les
vecteurs pDONR™.

11.7 — TRANSFORMATION DU MATERIEL VEGETAL
1.7.1 — Expression transitoire dans des protoplastes de mésophylle

Préparation de protoplastes

Le protocole suivi correspond a une adaptation du protocole de Sheen (2002,
http://genetics.mgh.harvard.edu/sheenweb/) par N. Leonhardt au LBDP.

Les protoplastes de mésophylle de I'écotype sauvage Col-0 ont été isolés a partir des feuilles de
plantes dgées d’environ 4-5 semaines. Les feuilles sont récoltées et leur face inférieure est frottée
délicatement avec du papier a poncer. Elles sont incubées toute la nuit a 22°C et a l'obscurité dans 50
mL de solution de digestion (1% Cellulase R10, 0,2% Macerozyme R10, 0,1% BSA, mannitol 0,4 M, KCI
20 mM, CaCl, 10 mM, MES 20mM pH 5,7). La solution est ensuite filtrée avec un filtre Nylon dans un
tube Falcon 50 mL. Le filtrat est centrifugé a 100 g a 4°C pendant 10 min avec une
accélération/décélération la plus douce possible. Le surnageant est éliminé et le culot qui contient les
protoplastes est lavé deux fois avec une solution W5 (NaCl 154 mM, CaCl, 125 mM, KCl 5 mM,
Glucose 5 mM, MES-KOH 1,5 mM pH 5,6). Les protoplastes sont conservés sur glace et leur
concentration est ajustée a 1-2.10° cellules.mL™ avec la solution W5 aprés comptage sur cellule de
Malassez.
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Transformation des protoplastes

Dans un tube a fond rond, 100 pL de protoplastes sont déposés et mélangés délicatement avec 35 a
100 pg d’ADN plasmidique. Ces grandes quantités d’ADN plasmidiques sont préalablement préparées
avec le kit QIAGEN® Plasmid pour Maxiprep a partir d’une culture bactérienne dans 250 mL LB
contenant 50 pg.mL" de spectinomycine. La pénétration de 'ADN plasmidique dans les protoplastes
est médié par 110 puL d’une solution de PEG 4000 (40% PEG 4000, Mannitol 0,4 M, CaCl, 0,1 M)
mélangés rapidement apres ajout a la préparation de protoplastes par pipetage avec un cone coupé.
Apres incubation 30 min a température ambiante, la solution est diluée avec 440 pL de solution W5
puis centrifugée a 100 g pendant 5 min. Le culot de protoplastes est resuspendu délicatement et 1 mL
de solution W5 est a nouveau ajouté a la solution. Les protoplastes sont observés apres 24 a 48 h
d’incubation a I'obscurité.

11.7.2 - Expression stable dans des lignées transgéniques d’A. thaliana

La transformation de I'écotype sauvage Col-0 est médié par Agrobacterium tumefaciens.
Transformation des agrobactéries

La transformation de la souche d’agrobactéries C58C1 résistante a la rifampicine est réalisée par
électroporation. Nous avons utilisé environ 100 ng d’ADN plasmidique pour 50 uL de bactéries. Apres
électroporation, les bactéries sont incubées pendant 3 h a 28°C et sous agitation dans 250 ulL de LB.
Elles sont ensuite étalées sur milieu gélosé LB sélectif contenant 100 pg.mL™ de rifampicine et 50
ug.mL'l de spectinomycine.

Préparation des agrobactéries pour transformation des plantes

Les colonies d’agrobactéries résistantes sont transférées pour culture pendant une nuit en milieu
sélectif liquide dans 3 mL de LB avec antibiotiques. Cette culture bactérienne est ensuite étalée sur
milieu gélosé sélectif et la croissance est encore permise pendant 24h. Le tapis bactérien ainsi formé
est collecté dans 30 mL de LB (sans antibiotiques) et ajouté a 120 mL de solution SILWETT (5%
sucrose, 0,003% SILWETT).

Transformation des plantes

La transformation de I'écotype sauvage Col-0 est réalisée par trempage des inflorescences dans la
solution d’agrobactéries décrite précédemment pendant 3 a 5 min. Les plantes transformées sont
placées dans un sac étanche pendant 48h avant de continuer leur croissance normalement jusqu’a
récolte des graines. Les graines récoltées sont considérées comme la 1° génération de transformants
(T2).

Sélection des lignées transgéniques

La 1° génération de transformants (T1) est sélectionnée sur terreau avec traitement a I’herbicide
BASTA dont la substance active est la phosphinotricine (PPT). A cette génération, toutes les plantes
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résistantes sont hémizygotes pour le transgene (Fig.ll.14). Si la construction n’est insérée qu’une
seule fois dans le génome de ces T1, leur descendance (T2) est composée de 50% d’individus
hémizygotes et de 25% d’individus homozygotes pour le transgene. La sélection des lignées avec
insertion du transgéne a un seul locus se fait in vitro en milieu sélectif MS1/2 contenant 50 pg.mL™ de
PPT d’apres ce critere de ségrégation.

Finalement les individus homozygotes pour le transgéne sont sélectionnés en testant la 3°™
génération (T3), car les T2 homozygotes donnent une descendance a 100% homozygote (donc a 100%

résistante a PPT).

TO )’E Transformation par trempage des
inflorescences dans une
| suspension d'agrobactéries.
ll o, Sélection Sélection des hémizygotes pour le
T1 0&0000 II transgeéne résistantsa la PPT (sur
ll terreau).
——
oo __ Sélection ) )
° ‘;"0" Sélection des hémizygotes et des
HM-  HM+ h'omozygotes résistant§§ la PPT (in
vitro). Un taux de résistants de
T2 . , .
HZ HM+  75% indique qu’il y a bien une
seule insertion de la construction
1/2 1/4 1/4 II dans le génome.
o / o, »
0% S Sélection des homozygotes
T3 résistantsala PPT.
Descendance 75% Descendance 100%
résistante a la PPT résistante a la PPT

Figure 11.14 : Sélection des lignées transgéniques homozygotes et avec une seule insertion du
transgeéne.

11.8 — ANALYSE DES LIGNEES TRANSGENIQUES
11.8.1-Controle du transgéne par PCR

La présence du transgene dans le génome des lignées transgéniques T3 ainsi que le bon déroulement
de sa transcription ont été vérifiés par PCR sur ADNg et ADNc respectivement. Les protocoles suivis
pour I'extraction d’ADNg et d’ARN ainsi que pour la synthése d’ADNc sont détaillés dans les Sections
11.3.1 et 11.3.2. Nous avons utilisé les amorces dessinées pour le séquengage du promoteur et de la
séquence codante de KUP9 ainsi que des amorces dessinées dans le gene codant pour la GFP. Les
conditions de PCR appliquées sont similaires a celles décrites dans la Section 11.6.1 (la durée de
I'étape d’élongation a 72°C varie selon la longueur de la séquence a amplifier, nous avons utilisé
environ 1 min pour une séquence a amplifier de 1 kb avec la polymérase Phusion®).
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11.8.2 — Immuno-détection des protéines de fusion GFP-KUP9

Les protéines de fusion GFP-KUP9 (GFP placée en N-terminal de la protéine KUP9) synthétisées dans
les lignées transgéniques ont été analysées par Western Blot. Le principe consiste a séparer les
protéines extraites des T3 par électrophorese, les transférer sur une membrane de nitro-cellulose
puis de détecter les protéines d’intérét avec un anticorps, ici dirigé contre la GFP. Lobjectif est de
vérifier la taille des protéines détectées par anticorps anti-GFP, c’est-a-dire des protéines de fusion
GFP-KUP9.

Extraction des protéines a partir de matériel végétal

Environ 700 mg de matériel végétal (pool racines, feuilles et fleurs de 3 plantes matures appartenant
a la 4°™ génération de lignées transgéniques et cultivées sur sable) sont broyés dans un mortier avec
de l'azote liquide. La poudre obtenue est transférée dans un tube 2 mL et un volume de tampon
d’extraction est ajouté (700 pL pour 700 mg de matériel végétal par exemple). La composition de ce
tampon d’extraction est : 50 mM Tris-HC| pH 8, 5 mM EDTA NAOH pH 8, 2 mM DTT (dithiothreitol) et
1X d’un cocktail inhibiteur de protéases. Le mélange est placé sur glace et est passé au vortex 3 fois
(en replacant le tube sur glace entre chaque étape de vortex).

Les protéines solubles et membranaires sont ensuite séparées par centrifugation (14000 rpm a 4°C
pendant 20 min). Alors que le surnageant correspondant a la fraction soluble est transféré dans un
nouveau tube, le culot correspondant a la fraction membranaire est repris dans % volume de tampon
de resuspension (c’est-a-dire 350 pL pour 700 mg de matériel végétal initial). Ce tampon de
resuspension est composé de 25 mM de Tris-HCl pH 8, 2 mM de DTT, 1X d’un cocktail inhibiteur de
protéases et de 0,5% de Triton X-100.

Le tube contenant la fraction membranaire est passé au sonicateur en le gardant dans la glace (4
pulsations de 10 sec et espacées de 10 sec, amplitude réglée a 10%). Apres centrifugation (14000 rpm
a 4°C pendant 20 min), la fraction protéique membranaire contenue dans le surnageant est
transférée dans un nouveau tube tandis que le culot de débris est éliminé.

Les protéines sont dosées par colorimétrie aprés mélange des échantillons avec un réactif contenant
du bleu de Coomassie selon la méthode Bradford. Brievement, 1 uL d’extrait protéique est mélangé
avec 450 pL de réactif Coo Assay, 40 uL d’H,0 et 9 pL de tampon d’extraction. Aprés avoir laissé le
mélange a l'obscurité pendant 10 min, la mesure de l'absorbance de I’échantillon a 595 nm est
réalisée. La concentration en protéines de I'échantillon est alors déduite d’aprés une courbe
d’étalonnage réalisée préalablement avec une gamme de dilution de la BSA allant de 0,25 a 2 pg.uL™.
Les extraits protéiques sont finalement stockés a -20°C ou placés sur glace pour utilisation.

Electrophorese en conditions dénaturantes

Cette étape consiste a dénaturer les protéines extraites des lignées transgéniques et a leur conférer
une charge nette négative par l'utilisation de SDS puis de les séparer en fonction de leur taille par
électrophorese sur gel de polyacrylamide (technique SDS-PAGE).

Les gels de migration ont été préparés dans des cassettes Novex de 10 mL en superposant deux
préparations contenant des niveaux d’acrylamide/Bis-acrylamide (mix acrylamide) différents afin de
créer deux parties se distinguant par la taille de leurs mailles. Le premier tiers du gel, comportant les
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puits pour déposer les préparations protéiques, est composé de mailles laches afin de charger les
protéines dans le gel de maniére homogene (5% mix acrylamide, 125 mM Tris pH 6,8, 0,1% SDS, 0,1%
APS pour ammonium persulfate et 0,1% TEMED). Les deux autres tiers du gel sont composés de
mailles plus serrées afin de séparer les protéines selon leur taille (8% mix acrylamide, 375 mM Tris pH
8,8, 0,1% SDS, 0,1% APS, 0,08% TEMED).

Entre 40 et 50 pg de protéines sont mélangés avec 10 pL de réactif commercial NuPage® avant d’étre
déposés dans des puits de 50 plL. La migration est réalisée dans une cuve dédiée (Invitrogen Novex
Mini Cell) remplie de tampon de migration (25 mM Tris-HCI pH 8, 192 mM Glycine, 0,1% SDS). Le
voltage est réglé a 60V le temps que les protéines passent le premier tiers du gel puis est augmenté a
80V le reste du temps de migration (environ 2h au total).

A la fin de la migration, le gel est retiré délicatement de la cassette et il est soit traité comme décrit
dans les sections suivantes pour le Western Blot soit il peut étre coloré au bleu de Coomassie pour
révéler I'ensemble des protéines. Pour la visualisation de I'ensemble des protéines, le gel est placé
dans 20 mL de solution de pré-fixation (mélange a 1% d’acide acétique et 50% de méthanol dans H,0)
pendant 30 min. Il est ensuite recouvert de bleu de Coomassie, toujours dans la solution de pré-
fixation, pendant environ 2h (le temps qu’on ne distingue plus le gel dans la solution bleu foncé). La
solution de coloration est éliminée et remplacée par une solution de décoloration (mélange a 7,5%
d’acide acétique et 5% de méthanol dans H,0). La solution de décoloration est renouvelée jusqu’a ce
qgue le gel soit suffisamment clair pour distinguer les différentes bandes bleues correspondant aux
protéines (environ 2h de décoloration avec 4 renouvellements de la solution de décoloration).
Finalement, le gel est conservé dans de I'acide acétique a 7% v/v.

Transfert sur membrane de nitrocellulose

Cette étape consiste a transférer les protéines du gel de polyacrylamide vers une membrane de
nitrocellulose dans le but de rendre ces protéines accessibles a I'anticorps anti-GFP.

La membrane de nitrocellulose est placée entre deux couches de Scotch-Brite et de papier Whatman.
Le « sandwich » ainsi formé est imbibé de tampon de transfert (25 mM Tris-HCI pH 8, 192 mM
Glycine, 0,1% SDS, 20% éthanol). Le gel de polyacrylamide portant les protéines est alors placé au
centre de ce sandwich, au contact de la membrane de nitrocellulose. Le tout est placé dans une
cassette puis positionné dans une cuve remplie de tampon de transfert sous agitation magnétique, a
4°C et réglée a 32V (500 mA) pour la nuit. Sous I'effet du courant électrique appliqué, les protéines
sont alors transférées du gel de polyacrylamide vers la membrane de nitrocellulose.

Aprés le transfert des protéines, les sites inoccupés de la membrane de nitrocellulose sont saturés
pendant 1h sous agitation dans une solution de TBS-T (0,1%Tween et 5% de lait en poudre dans du
TBS : 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,6) afin d’éviter les interactions avec les anticorps utilisés par la
suite.

Hybridation GFP-anticorps

La membrane de nitrocellulose portant les protéines est mise a incuber pendant 2h sous agitation
horizontale avec un anticorps primaire anti-GFP (dilution 1 :5000°™ soit 200 ng.uL™ d’un anticorps
monoclonal produit chez la souris, Living Colors® A.v. JL-8, Clontech) en solution dans 10 mL de TBS-T.
Aprés trois lavages successifs d’une fois 15 min puis de deux fois 5 min avec du TBS-T, la membrane

est placée dans une solution d’anticorps secondaires (dilution 1:7000°™ soit 140 ng.uL™ d’un
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anticorps polyclonal anti-souris produit chez le lapin dans 14 mL TBS-T). Au bout de 20 min
d’incubation, les anticorps qui ne se sont pas hybridés sont éliminés par lavage avec du TBS-T.

Révélation du complexe protéine-anticorps

Lanticorps secondaire utilisé est couplé a la HRP (horseradish peroxidase, péroxydase du raifort en
francgais), ce qui permet de le détecter par chimiluminescence. Pour cela, la membrane est mise a
incuber avec 2 mL de réactifs commerciaux contenant du luminol et de I'H,O, (kit de
chimiluminescence SuperSignal™ West Pico, mélange entre 1 mL de chacun des deux réactifs du kit).
La réaction entre le luminol et I'H,0, et catalysée par la HRP émet alors de la lumiére qui a été
détectée par une G:box (utilisation du réglage par défaut au laboratoire, 2 min de temps
d’acquisition).

11.8.3 — Détection de la fluorescence de la GFP par imagerie

Différents outils d’'imagerie de la plateforme ZoOM (Zone d’Observation en Microscopie) ont été
utilisés afin de détecter la GFP par fluorescence chez les lignées transgéniques. Le macroscope
Axiozoom V16 Zeiss a été utilisé pour tenter de détecter par imagerie en fluorescence la GFP sur
plusieurs plantes entiéres cultivées en boite de Pétri. Des observations plus fines ont été réalisées
avec le microscope Leica LMD6000 et avec le microscope confocal Zeiss LSM780 en montant
différentes plantules de 7 jours entre lame et lamelle.

11.8.4-Coloration GUS

Les tissus d’expression du gene KUP9 ont été localisés par coloration GUS des lignées transgéniques
pKUP9 :GUS-GFP placées dans une solution de fixation (tampon NaPO, -30 mM Na,HPO, + 20 mM
NaH,PO,- 50 mM, ferricyanure de potassium 2 mM, ferrocyanure de potassium 2 mM, 0,05% Triton
X-100, X-Gluc 1 mg.mL™", pH 7). Le temps d’incubation varie selon le tissu considéré : 30 min a 3 h
pour les racines, 6 a 12 h pour les inflorescences, et nous avons testé jusqu’a 24h de coloration pour
les rosettes, feuilles caulinaires et tiges. Apres élimination de la solution de coloration, les tissus
végétaux sont placés dans de I'éthanol a 70% pendant 6 a 12h puis dans de I'éthanol a 100% pour les
décolorer et faciliter 'observation de la coloration GUS.

11.9 — STATISTIQUES

Les tests statistiques ont été réalisés avec le logiciel public R (V3.2.0). Les détails sont indiqués dans
les chapitres de résultats (Chapitres Ill, IV et V) pour chaque jeu de données.

De maniere générale, la normalité des variables a été testée dans un premier temps en tracant les
diagrammes quantile-quantile ou « droite de Henry » afin de comparer la distribution réelle du jeu de
données avec une distribution construite sous I’hypothése de normalité. Le test de Shapiro-Wilk a
également été utilisé afin d’écarter ou non I’hypothése de normalité. L’homogénéité des variances a
été vérifiée avec le test de Levene.

Dans le cas d’une distribution normale, des tests ANOVA ont été réalisés afin de comparer les
moyennes obtenues pour la variable étudiée (concentrations en césium, élongation racinaire ou
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masse fraiche) en fonction du facteur «Lignée » (hak5-3, kup9-1, kup9-2 ou Col-0). Le risque a est fixé
a 5%. Les codes de significativité sont présentés dans le Tableau Il.2.

Tableau I1.2 : Code de significativité utilisé pour les analyses statistiques.

Symbole de significativité Valeur-p
NS Non-significatif c’est-a-dire valeur-p > 0,05
* 0,01 < valeur-p < 0,05
*ok 0,001 < valeur-p < 0,01
kK 0 < valeur-p < 0,001

Dans le cas ou les variables ne suivent pas une distribution normale, nous avons appliqué le test non-
paramétrique de Kruskal-Wallis. Les moyennes significativement différentes des autres sont alors
mises en évidence en comparant deux a deux les variables avec un test de Student, le risque a global
a l'issu des différentes comparaisons étant maintenu a 5% grace a la méthode d’ajustement de Holm.
Les codes de significativité utilisés sont présentés dans le Tableau I1.2.

Enfin, pour les régressions linéaires réalisées dans le Chapitre Ill, I'hypothése fondamentale
d’homoscédasticité a été vérifiée en testant la normalité des résidus avec la « droite de Henry ».
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CHAPITRE Il

EFFET DE L’APPORT EN POTASSIUM SUR L’ABSORPTION, LA
TRANSLOCATION ET L’ACCUMULATION DE CESIUM CHEZ
ARABIDOPSIS THALIANA
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Chapitre IlI- Effets de I'apport en potassium sur les flux de césium chez A. thaliana

Comme nous I'avons vu dans le Chapitre |, les flux de césium sont supposés emprunter une partie du
systeme de transport dédié au potassium. Ce systeme de transport potassique implique une diversité
de protéines dont les contributions sont fonction de la gamme de concentrations en potassium dans
le milieu extérieur et du statut potassique de la plante. Les connaissances sur l'identité et les
caractéristiques des transporteurs potassiques majoritaires selon le niveau de potassium sont plut6t
bien avancées pour le modele A. thaliana. On peut ainsi diviser le systéeme lié a I'absorption de
potassium en 3 grands domaines (voir Fig.l.5, p.25):

- un domaine d’absorption haute-affinité pour des concentrations en potassium de I'ordre du
UM et qui est pris en charge majoritairement par le transporteur HAKS,

- un large domaine impliquant principalement le canal potassique AKT1 pour des
concentrations en potassium allant d’environ 50 uM a 10 mM,

- un domaine ou les concentrations en potassium sont de I'ordre du mM et qui implique
vraisemblablement un ensemble de transporteurs encore non identifiés en plus du canal AKT1.

Nous avons donc décidé d’essayer de relier ces connaissances aux résultats obtenus quant a
I"accumulation de césium chez A. thaliana en fonction du niveau de potassium : 10 (faible), 100
(intermédiaire) ou 3000 uM (fort). En effet, chacun des trois domaines décrits fait intervenir des
protéines de transport aux propriétés contrastées en termes de fonctionnement (transporteur/canal)
et de sélectivité. Ces différences se répercutent notamment sur les parametres cinétiques de
I"absorption du potassium mais aussi sur sa distribution dans la plante. Par analogie entre les deux
éléments, on peut donc s’attendre a ce que l'apport en potassium entraine des modifications
macroscopiques des parameétres de transport de césium liées a sa prise en charge ou non par ces
différents transporteurs potassiques.

Les résultats sont présentés sous la forme d’un article (Genies, L., Orjollet, D., Carasco, L., Camilleri,
V., Frelon, S., Vavasseur, A., Leonhardt, N. & Henner, P. (2017). Uptake and translocation of cesium
by Arabidopsis thaliana in hydroponics conditions: links between kinetics and molecular mechanismes.
Environmental and Experimental Botany, 138(6), 164-172).

111.1-RESUME ETENDU DE L’ ARTICLE ET FIGURES COMPLEMENTAIRES

Afin de caractériser l'intensité du transport de césium en fonction de I'apport en potassium, nous
avons réalisé deux types de tests. Dans un premier temps, nous avons mesuré 'influx de césium sur
des temps courts (de 15 min a 6 h) chez des plantes préalablement cultivées avec trois degrés de
nutrition potassique distincts : 10, 100 ou 3000 uM. Nous avons réalisé ces tests sur I'écotype
sauvage Columbia-0 (Col-0) et sur une lignée mutante invalidée pour le géne HAK5 (mutants athak5-
3). Etant donné le role de ce transporteur dans I'absorption racinaire de césium en conditions de
faible apport en potassium (Qi et al., 2008), I'effet de I'invalidation de HAK5 sur I'influx de césium
nous a permis d’évaluer la validité de nos tests mais aussi la part restant a attribuer a d’autres
protéines de transport. Dans un deuxieme temps, nous avons comparé les effets de ces trois
traitements potassiques sur I'accumulation de césium sur un temps plus long (7 jours) pour Col-O0.
L'objectif étant d’évaluer la distribution du césium en situation d’équilibre avec le milieu extérieur.
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Les résultats obtenus sur I'écotype sauvage (Fig. lll.1) indiquent que le niveau de potassium affecte a
la fois I'influx racinaire de césium et sa distribution entre les racines et les feuilles des plantes
exposées.

-Cs +Cs

4
TRANSLOCATION

Cs

TRANSLOCATION TRANSLOCATION
Cs Cs
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Cs

s~ s P \
\\

INFLUX INFLUX INFLUX INFLUX

Figure IIl.1 : Flux instantané de césium chez A. thaliana, écotype sauvage Col-0 mesuré aprés 15
min d’exposition. A- La solution d’exposition contient 1 uM de CsCl (-Cs). B- La solution d’exposition
contient 3000 uM de CsCl (+Cs). Les plantes ont suivi un traitement nutritif 3 10 uM de K (-K) ou a
3000 uM de K (+K). Les demi-cercles représentent les concentrations en césium mesurées dans les
racines (jaune) et les feuilles (vert). Pour chacune des deux conditions Cs, la condition —K sert de
référence pour les proportions des demi-cercles et des fleches représentant I'influx de césium. En
revanche, les proportions des fleches représentant les flux nets de Cs des racines vers les feuilles
sont relatives a la taille de la fleche de la condition -Cs/-K (condition pour laquelle le rapport de
concentrations en césium feuilles/racines est minimum).

Elément globalement trés mobile dans la plante, le césium se retrouve rapidement et parfois en
grande quantité dans les feuilles : jusqu’a 30% de la quantité totale de césium absorbé est retrouvé
dans les parties aériennes apres seulement 15 min d’exposition chez des plantes suffisamment
approvisionnées en potassium. Néanmoins, une carence en potassium a pour effet de diminuer la
part de césium allouée aux feuilles. Ce résultat se retrouve a la fois sur les flux instantanés (test
d’influx du césium sur 15 min) et sur les flux a I’équilibre (test d’accumulation du césium sur 7 jours,
Fig.l1.2).
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Figure 1ll.2 : Accumulation et distribution du césium chez A. thaliana écotype sauvage Col-0
mesurés apres 7 jours d’exposition. Les plantes testées ont suivi un traitement nutritif a 10 uM de K
(-K) ou a 3000 uM de K (+K) et sont exposées a 1 uM de césium stable.

Différentes hypothéses sont envisageables pour expliquer le modele K-dépendant de la distribution
du césium :

(i) Le césium contenu dans les parois et les espaces intercellulaires entre en compte dans
I’estimation des concentrations accumulées par la plante. La surface racinaire
directement exposée a la solution constitue une zone d’adsorption avec une compétition
entre les ions K* et Cs* : la quantité de césium adsorbée est d’autant plus grande que les
concentrations en potassium sont faibles dans le milieu (Zhu et al., 1999) . En revanche,
le césium mesuré dans les feuilles provient exclusivement du pool absorbé par les
racines. Le césium adsorbé sur la surface racinaire pourrait donc étre un facteur de
divergence entre la concentration racinaire et celle mesurée dans les feuilles. Dans nos
tests, nous avons rincé les racines pendant 1 min avec une solution nutritive ne
contenant pas de césium afin de minimiser la part de césium adsorbé entrant en compte
dans la mesure de la concentration en césium racinaire.

(i) Il a été démontré que le canal potassique SKOR, impliqué dans le chargement du
potassium dans le xyleme, est inhibé en conditions de carence en potassium (Pilot et al.,
2003). Ce canal exprimé en systéme hétérologue est perméable au césium (Gaymard et
al., 1998). En se basant sur les caractéristiques de SKOR, il est tentant de penser que la
translocation du césium puisse étre en partie médiée par ce canal potassique ce qui
expliquerait la diminution de la part de césium allouée aux parties aériennes en
condition de carence potassique.

(iii) En paralléle de la translocation, la concentration en césium mesurée dans les feuilles
résulte également des mécanismes de stockage et de recirculation. A notre
connaissance, il n’existe pas de preuves concernant une limitation du stockage de césium
dans les parties aériennes et qui pourrait favoriser une recirculation potentielle du
césium vers les racines en conditions de carence potassique. Dans le cas d’une carence
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potassique, l'allocation du potassium aux racines est privilégiée sur les feuilles. Ce
mécanisme adaptatif pourrait passer a la fois par I'inhibition de la translocation via SKOR
et la régulation du canal AKT2, impliqué dans les flux de potassium transitant par le
phloeme. Par analogie entre les deux cations, on peut penser que la recirculation du
césium des feuilles vers les racines pourrait également étre influencée par le niveau de
potassium.

—8—(Col-0 ={I=hak5-3

Absorption relative de Cs

1 10 200 1000
[Cs]oye (HM)

Figure lll. 3 : Effet du niveau de potassium sur I’absorption de césium chez I'écotype sauvage Col-0
et le mutant hak5-3. L’absorption de césium est mesurée sur des plantes pré-cultivées avec deux
niveaux de potassium différents (10 uM ou 3000 uM) et exposées pendant 15 min a différentes
concentrations de césium. Les valeurs représentent le rapport de I'absorption moyenne de césium a
10 uM de K sur I'absorption moyenne de césium a 3000 uM de K (moyennes sur un minimum de 5
plantes).

En ce qui concerne l'influx racinaire de césium, nous observons comme attendu une nette
augmentation de son intensité avec la diminution de I'apport en potassium (Fig. lll. 3). La régulation
positive du transporteur potassique haute-affinité HAKS dans ces conditions de carence potassique
participe vraisemblablement a ce résultat. En effet, le niveau de potassium a moins d’effets sur
I'absorption de césium mesurée chez une lignée mutante invalidée au niveau du géne HAK5 (lignée
hak5-3).

L’ensemble des résultats présentés dans ce chapitre indique que le niveau global de potassium et les
concentrations en césium dans le milieu extérieur ont une influence significative sur I'influx,
I"accumulation et la distribution du césium chez A. thaliana. En se basant sur les connaissances
actuelles concernant les mécanismes de transport du potassium, et a partir des résultats présentés
ici, nous avons pu formuler différentes hypothéses sur l'identité des protéines impliquées dans les
flux de césium. La comparaison de la distribution de césium en fonction du niveau de potassium nous
laisse ainsi penser que des canaux potassiques de type Shaker pourraient étre impliqués dans la
translocation et la recirculation du césium. En ce qui concerne |'absorption racinaire de césium, nous
concluons comme démontré précédemment que le transporteur HAKS a en effet un réle significatif
en condition de carence potassique. Cependant, sa contribution est nettement réduite quand la
concentration en césium dans le milieu extérieur augmente. Nous suggérons que d’autres
transporteurs appartenant a la méme famille que HAKS ainsi que des canaux cationiques non
sélectifs (NSCC) pourraient participer au transport de césium dans ces conditions. Jusque-la
démontré pour de fortes concentrations en potassium, les NSCC pourraient donc aussi étre impliqués
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dans le transport de césium dans des conditions de carence potassique quand la concentration en
césium augmente.

111.2 — ARTICLE EN ANGLAIS

Uptake and translocation of cesium by Arabidopsis thaliana in hydroponics conditions: links
between kinetics and molecular mechanisms
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ABSTRACT

Early studies have shown that cesium (Cs*) competes with the macronutrient potassium (K*) for
uptake by plants. The present study investigates the effect of K supply on Cs* uptake and
translocation in Arabidopsis thaliana. Taking advantage of the frequent use of this model plant in
previous molecular studies, we discuss the link between functional features described for
transporters involved in K" (and sometimes in Cs*) uptake and results obtained here in both Cs influx
and accumulation experiments under different K'-treatments. In low K* condition (10 pM), we
observed that roots affinity for Cs* increased significantly and Cs* concentration in the external
medium clearly affected the efficiency of Cs® uptake. Our results are consistent with previous
molecular studies indicating the role of the high-affinity K* carrier AtHAKS in Cs* uptake under K-
deprivation. Further experiments show that the lack of AtHAK5 has no more effect on Cs* uptake for
external Cs" concentration above 100 uM. We propose that non-selective cation channels, likely
involved in Cs* uptake under K'-sufficient conditions according to previous studies, could also
mediate Cs* uptake under K'-starvation and high Cs* concentrations. Finally, evidences for Cs*
translocation mediated by K* channels are discussed.

Keywords: Cesium uptake, Potassium uptake, kinetics parameters, transporters, Arabidopsis
thaliana.

1. Introduction

Cesium (Cs*) has no known physiological role in plant but, because of its chemical similarity with the
essential macronutrient potassium (K*), the monovalent cation Cs* can be taken up from the soil
solution by plant roots through the K" uptake pathway (White & Broadley, 2000). Some biological
processes involving K" can be altered by Cs’ but, at the natural concentrations occurring in soil
solutions, stable isotope '*3Cs rarely causes environmental toxicity (Hampton et al., 2004). However,
radiocesium (***Cs and "’Cs), which may occur in the environment after accidental release from
nuclear plant facilities or resulting of nuclear weapon tests, is a major concern. These radioisotopes
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emit harmful B and y radiations during its decay and its uptake by plant is the predominant first step
for its entry in the terrestrial food chain (Avery, 1996).

In order to minimize the entry of radiocesium in the food chain, contaminated soils are usually
removed from agricultural uses or managed through the elimination of contaminated surface or by
using countermeasures such as fertilization with competitive cations to minimize Cs* uptake by
plants (Zhu & Shaw, 2000). Alternatively, with new biotechnologies emerging, phytoremediation is
studied for contaminated site rehabilitation using plants as extractor or developing “safe” crops
which do not accumulate radiocesium (Lasat & Kochian, 1997; Kobayashi et al., 2014).

The transport of monovalent cations from the soil solution to plant roots and shoots is mediated
symplastically by transporters. Therefore, identification and characterization of genes encoding
transporters involved in Cs* fluxes across the membranes of plant cells are thought to be helpful to
understand its uptake and accumulation. Phytoextraction and development of safe crops could be
optimized using plant selection based on this Cs* accumulation related knowledge (White et al.,
2003).

Several recent studies on the model plant Arabidopsis thaliana have deciphered part of the
molecular mechanisms involved in Cs® uptake and accumulation, found among the plant K
transporters system. Since the level of K™ (both in the external and intracellular medium) modifies
the relative contribution of each transporters in K* fluxes (see Alemén et al., 2011 and references
therein), Cs* uptake pathway also depends on the K*-status. Up to now, non-selective cation channels
(NSCC) also called Voltage-Independent Cation Channels (VICC) encoded by members of the cyclic-
nucleotide gated channel (AtCNGC) and glutamate like-receptor (AtGLR) gene families are suspected
to mediate the largest part of Cs” uptake in Arabidopsis roots under K*-sufficient conditions (White &
Broadley, 2000; Hampton et al., 2005). Under K*-starvation, the high-affinity transporters encoded by
the AtKUP/HAK/KT gene families and in particular the HAKS5 transporter mediate a significant part of
Cs" uptake in A. thaliana (Qi et al., 2008).

The competitive effect of K" on kinetics of Cs* uptake have been described for several crops species:
barley (Middleton et al., 1960), wheat (Shaw & Bell, 1989; Smolders et al., 1996; Zhu, 2001), maize
(Sacchi et al., 1997), rice (Kondo et al., 2015), spinach (Buysse et al., 1995), radish (Prorok et al.,
2016). However, only few studies report the kinetics aspect of Cs" uptake in A. thaliana (Broadley et
al., 2001; Kanter et al., 2010) due to the fact that it is nor a commercial crop nor a potential plant for
phytoremediation uses. Conversely, A. thaliana is the preferred organism for molecular studies (see
above). Consequently, links between kinetics data and molecular characterization of transporters
involved in Cs* uptake is reported only in few studies.

In this study, we report the effect of K™-supply on Cs* uptake, distribution and accumulation by the
model plant A. thaliana in hydroponics condition. Links between transporters involved in K" and Cs*
uptake related-knowledge and changes observed in Cs* transport under K*-starvation are discussed.

2. Materials and methods

2.1. Plant material and growing before exposure to cesium
Arabidopsis thaliana seeds of Columbia-0 (Col-0) and athak5-3 mutant line (SALK_074868) were used
in this study. As described before (Qi et al., 2008; Rubio et al., 2008), the T-DNA insertion is located in

exon 4 in athak5-3. Plants homozygous for the T-DNA insertion were identified by polymerase chain
reaction (PCR) using primers annealing upstream (HAK5A-F1: CGCAGGAGGAACATTTGCATTGTACTC)
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and downstream (HAK5B-R1: AGTGCCTTTAAGACGGTAATGTCATGCTTG) of the insertion site and a T-
DNA left-border primer (Lbb1.3: ATTTTGCCGATTTCGGAAC) as advised by the Salk Institute Genomic
Analysis Laboratory (SIGNAL, http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html).

Seeds were surface-sterilized using a mix of 70% ethanol (v/v)/ 0.05% SDS (v/v) and rinsed in ethanol
96% before sowing in Petri dishes (120 mm * 120 mm) on a half-strength Murashige and Skoog
medium (MSY%, Murashige & Skoog, 1962) containing 1% (w/v) agar and 1% (w/v) sucrose. To
synchronize germination and to break the dormancy, the sowing boxes were placed at 4°C during 48
h before transfer in a growth chamber set to 23°C, 50% HR with 8 h/16 h day/night cycle. After 7
days on MSY» agar medium, seedlings were transferred on sand (Zolux) and watered with nutrient
solution to allow roots and shoots growing for a further 14 days. Finally, plants were transferred in a
hydroponic system over 1L of aerated nutrient solution.

The nutrient solution (pH 5.8) contained 1.1 mM MgS0O,, 805 uM Ca(NOs),, 2 mM KNO;, 60 uM
K;HPO,, 695 uM KH,PO, and micronutrients (3.6 uM MnSQ,, 74 nM (NH;)sM0,0,4, 3 UM ZnSO,, 9.25
MM H3BOs3, 785 nM CuSO,, 20 uM Na,EDTA and 20 uM FeSOy,).

2.2. Potassium treatments

These experiments were designed to estimate the effect of K*-supply on uptake and accumulation of
Cs* by A. thaliana. Three distinct concentrations of K* (10 pM, 100 uM or 3000 uM) were supplied
during five days before addition of Cs* in the medium.

K* treatments were performed during the hydroponic step. After 3-5 days of acclimatization to
hydroponics conditions with the nutrient solution described in section 2.1, plants were transferred
over 1L of a K'-treatment solution (pH 5.8) containing 0.75 mM MgS0,, 2 mM Ca(NOs),, 0,5 mM
HsPO,, and micronutrients. Three different treatments were tested through adding different
amounts of KCl in the K*-treatment solution: 10 uM (starved level), 100 uM (intermediate level) or
3000 uM (replete level).

In the same hydroponic box, 5-6 plants were allowed to grow over 1 L of K'-treatment solution
during 5 days.

2.3. Exposure to cesium in short-term influx experiments

Table 1: Experimental scheme.

Step Composition of the medium Duration
1- Growing on agar plates MSY , 1% agar, 1% sucrose 7 days
2- Growing on sand Watered with nutrient solution 14 days
3- Growing in hydroponics Nutrient solution 3-5 days
4- K'-treatmentin hydroponics  K'-treatment solution 5 days
5a- Exposure to Cs* (short-term K*-treatment solution + ***Cs (0.1-3000 pM) 15minto 6 h
experiments) +Cs
5b- Exposure to Cs* (long-term K*-treatment solution + *3Cs (1 pM) 7 days

experiments)

After 30 days (+/- 3 days) of growing and K* treatment in the conditions described in sections 2.1 and
2.2 (summarized in Table 1), seedlings were transferred into individual wells containing 8 mL of
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exposure solution taking care to not contaminate shoots. The exposure solution contained the K'-
treatment solution plus a range of ***Cs from 0.1 pM to 3000 uM traced by **’Cs (approximately 140
Bg.mL™ representing 3.3.10* uM Cs*). Plants were exposed during 15 min in order to determine
kinetics parameters of net influx or during 6 h to evaluate the evolution of Cs* distribution between
roots and shoots. Activities of **’Cs in the exposure solution were followed during the course of
assays and reveal no significant depletion (data not shown).

After exposure to Cs*, plants were transferred in 8 mL of a fresh solution corresponding to the
exposure solution without Cs* (i.e. the K*-treatment solution) for 1 min to remove Cs* bound to the
cell wall. Roots and shoots of plants tested were separated and blotted on Benchkote paper before
recording of fresh weights.

For each parameters (time of exposure, concentration of Cs” in the exposure solution, K*-treatment),
experiments were repeated at least two times with a minimum of three plants per repetition.

2.4. Exposure to cesium in long-term accumulation experiments

Long-term accumulation experiments were performed into 1 L exposure solution containing the
three different K'-treatment solutions described in section 2.2 (10, 100 or 3000 uM K) plus 1 pM
stable Cs* (no tracer was used). After 30 days (+/- 3 days) of growing in the conditions described in
sections 2.1 and 2.2 (summarized in Table 1), plants were exposed for 7 days with renewing of the
exposure solution every 2-3 days to avoid significant decrease of Cs* concentration in the medium
due to uptake by plants.

After 7 days exposure to Cs®, roots and shoots were harvested as described in section 2.3 for the
short-term influx experiments. For each K'-treatments condition, three tests were performed with a
minimum of five plants per test.

2.5. Measure of cesium and potassium

Fresh roots and shoots of plants were mineralized in 5 mL HNO; 65% and 1.5 mL H,0, 30% at 100-
150°C on a sand bath. Mineralisates were evaporated to dryness and redissolved in HNO; 2% v/v
before measuring the different elements.

Activity of **’Cs accumulated in plants in the short-term experiments was measured by B liquid
scintillation counting. Liquid scintillation cocktail (Instagel-Plus, Perkin Elmer) was added to the
mineralized samples. The photon emissions following interaction between the liquid scintillator and
the P particles emitted in the radioactive decay of *’Cs accumulated in plants were counted during
30 min. In parallel, concentration of **’Cs and "3Cs into the exposure solution were measured by
liquid scintillation counting and ICP-MS respectively. The amount of Cs* accumulated in plant sample
was deduced from the content of **’Cs in plant and the ratio **’Cs/***Cs into the exposure solution.
133Cs concentrations in roots and shoots of plants and in the exposure solutions used for the long-
term accumulation experiments were measured by ICP-MS.

K" content in plants after the K'-treatments was measured by ICP-AES on a minimum of 3 non-
exposed samples per experiment.
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2.6.Data analysis

Using data from the 15 min influx assays, we calculated a solution to plant transfer factor (TFex-spiant)
according to Eq.1, defined here as the ratio between Cs’ uptake by plant roots and the Cs*
concentration in the solution (hamed [Cs]., in the following). Cs* uptake was calculated by dividing
its amount in the whole plant by the roots fresh-weight (FW). This TFe.spin: is @ modified version of
the usual TF defined as the ratio between concentration in shoots and concentration in the medium.
TFext>piant TEPresents influx of Cs* by the plant roots depending on the external Cs* concentration.
Thus TFey-spian: €Stimates the efficiency of Cs” net uptake by roots.

(Cs uptake)plant roots
TFext—plant (Cs) = C Eq.1
[Cs]ext

As described in Zhu et al. (2000), Eadie-Hofstee plot was used to calculate the kinetics parameters
(K, and V) of Cs” influx from the 15 min experiment data. Linear regression on the range of [CS].x
comprised between 0.1 and 200 uM was performed on this plot, with V = Cs" uptake rate (umol.g™
FW roots.h™) expressed as a function of the ratio V/[Cs]e according to the Eq.2:

V=—K, + Vonax Eq.2

[CS]ext

Using data from the long-term accumulation experiment, we calculated a discrimination factor (DF)
in order to estimate the selectivity for uptake between K* and Cs’, as described in Smolders et al.
(1996) and in Kanter et al. (2010):

_([Cs]/IK]) plant
PE(Cs) = ([Cs] /[K])solution Eq.3

ANOVA analysis were performed to evaluate the effect of K'-treatment on plant potassium content,
fresh weight and cesium content separately (NS, Non-Significant and *, **, *** Significant at the o =
0.05, 0.01 and 0.001 level respectively). In tables, different letters in bold indicate significant
differences between means (Tuckey post-hoc test, p-value < 0.05).

3. Results and discussion

Effects of K*-supply on cesium influx, accumulation and distribution was estimated using both short-
term (from 15 min to 6 h exposure) and 7-days exposure assays performed on A. thaliana (Col-0
ecotype). The experiments were designed to compare the effects of three different K'-treatments
on:

(i) Kinetics parameters K, and V., for Cs” influx,

(i) Cs" uptake efficiency estimated by transfer factor,

(iii) Distribution of Cs* between roots and shoots.
Role of the high-affinity HAK5 potassium carrier in cesium uptake under both low and high K*-supply
is also described for a range of Cs* external concentrations ([C5].y).
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3.1. Effect of K'-treatment on plants potassium content and on plant growth

Early studies have shown that K" content of plant affects uptake of monovalent cations (Kochian &
Lucas, 1982). In order to evaluate the effect of K*-supply on Cs* uptake, 25 days-old plants were first
acclimated during five days to three distinct levels of K*. K content of plants after acclimation is
significantly different between the three distinct K*-treatments (Table 2): plant K content is 1.5 times
higher for K*-replete seedlings (3000 pM K* condition) compared to the K*-starved conditions (10 pM
K*).

Table 2: Fresh-weight (FW) and K* content of roots and shoots of Col-0 depending on the K'-
treatment. Plants were grown 7 days on MSY%, 14 days on sand then 8 days in hydroponic system. K*-
treatments were applied during the last 5 days of the hydroponic step. Values are means of at least
ten plants with standard deviation in brackets. To evaluate the effect of K'-treatment, ANOVA
analysis was performed on fresh-weight then on K" content separately and results are indicated in
the last line (NS, Non-Significant and **, *** Significant at the a = 0.01 and 0.001 level respectively).
Different letters in bold indicate significant differences between means (Tuckey post-hoc test, p-
value < 0.05).

. K shoots K roots
K'-treatment (uUM) Shoots (g) Roots (g) 4 B
(umol.g™ FW) (umol.g™ FW)
10 0.331(0.166) NS 0.107 (0.060) NS 50.64 (9.55)a  60.48 (15.15) a
100 0.280 (0.176) NS 0.129 (0.094) NS 65.70(18.58) b  73.13(29.69) a
3000 0.363 (0.176) NS 0.135 (0.056) NS 69.18 (17.89) b 109.03 (10.56) b
K*-treatment effect NS NS *x ok ok

However, we did not observe visible potassium starvation symptoms like chlorosis of older leaves nor
plant growth effects (Table 1). Plants were growing in standard K'-condition (2,8 mM) before K-
treatments were applied. As stated by Kanter et al. (2010), this pre-culture in sufficient-K" conditions
can prevent the further effects of turning to low-K" supply.

Plants were exposed to cesium after acclimation period with the three different K*-supplies. The level
of K" during the pre-treatment was maintained in the exposure solution containing Cs*. Thus, our
experiments describe the effect of global level of K'-supply i.e. in the solution outside the plants
during the exposure to cesium but also inside the plants due to the K*--treatment in pre-culture.

3.2.Effect of potassium supply and cesium concentration in solution on cesium uptake
efficiency

Effects of [Csle On transfer factor for the three K'-conditions are shown in Figure 1. As expected,
TFextspiant Values (calculated as described in Eq.1) are higher for plants in the 10 uM K'-condition
compare to the K'-replete plants (between 17 and 1.6 times higher, depending on the [Cs].). As
stated before (Waegeneers et al.,, 2001), there are different reasons to record a higher cesium
transfer factor in low-K" condition:

i) the high depletion of K" at the root surface due to high demand of plant to sustain growth
whereas K" is weakly available. This depletion of K* in the medium favors Cs* over K* uptake.
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ii) the higher uptake rate potential of cesium at low potassium due to prevalence of high-
affinity transport (HAT) system. In A. thaliana, this HAT system is mainly mediated by HAK5
which is known to be involved in Cs* uptake (Rubio et al., 2000, Qi et al., 2008).

0.01

o010 uM K*
2=
R*=0.91, ©100 uM K
' ® 3000 pM K*
& 0.001F
Ty
-
0.0001 : L=
0.01 1 100 10000

[CSlext (MM)

Figure 1: Log-log plot of transfer factor (TFuu-pian:) Of Cs* for Col-0 grown with three different K'-
treatments (10, 100 or 3000 uM) and exposed during 15 min to a range of Cs* concentrations.
Transfer factor was calculated as described in Eq.1. Values are means of at least three different
plants and error bars indicate standard deviation.

When cultured in low K" condition (10 uM K*), the plasma membrane potential of A. thaliana roots
cells (in the resting state) can become as negative as -215mV (Hirsch et al.,, 1998). In these
conditions, K" uptake is mainly mediated by high-affinity carriers that move K’ against the
electrochemical gradient. In maize, it has been shown that these carriers display low selectivity
between K" and Cs* (Sacchi et al., 1997). Activity of low selective carriers, by contrast with highly
selective transport system, should display strong sensitivity to K'/Cs* competition in the external
medium. This could explain why increase in K'/Cs* competition with increasing [K].. in the low
concentration range (between 10 pM and 100 pM K*-conditions in this study) results in significant
decrease of Cs" transfer factor (Figure 1).

Efficiency of Cs* uptake also depends on the [CS]ex. Thus, TFeyspen: decreases with increasing Cs* in
the external solution (Figure 1). Linear regression indicates that this effect is significant (p < 0.01) for
the 10 M and 100 pM K* condition with adjusted-R? between 0.91 and 0.83 respectively. This could
be due to the behavior of carriers which became saturated because conformational changes are
needed for each transport event. As a consequence of transporters saturation, efficiency of Cs"
uptake (and thus TFex-spiant) could be reduced with the [Cs].,: increasing. Membrane depolarization
due to the cation Cs* accumulation in root cells and due to the fact that Cs* blocks some of the K*
channels should also be addressed as a hypothesis to explain this observation. Indeed, lower
membrane potential reduces the driving force for positively charged element and subsequently
reduces Cs’ uptake as described previously for an Arabidopsis mutant disrupted in a plasma
membrane proton pump (Haruta & Sussman, 2012).
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When [K].,: increases (>100 uM), the electrochemical gradient is reduced (Hirsch et al., 1998) and the
membrane potential follows the Nernst potential of K* (Hedrich, 2012). In these conditions, K" uptake
is mainly mediated by channels. For higher K* levels in this study (100 uM and 3000 uM), we
observed only a slight decrease of TF.y:spiant Value with the increase of [Cs]... which is consistent with
a channel-type transport system: when the pore is open, no more conformational changes are
needed to transport ions. Therefore, saturation pattern are not observed conversely to carrier-
mediated pathway.
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Figure 2: Eadie-Hofstee plot for Cs* uptake data from 15 min influx assays. Plants were supplied
with three distinct K'-treatments (A-10 uM, B-100 pM, C-3000 pM). Concentrations of Cs" in the
exposure solution range from 0.1 to 3000 uM. Values are means of at least three different plants and
error bars indicate standard deviation. Broken lines represent the Michaelis-Menten function with
kinetics parameters calculated in Table 3. Linear regression is calculated over the range of external
Cs" concentrations ([Cs/.x) indicated on each figure. Arrows indicate extreme values which had to be
removed from the calculation because they lead to absurd results.
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Eadie-Hofstee plots (Eq.2) derived from data of the 15 min influx experiments are presented in Figure
2. The non-linear pattern of these plots let us to distinguish at least two systems for Cs* uptake
depending on the [Cs].:. In the range of [Cs]... comprised between 0.1 and 200 uM, kinetics
parameters (Table 3) were estimated by linear regression on the Eadie-Hofstee plots for the three K-
conditions. In K*-starved plants (10 uM K*-supply), we observed a drastic reduction of K,, that signs a
higher affinity of the roots transport system for Cs'. The slight increase of V.., Which represent
maximal rate of Cs* influx when the uptake system is saturated, can be interpreted as a higher
number of transporters with ability to transport Cs* in the low-K* condition. The well-known positive
regulation of high-affinity transporters encoding gene expression, in particular AtHAKS5, by low K*
supply likely contributes to this effect of K" on both K, and V,,.,. Additionally, early study in excised
roots of winter wheat (Shaw & Bell, 1989) described a dual uptake mechanism for Cs* uptake in the
global high-affinity range ([Cs].,; below 200 uM). The high-affinity HAKS carrier contributing in this
dual uptake system specifically for low K* condition, this could explain the lower R* obtained for K*-
starved plants in our experiments (Table 3).

Table 3: Estimation of Cs* influx kinetic parameters using Eadie-Hofstee plot for data from 15 min
influx assays. Uncertainties on parameters estimation by linear regression are indicated in brackets.
In order to avoid absurd results for kinetics parameters, some extreme external Cs* concentrations
([Cs].x in the table) had to be removed of the linear regression. The R* values are associated with the
linear regression represented in Figure 2 (broken lines).

K*-treatment (UM)  [CS]ex (M) K (LM) Vmax (Mmol.g™ FW roots.h™) R?

10 0.1200  28.68 (16.85) 0.61 (0.21) 0.42
100 0.1-100 163.48 (49.68) 0.34 (0.09) 0.78
3000 10-200  214.94 (70.03) 0.41 (0.10) 0.99

3.3. Distribution of cesium in roots and shoots

3.3.1. Short-term cesium uptake experiment : evolution of cesium distribution with time and
with [CS]ey:

Distribution of Cs* between roots and shoots (related to fresh weight) after 15 min and 6 h exposure
for the three K*-conditions and a range of [Cs].. are shown in Figure 3. Cs* root:shoot concentration
ratio decreased rapidly over time. Thus ratios after 6 h exposure are in average 5 to 10 times lower
than after 15 min exposure, depending on the K'-treatment. We also found that, on average, 30 % of
the total quantity of Cs* was found in shoots after only 15 min of exposure in the highest K'-
conditions (data not shown) suggesting that Cs" is highly mobile in these conditions. In contrast, Cs"
root:shoot concentration ratio is up to ten times higher for K*-starved plant compared to the highest
K*-conditions and between 3 and 20 % of Cs* were found in shoots in this condition depending on
[CS]exe. Interestingly, [Cs]... seems to affect Cs* root:shoot concentration ratio only for the 10 uM K*-
condition. In this condition, translocation of Cs* from the root to the shoot is higher when [Cs].,
increases.
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These data suggest that Cs* translocation is mediated by very efficient systems which could be
inhibited by decrease of K" and improved when Cs* concentrations increase in low K* condition.
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Figure 3: Evolution of the distribution of Cs* between roots and shoots across a range of [Cs].,. for
plants from the short-term influx assays. Three distinct K'-treatments (10 pM, 100 pM, 3000 pM K°)
were applied during 5 days before exposure to Cs’. Levels of K* in the pre-culture were maintained
during the exposure to Cs’. Plants were exposed during A- 15min or during B- 6 h. Means of at least
three different plants are represented with standard deviation.
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3.3.2. Long-term cesium accumulation experiment

Cs" accumulation in roots and shoot tissues after 7 days exposure to 1 uM Cs" is given in Table 4 for
the three K'-treatments. The Cs* root:shoot concentration ratio is 8.9 (SD=0.8), 1.6 (SD=0.4) and 0.9
(SD=0.2) in the 10 uM, 100 uM and 3000 uM K*-condition respectively. For the highest K*-conditions,
these values are comparable with the root:shoot concentration ratio obtained after 6 h exposure to 1
UM Cs suggesting that equilibrium between roots and shoot Cs* content occurs quickly during the
first hours. This equilibrium between Cs* concentrations in roots and shoots likely involves both
translocation and recirculation mechanisms. Indeed, previous study on Cs* circulation in spinach
indicates that about 85 % of Cs* accumulated in shoots is recirculating to the roots under certain
conditions (Buysse et al., 1995).

+

Table 4: Cs* accumulation in Col-0 exposed during 7 days to nutrient solution containing 1 uM Cs
and three distinct K* concentrations. DF(Cs) is the discrimination factor calculated for Cs* with Eq.3.
Values are mean of at least six different plants with standard deviation in brackets. Result of the
ANOVA analysis is indicated in the last line. Different letters in bold indicate significant differences
between means (Tuckey post-hoc test, p-value < 0.05).

K*-treatment Cs" shoot Cs' roots Cs* whole plant
(uM) (nmol.g*FW)  (nmol.g*FW) (nmol.g*FW)  Plant DF(Cs)
10 0.34(0.04) a 3.08 (0.60) a 0.98 (0.10) a 0.37(0.06) a
100 0.17(0.02) b 0.28 (0.08) b 0.21(0.03) b 0.54 (0.08) b
3000 0.01 (0.0007) ¢ 0.01(0.002)c 0.01(0.0006) ¢ 0.54 (0.03) b
K*-treatment effect ok ok *xk *xx *xk

As in short-term influx experiments, fresh weight-based Cs* concentration remains globally higher in
roots than in shoots of Col-0. This result is consistent with previous studies on different plant species
(see the review by Zhu & Smolders (2000)) but reasons for higher Cs* accumulation in roots than in
shoots remain unclear. As far as we know, limitation of Cs* storage in the vacuole which could
enhance recirculation from the shoots to the roots has not been proven yet. Another explanation is
that Cs" adsorbed on the root surface could be a factor of discrepancies between roots and shoot Cs*
concentration. Roots are exposed to external Cs* whereas Cs' in shoots comes from roots only.
Furthermore, some authors suggest that larger amount of Cs* distributes in cell wall (and free space)
at low external K" concentration due to lower competition for adsorption site on the root surface
(Zhu et al., 1999). This could explain why differences between Cs* roots and shoot concentrations are
reduced when external K" concentration increases.

K* and Cs* do not display the same distribution pattern: shoots contain around 75% of the total
amount of K" whereas shoots contain between 25 and 80% of the total amount of Cs* depending on

the K'-treatment (Figure 4). When plants are K'-starved, Cs* distribution highly differs from K
distribution.

In accordance with others studies on different plant species (Buysse et al., 1996), we observed that
the Cs’ root:shoot concentration ratio in A. thaliana is higher when plants are K'-starved. By analogy
with adjustment of K* distribution under low-K* supply condition in A. thaliana, the decrease of the
part of total Cs" allocated to the shoots could be the result of two distinct mechanisms:
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(i) Limitation of Cs" loading in xylem for translocation from roots to the shoots. The K*-outward
rectifying channel SKOR, expressed in root stellar tissues (pericycle and xylem parenchyma)
and mediating K" loading into the xylem sap (Gaymard et al., 1998), is down-regulated by low
external K* concentration (Pilot et al., 2003). Subsequently, loading of K" in the xylem is
reduced in low-K" condition. Expressed in Xenopus oocytes, AtSKOR displays a permeability
to Cs* (Gaymard et al., 1998) but its role in Cs" transport remains unknown Taking these
previous findings with distribution pattern of Cs* described here, it is tempting to speculate
that inhibition of SKOR at low-K" could also limit Cs* transport from roots to shoots. It is
worth pointing out that modifications of internal K* fluxes with external K" concentrations
are not significant in our experiments maybe due to the high K* content of the plant before
treatment with low-K* supply.

(i) Higher redistribution of Cs* from the shoots to the roots via the phloem sap.

The decrease of Cs" allocated to the shoots in low-K* condition could also be linked to the global
increase of Cs* content in plant. Indeed, preferential distribution in roots when plants accumulate
high amount of Cs* might reflect the limit of Cs* storage and/or translocation in shoots together with
the part of Cs* adsorbed in roots mentioned above which is not available for translocation and which
is taking account in roots Cs* concentration calculation.

EK* distribution before exposure to Cs*
oK* distribution after exposure to Cs*

oCs* distribution
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Figure 4: Comparison between K" and Cs* distribution in plants exposed during 7 days to a nutrient
solution containing 1 uM Cs* and three distinct K* concentrations. Percentage was calculated by
dividing the quantity of element found in shoots by the quantity found in the whole plant. K*
distribution before exposure to Cs* was measured on non-exposed plants from the same bulk than
plants used for the Cs" exposure assay. Means of at least four different plants are represented with
standard deviation.

3.4. Discrimination between potassium and cesium

Discrimination factor (DF, Eq.3) values calculated for plants from the long-term exposure
experiments are less than unity whatever the external K* level (Table 4), which means that in any
case K' is more efficiently absorbed than Cs*, as shown in most previous studies (Zhu & Smolders,
2000 and references therein). DF(Cs) is significantly lower for the 10 uM K*-condition indicating a
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stronger discrimination against Cs* for K'-starved plant. Interestingly, if only one system involved in
K/Cs uptake operated for all K concentrations with a constant selectivity, we would have a reduction
of discrimination against Cs" at low K* level due to the lowest competition between the two in the
external medium. Decrease of discrimination against Cs" for lower K" level was observed for spring
wheat (Smolders et al., 1996) but previous study on A. thaliana indicates the same result that we
obtained here. Thereby, Kanter et al. (2010) recorded higher discrimination against Cs* for the lowest
K* concentration.

A part of the effects of K*-supply on plant DF(Cs) can be imputed on the plural Cs* uptake system
involving transporters with different selectivity and with activity regulated by K* concentrations and
membrane potential. For example, K" deprivation affects positively expression of AtHAKS5 gene which
is a major contributor to K" uptake under very low and low-K* conditions and a major pathway for Cs*
uptake in certain conditions.

It has been proposed that, conversely to channels functioning at high level of K*, high-affinity carriers
should display low discrimination against Cs* (Zhu, 2001). It is worth pointing out that, in our
experiments, the DF(Cs) value is lower for K*-starved plants indicating a higher discrimination against
Cs* at low level of K*. From a molecular point of view, this result remains unclear. Otherwise, we
think that the calculation of DF(Cs) could be affected by bias. K*-content of plants tested results from
25 days of culture in sufficient K* supply prior to K'-treatments. This pre-culture in sufficient-K*
conditions could lead to a K*-content higher than expected for plants supplied with 10 uM K" and
therefore a ratio ([Cs]/[K])plant “underestimated”. Potential differences in Cs'/K" ratio at the root
surface compared to bulk solution as a resultant of uptake kinetics of both species should also be
addressed as factor of discrepancy as stated in Smolders et al. (1996).

3.5.Comparison between athak5-3 mutant line and Col-0 wildtype

We used a T-DNA insertion line in AtHAK5 to study the effect of [Cs].,: and [K].,; on HAK5-mediated
Cs" influx. PCR amplification as described in the Material and Method section confirmed the
homozygosity of the T-DNA insertion in the mutant line used.

No significant differences on Cs’ influx between athak5-3 mutant line and Col-0 wildtype were
detected for K*-replete plants (3000 pM K*-condition, Figure 5-B). This result can be explained by the
expression pattern of HAK5 which is up-regulated by K'-starvation and down-regulated after K'-
resupply (Armengaud et al., 2004).

As expected for K*-starved plant (10 uM K*-condition, Figure 5-A), Cs* uptake is lower in the athak5-3
mutant due to the lack of HAKS transporter. However, significant differences between athak5-3
mutant and Col-0 disappear for high concentration of Cs’. According to the data, between 76% and
69% of the total Cs* uptake is mediated by HAKS5 pathway for 1 uM and 10 uM [Cs]... While
contribution of HAKS to Cs" uptake is negligible for high external Cs* concentration (above 200 pM).
In short-term uptake experiments on 14 days-old seedlings, Qi et al. (2008) measure only a 20%
decrease of Cs" influx in hak5 mutants compare to wildtype. Based on result obtained here, this may
be partly due to the high [Cs].. (50 uM) they applied during the influx assay (with 500 uM of K*
supply). In long-term exposure experiments (7 days) under K'-sufficient conditions, it has been
shown that Cs" induces AtHAK5 expression maybe due to K'-deficiency caused by Cs* (Adams et al.,
2013) and, up to now, Cs* has not been shown to inhibit HAK5 transporter. Therefore, specific
blockade of HAK5-mediated pathway for Cs* uptake when [Cs].,: is high remains unclear. Conversely,
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we think that other systems involved in Cs" uptake, which can be efficient under low-K" and high-Cs

+

conditions, may exist. These systems operating at high [Cs].,. could mediate Cs" uptake in athak5-3
mutant and explain why we do not observe differences between plants lacking HAKS and wildtype

under this condition.
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Figure 5: Cs* uptake measured over 15 min for the wild-type Col-0 and the mutant line athak5-3.
Two distinct levels of K" were used during pre-culture and during exposure to Cs*: A-10 pM and B-
3000 uM. Means of at least five different plants are represented with standard deviation. Student t-
tests were performed to compare Cs* uptake between hak5-3 and Col-0 for each [Cs].y (NS, Non-
significant and *, *** P < 0.05 and P < 0.001 respectively).

Several studies indicate that Non-Selective Cation Channels (NSCC) (also named Voltage-Independent
Cation Channels, VICC, and encoding by CNGC and GLR genes) are very promising candidates for
channel-mediated Cs* transport pathway (White & Broadley, 2000 and references therein; Hampton
et al., 2005). According to the model described by White and Davenport (2002) for permeation of
monovalent cations through the VIC channels, at most two cations can bind simultaneously and
interact within the pore. Applied to Cs* and K, these interactions can result in the inhibition of Cs*
influx by K" and therefore, this model predicts the greatest Cs* influx through VIC channels when
[K]ex: is low and [Cs].,: is high (White & Broadley, 2000). This pattern is consistent with the system
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described above to explain the athak5-3 mutant and wildtype convergence with increasing external
Cs' concentration.

In Arabidopsis, HAK5 gene belongs to the HAK/KUP/KT family with 12 other genes (Mdaser et al.,
2001). The knowledge about their role in Cs* and K" transport is still fragmentary but there are some
very promising candidates for Cs* pathway. Besides AtHK5, AtKUP9 expressed in E. coli mediates Cs’
transport (Kobayashi et al., 2010). Further investigations are thus needed to understand the role of
each HAK/KUP/KT transporter but up to now this family appears as the dominant Cs* transport
pathway for A. thaliana under low-K* supply.

4. Conclusions

As for K" uptake, Cs" transport is mediated by both carriers and channels. Under low K* condition (10
uM), we measured an increase of the affinity (calculated using Michaelis-Menten equation) of
Arabidopsis thaliana roots for Cs’. Additionally we observed a decrease of the transfer factor
calculated for Cs* with Cs® increasing in the external medium. This result about the effect of Cs"
concentration on Cs" uptake efficiency suggests that different mechanisms operate depending on Cs*
concentration in the medium or/and mechanisms operating at low-Cs" external concentration are
saturated at high Cs* concentration.

Taking together, results on affinity and transfer factor are consistent with the known Cs™ uptake
mediated by the high-affinity K" carrier AtHAK5 under K'-starvation. Testing a mutant lacking this
carrier, we found that discrepancies between wildtype and athak5-3 disappear when Cs' in the
external medium is high (above 100 uM). Based on predicted functioning of this type of channels, we
suggest that non-selective cation channels could mediate Cs* influx in low K* condition and high
external Cs* concentrations.

Affinity of A. thaliana roots for Cs* did not change substantially between intermediate and high level
of K" (100 and 3000 uM). Varying the Cs* concentration in the external medium, we found that Cs*
has no significant effect on transfer factor calculated for Cs* when K' is high. These results are
consistent with the supposed channel-mediated pathway for Cs* uptake under K'-sufficient
conditions.

Studying the effect of K™-supply on Cs* distribution between roots and shoots, we found that the part
of Cs" allocated to the shoots was lower under K*-deprivation. As the total Cs* accumulated into the
plant is higher in this condition, a part of the impairment of Cs* translocation could be explained by a
limitation of Cs* storage into shoots. Additionally, we suggest that inhibition of SKOR-mediated K*
translocation at low-K" supply could also limit Cs" translocation. However, further experiments on
skor Arabidopsis mutant for example are needed to better understand the role of K" channels in Cs"
translocation.

Finally, recent identification of transporters involved in Cs* uptake and functional studies on K*
transporters let us to discuss kinetics data in a molecular and mechanistic way. The understanding of
mechanisms leading to Cs" uptake by plants is essential for modelling approaches to predict the
success of phytoremediation strategies for example. However, beside the plant part, integration of
the soil part to predict K" and Cs* concentration around the roots is also needed for a higher accuracy
of these modelling approaches.
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Chapitre IlI- Effets de I'apport en potassium sur les flux de césium chez A. thaliana

Zhu, Y.-G., 2001. Effect of external potassium (K) supply on the uptake of 137 Cs by spring wheat
(Triticum aestivum cv. Tonic): a large-scale hydroponic study. J. Environ. Radioact. 55, 303-14.
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CHAPITRE IV

ETUDE DU ROLE DE LA FAMILLE DE TRANSPORTEURS
KUP/HAK/KT DANS LE TRANSPORT DE CESIUM CHEZ
ARABIDOPSIS THALIANA
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Pour de fortes concentrations en césium (au-dela de 200 uM d’aprés les résultats présentés dans le
Chapitre 1lI), non représentatives des teneurs généralement mesurées dans |’environnement,
I’absorption de césium serait principalement assurée par des canaux cationiques non sélectifs (codés
par des genes de la famille des CNGC et des GLR). En revanche, c’est la contribution des
transporteurs de type KUP/HAK/KT qui est prépondérante dans des conditions ol la concentration
en césium est faible (de l'ordre du upM), conditions se rapprochant des conditions
environnementales. Ainsi, le transporteur potassique haute-affinité HAKS, appartenant avec 12
autres transporteurs a la famille des KUP/HAK/KT, est impliqué dans I’absorption de césium chez A.
thaliana mais uniqguement quand les conditions en potassium sont faibles. Comme nous I'avons vu
dans le Chapitre Ill, I'inactivation du gene HAK5 chez la lignée mutante hak5-3 ne suffit pourtant pas
a inhiber totalement I'absorption de césium. J’ai donc décidé de d’orienter ma recherche de
transporteurs impliqués dans les flux de césium sur les autres membres de la famille des
KUP/HAK/KT. Cette famille de génes est en effet supposée coder des transporteurs peu spécifiques
du potassium et donc susceptibles de prendre en charge le transport de cations analogues du K*
comme Cs".

IV.1 — ANALYSE DES DIFFERENTS GENES KUP/HAK/KT CHEZ A. THALIANA

Cette section est liée a la partie dédiée a la famille des KUP/HAK/KT dans le Chapitre | (Section 1.5.6).
Les données in silico et d’expression des différents génes de cette famille ont été analysées dans le
but de mettre en évidence des candidats en particulier présentant des caractéristiques intéressantes
pour le transport de Cs”.

IV.1.1 - Identification d’éléments Cis-régulateurs sur les séquences promotrices des KUP/HAK/KT

Les mécanismes d’adaptation des plantes a des stress nutritifs impliquent des modifications sur les
protéines mais également des changements en amont dans le mécanisme de leur synthése comme
des changements dans le patron de transcription. La régulation transcriptionnelle joue ainsi un réle
majeur dans |’activation ou la suppression de I'expression d’un géne. A ce niveau, la régulation est
largement assurée par le promoteur du gene et les éléments cis-régulateurs qui le composent.

Le type de protéines régulées en réponse a un stress nutritif correspond en grande partie a des
transporteurs de nutriments (Amtmann & Blatt, 2009 ; Gojon et al., 2009). Dans la séquence
promotrice de HAKS5, différents motifs cis-régulateurs seraient ainsi impliqués dans la régulation de
I’expression de ce géne en réponse a de faibles niveaux de K*. Par exemple, un motif GCC-box et un
motif ERE (Ethylene Responsive) seraient des sites de liaisons avec le facteur de transcription
RAP2.11 impliqué dans le contréle de I'expression du géne HAKS5 en réponse a une carence en K"
(Kim et al., 2012).

Nous avons comparé in silico les promoteurs des 13 KUP/HAK/KT chez A. thaliana afin de mettre en
évidence des motifs similaires a ceux retrouvés pour HAK5 et qui ont été démontrés comme
impliqués dans la réponse a un stress potassique par exemple. L'objectif est de déterminer si des
similarités existent dans la régulation de I'expression des différents KUP, certains motifs cis-
régulateurs étant reliés a des facteurs de transcription dont les roles sont partiellement connus.
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La base de donnée AGRIS AtCis Db (http://arabidopsis.med.ohio-state.edu/AtcisDB/) permet de
prédire les promoteurs des génes codants chez A. thaliana et d’identifier les motifs cis-régulateurs
supposés et avérés sur ces séquences promotrices (Davuluri et al., 2003 ; Palaniswamy et al., 2006 ;
Yilmaz et al., 2011). Nous avons également analysé les séquences promotrices avec PlantCARE (Cis-
Acting Regulatory Element, Lescot et al., 2002,
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) afin de confronter les deux outils qui
n’utilisent pas les mémes méthodes. Il est a noter que le motif GCC-box modifié décrit par Kim et al.
(2012) comme étant un des sites de liaison de RAP2.11 sur le promoteur de HAK5 n’est pas reconnu
par ces outils a cause de sa divergence avec la séquence consensus GCC-box (GCCGGC dans le
promoteur de HAK5 au lieu de GCCGCC).

Plus de 72 motifs cis-régulateurs putatifs ont été identifiés en analysant les promoteurs des
KUP/HAK/KT prédits par AGRIS AtCis. Parmi ces motifs, un grand nombre seraient liés a des réponses
a la lumiére (Ibox, T-box, G-box... au total 20 motifs différents identifiés sur PlantCARE). |l est difficile
d’interpréter ce résultat tant les réponses a la lumiére chez les plantes sont complexes. De profonds
changements du transcriptome ont ainsi été montré chez Arabidopsis en réponse a la lumiere
(Lopez-Ochoa et al., 2007).

Des motifs GCC-box n’ont été identifiés que pour 3 génes (HAK5, KUP2 et KUP10). En revanche,
I’analyse des promoteurs des différents KUP/HAK/KT révéle la présence de plusieurs cis-éléments liés
a des facteurs de transcription impliqués dans la régulation de phytohormones (éthyléne,
jasmonates, cytokinines...). Ces cis-éléments (ERE, ABRE, CGTCA-motif, TGACG-motif, GARE-motif)
pourraient &tre liés a la régulation de plusieurs KUP par le niveau de K*, comme ceci a été montré
pour HAK5 (Kim et al., 2012 ; Hong et al., 2013). En effet, les voies de signalisation activées en cas de
carence potassique seraient étroitement liées a des phytohormones et plusieurs génes impliqués
dans le métabolisme des phytohormones sont d’ailleurs régulés par le niveau de K* (Armengaud et
al., 2004 ; Jung et al., 2009 ; Nam et al., 2012 ; Hong et al., 2013).

Tous les motifs cis-régulateurs identifiés sur les promoteurs des KUP/HAK/KT sont putatifs. Leur
identification est le résultat d’'une recherche de séquences consensus connues pour étre des sites de
liaison a des facteurs de transcription (Davuluri et al., 2003). Le role de ces facteurs de transcription
est parfois décrit dans la littérature, pour d’autres espéces végétales mais surtout pour d’autres
geénes que les KUP/HAK/KT. Il faut donc garder en téte que ces résultats ne sont pas encore vérifiés
expérimentalement mais constituent des pistes intéressantes dans la compréhension de la régulation
des KUP/HAK/KT.
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ABRE  ARE  amavcz  CURRT g BT ERE-motif  GARE-motif P-Box TATC-box TCA- TGACG- TGA-
(ABA) (Auxine) (ABA)  °®  (aga) U (ABA) (Ethylene) (Gibbérelline) (Gibbérelline) (Gibbérelline) o oment - motif - element
(Auxine) (MelA) (SA) (MelA) (Auxine)
Cluster
| HAKS 1 2 1 1 1 4 1 1 1
KUP1 2 2 1 1 1
KUP3 1
Cluster KUP4
Il KUP2 3 1 1 2 1 1
KUP6 5 1 1
KUP8 1 1
KUP9 1 2 1 2 1
Cluster KUP10 2 2 3
I KUP11 1 2 1 4 1 1
KUP5 2 3
KUP7 1 1
KUP12 1 1 2 1 1

Tableau IV.1 : Liste des motifs liés a des phytohormones identifiés dans les séquences promotrices des différents KUP/HAK/KT chez A. thaliana. Les
chiffres indiquent le nombre d’occurrence de ces motifs dans les promoteurs. Les séquences promotrices sont prédites par AtCis et les motifs sont identifiés
par AGRIS AtCis (en bleu) et PlantCARE.

IRS[ Manuscrit de thése L. GENIES 2017 112/175



Chapitre IV- Etude de la famille des KUP/HAK/KT

IV.1.2 — Expression des KUP/HAK/KT étudiée par RT-qPCR

Les niveaux d’expression de différents génes KUP/HAK/KT ont été mesurés par I'équipe du CEA chez
I’écotype sauvage Col-O placés dans des milieux nutritifs contenant des niveaux de K variables
(Fig.IV.1).
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Figure IV.1 : Niveaux d’expression de différents génes KUP mesurés par RT-qPCR chez Col-0. Les
valeurs sont exprimées relativement au niveau d’expression du gene ROC3 mesuré dans les mémes
échantillons. Chaque point représente la moyenne de trois réplicats techniques (un seul pool de trois
plantes testé trois fois), les écarts-type n’ont pas été représentés pour faciliter la lecture des courbes.

Dans les racines, les niveaux d’expression obtenus pour différents KUP sont sensiblement les mémes.
Comme attendu, le gene HAK5 est fortement exprimé pour les faibles concentrations en potassium
([Klext < 50 uM) et il est le seul géne de la famille a afficher une régulation aussi nette par le niveau
de potassium.

Dans les feuilles, les niveaux d’expression des différents KUP sont plus variables. Certains genes
comme HAK5 et KUP10 affichent des niveaux d’expression trés faibles comparés par exemple a
KUP1, KUP3 et KUP11. 'apport de K* dans la solution nutritive a tendance a réguler positivement,
mais faiblement, le niveau d’expression des différents KUP. Au maximum, le niveau d’expression est
4 fois plus élevé a 1000 uM qu’a 0 uM, résultat obtenu pour le geéne KUP2.

La présence du motif GCC-box détectées dans les séquences promotrices des génes KUP2 et KUP10
(voir section précédente IV.1.1) n’est pas liée a une régulation de I'expression de ces genes par le
niveau de K. On ne peut donc pas généraliser les résultats obtenus pour le géne HAK5 : la présence
de certains motifs n’est pas strictement liée a une voie de régulation.
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IV.1.3 - Limites des analyses in silico

Dans le Chapitre | (Section 1.5.6), nous avons vu que différentes bases de données et outils
informatiques étaient disponibles pour I'étude des genes chez Arabidopsis thaliana. Chez A. thaliana,
la comparaison des séquences peptidiques aboutit a une division de cette famille des KUP/HAK/KT en
3-4 clusters phylogénétiques distincts qui semblent regrouper des transporteurs avec des fonctions
similaires (par exemple réle dans la croissance pour le Cluster IlI). Le transporteur le mieux caractérisé
de cette famille, HAKS5, est seul dans le Cluster | suggérant qu’il a une fonction bien distincte des
autres KUP/HAK/KT.

La localisation d’un transporteur a un lien évident avec son réle mais pour les KUP/HAK/KT il est
difficile d’établir ce lien car ils sont généralement ubiquistes (présence dans les racines et la rosette)
et sont parfois retrouvés sur différentes membranes cellulaires (dans la littérature, KUP7 et KUP4
sont décrits a la fois sur le tonoplaste et sur la membrane plasmique). A partir de cette donnée, nous
suggérons que les KUP/HAK/KT pourraient avoir un réle potentiel a la fois dans I'absorption racinaire
(déja démontré pour HAKS5), la translocation (potentiellement KUP7) et dans la compartimentation
cellulaire (pour les KUP exprimés au niveau du tonoplaste ou des chloroplastes).

Comme HAKS5 est le seul transporteur KUP dont les capacités a transporter le césium in planta ont
été démontrées, nous avons voulu comparer sa structure avec celle des 12 autres KUP (voir
paragraphe Architecture des protéines KUP/HAK/KT de la Section 1.5.6). Malheureusement, les
connaissances sur les relations structures-fonctions sont encore trés partielles pour la famille des
KUP/HAK/KT. Malgré tout, nous avons retrouvé une séquence supposée étre impliquée dans la
sélectivité du transporteur HAKS (séquence GEGGTFALY) chez la majorité des autres transporteurs de
type KUP/HAK/KT suggérant qu’ils sont tous potentiellement non discriminants envers le césium.

A partir d’analyses in silico tous les KUP semblent donc avoir un réle potentiel dans les flux de césium
gue ce soit dans I'absorption racinaire, la translocation ou la compartimentation cellulaire. Ce type
d’analyses ne nous permet pas d’isoler des génes ayant un plus fort potentiel pour le transport de
césium, notamment du fait que le transporteur HAK5 semble issu d’une évolution différente des
autres membres de la famille des KUP/HAK/KT chez A. thaliana.

V.2 — SELECTION DE LIGNEES MUTANTES KUP VALIDES

En parallele de I'analyse présentée dans la Section IV.1, nous avons criblé des lignées mutantes
invalidées au niveau de différents genes KUP. Cette approche de génétique inverse est connue et a
notamment été utilisée pour mettre en évidence que le canal potassique dominant AKT1 n’était pas
impliqué significativement dans les flux de césium (Broadley et al., 2001) au contraire du
transporteur HAKS (Qi et al., 2008).

Les lignées mutantes proviennent de banque de graines et doivent étre controlées avant utilisation.
Nous présenterons dans cette section les différentes lignées mutantes utilisées et leur vérification.
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IV.2.1 - Matériel végétal

Pour la recherche de lignées mutantes, nous avons utilisé la base de données de TAIR avant de
localiser in silico I'insertion de ’ADN-T dans le génome de ces lignées (outil T-DNA gene mapping
tool). Sur les 13 membres de la famille des KUP/HAK/KT chez A. thaliana, nous avons trouvé des
mutants pour 12 genes au début de ma these. Quand cela était possible différents alleles de
mutation ont été commandés pour s’assurer que les différences potentielles observées étaient bien
dues a l'inactivation du gene KUP et non pas a d’autres arrangements génomiques liés a I'insertion
de ’ADN-T.

Tableau IV.2 : Liste des lignées mutantes kup utilisées

N° NASC Code SAIL/SALK Nom de la lignée Geéne invalidé Fond génétique

N662453 SALK_051343C kupi-1 Col-0
At2g30070

N861398 SAIL_895_G09 kup1-2 Col-0

N670400 SALK 023287 kup2
At2g40540

N684052 SALK_055089 kup2

N671574 SALK_076472C kup2 At2g40550

N657864 SALK_002622C kup3-1 At3g02050 Col-0

N684136 SALK_071644C kup4-1 Col-0
At4g23640

N586060 SALK_086060 kup4-2 Col-0

N654262 SALK_072850C kup5-1 Col-0
At4g33530

N654380 SALK_120707C kup5-2 Col-0

N586950 SALK_086950 kup6-1 Col-0
At1g70300

N862303 SAIL 112 CO03 kup6-2 Col-3

N670051 SALK_113560C kup8-1 Col-0

N859598 SALK_001070 kup8-2 At5g14880 Col-0

N655047 SALK_041357C kup8-3 Col-0

N862313 SAIL 211 EO4 kup9-1 Col-3
At4g19960

N670022 SALK_108080C kup9-2 Col-0

N671527 SALK_072956C kup10 At1g31120

N863396 SAIL_203_GO07 kup11-1 At2g35060 Col-3

N656923 SALK_121784C kup12-1 Col-0
Atl1g60160

N665909 SALK_045392C kup12-2 Col-0

N679336 SALK 014177C hak5-1

- At4g13420
N672728 SALK_074868C hak5-3 [1] [2] Col-0

Références : [1] Qi et al., 2008 ; [2] Rubio et al., 2008.

Dans la liste présentée dans le Tableau V.2, il manque des lignées mutantes pour le géne KUP7.
Nous n’avions pas réussi a localiser I'insertion de ’ADN-T pour deux d’entre elles (pas de données sur
T-DNA gene mapping tool pour la lignée SALK 004133, pas de concordance entre la séquence
flanquante séquencée et la séquence génomique du gene KUP7 pour la lignée SALK_002021). En
revanche, la lignée SAIL 105 G04 (N805085) a récemment été utilisée dans I'étude de Han et al.
(2016) pour mettre en évidence le réle du transporteur KUP7 dans les flux potassiques. A I'avenir, il
serait intéressant d’étudier cette lignée pour laquelle nous ne disposions pas de lots de graines au
moment des tests.
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Nous avons également rencontré des difficultés avec les genes KUP2 et KUP10 car la localisation de
I'insertion de I'ADN-T dans les lignées mutantes référencées dans le Tableau IV.2 est située en
dehors de ces genes, plus exactement avant le codon start. Dans ce cas, il est trés probable que la
transcription du géne soit réduite produisant un faible phénotype mutant plutét que completement
invalidée (Wang, 2008). Devant I'ampleur du travail de vérification a réaliser sur les autres lignées
mutantes et les résultats encourageants sur d’autres lignées, nous avons préféré ne pas continuer les
analyses sur ces mutants kup2 et kup10.

La localisation théorique de l'insertion de I’ADN-T dans les lignées mutantes ainsi que les amorces
utilisées pour la vérification de ces lignées sont finalement présentées sur la Fig. IV.2.
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Figure IV.2 : Localisation de I'insertion de ’ADN-T dans les différentes lignées de mutants kup. Les
exons et les introns sont représentés respectivement par des rectangles blancs et des lignes noires.
Les différentes amorces génomiques utilisées pour la vérification des lignées sont représentées par
des fleches rouges et bleues alors que les amorces commerciales dessinées dans I’ADN-T sont
représentées en blanc.
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1V.2.2 - Sélection des lignées mutantes résistantes a la kanamycine ou a la phosphinotricine

Comme expliqué dans le Chapitre Il — Matériel et Méthodes, la présence de I’ADN-T chez les lignées
mutantes est marquée par la résistance a la phosphinotricine (PPT) pour les lignées SAIL et a la
kanamycine pour les lignées SALK. Le premier tri a donc consisté a semer 50 graines stérilisées de
chacun des lots regus sur milieu sélectif MS¥% contenant 10 mg.L™! de phosphinotricine ou 50 mg.L"
de kanamycine afin de sélectionner les plantes au moins hétérozygotes pour la mutation.
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Figure IV.3 : Résultats du test de résistance sur les lignées mutantes. A- Résistance a la kanamycine
chez les lignées SALK. B- Résistance a la phosphinotricine chez les lignées SAIL. La fréquence de
plantules résistantes est relative au nombre de plantules germées alors que la fréquence de
plantules non germées est relative au nombre total de graines semées. Les valeurs représentent les
fréquences obtenues sur un seul test réalisé sur le lot de graines recues directement du NASC.

Dans les lots de graines recues du NASC, certaines lignées ont des taux de résistance trés faibles voir
nuls (Fig. IV.3, lignée kup4 par exemple). Méme placées sur milieu MS1/2, non sélectif, le taux de
germination est également faible pour certaines lignées (données non présentées). Il est donc
essentiel de propager les graines regues pour assurer une qualité équivalente des graines entre les
différentes lignées kup.

Seules les plantes résistantes ont été repiquées sur terreau et portées jusqu’a graines pour propager
les lignées au moins hétérozygotes pour la mutation. Les graines récoltées ont ensuite été utilisées
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pour le crible sur la toxicité du césium pour s’assurer que toutes les plantes testées aient environ le
méme age (qui est un critére de la viabilité des graines). Les tests PCR ont été réalisés sur les plantes
résistantes repiquées sur terreau pour sélectionner les lignées valides.

IV.2.3 - Vérification des lignées mutantes par PCR

Les amorces utilisées pour la vérification des lignées mutantes sont présentées en Annexe-1. Comme
expliqué dans le Chapitre II-Matériel et Méthodes, la vérification de l'insertion homozygote de
I’ADN-T nécessite deux réactions PCR distinctes sur ADNg alors que I'absence de transcrits du géne
invalidé se fait par RT-PCR.

Finalement, en collaboration avec d’autres membres de I'équipe d’accueil du CEA, nous avons pu
isoler 10 lignées dans 8 genes différents respectant tous les critéres de validité : kup1-2, kup3-1,
kup4-2, kup5-1, kup5-2, kup8-3, kup9-1, kup9-2, kup12-1 et hak5-3. Au maximum, ’ADN-T est décalé
de 117 pb (pour kup5-2) de son site d’insertion théorique sur ces lignées valides. Le détail de cette
vérification par PCR est présenté en Fig.IV.4 pour les lignées mutantes hak5-3, kup9-1 et kup9-2 qui
ont révélé un phénotype particulier en présence de Cs* comme présenté dans la section suivante.

A B C
Eau Col-0 hak5-3 Eau Col-0 hak5-3 Eau Col-0 hak5-3

Col-0 kup9-1 Eau Col-0 kup9-1 Eau Col-0 kup9-1

Figure IV.4: Vérification des lignées mutantes par PCR sur ADNg. A- PCR avec des amorces

Eau

Eau Col-0 kup9-2 Eau Col-0 kup9-2 Eau Col-0  kup9-2

spécifiques d’'un géne de ménage (actine). B- PCR avec amorces génomiques situées de part et
d’autre de '’ADN-T : couple HAK5A-F/HAK5A-R (259 pb), couple KUP9A-F/KUP9A-R (325 pb), couple
KUP9B-F/KUP9B-R (276 pb). C- PCR avec amorce ADN-T et une amorce génomique: couple
Lbb1.3/HAK5B-R (1040 pb), couple LB1/KUP9A-R (414 pb), couple Lbb1.3/KUP9B-R (329 pb).
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1V.3 - RESULTATS DU CRIBLE SUR LA SENSIBILITE AU CESIUM DES DIFFERENTES LIGNEES MUTANTES

Dans la littérature au moment de ma thése, des données de sensibilité au césium n’étaient
disponibles que pour des mutants hak5. La plus faible sensibilité de ces mutants hak5 aux ions
stables Cs* en conditions de faibles concentrations en K" fait ainsi partie de la démonstration de son
role dans les flux de césium in planta. En revanche, il n’existait pas de données publiées concernant
la sensibilité de lignées mutantes pour les autres transporteurs de la famille des KUP/HAK/KT.

Des tests de sensibilité au césium ont donc été réalisés sur les lignées mutantes kup disponibles afin
de mettre en évidence le réle potentiel d’'un des transporteurs de la méme famille que HAKS dans le
transport de Cs’. Ces tests consistent a faire germer les graines dans une solution nutritive contenant
du césium a des concentrations plus ou moins toxiques pour I'écotype sauvage Col-0.

Comme nous lI'avons vu dans le Chapitre lll, les transporteurs KUP sont supposés étre peu sélectifs :
la compétition K/Cs a donc un effet significatif sur la quantité de Cs* transitant par ces transporteurs.
En outre, les transporteurs KUP pourraient jouer un role a différentes étapes du flux de Cs*
(absorption, translocation/recirculation, compartimentation) et la concentration potassique a
justement un effet sur la distribution du Cs* dans la plante. Méme s’il ne semble pas affecter de
maniére importante I'expression des génes KUP (a I’exception de I'expression du géne HAK5 dans les
racines, voir Section IV.1), nous avons donc décidé de tester différentes conditions en potassium
dans ces tests de sensibilité au césium.

Dans un autre objectif, différentes concentrations en Cs* ont été testées pour pouvoir mettre en
évidence a la fois des phénotypes hypersensibles (pour lesquels le seuil de toxicité du Cs* est plus bas
gue pour I'écotype sauvage) ou au contraire moins sensibles comme dans le cas des mutants hak5.

Finalement les niveaux de Cs" appliqués et pour lesquels on observe bien un gradient des effets
toxiques sont présentés sur les Fig. IV.5 et Fig. IV.6. Les tests ont été répétés au moins deux fois sur
des graines toutes récoltées a la méme date (+/- 30 jours).
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Figure IV.5 : Crible basé sur la toxicité du césium sur différentes lignées mutantes kup. Les plantules sont dgées de 10 jours. A- Milieu nutritif a 1000 uM de
K. B- Milieu nutritif a 10 uM de K.
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Figure 1V.6 : Crible basé sur la toxicité du césium sur les lignées mutantes kup9 et hak5. Les
plantules sont agées de 10 jours. A- Milieu nutritif a 1000 uM de K. B- Milieu nutritif a 100 uM de K.
C- Milieu nutritif a 10 uM de K.
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A 1000 uM de K" dans la solution nutritive, on n’observe aucune différence nette de sensibilité entre
|’écotype sauvage Col-0 et les différentes lignées mutantes kup (Fig. IV.5-A et Fig. IV.6-A). Pour les
autres concentrations potassiques utilisées, sur les 11 lignées mutantes testées, seuls les mutants
kup9 et hak5-3 montrent des différences de sensibilité au Cs* comparé a I'écotype sauvage Col-O (Fig.
IV.5-B et Fig.IV.6-B et C).

Dans une solution nutritive a 100 pM de K, on observe un effet toxique du césium a partir de 300 uM
qui se traduit visuellement par un blanchiment et une réduction de la taille des cotylédons chez les
plantules exposées. Au contraire de Qi et al. (2008), nous n’observons pas de différences de
sensibilité au Cs" entre I'écotype sauvage Col-0 et le mutant hak5-3 a ce niveau de potassium. Cette
divergence est certainement liée au fait que nous travaillons dans des milieux liquides alors que les
tests cités ont été réalisés en milieu gélosé. Les disponibilités du potassium et du césium pourraient
en effet étre différentes entre ces deux types de milieu (liquide et gélosé). Par contre, la sensibilité
des mutants kup9 est plus marquée que celle de I'écotype sauvage Col-0.

Dans une solution nutritive a 10 uM de K, les effets toxiques du césium stable se déclarent a des
concentrations plus basses. Dés 10 uM de Cs®, on observe un blanchiment des cotylédons chez les
mutants kup9 alors que les effets sont beaucoup moins marqués chez I'écotype sauvage Col-0. A
I'inverse et comme attendu d’aprés les résultats de Qi et al. (2008), le mutant hak5-3 est plus
résistant que Col-0 dans ces conditions. Ainsi @ 100 uM de Cs*, les cotylédons de hak5-3 restent
globalement verts alors qu’ils sont blancs chez I'écotype sauvage Col-0.
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Figure IV.7 : Teneurs en chlorophylle de plantules exposées a différentes concentrations en césium
(solution a 100 uM de K). Les plantules sont agées d’une quinzaine de jours. Les valeurs représentent
le rapport entre la concentration chlorophyllienne mesurée sur un pool de plantes mutantes (300 mg
de matiere végétale issue de kup9-1, kup9-2 ou hak5-3) et celle mesurée dans les méme conditions
sur un pool de Col-0.

La teneur en chlorophylle de différentes lignées dont kup9-1, kup9-2 et Col-0 dans des conditions
similaires a celles présentées plus haut a été mesurée en collaboration avec Lucie BARBIER lors de
son stage de Master 2 (janvier-juin 2015). Nous observons ainsi que la teneur en chlorophylles des
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mutants kup9 est inférieure a celle de I'écotype sauvage Col-0 a 300 uM de césium et 100 uM de
potassium (Fig. IV.7). Ce résultat appuie les observations faites plus haut sur le blanchiment plus
marqué des cotylédons chez kup9 comparé a Col-0. Le lien entre absorption du césium et diminution
de la teneur en chlorophylle des feuilles d’Arabidopsis a déja été montré et serait expliqué par la
présence de Cs' détecté potentiellement dans les chloroplastes (Le Lay et al., 2006). D’ailleurs cet
effet du césium sur la pigmentation des feuilles a été utilisé pour tester la sensibilité des mutants
hak5 et démontrer le rdle du transporteur HAKS dans I'absorption de Cs* (Qi et al., 2008).

V.4 - CONCLUSIONS

Nous n’avons pas pu obtenir de lignées mutantes valides pour chacun des 13 genes de la famille des
KUP/HAK/KT. Bien que des mutants d’insertion soient référencés pour tous ces génes, nous avons vu
que différentes difficultés compliquent parfois I'étude de ces lignées. Néanmoins, la découverte d’un
phénotype particulier chez deux des lignées de mutants sélectionnées nous a convaincu
d’approfondir les tests sur ces candidats plutoét que de consacrer plus de temps a la recherche
d’autres lignées valides.

Ainsi, des tests de comparaison de la sensibilité au césium entre I'écotype sauvage et 11 mutants
d’insertion dans 10 génes indiquent que linvalidation du géne KUP9 chez deux lignées
indépendantes conduit a un phénotype plus sensible. En se basant sur I'hypothése de départ qui relie
le niveau de sensibilité au niveau d’accumulation de césium, la réponse des mutants invalidés pour le
géne KUP9 suggere I'implication de ce dernier dans un mécanisme de tolérance au césium. On peut
envisager cette tolérance sous différents angles :

(i) 'accumulation de césium pourrait étre plus importante en absence du gene KUP9. Cette
hypothése suggere alors que le transporteur KUP9 pourrait étre impliqué dans les mécanismes
d’efflux racinaire de césium ou encore de régulation d’autres transporteurs impliqués dans
I'absorption racinaire,

(ii) la circulation du césium au niveau des chloroplastes pourrait étre impactée d’ou le blanchiment
des feuilles plus marqué chez les mutants kup9. On peut également envisager que l'inactivation du
geéne KUP9 puisse altérer le stockage du césium dans un autre compartiment intracellulaire.

(i) I'inactivation du géne KUP9 pourrait aussi avoir un effet négatif sur I'absorption de potassium,
rendant la plante plus sensible au césium. En effet, différentes études indiquent que la toxicité du
césium tient plus au rapport de concentrations K/Cs qu’a la concentration en césium seule (Hampton
etal., 2004 ; Le Lay et al., 2006).
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ROLE DU TRANSPORTEUR KUP9 DANS L’ACCUMULATION DE
CESIUM CHEZ ARABIDOPSIS THALIANA
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Le crible sur les différents mutants kup présenté dans le Chapitre IV indique que seuls les mutants
hak5-3 et kup9 (deux lignées kup9-1 et kup9-2) affichent des différences de sensibilité au césium
comparé a |'écotype sauvage Col-0. Comme décrit en introduction, le role du transporteur HAKS dans
I"absorption de césium est démontré dans la littérature alors que le réle de KUP9 in planta n’est pas
encore connu. Nous avons donc décidé de nous concentrer sur I'étude de ce transporteur KUP9 dans
la suite de ma thése.

V.1 — LOCALISATION TISSULAIRE DE L’ACTIVITE DU PROMOTEUR DE KUP9

A notre connaissance, il n’existe pas de données sur I'activité du promoteur de KUP9 (pKUP9) dans la
littérature. Dans le but d’étudier le schéma transcriptionnel du géne KUP9, nous avons utilisé deux
geénes rapporteurs pour marquer |'activation du promoteur de KUP9 dans les tissus végétaux : le
géne de la GFP (Green Fluorescent Protein) qui est une protéine fluorescente et le géne GUS qui code
pour la B-glucuronidase dont I'activité enzymatique sur son substrat libére un précipité bleu. Nous
avons ainsi créée des lignées transgéniques A. thaliana exprimant la construction pKUP9:GFP-GUS
(voir les Sections 1.6, 11.7 et 11.8 du Chapitre II-Matériel et Méthodes pour les détails du protocole
suivi).

De maniére surprenante, nous n’avons pas détecté la GFP chez ces lignées transgéniques. Ceci
pourrait étre da a la faible activité du promoteur de KUP9. En revanche, |'activité de I'enzyme GUS
est bien repérable grace a une accumulation du précipité bleu produit la ol la GFP n’agit que
« ponctuellement ».

Trois lignées indépendantes avec une seule insertion et homozygotes pour la construction
pKUP9:GUS-GFP ont été testées avec sensiblement les mémes résultats. Les images pour une seule
de ces trois lignées sont présentées en Fig V.1.

Dans les racines (Fig. V.1-A), la coloration est globalement forte (visible dés 30 min de coloration)
mais n’est pas homogeéne. Au niveau de I'apex racinaire, la coloration est intense a proximité du
centre quiescent alors qu’elle est absente dans la zone de division cellulaire. En s’éloignant de I'apex
racinaire, la coloration GUS est visible dans tous les types cellulaires.

Au niveau des jeunes feuilles de la rosette (Fig. V.1-B), la coloration GUS n’est visible qu’au niveau de
zones tres localisées souvent a proximité de la base d’un trichome. En outre, cette coloration ne se
retrouve pas sur toutes les feuilles testées si bien qu’il est difficile d’interpréter ce résultat.

Au niveau des fleurs (Fig. V.1-C), la coloration GUS est nettement visible dans certains grains de
pollen dépendant certainement de leur stade de développement. Ce résultat concorde avec les
données publiées sur BAR qui indiquent un fort niveau de transcrits de KUP9 au niveau du pollen
d’Arabidopsis thaliana. Cette activité de KUP9 dans le pollen ne semble pas essentielle a la
reproduction car nous n’avons pas observé de phénotype particulier pendant la récolte des graines
des lignées mutantes kup9.
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A
B
C
' 2 mm

Figure V.1 : Schéma d’expression de KUP9 chez les lignées transgéniques A. thaliana pKUP9:GFP-
GUS. Coloration GUS au niveau A- des racines de plantules agées de 7 jours, B- des feuilles de
plantules agées de 14 jours, C- des fleurs et anthéres de plantes matures.
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L'activité du promoteur de KUP9 est plus importante au niveau des racines et du pollen chez A.
thaliana. Ce résultat suggere que le transporteur KUP9 pourrait intervenir dans différents
mécanismes comme la croissance, la reproduction et la circulation d’éléments dans les racines. Le
schéma d’expression de KUP7, appartenant comme KUP9 au Cluster V des KUP/HAK/KT, a
récemment été publié et révele une expression ubiquiste de KUP7 dans les racines, feuilles, fleurs et
siliques (Han et al., 2016). A ce jour, les fonctions connues de KUP7 concernent I'absorption et la
translocation du potassium dans les racines d’A. thaliana, son réle au niveau des parties aériennes
reste encore a déterminer. Bien que la fonction du potassium dans divers aspects de la croissance et
du développement est connue, le rble des transporteurs de type KUP/HAK/KT dans des tissus tels
que le pollen n’est donc pas encore tres clair.

V.2 - LOCALISATION DE LA PROTEINE KUP9

Il n’existe pas de données expérimentales sur la localisation subcellulaire du transporteur KUP9 chez
A. thaliana. Nous avons donc tenté de localiser ce transporteur en fusionnant sa séquence codante
avec la séquence codant pour la GFP. Nous avons placé cette fusion sous le contréle du promoteur
natif de KUP9 mais également sous le controle d’un promoteur fort constitutif (promoteur 35S) afin
d’augmenter le niveau de transcription de la construction et donc le signal potentiel de la GFP.

La GFP est une protéine relativement petite de moins de 240 acides aminés pour une masse molaire
non négligeable d’environ 30 kDa. En comparaison, la protéine KUP9 issue du variant d’épissage
At4g19960.2 est composée de 269 acides aminés pour une masse molaire d’environ 90 kDa d’aprés
les données de TAIR. Comme la fusion avec la GFP peut géner le repliement et/ou I'adressage de la
protéine, nous avons testé une fusion de la GFP a I'extrémité amino-terminale (N-ter) et a I'extrémité
carboxy-terminale (C-ter) du transporteur KUP9 (voir les Sections I1.6, 11.7 et 11.8 pour les détails du
protocole suivi).

Expression transitoire en protoplastes

Trois tests d’expression des fusions KUP9-GFP en protoplastes ont été réalisés (voir Section 11.7.1). La
transformation des protoplastes avec la GFP seule donne quelques bons résultats mais les tests avec
les constructions ou la GFP est fusionnée avec KUP9 n’ont malheureusement pas été concluants. Peu
importe le promoteur utilisé (p35S ou pKUP9) et quel que soit le sens de la fusion (en C-ter ou en N-
ter), aucune fluorescence n’a été détectée (Fig. V.2). Il est possible que la taille du vecteur avec les
constructions (plus de 10 kb) et des transgenes eux-mémes (plus de 5 kb) ait été un inconvénient par
rapport a la taille du vecteur avec la GFP seule (moins de 8 kb pour le vecteur, moins de 3 kb pour le
transgene).

GFP-Control Constructions

20 pm 20 um

Figure V.2 : Test d’expression transitoire en protoplastes de mésophylle.
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Etudes des lignées transgéniques

De la méme fagon que pour I'expression transitoire, I'expression stable des constructions avec fusion
GFP-KUP9 dans des lignées transgéniques ne nous a pas permis de localiser la protéine KUP9.
Différents tests ont été réalisés afin de comprendre pourquoi nous ne détectons pas la fluorescence
de la GFP dans ces lignées transgéniques.

Dans un premier temps, nous avons Vvérifié le bon déroulement de la transcription du transgene.
Dans cet objectif, des PCR sur ’ADNc des lignées transgéniques p35S :GFP-KUP9 et pKUP9 :GFP-KUP9
ont été réalisées avec une amorce dessinée dans la GFP (eGFP-Seq3) et une amorce dessinée dans
KUP9 (KUP9-R2) (Fig.V.3-A). Les résultats indiquent que le fragment amplifié est a la taille attendue
ne révélant donc pas d’anomalies de la transcription du transgéne.

A B
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Figure V.3: Vérification de la fusion GFP-KUP9 (GFP en N-ter de KUP9) chez les lignées
transgéniques. A- Vérification du bon déroulement de la transcription du transgene par PCR sur
ADNCc des lignées transgéniques avec une amorce dessinée dans la GFP (eGFP-Seq3) et une amorce
dessinée dans KUP9 (KUP9-R2). T-: ADNc Col-0, T+: Miniprep d’E. coli contenant la construction
p355:GFP-KUPY, 1 : ADNc d’une lignée p35S:GFP-KUP9, 2 : ADNc d’une lignée pKUP9:GFP-KUP9. B-
Immuno-détection de la GFP aprés migration et transfert sur membrane des protéines totales
extraites sur les lignées transgéniques. T+ : protéines de levures transgéniques exprimant une fusion
protéine-GFP, 1 : Lignée p35S:GFP-KUP9, 2 : Lignée pKUP9:GFP-KUP9.

Dans un deuxiéme temps, nous avons vérifié le bon déroulement de la traduction du transgene. Une
analyse par Western Blot a donc été réalisée avec un anticorps dirigé contre la GFP, le but étant de
vérifier la présence de la protéine de fusion GFP-KUP9 d’une taille attendue a 120 kDa. Cette analyse
nous a permis de mettre en évidence que la protéine de fusion synthétisée est clivée avec une taille
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d’environ 37 kDa (Fig.V.3-B). Différentes raisons peuvent étre a I'origine de cette anomalie parmi
lesquelles des erreurs de séquences introduites lors du clonage.

Un seul nucléotide ajouté, oublié ou modifié lors du clonage peut suffire a entrainer un décalage du
cadre de lecture et une mauvaise « interprétation » du code du transgene. Dans notre cas, la
création d’un codon stop aurait pu expliquer la synthése d’une protéine de fusion incomplete. Afin
d’éliminer ces erreurs, tout au long du processus de clonage une partie des constructions a été
séquencée comme expliqué dans le Chapitre II-Matériel et Méthodes. Ainsi les séquences
promotrices et codantes de KUP9 ont été entiérement séquencées apres clonage dans les vecteurs
pCR-XL-TOPO® et pDONR™. La séquence du transgene dans les lignées transgéniques a également
été vérifiée partiellement (voir Annexe-4). Aucune divergence entre les séquences théoriques du
promoteur et de la séquence codante de KUP9 n’a été détectée.

En ce qui concerne la séquence de la GFP, les vecteurs qui m’ont servi a I'insérer dans les différentes
constructions avaient déja été utilisés avec succes par d’autres membres de I'équipe du CEA. Afin de
lever les doutes sur une mutation éventuelle de cette partie du transgéne, j'ai quand méme tenté de
la séquencer apres amplification a partir de 'ADNg des lignées transgéniques. Le domaine minimal
requis pour l'acquisition de la fluorescence de la GFP constitue la quasi-totalité de la protéine (acides
aminés 7 a 229, Li et al., 1997). Si j’ai pu valider I'absence d’erreurs sur une partie de la séquence de
la GFP, la région allant des acides aminés 52 a 156 n’a pas pu étre séquencée. En effet, les produits
d’amplification de cette région avec les amorces disponibles au moment des tests n’étaient alors pas
de qualité suffisante pour le séquencage - probablement a cause du processus de purification
nécessaire apres la PCR avec les amorces utilisées pKUP9-F6 et KUP9-R5 qui amplifient deux
fragments distincts (I'un correspondant a I'amplification de la région génomique pKUP9-KUP9 et
I'autre a la région du transgeéne pKUP9:GFP-KUP9). L’utilisation d’autres amorces, spécifiques de
cette région de la GFP, devra donc étre envisagée par la suite pour obtenir le séquencage complet
des transgenes et lever tous les doutes sur la présence d’erreurs.

Perspectives

Comme expliqué précédemment, la GFP a été fusionnée a KUP9 a son extrémité N-ter (protéine de
fusion « GFP-KUP9 ») d’une part et a son extrémité C-ter d’autre part (protéine de fusion «KUP9-
GFP »). Nous avons vu que pour les constructions dans le sens « GFP-KUP9 », la protéine de fusion
est clivée empéchant la localisation du transporteur KUP9. Des difficultés ayant retardé les
manipulations, j'ai travaillé sur des lignées transgéniques de 1%° génération (T1) pour les
constructions dans le sens « KUP9-GFP ». Nous avons ainsi tenté de détecter la fluorescence de la
GFP sur des protoplastes préparées a partir des feuilles de lignées transgéniques (T1) dans le but de
préciser la zone d’observation. Malheureusement, nous n’avons pas obtenu plus de résultats que sur
plantules entiéres. Dans la continuité de cette stratégie, il serait judicieux de tester également des
protoplastes de cellules racinaires et d’analyser, comme pour les constructions « GFP-KUP9 », la
protéine de fusion « KUP9-GFP » par Western Blot.

Afin d’évaluer les différentes possibilités pour la localisation du transporteur KUP9, je me suis
finalement intéressée aux données disponibles dans la littérature. J'ai ainsi cherché la présence
potentielle de KUP9 dans les études d’identification du protéome de différents organites chez A.
thaliana. Par exemple, Jaquinod et al. (2007) rapportent que, parmi 650 protéines vacuolaires
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identifiées, les transporteurs KUP4, KUP5, KUP7 ont été détectés dans le tonoplaste d’Arabidopsis
thaliana mais pas KUP9. En analysant le protéome des chloroplastes, Kleffmann et al. (2004) mettent
en évidence la présence de KUP12 (cité dans les données supplémentaires rattachées a l'article)
parmi 689 autres protéines identifiées parmi lesquelles KUP9 n’est pas mentionné. Le fait que KUP9
n’ait pas été détecté dans ces études ne suffit pas a prouver que le transporteur n’est pas présent sur
les membranes testées. En effet, sur quatre études d’identification du protéome vacuolaire
d’Arabidopsis (Carter et al., 2004 : 402 protéines ; Shimaoka et al., 2004 : 163 protéines ; Szponarski
et al., 2004 : 70 protéines identifiées ; Jaquinod et al., 2007), une seule rapporte la présence de
transporteurs KUP dans le tonoplaste. Les techniques d’isolement des protéines et de leur
identification a I’échelle subcellulaire ont donc déja été améliorées, avec de plus en plus de protéines
identifiées, mais les connaissances ne sont certainement pas encore completes.

Finalement, des outils bio-informatiques qui permettent de prédire la localisation des protéines ont
également été utilisés. Pour KUP9 (variant At4g19960.2), c’est la membrane plasmique qui obtient
les plus hauts  scores pour  différents programmes comme = WoLF PSORT
(http://www.genscript.com/psort/wolf psort.html) ou ProtComp (Version 9,

http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=protcomppl&group=help&subgroup=prolo).

V.3 - ACCUMULATION DU CESIUM CHEZ LES LIGNEES MUTANTES KUP9

Le crible sur les mutants kup présenté dans le Chapitre IV révele que seules les lignées mutantes
kup9 et hak5 présentent un phénotype différent de I'écotype sauvage Col-0 en présence de césium.
Nous avons donc décidé de mener des tests complémentaires pour comparer les lignées mutantes
kup9 et I'écotype sauvage Col-0 sur leur réponse a la présence de césium dans le milieu extérieur. La
lignée mutante hak5-3 ayant déja été utilisée pour des tests similaires (Qi et al., 2008), nous I'avons
également intégrée pour valider nos expériences selon leur cohérence avec les résultats déja publiés.

Egalement décrit dans le Chapitre IV, les différences de sensibilité au césium entre les lignées
mutantes kup9 et I'écotype sauvage Col-0 sont claires 8 10 uM de K' mais s’estompent avec
I"augmentation de la concentration en potassium dans le milieu extérieur. Nous avons donc testé le
comportement des mutants kup9 pour deux niveaux de potassium distincts (les codes couleurs
utilisés sont différents pour ces deux niveaux de potassium afin de mieux les distinguer et de faciliter
la lecture).

V.3.1 - Faible niveau de potassium (10-20 uM)

Il a été montré que la toxicité chimique du césium stable chez les végétaux se traduit par un retard
de croissance, des chloroses et I'inhibition de I'élongation de la racine primaire (Hampton et al.,
2004 ; Kanter et al., 2010 ; Remy et al., 2015). En accord avec ces précédents travaux, nous avons pu
mettre en évidence que la présence de Cs* dans le milieu nutritif a un impact négatif sur I’élongation
racinaire de Col-0 et des mutants kup9 (Fig. V.4). A partir de 100 pM de Cs*, on enregistre une
diminution de I’élongation racinaire de 12 % pour I'écotype sauvage et de 32 a 41 % pour les mutants
kup9. L'inactivation du géne KUP9 exacerbe donc la toxicité du césium chez les lignées mutantes. A
I'inverse, et comme attendu compte-tenu de son rdle dans I’absorption de Cs*, I'inactivation du géne
HAK5 induit une tolérance au césium, I’élongation racinaire restant inchangée pour des
concentrations en Cs* au moins inférieures a 100 uM.
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Figure V.4 : Comparaison de la croissance des lignées mutantes kup9 et hak5-3 et de I'écotype
sauvage Col-0 a faible niveau de potassium et en présence de césium dans le milieu extérieur. Les
mesures sont réalisées sur des plantes dgées de 11 jours qui ont passé 4 jours sur MS1/2 puis 7 jours
sur milieu gélosé a 14 pM de K (mesuré en ICP-AES) contenant du césium. A- Les données
représentent la moyenne de I'élongation racinaire avec I'écart-type (n=12). B- Les données
représentent la masse fraiche moyenne calculée sur 3 pools de 4 plantules avec I'écart-type. Pour
chacune des concentrations en césium utilisées, les moyennes obtenues pour chaque lignée ont été
comparées avec une ANOVA (NS : non significatif et * ;*x ;x*x : significatif pour un risque a de 0,05 ;

0,01 ; 0,001 respectivement) et les lignées significativement différentes (indiquées par des lettres)
ont été mises en évidence par le test post-hoc de Tukey (a = 0,05).

Il est a noter que, de maniere surprenante, Qi et al. (2008) enregistrent une sensibilité au césium plus
importante chez des mutants hak5 pour des concentrations en potassium dix fois plus élevées que
dans nos tests (100 uM au lieu de 14 uM ici). Les auteurs suggérent que ce résultat inattendu
pourrait s’expliquer par le blocage des autres voies de transport du K*, en particulier AKT1, par le
césium présent dans le milieu. Le potassium pourrait toujours étre pris en charge par le transporteur
haute-affinité HAKS5 chez I'écotype sauvage tandis que pratiquement toutes les voies seraient alors
bloquées chez les lignées mutantes hak5. Les différences entre notre protocole, dont une pré-culture
sur milieu suffisant en K* et un niveau de K* trés bas pendant I’exposition au Cs®, et le protocole suivi
par Qi et al. (2008) pourraient expliquer que nous n’observons pas les mémes phénomeénes.
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Figure V.5 : Comparaison de I'accumulation du césium en condition hydroponique entre les lignées
mutantes kup9 et hak5-3 et I’écotype sauvage Col-0 a faible niveau de potassium. Les données
représentent les concentrations en césium dans la plante entiere, les feuilles et les racines aprés 7
jours d’exposition. La solution d’exposition & 1 pM de Cs" contient les éléments nutritifs classiques
dont 10 uM de K’ et est renouvelée tous les 2-3 jours (le suivi du K" et du Cs* dans les solutions
n’indiquent pas de déplétion). L’expérience a été répétée trois fois sur 6 a 9 plantes/lignée a chaque
fois. Les moyennes obtenues ont été comparées entre lignées par ANOVA (voir légende de la Fig.
V.4).

En conditions hydroponiques a faible niveau de K*, nous enregistrons une augmentation de 30 a 40%
de I'accumulation de césium chez les mutants kup9 comparativement a I'écotype sauvage Col-O (Fig.
V.5 et réplicats d’expérience non montrés). Au contraire de HAKS5, le transporteur KUP9 n’est donc
vraisemblablement pas impliqué dans I'absorption de césium par les racines mais serait plutot
impliqué dans un autre mécanisme lié a son accumulation.

La distribution du césium entre les racines et les feuilles apres 7 jours d’exposition ne différe pas
entre les mutants kup9 et I'’écotype sauvage Col-0 (Fig V.6), indiquant que l'inactivation du gene
KUP9 n’a pas d’incidence directe sur la translocation voire la recirculation du Cs*. Au contraire, la
distribution du césium chez la lignée mutante hak5-3 est tres différente avec une plus grande part de
Cs" alloué aux feuilles que chez I’écotype sauvage Col-0. Les connaissances sur le role de HAKS dans
I’absorption de Cs* par les racines ainsi que les concentrations mesurées dans les feuilles et les
racines (Fig. V.5) suggerent que ce schéma de distribution tient plus a la réduction de I'accumulation
de Cs’ dans la plante qu’a une modification des capacités de translocation chez le mutant hak5-3.
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Figure V.6 : Distribution du césium chez I’écotype sauvage Col-0 et les lignées mutantes kup9 et
hak5-3 a faible niveau de potassium. Le rapport des concentrations en césium dans les racines et
dans les feuilles a été calculé a partir des résultats présentés sur la Fig.V.5.

En outre, des tests d’influx du Cs* sur des temps courts ne permettent pas de distinguer des
différences significatives entre le mutant kup9-1 et I'écotype sauvage Col-0 (Tableau V.1). Ces tests
viennent étayer les arguments selon lesquels KUP9 serait plutét impliqué dans un mécanisme a plus
long-terme de I'accumulation de césium.

Tableau V.1 Comparaison de l'influx de césium entre le mutant kup9-1 et I’écotype sauvage Col-0.

[K]ext (uM) [Cs]ext (uM) Durée exposition Ecotype MF (g) (n?nk:)sligr'?tll/cl)p r(:\tiﬁs(‘as)
20 1 15 min kup9-1 0,221 (0,039) 0,64 (0,18)
20 1 15 min Col-0 0,171 (0,043) 0,56 (0,14)
20 1 6h kup9-1 0,181 (0,061) 7,35 (1,40)
20 1 6h Col-0 0,163 (0,039) 7,84 (2,22)

Finalement, a faible niveau de potassium, on peut retenir que l'invalidation du gene KUP9 a pour
effet d’augmenter significativement I'accumulation de césium chez A. thaliana. Avec les résultats
présentés dans cette section, on peut rejeter les hypothéses selon lesquelles le transporteur KUP9
pourrait étre impliqué dans les mécanismes de translocation/recirculation du césium ou dans
I’absorption racinaire de Cs".
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V.3.2- Fort niveau de K (1000-30001M)

La présence de Cs* dans un milieu gélosé nutritif contenant de fortes concentrations en K* (1000
MM), a un impact significatif sur la croissance racinaire et la masse fraiche des différentes lignées
testées (Fig. V.7). La croissance de la racine principale est ainsi réduite de 70% dans la condition a
500 uM de Cs" pour les lignées de mutants hak5 et kup9 comme pour I'écotype sauvage Col-0.
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Figure V.7 : Comparaison de la croissance des lignées mutantes kup9 et hak5-3 et de I'écotype
sauvage Col-0 a fort niveau de potassium et en présence de césium dans le milieu extérieur. Les
mesures sont réalisées sur des plantes dgées de 10 jours qui ont passé 4 jours sur MS1/2 puis 6 jours
sur milieu gélosé a 1000 uM de K contenant du césium. A- Les données représentent la moyenne de
I’élongation racinaire avec I'écart-type (n=16). B- Les données représentent la masse fraiche
moyenne calculée sur 4 pools de 4 plantules avec I'écart-type. Les moyennes ont été comparées par
ANOVA (voir légende Fig.V.4).

Comme attendu, compte-tenue de la régulation de I'expression de HAK5 par le niveau de potassium
dans le milieu extérieur, l'inactivation de HAK5 n’a pas d’effet sur I'accumulation de césium a fort
niveau de K* (Fig. V.8). En revanche, I'accumulation de césium chez les mutants kup9 a tendance a
étre plus élevée que chez Col-0 a 3000 uM de K" mais les différences ne sont pas statistiquement
significatives. En outre, le césium est distribué de la méme fagon pour les lignées mutantes et pour
|’écotype sauvage (Fig. V.9)
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Figure V.8 : Comparaison de I'accumulation du césium en condition hydroponique entre les lignées

mutantes kup9 et hak5-3 et I’écotype sauvage Col-0 a fort niveau de potassium. Les données

représentent les concentrations en césium dans la plante entiere, les feuilles et les racines aprés 7

jours d’exposition. La solution d’exposition a 1uM de Cs* contient les éléments nutritifs classiques
dont 3000 uM de K' et est renouvelée tous les 2-3 jours (le suivi du potassium et du césium dans les
solutions n’indiquent pas de déplétion).
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Figure V.9 : Distribution du césium chez I’écotype sauvage Col-0 et les lignées mutantes kup9 et

hak5-3 a fort niveau de potassium. Le rapport des concentrations en césium dans les racines et dans

les feuilles a été calculé a partir des résultats présentés sur la Fig.V.8.
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Ces résultats montrent que les effets de I'inactivation de KUP9 sur la sensibilité et I'accumulation de
césium sont K-dépendants, de la méme fagon que l'invalidation de HAK5. Pour ce dernier, la
régulation positive de I'expression et I'augmentation de I'abondance de transporteurs HAK5 en
conditions de carence en K* participent a ces différences de comportement en présence de césium
en fonction de la concentration en potassium. Afin de comprendre si de tels mécanismes pouvaient
s’appliquer au cas de KUP9, nous nous sommes donc intéressés a la régulation de son expression par
le niveau de potassium.

V.4 - INFLUENCE DU NIVEAU DE POTASSIUM SUR L’EXPRESSION DE KUP9

Comme présenté dans le Chapitre IV, les tests réalisés par I'équipe du CEA indiquent que, a
I’exception du gene HAKS, le potassium n’a qu’un faible effet sur la régulation des génes de la famille
des KUP chez A. thaliana. A notre connaissance, 'effet du niveau de potassium sur I'expression de
KUP9 n’est rapporté que dans une seule étude dans la littérature (Hampton et al., 2004). Il y est fait
mention d’'une augmentation significative du nombre de transcrits de KUP9 dans les feuilles en
condition de carence en K" (valeurs non indiquées). L'expression des génes en général est
dépendante de nombreux facteurs comme la composition du milieu ou encore l'itinéraire cultural
suivi. Ceci entraine parfois des divergences de résultats entre des expériences indépendantes,
comme c’est le cas concernant la régulation de HAK5 par le niveau de potassium (Gierth & Maser,
2007). J'ai donc décidé de mesurer le niveau d’expression du gene KUP9 sur les mémes lots de
plantes que ceux utilisés pour les expériences décrites dans ce chapitre et cultivés dans les mémes
conditions.

Le niveau relatif de transcrits du gene KUP9 a été mesurée sur des plantes agées de 29-34 jours apres
7 jours a 3 niveaux de potassium distincts (10, 100 ou 3000 uM) en hydroponie (voir Section II.5).

L’expression relative de KUP9 a été calculée d’aprés la formule :

£, (CPT(©)=CpT(5))

R = Gr—core)
R

Avec :

E; et Ep Efficacité de la RT-qPCR sur le gene Target (KUP9) et sur le gene de Référence (ROC3).
CpT(C) et CpT(S) Cycle seuil pour le géne Target (KUP9) chez le Calibrateur (condition a 3000 pM
de K') et chez I'échantillon (conditions & 10 uM et 100 uM de K°).

CpR(C) et CpR(S) Cycle seuil pour le géne Référence (ROC3) chez le Calibrateur (condition a 3000
uM de K*) et chez I'échantillon (conditions a 10 uM et 100uM de K°).

Comme décrit généralement pour les analyses d’expression en gRT-PCR (Yuan et al., 2006), la
significativité des différences d’expression observées a été testé avec le test de Student (unilatéral,
données non-appariées). Le test statistique a été appliqué sur les différences de Ct entre le géne de
référence (ROC3) et le géne cible (KUP9) dans I'échantillon traité (10 pM et 100 uM de K') et
I’échantillon contrdle (3000 uM de K*).
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Tableau V.2 : Expression relative de KUP9 chez A. thaliana en fonction de la concentration en
potassium dans le milieu. La quantité de transcrits de KUP9 a 10 uM de K* et 100 uM de K* est
rapportée a la condition contréle 3000 uM K. Trois réplicats biologiques (chaque réplicat est un pool
de 3 plantes cultivées dans la méme boite) ont été utilisés par condition.

. Expression
. Traitement .
Tissus otassique (M) p-value relative moyenne Ecart-type
potassique tu de KUP9

Racines 10 0,04 1,5 0,1
100 0,02 1,4 0,2

Feuilles 10 0,06 1,1 0,4
100 0,10 1,3 0,6

Le niveau relatif d’ADNc de KUP9 ne change pas significativement (p-value > 0,05) ou de maniére
conséquente (Expression relative < 2) en fonction de la concentration en K* que ce soit dans les
racines ou dans les feuilles (Tableau V.2). Nous considérerons donc que I'effet du niveau de K* sur les
différences observées entre |'écotype sauvage et les lignées mutantes kup9 ne sont pas imputables a
une régulation du niveau d’expression de KUP9 chez Col-0 dans nos expériences.

V.5 - COMPREHENSION DU ROLE DE KUP9 DANS L’ACCUMULATION DE CESIUM
V.5.1 - Expression de HAK5 chez les mutants kup9

Nous avons vu précédemment que les différences concernant I'accumulation de césium entre les
mutants kup9 et I'écotype sauvage Col-0 ne sont significatives statistiquement que dans la condition
a 10 uM de K'. L'expression de HAK5 est régulée positivement dans ces conditions de carence
potassique et il est impliqué dans I'absorption du césium. Mises ensembles, ces données nous ont
conduit a émettre I'hypothése selon laquelle une surexpression de HAK5 chez les mutants kup9
pourrait expliquer qu’ils accumulent plus de césium relativement a I'’écotype sauvage non muté. En
effet, la concentration en K" des cellules végétales est finement contrélée pour maintenir
I’'hnoméostasie de ce cation essentiel. L’expression et/ou I'activité d’autres transporteurs potassiques
pourraient donc étre régulées différemment chez les mutant kup9 par rapport a I'écotype sauvage de
maniere a maintenir le niveau d’absorption de potassium nécessaire. Précédemment, Qi et al. (2008)
ont d’ailleurs montré que le niveau d’expression de HAK5 est régulé positivement chez un mutant
invalidé sur le canal potassique dominant AKT1.

Les valeurs obtenues par RT-gPCR pour I'expression relative de HAK5 en fonction du niveau de K*
(Tableau V.3) sont cohérentes avec les données publiées dans la littérature. Ainsi, le géne HAK5 est 9
fois plus exprimé chez Col-0 en condition de carence potassique dans I'étude de Hampton et al.
(2004). La comparaison des niveaux d’expression relatifs moyens indique que la surexpression de
HAKS5 a 100 uM de K" est plus marquée chez les mutants kup9 que chez I'écotype sauvage Col-0. En
revanche, dans la condition a 10 uM de K*, il n’y pas de différences significatives entre les mutants et
Col-0.
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Tableau V.3 : Expression relative de HAK5 chez I’écotype sauvage Col-0 et les lignées mutantes
kup9 en fonction de la concentration en potassium dans le milieu. La quantité de transcrits de HAK5
310 pM et 100 uM de K" est rapportée a la condition contréle 3000 pM K*. Trois réplicats biologiques
ont été utilisés par condition. Les lettres indiquées entre parenthése mettent en évidence les
différences significatives (voir section V.4 pour I'analyse statistique).

Traitement Lignées o-value Expression Ecart-type
potassique (LM) relative

Col-0 1,16.10° 11,9 1,3
10 kup9-1 9,46.10° 13,3 3,1
kup9-2 1,16.10” 14,3 3,8

Col-0 0,42 1,5 (a) 1
100 kup9-1 0,01 4,1 (b) 1,1
kup9-2 0,01 3,3 (b) 0,4

Ces résultats suggérent que le niveau de K™ a partir duquel HAK5 est induit est plus haut chez les
mutants kup9 que chez I'écotype sauvage Col-0. Néanmoins, dans les conditions en potassium
utilisées pour les tests d’accumulation du césium décrit dans la Section V.3, le niveau d’expression de
HAKS5 est équivalent entre I'écotype sauvage Col-0 et les lignées mutantes kup9. L’hypothése selon
laquelle I'accumulation de césium chez les lignées mutantes kup9 serait favorisée par une
surexpression de HAK5 n’est donc pas valide.

V.5.2 - Role de KUP9 dans l'efflux de césium

Comme I'accumulation de césium est plus importante quand le géne KUP9 est invalidé, nous avons
également testé I'hypothése selon laquelle le transporteur KUP9 pourrait étre impliqué dans I'efflux
de Cs* des racines vers le milieu extérieur (voir Section 11.2.3). L’efflux de Cs" a donc été comparé
entre les mutants kup9 et I'écotype sauvage Col-O0.

Les plantes sont préalablement exposées a 50 uM de césium stable en solution nutritive ne
contenant pas de potassium pendant 24 h. A partir de 6h d’exposition, la déplétion du césium en
solution est plus marquée pour les mutants kup9 comparés a |'écotype sauvage Col-O (Fig. V.10).
Aprés ces 24 h d’exposition, les plantes sont transférées dans une solution nutritive ne contenant pas
de césium. L’apparition de césium dans cette solution non contaminée indique un efflux de Cs* des
plantes préalablement exposées vers le milieu extérieur. Les concentrations en césium mesurées
dans la solution non contaminée sont équivalentes pour les trois lignées testées (Fig. V.11-A). En
revanche, en rapportant la quantité de césium libérée dans la solution par la plante a la quantité de
césium préalablement accumulée (Fig. V.11-B), il apparait que I'efflux de césium est deux fois moins
important chez les mutants kup9.
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Figure V.10 : Déplétion du césium dans une solution d’exposition alimentant I’écotype sauvage Col-
0 ou les mutants kup9. Les plantes sont pré-cultivées pendant 7 jours en solution nutritive a 10 uM K
avant exposition. La solution d’exposition ne contient pas de potassium.
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Figure V.11 : Efflux de césium de la plante vers le milieu extérieur pour I’écotype sauvage Col-0 et
les lignées mutantes kup9. A- Concentration en césium dans une solution nutritive alimentant les
plantes préalablement exposées. B- La quantité de césium libérée de la plante vers la solution est
rapportée a la quantité de césium accumulée dans la plante avant efflux.

Le transporteur KUP9 pourrait donc étre impliqué dans les mécanismes d’efflux de césium de la
plante vers le milieu extérieur. Bien que la localisation membranaire de KUP9 reste encore inconnue,
I'activité de son promoteur dans les racines (Section V.1) appuie cette observation.

L’efflux racinaire de Cs’ vers le milieu extérieur n’est quantifié que dans de rares études. Nous ne
pouvons donc pas confronter directement nos résultats a d’autres données. Dans I'étude de Zhu et
al., (2000), des plantules de blé sont placées pendant 72h dans une solution d’exposition & 8 Bq.mL™

de Cs (soit 0,019 nM). Aprés 3h d’élution dans une solution ne contenant pas de césium, ils
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enregistrent un efflux augmentant de 4 a 12% de I'absorption totale de césium avec I'augmentation
du niveau de K* dans le milieu extérieur de 50 a 100 uM. Ces faibles taux d’efflux enregistrés sur une
autre espece végétale et dans des conditions expérimentales bien différentes sont néanmoins
comparables a ceux mesurés dans nos tests.

V.6 — EVALUATION DES CAPACITES D’ ABSORPTION DU POTASSIUM PAR LES MUTANTS kup9

Le transport du césium est étroitement lié a celui du potassium. L’inactivation de KUP9 entrainant
des modifications significatives de I'accumulation de césium dans certaines conditions, nous nous
sommes donc naturellement intéressés a son effet sur la nutrition potassique. Pour cela nous avons
comparé |'absorption et I'accumulation de potassium entre |'écotype sauvage Col-0 et les lignées
mutantes kup9.

Dans un premier temps, nous avons comparé le statut potassique de plantes placées 7 jours en
conditions hydroponiques a K-contrdlé (Fig. V.12). |l apparait que les mutants kup9 ne montrent pas
de différences significatives sur leur contenu en potassium comparés a I'écotype sauvage Col-0.
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Figure V.12 : Statut potassique des lignées mutantes kup9 comparées a I’écotype sauvage Col-0.
Trois traitements (10, 100 et 3000 pM K*) ont été appliqués en hydroponie pendant 7 jours avant de
mesurer le contenu en potassium des racines et des feuilles séparément. Les valeurs représentent les
moyennes (avec |'écart-type) obtenues sur un minimum de 4 plantes pour chaque condition.
L'expérience a été répétée au moins trois fois pour chaque traitement potassique.

Comme expliqué dans le Chapitre Ill, les étapes de culture précédant le traitement potassique
peuvent influencer la réponse des plantes. Ainsi, il est possible que I'apport suffisant en potassium
fourni aux plantes avant qu’elles ne soient placées dans chacune des conditions en K* puisse avoir
une influence sur leur statut potassique apres traitement (Kanter et al. 2010). Dans un second temps,
les capacités d’absorption du K* chez les mutants kup9 ont donc été évaluées indirectement par
I'utilisation de rubidium (Rb), un analogue du potassium. Pour cela, des plantes de chaque lignée ont
été transférées individuellement dans une solution contenant du RbCl, en absence de K', et le
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contenu en Rb" des feuilles et des racines a ensuite été mesuré (Fig.V.13). Aprés 7 h d’exposition,
nous n’observons pas de différences significatives entre les mutants kup9 et I’écotype sauvage Col-O0.
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Figure V.13 : Absorption du rubidium, analogue du potassium, chez les lignées mutantes kup9
comparées a I'écotype sauvage Col-0. Les plantes sont pré-cultivées en solution nutritive a 10 uM de
K" pendant 7 jours avant d’étre exposées a une solution nutritive 8 50 uM de RbCl et absence de K.
Le contenu en Rb est mesuré aprés 7h d’exposition. L'expérience a été répétée trois fois et les
données présentées correspondent aux moyennes (avec |'écart-type) obtenues pour 5 plantes par
lignée. Les moyennes obtenues pour chacune des lignées ont été comparées par ANOVA (voir
légende Fig.V.4).

Le rubidium est souvent utilisé comme traceur du potassium chez les plantes (Hirsch et al., 1998 ;
Spalding et al., 1999 ; Gierth et al., 2005 ; Rubio et al., 2008) mais son utilisation est parfois remise en
guestion. Au niveau moléculaire, le canal potassique AKT1 exprimé en ovocyte de Xénope pour des
tests d’électrophysiologie, a une perméabilité relative de 0,65 pour le Rb* comparée a la perméabilité
pour le K" (Maathuis & Sanders, 1995). En revanche, les transporteurs de type KUP/HAK/KT ne
semblent pas discriminer le Rb* du K* (Rodriguez-Navarro & Rubio, 2006). Globalement, il existe donc
une discrimination envers le rubidium et en faveur du potassium au niveau de racines (Marschner &
Schimansky, 1971) : I'absorption de potassium est sous-estimée par |'utilisation de son analogue.
L’utilisation du *’K comme traceur de I'absorption du potassium dans les laboratoires qui possédent
le matériel nécessaire a sa fabrication serait ainsi préférable au Rb.

Finalement, nous n’avons mesuré de différences significatives ni du statut potassique ni de
I"absorption de rubidium entre I'écotype sauvage Col-0 et les deux lignées mutantes kup9. Compte-
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tenu de ces résultats, on peut vraisemblablement considérer que l'invalidation du gene KUP9
n’impacte pas la nutrition potassique des plantes.

V.7 —CONCLUSIONS

A notre connaissance, les tests présentés dans ce chapitre sont les premiers a démontrer un réle in-
planta du transporteur KUP9 dans I'accumulation de césium. Ainsi, I'inactivation du géne KUP9 chez
les lignées mutantes réduit la part de césium libérée par la plante dans le milieu extérieur suggérant
que le transporteur KUP9 pourrait étre impliqué dans I'efflux de césium. Ce blocage partiel de I'efflux
expliquerait alors 'augmentation de I'accumulation et de la sensibilité au césium chez les lignées
mutantes kup9-1 et kup9-2 comparativement a I’écotype sauvage Col-0. Nous obtenons les mémes
résultats chez les deux lignées mutantes kup9 ce qui confirme que c’est bien l'invalidation du géne
KUP9 qui engendre les effets observés.

L'effet de I'inactivation du geéne KUP9 sur la sensibilité et I'accumulation de césium dépend du niveau
de potassium appliqué. Cette régulation de I'activité du transporteur KUP9 par I'apport en potassium
ne se fait vraisemblablement pas au niveau transcriptionnel puisque le niveau d’expression du géne
KUP9 reste inchangé en condition de carence en K* (10 uM) comparé a une culture en K suffisant
(3000 uM). Nous avons également montré dans ce chapitre que le niveau d’expression du gene HAK5
est sensiblement identique entre les lignées mutantes kup9 et I'écotype sauvage Col-0. Nous
suggérons donc que le niveau de potassium agit directement sur I'activité du transporteur KUP9 ou
du moins sur sa contribution dans le transport de césium. Compte-tenues des différentes
composantes mises en évidence dans le systéme de transport du potassium et du césium et dont la
part d’action dépend notamment des concentrations potassiques, il n’est en effet pas surprenant
d’observer des phénotypes K-dépendants chez les lignées mutantes.

Le role de KUP9 dans I'accumulation de césium peut étre envisagé selon deux mécanismes différents
(Fig.v.14) :

Hypothése 1. Dans des conditions de carence en potassium, la concentration potassique
vacuolaire peut devenir plus faible que dans le cytosol (Walker et al., 1996). Lefflux de potassium de
la vacuole vers le cytosol doit alors passer par un transporteur actif encore non identifié (Ahmad &
Maathuis, 2014). Comme indiqué dans le Chapitre 1V, des études protéomiques indiquent la présence
de transporteurs de type KUP/HAK/KT dans le tonoplaste (Jaquinod et al., 2007 ; Whiteman et al.,
2008 ; Hamamoto & Uozumi, 2014). Des transporteurs de type KUP pourraient donc étre impliqués
dans l'efflux de potassium de la vacuole vers le cytosol dans des conditions de carence potassique.
Appliqué au césium, comme il est admis qu’ils sont peu sélectifs, des transporteurs de type
KUP/HAK/KT pourraient également prendre en charge son efflux de la vacuole vers le cytosol. Dans ce
cas, en posant I'hypothése que KUP9 serait un de ces transporteurs (bien qu’il n‘ait pas encore été
identifié¢ dans le protéome vacuolaire d’Arabidopsis), son inactivation chez les mutants kup9
conduirait a un stockage de césium plus important dans la vacuole et donc potentiellement une
absorption plus importante liée a la réduction de la concentration en césium dans le cytosol.

Hypothése 2. La localisation de I'activité du promoteur du gene KUP9 dans les racines vient étayer
les arguments en faveur d’une implication du transporteur KUP9 dans les mécanismes d’efflux du
césium vers le milieu extérieur. Malheureusement, la fusion KUP9-GFP ne nous a pas permis de
déterminer la localisation membranaire de la protéine. Nous ne pouvons donc pas encore conclure

IRS[] Manuscrit de thése L. GENIES 2017 143/175



Chapitre V- Réle du transporteur KUP9 dans I'accumulation de césium

sur les mécanismes impliquant KUP9 dans I'accumulation de césium (transporteur d’efflux sur la
membrane plasmique des cellules racinaires ou sur le tonoplaste).

Ecotype sauvage Mutants kup9

Cs* Cs*
HYPOTHESE 1 Cs*
Cs*
VACUOLE VACUOLE
< KU P9 \ \
Cs*
HYPOTHESE 2 Cst Cs*
VACUOLE VACUOLE
Cs* Cs*

Figure V.13 : Hypothéses sur les mécanismes impliquant le transporteur KUP9 dans I’'accumulation

de césium chez A. thaliana.

Finalement, nous n‘avons détecté d’effets de I'inactivation du géne KUP9 ni sur le statut potassique ni
sur I'absorption d’un analogue du potassium chez les lignées mutantes kup9 comparées a I'écotype
sauvage Col-0. Les atteintes portées a la nutrition potassique par I'inactivation du géne KUP9 sont
donc vraisemblablement négligeables alors que I'accumulation de césium augmente
significativement. Ce résultat est particulierement encourageant dans un objectif d’amélioration des
plantes dédiées a la phytoremédiation des sols contaminés en césium, sans altérations du transport
du macronutriment potassium.
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CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES
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L’objectif global de ma these était d’approfondir les connaissances sur I'identité et le fonctionnement
des transporteurs impliqués dans une part significative du flux de césium chez les plantes. Du fait des
analogies entre le potassium et le césium, nous sommes partis de I'hypothése préliminaire que le
césium emprunte préférentiellement le systéeme de transport potassique. Nous avons donc
concentré les recherches de transporteurs participant a I'absorption et/ou a la translocation du
césium sur les différentes familles impliquées dans les flux de potassium.

V1.1 - L’ETUDE DU SYSTEME DE TRANSPORT POTASSIQUE POUR METTRE EN EVIDENCE DES CANDIDATS POTENTIELS
IMPLIQUES DANS LES FLUX DE CESIUM

Le potassium étant un macronutriment essentiel et représentant une part dominante des ions
absorbés par le systéme racinaire, les mécanismes de transport potassique sont plutot bien connus
notamment chez la plante modele A. thaliana. Les familles de protéines de transport potassique sont
composées de symports, d’antiports et de canaux fonctionnant dans des gammes de concentrations
en potassium différentes et possédant des propriétés diverses. Comme nous |'avons vu dans
I"analyse bibliographique, certaines de ces protéines présentent un potentiel plus grand que d’autres
pour le transport de césium.

Un systéme encore non identifié, vraisemblablement composé de canaux cationiques (NSCC) et
d’antiports cations/H* (CHX) non spécifiques, intervient significativement dans I'absorption racinaire
de potassium dés 100 uM de K dans le milieu extérieur. Le fait que ce type de protéines ne soit pas
spécifique d’un cation en particulier suggéere que les NSCC et les CHX sont des candidats sérieux pour
le transport de Cs*. Des mutants d’insertion dans différents génes de la famille des CNGC (codant
pour des canaux cationiques non sélectifs) exposés a 1 mM de Cs* stable en milieu agar accumulent
ainsi plus ou moins de césium que I'écotype sauvage (Hampton et al., 2005). Des tests similaires ne
sont pas publiés pour les CHX mais la redondance des fonctions assurées par les genes codant pour
ce type de transporteurs apparait comme une difficulté majeure pour ce genre d’étude. En effet, il
est possible que I'inactivation d’un transporteur CHX soit compensée par un autre transporteur de la
méme famille. Ainsi, dans un autre contexte visant a déterminer le réle des transporteurs CHX
exprimés dans le pollen, il apparait que cette redondance de fonctions empéche I'observation de
phénotype particulier chez des lignées de mutants d’insertion chx (Zhao et al., 2008).

Le canal potassique Shaker AKT1 le plus souvent associé a la sous-unité KC1, est un acteur majeur de
I’absorption racinaire de K" pour une large gamme de concentrations potassiques allant de la
cinquantaine de UM a la dizaine de mM. La sélectivité de ce type de canaux pour le potassium ainsi
gue leur inhibition par la présence de césium dans le milieu extérieur en font des candidats avec un
faible potentiel pour le transport de césium. D’ailleurs, I'invalidation du géne AKT1 chez des lignées
mutantes d’A. thaliana n’a pas d’effets significatifs sur I'absorption de césium (Broadley et al., 2001).

Dans la gamme de concentrations potassiques de I'ordre du pM, l'activité du transporteur HAKS est
dominante pour I'absorption racinaire de K*. Ce transporteur haute-affinité appartient a la famille
des symports supposés H'/K' nommée KUP/HAK/KT avec 12 autres transporteurs. Des preuves de
I'implication du transporteur HAK5 dans I'absorption racinaire de césium, en conditions de faibles
apports en potassium, existaient déja dans la littérature avant le début de mon projet de thése. En
revanche, les connaissances sur le role des autres transporteurs KUP dans le transport de césium
étaient encore trés incomplétes.
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V1.2 - 'ABSORPTION, L’ACCUMULATION ET LA DISTRIBUTION DU CESIUM CHEZ A. THALIANA

Dans un premier temps, je me suis intéressée a la mesure du flux de césium chez des plantes
cultivées avec différents niveaux d’apport en potassium (Chapitre Ill). En effet, comme nous I'avons
vu précédemment, le niveau de potassium influence la contribution de chacun des types de transport
potassique : HAK5 est dominant a faible concentrations (10 uM), AKT1 et HAKS5 sont actifs pour des
concentrations intermédiaires (100 puM), AKT1 et un autre systeme interviennent a fortes
concentrations en potassium (3000 uM). Chacune de ces protéines de transport possédent des
propriétés différentes (sélectivité, fonctionnement de type transporteur ou de type canal...), ce qui
aboutit finalement a des variations des parametres cinétiques d’absorption et de la distribution du
potassium dans la plante en fonction de la concentration potassique dans le milieu. Nous nous
sommes donc interrogés sur I'effet du niveau de potassium sur les parametres cinétiques et sur la
distribution du césium afin de relier, par analogie, les changements macroscopiques observés aux
connaissances de lI'identité et des propriétés des systémes de transport potassique.

Afin de décrypter les mécanismes de translocation et de recirculation du césium, nous nous sommes
intéressés a la distribution du césium entre les feuilles et les racines. Quelle que soit la durée de
I’exposition au césium (15 min ou 7 jours), la part de césium allouée aux feuilles diminue en
conditions d’apport limité en potassium (10 uM). Entre autres hypotheéses, il est vraisemblable que le
comportement du césium puisse mimer celui du potassium. Par analogie avec I'ajustement des
concentrations en potassium dans les feuilles et les racines interprété comme un mécanisme
d’adaptation des plantes a une carence potassique, la circulation du césium pourrait impliquer les
canaux SKOR (au niveau du xyleme) et AKT2/3 (au niveau du phloéme). Cette hypothése pourrait étre
évaluée par des tests d’accumulation du césium sur des mutants d’insertion skor et/ou akt2. Notons
néanmoins qu’il est possible que d’autres protéines de transport puissent compenser I'invalidation
de SKOR et d’AKT2/3 chez de tels mutants afin de « sauvegarder » les mécanismes de chargement du
xyleme et du phloéme. Ainsi, d’autres canaux ainsi que des transporteurs de type KUP (KUP7, Han et
al., 2016) pourraient intervenir sans que I'on ne connaisse encore les détails de leur contribution
dans ces mécanismes (Deeken et al., 2002 ; Ahmad & Maathuis, 2014).

En ce qui concerne l'absorption racinaire de césium, nous avons observé une augmentation
significative de I'affinité apparente (inverse du parametre K., de I'équation de Michaélis-Menten)
dans des conditions de carence potassique. Dans ces mémes conditions, I'efficacité de I'absorption
de césium diminue avec I'augmentation de la concentration en césium dans le milieu extérieur. Ces
résultats sont en accord avec les connaissances sur le fonctionnement de type transporteur de HAKS
et de son réle dans I'absorption de césium quand I'apport en potassium est faible. Pour aller un peu
plus loin dans la caractérisation du role de HAKS dans I'absorption de césium, nous avons comparé
I'influx de césium entre une lignée de mutants d’insertion dans le gene HAK5 a I’écotype sauvage de
référence pour différentes concentrations en césium dans le milieu extérieur. Nous avons pu ainsi
mettre en évidence que la contribution du transporteur HAK5 dans I'absorption racinaire de césium
en conditions de carence potassique était largement diminuée quand les concentrations en césium
dépassent la centaine de uM. Dans ces conditions, nous avons vu que les propriétés des canaux non
sélectifs codés par des genes de la famille des CNGC suggérent qu’ils puissent étre impliqués dans
I'influx de césium.
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Les données sur l'intensité de I'influx et sur le schéma de distribution du césium in-planta nous ont
donc permis d’évaluer le réle potentiel de certains transporteurs. Elles pourraient également étre
réutilisées dans un objectif d’évaluation des modeles de prédiction du transfert de radiocésium aux
plantes. Récemment, il a été montré pour le riz que la prise en compte de I'effet du niveau de
potassium sur I'expression de certains transporteurs (composante bas niveau/haut niveau de
potassium) améliore la justesse des modeles de prédiction des transferts de césium a la plante
(Fujimura et al., 2014). Ayant réalisé des mesures pour trois niveaux de potassium correspondant a
des contributions différentes des trois systemes d’absorption majeurs, il serait intéressant de
conduire le méme type de comparaison a I'aide des données obtenues.

V1.3 - L'ETUDE DE MUTANTS D’INSERTION POUR L’IDENTIFICATION DE TRANSPORTEURS IMPLIQUES DANS LE
TRANSPORT DU CESIUM

Du fait de la disponibilité de banques de mutants d’insertion conséquentes pour cette plante
modele, c’est A. thaliana qui a été choisie comme sujet d’étude pendant ma thése. En effet, nous
avons vu que la méthodologie adoptée pour I'identification de transporteurs perméables au césium
consistait ici a comparer la sensibilité au césium et son accumulation entre des mutants invalidés
pour un transporteur de potassium et un écotype sauvage non muté. Néanmoins, la vérification de
ces lignées de mutants nous est apparue essentielle avant d’attribuer les différences phénotypiques
observées a l'inactivation du transporteur. La localisation de l'insertion de I’ADN-T et son
homozygotie ont donc été vérifiées sur les lignées mutantes avant de comparer leur phénotype en
présence de césium a celui de I'écotype sauvage non muté.

Face a la diversité des transporteurs potentiellement impliqués dans le transport de césium, jai
choisi de concentrer mon attention sur une famille de 13 transporteurs KUP/HAK/KT en particulier.
Sur ces 13 transporteurs, nous avons pu obtenir des lignées mutantes valides pour 10 d’entre eux.
Afin d’éliminer les divergences potentielles existant entre différents écotypes, c’est I'écotype
Columbia qui a été étudié pour I'écotype sauvage non muté et pour les lignées de mutants (fonds
génétiques Columbia-0 ou Columbia-3). Les tests sur ces lignées mutantes ont révélé que 2
transporteurs étaient impliqués dans des mécanismes de sensibilité/tolérance au césium : HAK5, déja
connu pour son role dans I'absorption de césium, et KUP9 testé positivement pour la premiére fois
in-planta.

Des difficultés ont été rencontrées pour certaines lignées de mutants kup (mauvaise localisation de
I’ADN-T, graines non disponibles...) tandis que, simultanément, des résultats encourageants mais
nécessitant d’étre validés ont été observés sur les mutants kup9. Ces lignées ont donc été écartées
de ma thése bien qu’elles auraient pu avoir des comportements différents de I'écotype sauvage vis-
a-vis du césium. Par exemple, si on se base sur I'étude récemment publiée mettant en évidence le
role du transporteur KUP7 dans la translocation du potassium (Han et al., 2016), il pourrait étre
pertinent de tester la sensibilité et la distribution du césium chez des mutants kup7. Il serait
également intéressant de tester des lignées mutantes invalidées sur d’autres types de transporteurs
potassiques. En se basant par exemple sur des études reliant une partie de cette famille a I'efflux de
K" des chloroplastes vers le cytosol (Aranda-Sicilia et al.2012 ; Kunz et al., 2014 ; Dana et al., 2016), il
est tentant de penser que certains KEA pourraient également intervenir dans la compartimentation
du césium. Comme la toxicité du césium est vraisemblablement liée en partie a sa présence dans les
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chloroplastes, on pourrait ainsi observer un effet de I'invalidation de chacun des 6 génes codant pour
ces antiports chez A. thaliana sur la tolérance au césium.

En outre, d’autres protéines qui ne sont pas liées directement au transport du potassium sont
étudiées par I'équipe du CEA. En effet, si I'analogie entre le potassium et le césium suggére que ce
dernier emprunte majoritairement le systeme de transport potassique, de nombreux autres facteurs
influencent le passage de ce cation a travers la membrane plasmique. Par exemple, le transport de
césium (comme pour tous les autres solutés) est couplé au gradient de protons entretenu par
I'activité de pompes a protons nommées AHA (Arabidopsis H*-ATPase) chez Arabidopsis. L'effet de
I'inactivation de certaines isoformes d’AHA sur I'accumulation de césium in planta a déja pu étre
démontré et ouvre ainsi une autre piste de recherche encourageante.

V1.4 - LE ROLE DU TRANSPORTEUR KUP9 DANS L’ACCUMULATION DE CESIUM

Le rble du transporteur KUP9 dans I'accumulation de césium a été étudié in-planta par génétique
inverse. L'étude de deux lignées de mutants d’insertion (kup9-1 et kup9-2) indique que l'inactivation
du gene KUP9 conduit a une augmentation de la sensibilité au césium qui se traduit par un
ralentissement plus marqué de la croissance racinaire comparé a |'écotype sauvage placé dans les
mémes conditions. Cette « hypersensibilité » peut étre reliée a une augmentation de I'accumulation
de césium, mesurée en conditions hydroponiques sur 7 jours, chez les lignées mutantes kup9.

Nous avons pu mettre en évidence une transcription du gene KUP9 dans les tissus racinaires de
plantules et au niveau des grains de pollen de plantes matures par marquage GUS de I'activité de son
promoteur. Nous avons également tenté de localiser la protéine KUP9 par fusion avec la GFP.
Malheureusement, la fusion de la séquence codant pour la GFP a I'extrémité amino-terminale de
KUP9 produit une protéine clivée. En ce qui concerne les lignées transgéniques avec la GFP fusionnée
a I'extrémité carboxy-terminale de KUP9, des observations plus fines (sur des protoplastes de cellules
racinaires) et des tests de vérification (détection de la protéine de fusion produite) sont nécessaires
avant de conclure.

Nous avons montré que la part de césium relachée dans le milieu extérieur était réduite chez les
mutants kup9 comparés a l'écotype sauvage. Comme expliqué plus haut, la localisation du
transporteur KUP9 nous manque pour pouvoir trancher entre les deux hypothéses que nous
proposons : KUP9 pourrait étre impliqué dans des mécanismes d’efflux d’un compartiment
intracellulaire vers le cytosol et/ou des racines vers le milieu extérieur.

Les différences observées entre I'écotype sauvage non muté et les lignées mutantes kup9 sont K-
dépendantes. Ainsi, I'inactivation du géne KUP9 n’a pas d’effets significatifs visibles sur les flux de
césium a fort niveau d’apport en potassium (1000-3000 uM). En revanche, comme pour le gene
HAK5, des différences phénotypiques notables sont mesurables a faible niveau d’apport en
potassium (10-20 uM). Différentes hypothéses ont été testées pour expliquer cette influence du
niveau de potassium sur le réle de KUP9 dans le transport de césium (mesure du niveau d’expression
du gene KUP9 pour différents traitements potassiques, comparaison du niveau d’expression du gene
HAKS). Finalement, nous suggérons que la pluralité des mécanismes de transport du potassium et les
facteurs (comme le gradient électrochimique par exemple) qui influencent l'intensité de leur
contribution pourraient compenser I'absence du transporteur KUP9 a fort niveau de potassium.
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V1.5 - APPLICATION DES CONNAISSANCES AU DEVELOPPEMENT DE PHYTOSTRATEGIES

Cette theése s’intégre dans le projet DEMETERRES et plus précisément dans ses objectifs de
développement de phytotechnologies (en particulier de la phytoextraction) pour la gestion des sols
contaminés en radiocésium. Les performances de la phytoextraction (en termes de vitesse de
traitement et de teneur résiduelle post-traitement) dépendent de différents processus. La rétention
forte du césium dans les sols (a cause de son adsorption sur les sites spécifiques des argiles par
exemple) mais aussi des caractéristiques propres a la plante utilisée (faible biomasse, capacité
d’absorption du césium insuffisante) peuvent ralentir et/ou limiter I'extraction du césium par
absorption racinaire (White et al., 2003). Néanmoins, il est admis que la connaissance des genes
impliqués dans le trait phénotypique « accumulation et distribution du césium » chez les plantes peut
étre mise a profit dans I'optimisation de la phytoextraction et/ou le développement de « safe-food »
(Zhu & Shaw, 2000; White et al., 2003 ; Payne et al., 2004). Les aspects traités dans ma thése
concernent l'identification des transporteurs participant a ce trait phénotypique, d’autres pistes
(développées a la fin de cette section) étant explorées par ailleurs au sein du projet DEMETERRES.

Les programmes de sélection assistés par marqueurs (SAM) consistent a construire de nouvelles
variétés de plantes qui combine les traits phénotypiques avantageux de différents individus, en
suivant le génotype des générations obtenues au cours des croisements. L'identification des génes
d’intéréts participant a l'expression du phénotype recherché, ici I'accumulation de césium par
exemple, est donc indispensable a cette technologie. La SAM est largement utilisée chez les plantes
d’intérét agronomiques (comme le mais) pour améliorer les résistances aux maladies et ravageurs
par exemple. Ainsi, de tels programmes de sélection pourraient étre appliqués a I'amélioration des
capacités des plantes a discriminer ou au contraire a accumuler le césium. L’avantage de ce type de
programme est la production de plantes non transgéniques, donc socialement acceptable en I'état.
Par contre le développement d’'une nouvelle variété est un processus lent. En marge du projet
DEMETERRES, est cependant apparu l'intérét de divers semenciers. Ces derniers disposent de
banques variétales de différentes espéces, générées par mutation chimique du génome (non OGM),
et pourraient, par utilisation de ces marqueurs, identifier dans leurs banques une ou des variétés
présentant les caractéristiques d’intérét.

Les connaissances sur les transporteurs impliqués dans l'accumulation de césium pourraient
également étre utilisées pour moduler I'expression des génes d’intérét chez des cultures
transgéniques. Par exemple, Aleman et al. (2014) ont montré qu’une mutation du transporteur
AtHAKS améliorant sa sélectivité pour le potassium a pour effet de réduire I'accumulation de césium
en systeme hétérologue levure. D’autre travaux encourageants montrent que la surexpression d’'un
géne (At4g18280) induit I'expression de AtHAK5 méme en conditions suffisantes en
potassium (Adams et al., 2014). Sachant que AtHAKS, dont I'expression est induite par une carence
en potasssium, est impliqué dans I'absorption de césium (Qi et al., 2008), il serait intéressant de
déterminer si la surexpression de At4g18280 pourrait améliorer I'accumulation de césium chez A.
thaliana. L'applicabilité de telles options est bien slr questionnable, I'acceptabilité sociale de
I'utilisation de plantes transgéniques en extérieur n’étant pas acquise.

De la méme fagon, les connaissances que nous avons pu apporter pendant cette these sur le role de
KUP9 dans I'accumulation de césium pourraient étre réutilisées dans un objectif d’amélioration des
plantes dédiées a la gestion des territoires contaminés en radiocésium. En effet, nous avons montré
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que l'invalidation de KUP9 augmente de 30% l'absorption de césium par A. thaliana en conditions
hydroponiques et avec un faible apport en potassium. De plus, nous n’avons pas observé d’impacts
négatifs significatifs de I'invalidation de KUP9 sur I'accumulation de I'élément essentiel potassium.
On pourrait donc imaginer de manipuler génétiquement I'expression du géne KUP9 afin d’accroitre la
capacité d’accumulation des plantes ou au contraire de la réduire (par surexpression du gene). Des
stratégies similaires ont d’ailleurs déja été utilisées chez le tabac pour I'amélioration de la résistance
au cadmium par surexpression du gene LCT1 (Antosiewicz & Henning, 2003) ou encore la réduction
de I"'accumulation de plomb par surexpression d’'un canal de type CNGC invalidé au niveau de son
domaine régulateur (Sunkar et al., 2000).

En paralléle des questionnements sur I'acceptabilité sociale des plantes transgéniques, I"application
des connaissances obtenues concernant le réle du transporteur KUP9 dans I'accumulation de césium
souleve également des questions techniques. Par exemple, nous avons travaillé sur A. thaliana qui ne
produit gu’une faible biomasse comparée a d’autres plantes d’intérét agronomique. On peut donc se
poser la question de la transférabilité des résultats c’est-a-dire de la conservation des genes KUP et
de leurs propriétés pour d’autres especes végétales. Dans la littérature, de récentes études
phylogénétiques s’intéressent a la conservation de la famille des KUP/HAK/KT dans le régne végétal.
Si les membres du Cluster lll (comme c’est le cas de KUP9) semblent partager un ancétre commun
pour différentes especes de Monocotylédones et de Dicotylédones, les connaissances sont encore
trop partielles pour valider I’hypothese selon laquelle ces transporteurs seraient impliqués dans des
roles physiologiques communs a toutes les espéces végétales (Véry et al., 2014). D’ailleurs il n’est pas
rare que des protéines d'un méme groupe phylogénétique aient des localisations subcellulaires et
potentiellement des rdles différents (Gupta et al., 2008). Finalement, il apparait qu’Arabidopsis est
un modele d’étude adapté pour des transporteurs bien conservés (Nieves-Cordones et al., 2016),
comme c’est le cas du Cluster Il dont fait partie KUP9. Ce modéle peut ainsi permettre de cibler les
transporteurs a tester pour d’autres especes, notamment des plantes cultivées: par exemple
OsHAK27, OsHAK11 ou encore OsHAK17, proches de KUP9 d’un point de vue phylogénétique (Véry et
al., 2014), apparaissent comme des candidats intéressants chez le riz.

En outre, il serait intéressant de comparer I'accumulation de césium entre I'écotype sauvage Col-0 et
les lignées mutantes kup9 sur un systeme sol contaminé en radiocésium. En effet, la rétention du
césium dans les sols (dépendante de nombreux facteurs, comme expliqué dans le Chapitre 1) limite
sa disponibilité pour I'absorption racinaire si bien que les différences phénotypiques pourraient
s’effacer. Dans le cadre du projet DEMETERRES, cing sols « cibles » ont été sélectionnés parmi 20
sites correspondant a des centrales nucléaires de production d’électricité et a I'usine de retraitement
de la Hague afin de tester les différentes technologies développées. Sous réserve de la viabilité
d’Arabidopsis sur ces sols et du développement d’un dispositif adapté, il serait pertinent de
comparer I'accumulation de césium entre I'écotype sauvage Col-0 et les lignées de mutants hak5 et
kup9 dans ces conditions.

Au sein du projet DEMETERRES, 3 thématiques d’intérét pour le transfert de césium sont étudiées en
paralléle : i) I'aspect transporteur développé dans ce travail et qui renvoie a la capacité d’absorption,
ii) I'enracinement ou plutot le rapport entre la localisation de la majorité des racines et celle de la
contamination, et iii) I'exsudation d’acides organiques et indirectement leurs effets sur Ia
biodisponibilité du Cs* au voisinage des racines. Les connaissances acquises dans ce travail pourraient
donc étre couplées a celles des autres thématiques dans le but de fusionner dans la méme plante les
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meilleures performances sur ces aspects, auxquelles pourrait aussi étre adjointe celle de la
production de biomasse.
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Annexe 1 : Liste des amorces utilisées pour la vérification des lignées mutantes kup

Annexes

Nom Séquence amorce sens (F) Séquence amorce anti-sens (R)
KUP1A CTCTTTCTTCTTCTCCTCCTACTTCCCAAC CTCGACCACATAAATTCGCATTGTTCCC
KUP1B GAGGTTTGTGATAAGCAGAGTAGGGCC CACTGCTAGTTTCTTCAACACCGACGATG
KUP3A GCACTATGGCACCCGTAGGAAATACAG CTTGCGGATACTCATCCTCGTACACTG
KUP4A CTGATCGTTGAAGATCCAAGCTACGCC CACCACGCTGGTCAAAACTACACAC
KUP4B GTTCCTTTATGCAGCAGAAACTTGTGGAG | CATGTATTGAAGCACCAGACACGGGTAAAC
KUP5A ACTGGGCAGTAACCTTGGGACAATTAG CCTTCCGCACATCTTTGTATCCATACCTG
KUP5B GGTAAACTCTTCTGCCCCCTGAATAGG CCCCAAGTGCATACCAAGCATTTACAG
KUP6GA CGCATGTGTACCAAGCACTTTCTCC GCAGCGAGTATAGCGATCACAAGAACTG
KUP6B F GCCGAAACAAAACCTCTCTTTCTCACAAG CCTTGGCGTTTTGATAACTTCCTGATTCG
KUPSAC TGTGTTTCCTCTCTCTCTCTCTCTTTGTGG ACCTTCACCATTATCATCAGCACGAAGAAC
KUP8B TTGTGCTTGCATGGCTTCTCTGTATAAGC GTGTCCTAGATCAGCAAACATAGCTTCCG
KUP9A GGAGATTTAGGGACGTCTCCATTGTATGTG | TCCTCATCACTACGGTGCTGATTCG
KUP9B CCTACAGCAGCACGTATTCCGTCAAC CGGTGTTCCCCATTATATGAACAACACCTG
KUP11A CTCACACTCATCCCTCTCCTCAAATACG GCTCTTCATCAGTACGGTGTTGGTTCTG
KUP12A CAAAGCGAGGTCAGGGAAAGAATCTCC CGCAATGCACCTGAACATATGGTAGTCC
KUP12B GTTATGTGTGCAGGAGGGACATTTGC CTCACCTGACATAGCTGGTGTTAGAATTCC
HAKS5A CGCAGGAGGAACATTTGCATTGTACTC AGTTACCTGAGATGGAAGGAGTAAGGATTCC
HAKSB AGCAGTAAGTGGAATCAAATCTCTCGGC AGTGCCTTTAAGACGGTAATGTCATGCTTG
Lbb1.3
(SALK) ATTTTGCCGATTTCGGAAC
QRB1 (SAIL) | CAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTC
RB1 (SAIL) ATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATG
LB1 (SAIL) GCCTTTTCAGAAATGGATAAATAGCCTTGCTTCC
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Annexe 2 : Liste des amorces utilisées pour le clonage de la séquence promotrice (pKUP9) et de la
séquence codante de KUP9 (KUP9)

Nom Séquence Utilisation
pKUP9-F1c CCAATGTAACGAGGGAAGAGACT Clonage dans pCR-XL-TOPO et
séquencage du promoteur de KUP9
attB1- GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTA | Clonage du promoteur de KUP9
pKUP9_F1 TTGTAACGAGGGAAGAGACTTG dans pDONR221 (pKUP9:GFP-GUS)
- TGT | Clonage du promoteur de KUP9
pKUP9_F1 AACGAGGGAAGAGACTTG dans pDONR P4-P1r
pKUP9-F2 CTGGGGATTCGAGTTGGTCC
pKUP9-F3 GGATCTTAAGTGGAATATGCGTCACC , q q
pKUP9-F4 CCGCCACTAATTTTCCATAGCACATA zzfgfgliangaege“ promoteur de KUP9
pKUP9-F5 CTGGTACATGTATCGAAAAGTTGTGCG
pKUP9-F6 CTTTGGCCACTCTCTGTGTCTTTC
pKUP9-R1b ACAAAAGAACTCGAAATTCCCCTG Clonage dans pCR-XL-TOPO et
séquencage du promoteur de KUP9
attB2- GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCT | Clonage du promoteur de KUP9
pKUP9_R1 TTTGTAACAAAAGAACTCGAAATTC dans pDONR221 (pKUP9:GFP-GUS)
- TTTT | Clonage du promoteur de KUP9
pKUP9_R1 GTAACAAAAGAACTCGAAATTC dans pDONR P4-P1r
pKUP9-R2 GAAGACGCTGACAAAACTGAAGACG
pKUP9-R3 GTACGAAAGTGATGGCTCGTCATTG séquencage du promoteur de KUP9
pKUP9-R4 CTCCTGAAAAGAGAACGTGCATGAG aprés clonage
pKUP9-R5 GAGTAGGACAAAACTCAATAGACTCAATACC
A
pKUP9-R6 GTTCAAGATGGTTCACTTCCCGT
Nom Séquence Utilisation
KUP9S-F1 ATGGCGGAAAGAGTCGAAGCATC Clonage dans pCR-XL-TOPO et

séquencage de la séquence codante
de KUP9

attB2r-KUP9_F1

GGGGACAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTCATG
GCGGAAAGAGTCGAAG

Clonage de la séquence codante de
KUP9 dans pDONR P2r-P3 (fusion
GFP-KUP9)

attB1-KUP9_F1

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC

Clonage de la séquence codante de

ATGGCGGAAAGAGTCGAAG KUP9 dans pDONR221 (fusion KUP9-
GFP)
KUP9-F2 TATCCGCTGAAGGGTCTTTTGC
KUP9-F3 CTAGCGATACAGCTCGCCTTTAC Séquencage de la séquence codante
KUP9S-F4 GAGTTATCGTACTTCTCAGCCGTGATC de KUP9 apres clonage
KUP9S-F5 GATTCCACCGTAGACTTGATCCAC
KUP9-R1 CTAAACATAAAAGACTTGTCCAACG Clonage dans pCR-XL-TOPO et

séquencage de la séquence codante
de KUP9

attB3-KUP9_R1

GGGGACAACTTTGTATAATAAAGTTGCCTAA
ACATAAAAGACTTGTCCAACG

Clonage de la séquence codante de
KUP9 dans pDONR P2r-P3 (fusion
GFP-KUP9)

attB2-KUP9_R1

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCA
ACATAAAAGACTTGTCCAACGTT

Clonage de la séquence codante de
KUP9 dans pDONR221 (fusion KUP9-
GFP)
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KUP9-R2 GCTGCTGTAGGTGCTTGAGTTTG

KUP9-R3 GGACAAGGATCCAGTGGCAATG Séquencage de la séquence codante
KUP9-R4 GTATAGTGCCTCCGTGCCTGTTAT de KUP9 apres clonage

KUP9-R5 GTCGTGAGATCCTCATCACTACGG

Nom Séquence Utilisation

eGFP-Seq3 AAGCAGAAGAACGGCATCAAGG Amorces dessinées par I'équipe
eGFP-Seq5 GACTTCAAGTAGACGTGGTGGC pour séquengage de la partie GFP
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Annexe 3: Réactions BP et LR réalisées pour I’étude transcriptionnelle et pour les tests de
localisation de KUP9

pB7m34GW

Sm/SpR

pDONR 221

Kanamycine

Kanamycine . R
Recorﬂb“'“a's’on

pB7m34GW

L3

Sm/SpR BAR

pDONR P2r-P3

pDONR P2r-P3

Kanamycine Kanamycine
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Annexe 4 : Vérification par séquencgage de la construction pKUP9:GFP-KUP9 chez les lignées
transgéniques d’A. thaliana (T3)

GTATAGAAAGTTGATTGTAACGAGGGAAGAGACTTGTTTTTACAGAGTTTCTGTTACTTGTTAGATACTTCTTGTTCTTGCATTCAGGTTATACAATGATATG
AGAGAATATTTTGACAAAAGAAAATGGGCTATATAATGGTTCAAGAGTCTGGTTGTGTTCTGTTTCATTGAGCTAATTAGTTTCAAGATGAATACTCTGCTT
CATTCTACATTATACTTGGGAGATATATGACTTTGATCTTGTAGGTATGAGTTGTGAATTACTTCCATGAATGCTCATTATTAATGTATTACCATGTACAAGC
AATGACTCAAAGAGTGGCAACAACAAATTCCTCAAAAGAACTTGACTTGGGGACTGTGAGCAAAATATCACACCACTCAACTTTCCCATACGTAGGAAGCC
AACGAGACTGAGGCGGAAAACTACGACTTGTACCGACACCATTAGATTCCTTGTTGTGCGACTCTTACTAGACTAAAACGGGAAGTGAACCATCTTGAACT
AGGGCTGGGGATTCGAGTTGGTCCACGGCTCAGAGTAAACCAACGTGGCTTAGAGCTACCATGGAACATTAAACAGAGATAAGGACAACTCTCGGTGCTT
CCTAATAGTCTCCGGGTACGGGGTATCGTGAAGATCCGTGGAGGCGAGGAGAGAGCAGAATATCTTGGAAGCTAAGGAGAGAGTTGGGTAGTACAACCT
CGAAAGGCGGGCTAAACAGTTCATCCGTATATGTTAATTTACCATAGTTTTGTTTTTCGTAGTTTTTCTATTGAATGGACTCAAATTAATATCGTGTGAAACT
TTTGAAAATACTGAAAAGGCCCTTTTAGTGCAATAATTCAAATTGAATATGACCTTGAATTGTTTTAAAATCATTTTTCTTCTCTTGATTGAACCTAATTGAAC
TACAAAACTATGGTCAAAATATATGAATGGTATTGAGTCTATTGAGTTTTGTCCTACTCATATAATTTGGCAGTTCATGAAAAGAAATGGATCTTAAGTGGA
ATATGCGTCACCTGTCATAATTATAGGTTGAATGATGAATGTTTAGTTTTATTTGTCAACTATTTTTTTTTCGAGGATAATGTTTGTTTTTTGTCTTTTCCAGTA
CGATAATGCTTAAACTAACATTCTCAACTATCAAAACATTCCAACGTATACCGAAATGAAAGTTGACGTGATAAATCCGATCAAGAACACAGCTTCTTAACG
TGGCTACTGTCGTCGACCGACGTTTATTAAATTAAGTTTTCTTATATACATAAAATTCGTTCAATTTAAATTAATGTGGTGAATTCGCAAGTTTAAAATTTCAC
AGAAAAAATGTTTTTTATAACTATAAACGCTTAATCTCATGCACGTTCTCTTTTCAGGAGATATGTAACTAACTAATGTATTCCATGATGAATGTTTGGGAAA
ATTAATTATAGTGGATACTTGTTATAAAACTTGTATGAGTCAATGGCCTTAATATTTGATAAGTATACTTAAAACTTTATTTGGACATTAAACCGCCACTAATT
TTCCATAGCACATATAGTCAACTTAACAAATTATAGGTTAGTGTTGTTTGGTAATAAATTAGTAATTTAGTAAACCAAACAATTTATAACCATTTTATTCAATC
AGTGTAGGCAAAGAATCTTGAAATAGTGTTTTCTATTCTTATGTATATATTTGACAACGTGGTGTTTTGTCAACCAATAAAATTTTCTAACACCATAACATAA
ATCTAAACTTGACATGTTAAATTTCCTTAGCTTAGTGAAACTTGATTAAATTATGCCCTTCCAATTTTTCTCACCATTTTTACCCTCCAAAATTTCTTAAACATTC
CACACATCAACTATTTCACAGCTTTACAATGACGAGCCATCACTTTCGTACAACAACAAAAGTAATAATAGATTTTCTGGTACATGTATCGAAAAGTTGTGC
GGCCTGCGTCAGAAAAATCTAAGAAAAAAACAAAGAGTAAACAAAAATATCCAAACAGTGAATCTAATAATAAATTCTGTTTACTTTCTGCAAAAAATAGG
ATAAAATCGAATTTAATTCTTTTTATCGAAAGTCGGAAATATATCCTATGTCGCAATCAATTAATGTACATATGCAAGAAATTTAAATTAAAAAAAAAAGAA
CGCAAAAAAAGAAAAAGAAAAAGAGAGAGAGAAAGAAAGAAATCGAGTTTAACTGCTCGTGTCTCTCTGTGCCACTCGTCTTCAGTTTTGTCAGCGTCTTC
ATAACTTATAAAGTCCTATCGATCTCTCTTCTTCTTT{nnKelc{e(er: Yoy (og (& (I HMRULSTTTGTTAATAATATCTCAAAGAATAAGAAAAAAAAAAAGAAAA
GAACAAAAAAAAGCACAAGTTTCTTGAAACCGTGTTGTTTTCGTGTAATATACACAGTTGTTACAGATTCTCTCCTTTTGGGTTTCTTTTTGTAATCATCATTT
GATTGACTGATTCTCTGTTCTTTTTTTCCCAAAAAGAGAGTCCTTTTATTACAAAAAAAATATTAAGGTTCTGTTTTGTTTGGTTTAGCTTTTTTATCCAATTCC
ATCAGAACCAGAGTTGTTTGTTGCTGCTCTGTAATATACTCGAGTCAATCTTTATACTTAAGGAAAAAAAAAGTTTCAATCTTTGGTTTCATCTCAGGCGAAA
ATTGCTACAAATGGTAATCGATTTCTAGGGCTCTGACTGGTTTTGATTAAAGGAATCAATTCAGGGGAATTTCGAGTTCTTTTGTTACAAAAGACAAGTTTG

TACAAAAAAGCAGGCTTAJIIIGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAG

CTGAAGTTCATCTGCACCACCG

AAGCAGAAGAA(Q
GGCATCAAGG!

ACCCAGCTTT! CTTGTACAAAGTGGTC-GCGGAAAGAGTCGAAGCATCATCTGTACCAGAAG
GAGAAAATACAATAGAAGAAAGAGAAGTAGGAGCTATGTGGGAATTAGAGCAGAAACTTGATCAACCCATGGATGAAGAAGCTAATAAGCTCAACAACA
TGTATAGAGAAAAGGGATTATCAATGTTGATGCTTCTAAGGCTCTCTTTTCAAAGTCTAGGGATAGTTTATGGAGATTTAGGGACGTCTCCATTGTATGTGT
TTTACAATACATTCCCTGACGGAATTGATGATAGTGAAGATGTAATCGGAGCTCTTTCTTTGATCATTTACTCTCTTTTGCTTATTCCTCTCATCAAGTATGTG
TTCATTGTCTGCAAAGCTAATGATAATGGTCAAGGTGGGACTTTAGCTATATATTCGTTGCTTTGTAGACATGCTAAAGTGAAACTAATCCCGAATCAGCAC
CGTAGTGATGAGGATCTCACGACTTATAGTCGAACTGTATCCGCTGAAGGGTCTTTTGCTGCTAAAACCAAGAAATGGTTGGAGGGTAAAGAATGGAGGA
AGAGAGCTCTTCTTGTCGTTGTTCTTCTCGGTACTTGTATGATGATCGGTGATGGTATCTTAACTCCAGCTATCTCCGTTCTTTCAGCAACTGGTGGGATCAA
AGTAAACAATCCAAAAATGAGCGGCGATATCGTCGTGCTTGTGGCAATTGTCATTTTGATAGGATTGTTCAGTATGCAACACTATGGTACAGACAAAGTCG
GATGGCTCTTTGCACCTATCGTGCTTATTTGGTTCCTCTTCATTGGAGCCACTGGGATGTACAACATCTGCAAGTATGACACAAGCGTTTTAAAAGCGTTTTC
GCCTACATATATATACTTGTACTTCAAAAGACGAGGTCGAGATGGTTGGATATCGCTCGGTGGCATTCTTCTCAGCATAACAGGCACGGAGGCACTATACG
CAGACATTGCCTATTTCCCCTTACTAGCGATACAGCTCGCCTTTACGTTTTTTGTGTTCCCTTGTCTTCTTCTAGCATACTGTGGACAAGCTGCTTATCTTGTGA
TTCATAAGGAACATTATCAAGACGCGTTCTATGCATCTATCCCGGATAGTGTCTATTGGCCAATGTTTATAGTCGCGACAGGAGCTGCTATTGTTGGGAGCC
AAGCTACGATCTCCGGGACTTATTCGATCGTCAAGCAGGCCGTGGCTCATGGATGTTTTCCTCGAGTAAAAATTGTTCATACTTCCAAGAAGTTCCTCGGTC
AGATCTATTGTCCTGATATTAACTGGATACTCATGCTCGGCTGCATCGCGGTTACTGCTAGTTTCAAAAAGCAGAGCCAAATAGGAAATGCATACGGGACT
GCGGTTGTTCTCGTGATGCTTGTGACCACATTACTAATGGTGCTGATAATGCTACTCGTGTGGCATTGCCACTGGATCCTTGTCCTTATATTCACCTTTCTCTC
CTTCTTTGTGGAGTTATCGTACTTCTCAGCCGTGATCTTTAAAATCGATGAAGGAGGATGGGTGCCGCTCATCATAGCAGCGATATCTCTTTTAGTAATGTC
AGTCTGGCATTACGCAACAGTCAAGAAATATGAGTTTGAAATGCACAGTAAAGTGTCCATGAGTTGGATACTCGGCCTCGGTCCCAGCCTCGGGCTTGTCC
GTGTCCCGGGGATCGGGTTAGTCTACACGGAATTAGCAAGTGGTGTTCCTCACATTTTCTCTCATTTCATCACCAACCTCCCCGCGATTCATTCGGTTGTAGT
CTTTGTCTGCGTCAAGTACCTTCCGGTTTACACCGTCCCTGAAGAAGAGAGGTTTCTTGTGAAGAGAATCGGACCAAAAACATTCCGGATGTTCCGATGTGT
AGCCAGATATGGTTACAAAGATCTACACAAGAAAGACGATGATTTCGAGAACAAACTGCTGACTAAACTCTCCTCATTCATTCGAATCGAAACTATGATGG
AGCCAACTTCAAACTCAAGCACCTACAGCAGCACGTATTCCGTCAACCATACACAAGATTCCACCGTAGACTTGATCCACAACAACAACAACCACAACCACA
ACAACAACATGGATATGTTCTCATCGATGGTGGACTACACGGTATCAACTTTAGACACGATAGTTTCCGCTGAATCACTGCATAACACGGTGAGTTTCAGTC
AGGACAACACGGTAGAGGAGGAGGAGACGGATGAGTTGGAGTTTCTAAAGACTTGTAAAGAGTCAGGTGTTGTTCATATAATGGGGAACACCGTGGTGA
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AAGCAAGAACTGGATCATGGCTTCCAAAAAAGATTGCGATTGATTATGTTTATGCATTTCTTGCTAAGATTTGTAGGGCCAATAGTGTTATCTTACATGTTCC
TCATGAAACCCTTTTAAA iR\ VT (N RN (SRR V,XSIGCAACTTTATTATAC

Figure A.1 : Séquence du transgéne pour la construction pKUP9:GFP-KUP9. Les codes couleurs
utilisés sont les suivants :

TGGTT : Séquence promotrice du géne KUP9

GACGACG : Séquence codant pour la GFP

TACGGGAC : Séquence codant pour KUP9

crTeeccacTcrcraTaTCrTTMCTGAAGTTCATCTGCACCACCGR Couple d’amorces pKUP9-F6/eGFP-Seq5 utilisé pour
I"amplification de la région de I’ADNg des T3 a séquencer.

: Couple d’amorces eGFP-Seq3/KUP9-R1 utilisé
pour I'amplification de la région de ’ADNg des T3 a séquencer.

Les résultats du séquencage réalisé par GATC Biotech ont été alignés avec la séquence théorique du
transgeéne afin de révéler les erreurs potentielles en utilisant I’outil Blastn du NCBI (Fig.A.2). La région
promotrice de KUP9 a été vérifiée uniquement apres les étapes de clonage dans les vecteurs de
transition (pCR-XL-TOPO®) et d’entrée (pDONR™). En revanche, les séquences codant pour la GFP et
le transporteur KUP9 ont également été vérifiées aprés transfert du transgene in planta. Ce
séquencage révele qu’il n’y a pas de divergence entre les séquences théoriques et réelles.

Code couleur pour les score de l'alignement

Bl <40 W 40-50 50-80 Bl 80-200 B >=200

ISéquence thélorique | Query |

1 1000 2000 3000 4000 5000
eﬁqS KUP9-R3 KUP9-F4

pKUPS-F6 mKUP9-R4 KUP9-R2 KUP9-F5

Figure A.2 : Résultat de I’alignement entre le séquengage du transgéne et la séquence théorique de
la construction pKUP9:GFP-KUP9. La région allant des nucléotides 1 a 2791 (correspondant au
promoteur de KUP9), séquencée et vérifiée par ailleurs au moment de son clonage dans les vecteurs
d’entrée, n’a pas été vérifiée une nouvelle fois dans les lignées de plantes transgéniques.
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RESUME : Le ~"Cs et le *'Cs, deux isotopes radioactifs du césium relachés entre autres a la suite des
accidents de Tchernobyl et Fukushima, sont des sources de préoccupations majeures pour la sécurité
sanitaire et pour la préservation des écosystémes. L'absorption de césium est inégale entre espéces
végétales : outre sa disponibilité dans le sol, le transport du césium est également influencé par des
propriétés propres a la plante. Les flux d’éléments chez les végétaux étant régulés par des
transporteurs, I'objectif général de ma these a été d’identifier et de caractériser ceux qui sont
significativement impliqués dans le transport du césium. Du fait de I'analogie avec le potassium, le
césium est supposé emprunter les voies de transport dédiées a ce macronutriment. Le systéme de
transport potassique comprend une diversité de protéines dont les contributions respectives
dépendent des niveaux d’apport en potassium. Je me suis donc intéressée a I’étude de I'absorption,
de I'accumulation et de la distribution du césium pour trois niveaux de nutrition potassique. En ce qui
concerne I'absorption racinaire de césium, nos données sont cohérentes avec les connaissances sur
les rbles respectifs du transporteur potassique HAK5 et des canaux cationiques non sélectifs en
fonction du niveau de potassium. En outre, les tests réalisés indiquent que des canaux potassiques
de la famille des Shaker pourraient étre impliqués dans la translocation du césium ainsi que dans sa
recirculation. Le transporteur HAKS, plut6ét bien caractérisé pour son role dans I'absorption racinaire
de césium et de potassium, appartient a la famille de transporteurs nommée KUP/HAK/KT. Les
résultats produits pendant cette thése mettent en évidence le rdle in planta du transporteur KUP9,
un membre de cette famille des KUP et jusque-la peu étudié. Nous n’observons pas de modifications
de I'absorption du potassium chez les mutants invalidés sur ce transporteur comparés a I'écotype
sauvage : il serait donc possible de le manipuler pour moduler I'absorption de césium sans que la
nutrition potassique ne soit altérée. Ce résultat est particulierement encourageant dans un objectif
de gestion des territoires contaminés par l'utilisation de plantes capables d’accumuler de grandes
guantités de césium (phytoremédiation) ou a I'inverse limitant les transferts a la chaine alimentaire
(safe food).

Mots-Clés : Arabidopsis thaliana, césium, transporteurs
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ABSTRACT: ~~"Cs an Cs, two radioactive isotopes unintentionally released after the Chernobyl and
the Fukushima accidents, are of major concern for ecosystems protection and human health.
Together with the soil and the soil solution composition, plant properties have a major influence on
the amount of caesium uptake which is highly heterogeneous between species. Due to the important
role of transporters in the control of elements fluxes, the aim during my thesis was to identify and
characterize those that were involved in a significant part of cesium transport. Due to analogy with
potassium (K), an essential macronutrient for plants, caesium is supposed to pass predominantly
through potassium carriers. Potassium transport involves a diversity of proteins and their respective
contribution depends on the level of K supply to the plant. Therefore, | started my project testing the
effect of three different K-treatments on uptake, accumulation and distribution of caesium.
Concerning the effects of K supply on root uptake of caesium, our results are consistent with the
known role of the potassium transporter HAK5 and non-selective cations channels respectively.
Additionally, our observations show that two potassium channels from the Shaker family could be
involved in caesium translocation and recirculation. The HAK5 transporter mentioned above is
already well characterized for its role in the root uptake of caesium and potassium. This transporter
belongs to the KUP/HAK/KT family with 12 other proteins in A. thaliana. Results produced during my
thesis demonstrate in planta the role of KUP9 transporter —a member of the KUP family-, which has
received little attention so far. Changing in potassium uptake has not been observed in mutant lines
disrupted in this KUP9 transporter: it could be possible to modulate caesium uptake without
alteration of potassium nutrition. This result is very promising for management strategies of
contaminated lands modulating plant properties to accumulate large amount of caesium
(phytoremediation) or to limit caesium transfer in foodstuffs (safe food).

Key words: Arabidopsis thaliana, cesium, transporters



